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SeGPx : Glutathion Peroxydase Sélénium-dépendante
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Introduction

Les activités humaines, qu’elles soient industrielles, agricoles ou domestiques, ont
depuis plusieurs décennies anthropisé tous les milieux environnementaux, et notamment les
milieux aquatiques, qui se trouvent étre les réceptacles de nombreuses substances polluantes.
La prise de conscience des conséquences de ces xénobiotiques sur les écosystémes a conduit
les autorités a évaluer la qualité de ces milieux afin de réglementer la gestion des substances
susceptibles d’y étre introduites. C’est dans ce contexte qu’est apparue en Europe, la
Directive Cadre de I’Eau (DCE — 2000/60/CE) qui vise a atteindre un « bon état » écologique

et chimique des eaux de surfaces d’ici 2015.

Actuellement, I’évaluation de la qualité des milieux aquatiques s’effectue a 1’aide
d’indicateurs biologiques basés sur la présence et 1’abondance d’organismes animaux et
veégétaux (Rosenberg et Resh, 1993). Cependant, bien que ces bioindicateurs soient tres
importants dans 1’évaluation globale de 1’écosystéme, ils n’apportent que trés peu de réponses
sur la nature de la perturbation qui peut étre de 3 types: physique (e.g. changement de
I’habitat), biologique (e.g. compétition) ou encore chimique (e.g. mélange de polluants
métallique ou organique). De maniére générale, les organismes ne sont pas soumis a un seul
de ces trois stress, mais plutét a une combinaison de plusieurs stress appelées « stress
multiples ».

L’¢cotoxicologie est la discipline qui permet d’appréhender les effets d’agents
polluants artificiels ou naturels sur les organismes vivants. Elle utilise notamment la mesure
de réponses biologiques des organismes, appelées biomarqueurs, qui se trouvent étre des
outils complémentaires a 1’évaluation écologique de la qualité des milieux (Peakall, 1994).
Parmi les biomarqueurs les plus utilisés en écotoxicologie, on trouve des nombreux composes
antitoxiques qui répondent a divers contaminations environnementales (Vasseur et Cossu-
Leguille, 2003; Allan et al., 2006), comme par exemple des molécules antitoxiques (e.g.
métallothionéines, glutathion,...), mais aussi des enzymes antioxydantes (e.g. catalase,
glutathation peroxydases, catalase, superoxyde dismutase,...).

Si de par leurs réponses, ces outils permettent d’appréhender I’impact de milieux
anthropisés sur les organismes, I’un des problémes majeurs de leur utilisation réside dans le
fait que leurs réponses ne sont pas uniquement induites par la présence de polluants.
Indépendamment de toutes perturbations, les biomarqueurs peuvent varier en fonction de
facteurs propres a I’individu sur lequel ils sont mesurés, appelés facteurs biotiques (e.g. age,

sexe, stade de reproduction...) (Sroda et Cossu-Leguille, 2011; Xuereb, 2009) ou en fonction
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de facteurs environnementaux naturels, appelés facteurs abiotiques (e.g. température,
oxygénation,...) (Serafim et al., 2002; Geffard et al., 2005; 2007).

Depuis quelques années, un intérét croissant est porté sur le parasitisme comme
facteur confondant pouvant induire des modifications de 1’hote. De nombreuses études ont
déja démontré I’influence de parasites sur le comportement et 1’aptitude phénotypique
(fitness) de son hdte. Ces modifications sont souvent des sous-produits de 1’infection qui
peuvent avoir une dimension adaptative pour le parasite dans la mesure ou elles favorisent le
bon déroulement de son cycle. Par exemple, le trématode Diplostomum spathaceum, qui se
trouve logé dans I’ceil de son hote intermédiaire, la truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss,
réduit la vision de 1I’h6te d’une maniére telle qu’il s’expose plus, que les individus non-
infectés, a une ingestion par I’hote définitif, un oiseau d’eau (Seppala et al., 2004; 2005). De
méme, 1’acanthocéphale Polymorphus minutus peut modifier le géotactisme de 1’amphipode
Gammarus roeseli, hote intermédiaire, ce qui I’améne a rejoindre la surface de 1’eau ou il
devient trés vulnérable a I’hote final du parasite, un oiseau d’eau (Médoc et al., 2006; 2009;
Médoc et Beisel, 2009; 2011). Ces macroparasites ne sont toutefois pas les seuls a influencer
un caractére de leur hote, puisqu’il a été¢ démontré que des microparasites impactaient le sex-
ratio de leur héte en augmentant la production de femelles, ce qui a pour conséquence de
favoriser leur transmission verticale de la mére aux juveniles (Terry et al., 1997; 1998;
Bouchon et al., 1998; Rigaud et al., 1999; Kelly et al., 2001; 2002; 2003).

Cependant, si un parasite peut altérer le comportement et 1’aptitude phénotypique de
son hote, il peut également altérer les réponses biologiques de celui-ci lors d’une exposition a
une contamination environnementale, et ainsi devenir un facteur confondant souvent négligé
dans les études écotoxicologiques (Sures, 2006; 2007; Marcogliese et Pietrock, 2011). La
figure A permet de visualiser les effets que peut avoir un polluant ou un parasite sur un

organisme hote.
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Figure A. Effets de contaminations environnementales et de parasites sur difféerents paramétres biologiques
d’un organisme hote (d’aprés Sures, 2008). (+): augmentation/activation, (-): diminution/inhibition, (x):
suppression

Le métabolisme énergétique est un des nombreux parameétres biologiques pouvant étre
influencés par un parasite. En effet, il est bien connu maintenant que le parasite puise
I’énergie nécessaire a son métabolisme dans les réserves énergétiques de son héte. 1l peut
également influencer I’accumulation de contaminants dans les tissus de son hote, par exemple
en la diminuant, comme démontré chez le chabot Leuciscus cephalus infecté par
I’acanthocéphale Pomphorhynchus laevis (Sures et Siddall, 1999) ou encore chez la palourde
Pisidium amnicum infectée par le trématode Bunodera luciopercae (Heinonen, 2000). La
présence de parasite impacte également les systemes de défenses antitoxiques en augmentant
ou diminuant leurs concentrations, mais aussi en inhibant ou activant leur synthese. Par
exemple, la concentration en métallothionéines chez les coques Cerastoderma edule infectées
par le parasite digénien Labratrema minimus était diminuée (Baudrimont et al., 2006; 2007),
de méme que la synthése des protéines de choc thermique (Hsp70) chez Gammarus roeseli
infectés par Polymorphus minutus (Sures et Radszuweit, 2007). L’altération des défenses
antitoxiques due a la présence de parasite pourrait donc avoir de graves conséquences sur la
survie des individus. En effet, de nombreuses études ont demontré de plus fortes mortalités de
bivalves ou de crustacés parasités et exposés a divers stress environnementaux (McCahon et
al., 1988; Wegeberg et Jensen, 1999; Heinonen, 2000; Mouritsen et al., 2005; Coors et al.,
2008; Marcogliese et Pietrock, 2011), ce qui pourrait avoir des effets néfastes sur la

population et donc sur I’écosystéme et son fonctionnement.
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Les différents effets que peut avoir un parasite sur son hote font appel au principe de
« phénotype étendu » (extended phenotype) défini par Dawkins (1982). Ce principe dit que le
phénotype d’un individu peut étre le résultat de 1’expression de plusieurs génomes en
interaction, et non pas uniquement de I’expression du génome de I’individu. Il expliquerait
donc que le génome d’un parasite puisse s’exprimer au-dela de son propre phénotype et
affecter le phénotype de son hote, en modifiant par exemple I’apparence et le comportement
de fagon a ce qui ceci favorise 1’achévement de son cycle de reproduction. Ce principe est
notamment vrai pour les interactions durables, ou le nombre d’hote est réduit et ou

I’association entre les organismes se maintient dans le temps (Combes, 2001).

D’apres ces études, il apparait clairement que la présence de parasites influence les
réponses des biomarqueurs développés chez des organismes sentinelles utilisés dans
I’évaluation de la qualité des milieux. C’est dans ce contexte que s’insere ce travail doctoral.
Nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’influence de la présence de parasites sur les
réponses de biomarqueurs de défenses antitoxiques, mais aussi de biomarqueurs énergétiques
chez un crustacé amphipode d’eau douce Gammarus roeseli. Pour cela, nous avons choisi
d’étudier le glutathion réduit et I’activité de la y-glutamylcystéine ligase, enzyme limitant la
synthése du glutathion. En effet, bien que ce tripeptide joue un réle central dans le systeme
antioxydant (i.e. piegeur de radicaux libres et substrat d’enzymes antioxydantes), il n’a
jamais été étudié chez le gammare. En paralléle, la concentration en métallothionéines et en
caroténoides, également impliqués dans les systémes de détoxication de 1I’organisme, ont été
évaluées. Les réserves énergétiques de I’organisme hote ont été définies par la mesure des
teneurs en protéines, lipides totaux et glycogéne. Enfin, la concentration en malondialdéhyde
a éte utilisée comme biomarqueur d’effets toxiques.

Ce travail de thése a débuté par 1’étude des variations annuelles de la concentration en
glutathion réduit, sa synthese et des reserves énergétiques de G. roeseli, afin de caractériser
I’influence de la saison et du sexe de 1’organisme. Par la suite, nous nous sommes intéressés a
I’influence du parasite acanthocéphale, Polymorphus minutus et de parasites microsporidies a
transmission verticale sur les différents biomarqueurs, en absence de contamination chimique
et lors d’une contamination métallique au cadmium. Enfin, I’effet d’une multi-infection
parasitaire sur les défenses antitoxiques et les réserves énergétiques de G. roeseli soumis ou

non a un stress cadmié a été étudié.
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Ce document de these se structure en quatre chapitres. Le chapitre | est une
synthese bibliographique permettant de définir les notions de biomarqueurs, de stress
oxydant, ainsi que d’apporter des informations relatives aux différents biomarqueurs et
modeles biologiques utilisés. Le chapitre 11 présente les matériels et méthodes employés au
cours de ce travail doctoral, notamment en termes d’expérimentations en laboratoire et de
protocoles d’analyses. Les résultats obtenus sont présentés dans le chapitre III, lui-méme
subdivise en 3 parties avec: (i) I’étude de Uinfluence de la saison et du sexe de ’organisme
sur les différents biomarqueurs (publication 1), (ii) ’influence d’une mono-infection sur la
réponses des biomarqueurs en absence de stress ou lors d’une exposition au cadmium
(publications 2, 3, 4 et 5), et (iii) l’influence d’une co-infection lors d’un stress chimique
au cadmium (publication 6). Enfin, une discussion générale des principaux résultats
obtenus est présentée dans le chapitre IV, suivi d’une conclusion ouvrant sur des

perspectives a ces travaux.
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Chapitre I: Synthese Bibliographique

1. Les biomarqueurs
1.1. Qu’est-ce qu’un biomarqueur ?

La notion de biomarqueur est apparue dans les années 80 surtout dans le domaine
médical, puis s’est peu a peu développée dans les années 90 dans le domaine
environnemental (Depledge et Fossi, 1994; Peakall, 1994). Les biomarqueurs ont pour but de
fournir un outil complémentaire, a 1’échelle individuelle, des indices biotiques tels que
I’Indice Biologique Global Normalis¢é (IBGN) ou I’Indice Biologique Diatomées (IBD)
utilisés a D’échelle de la population, pour évaluer la qualité des écosystémes. Les
biomarqueurs sont des variables biologiques permettant a la fois de caractériser 1’état
physiologique des individus dans un environnement donné et de détecter de facon précoce
tout déreglement pouvant avoir des répercussions a plus long terme sur les écosystemes
(populations et communautés).

Avant toute utilisation de biomarqueurs, il est important d’en énoncer clairement la
définition. La premiére fut établie par le National Research Concil (NRC) en 1987 qui
qualifiait un biomarqueur d’« indicateur signalant des modifications dans des systemes ou
échantillons biologiques faisant suite a une exposition a un composé chimique ». Bien que
cette définition fat principalement destinée a la santé humaine, elle a été un point de départ
pour Adams (1990) qui déclina ce concept au plan environnemental, en précisant les notions
d’« organismes », de « populations » et de « communautés ». Au fil des années, la définition
d’un biomarqueur s’est enrichie et précisée pour aboutir & la définition proposée par Lagadic
et al. (1997) et que nous avons adoptée dans ce travail doctoral. Selon ces auteurs, un
biomarqueur est un «changement observable ®/,, mesurable au niveau moléculaire,
physiologique ou comportemental qui révele une exposition présente ou passé d’'un individu a
au moins une substance chimique a caractére polluant». Cette définition permet de mettre en
évidence tous les niveaux biologiques pouvant étre utilisés comme biomarqueurs ainsi que
I’importance du facteur «temps » dans I’utilisation et I’interprétation des réponses d’un

biomarqueur.

1.2. Biomarqueurs d’exposition et biomarqueurs d’effet

Deux principales catégories de biomarqueurs, couramment utilisées en écotoxicologie,
furent établies en fonction de la réponse apportée (Schlenk, 1999). 1l s’agit des biomarqueurs

d’exposition et des biomarqueurs d’effet (Tableau 1-1).

11



Chapitre I: Synthese Bibliographique

Tableau I-1. Exemple de biomarqueurs utilisés dans des études de terrain et de laboratoire, indicateurs
d’expositions ou d’effets de divers polluants, ainsi que leurs réponses (d’aprés Vasseur et Cossu-Leguille,
2003; Allan et al., 2006)

Biomarqueurs Polluants Effets
Biomarqueurs d'exposition Cytochrome P450 Pesticides, HAPs, Dioxines Induction
Glutathion-S-Transférase Substances électrophiles Induction

Insecticides organophosphoré et

Activité acétylcholinestérase Inhibition
- carbamates
Synthe Stallothionéi . . e Inducti
yrthese metatiotionemes Métaux et autres xénobiotiques neuction
Protéines de stress Métaux et autres xénobiotiques Induction
Protéi MultiXénobioti . . Induction /
r’olemes ultiXénobiotiques HAPs, PCBs, métabolites, .__ il II.ICI 1.011
Résistance (MXR) Inhibition
Inhibition /
Systémes antioxydants (ex: . e . .
; . N Xenobiotiques organiques Augmentati
glutathion, enzymes ) . = =
= - divers, métaux, .. on/
antioxydantes_._.) e
- Diminution
Biomarqueurs d'effet Insecticides orsanophosphorés Diminution
Activité acétylcholinestérase ¢ carbamat Eanophosp
erearbamates Inhibition
. C Xénobioti i .
Peroxvdation lipidique Ieno 1o }ques organiques Induction
i divers, métaux, ..
f s Xénobioti i .
Intégrité lysosomale Ieno 10 }ques organmques Diminution
= - divers, métaux, ..
- - - Induction
Vitellogénine Perturbateurs endocriniens .
= (males)

Un biomarqueur d’exposition met en évidence 1’exposition d’un organisme a au
moins une substance polluante, sans pour autant démontrer les effets induits par celle-ci.
Cette catégorie de biomarqueurs regroupe de nombreuses molécules dont le réle majeur est
d’assurer la protection des cellules de I’organisme.

Parmi ces biomarqueurs d’exposition, il est possible de trouver des protéines de choc
thermique (heat shock protein, HSP). Ce sont des proteines chaperonnes permettant la bonne
reconfiguration de protéines endommagées lors d’un stress. Leur expression peut étre induite
lors d’une perturbation thermique mais également par un grand nombre d’agents oxydants,
métaux lourds ou autres composés toxiques (Eckwert et al., 1997; Piano et al., 2004,
Bierkens et al., 1998). Les monooxygénases liées au cytochrome P450, enzymes de
détoxication de phase I, sont également des biomarqueurs d’exposition du fait de leur
induction principalement lors d’exposition & des hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAPs) ou a des pesticides (Stegeman et Kloepper-Sams, 1987; Livingstone et al., 1995).

Leur role est de catalyser I’oxydation des xénobiotiques afin de les fonctionnaliser pour les
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rendre moins toxiques et faciliter leur élimination. Les métallothionéines sont considérées
comme des biomarqueurs d’exposition puisque leur synthése et leur concentration sont
induites lors d’exposition a des métaux lourds (Geffard et al., 2002a, 2002b; 2005; Bigot et
al., 2011). En effet, ces protéines sont responsables de la fixation des métaux. Parmi les
biomarqueurs d’exposition, il est également possible de retrouver des mecanismes de
résistance a de multixénobiotiques (MXR), qui sont des pompes membranaires ATP-
dépendantes permettant 1’expulsion des éléments toxiques hors de la cellule. Leurs
expressions et leurs activités peuvent étre induites par des métaux de type cadmium, cuivre,
mercure ou zinc (Achard et al., 2004), ainsi que par des pesticides comme le chlorthal ou
I’Aroclor 1254 (Eufemia et Epel, 1998). Les systémes antioxydants des organismes
permettent de mettre en évidence une exposition a divers polluants métalliques et organiques.
Ces systemes font intervenir des enzymes antioxydantes telles que la catalase, les glutathion-
S-transférases ou encore les glutathion-peroxydases responsable de 1’élimination des espéces
réactives de I’oxygeéne (ROS), délétéres pour 1’organisme. Parmi les systémes antioxydants,
on trouve également des molécules telles que le glutathion, les caroténoides ou encore les

vitamines A et E. Ces systemes antioxydants sont développés dans le paragraphe 2.2.

Un biomarqueur d’effet met en évidence un ou des effet(s) toxique(s) subit(s) par un
organisme suite a une exposition a au moins une substance polluante. Les biomarqueurs
d’effets peuvent étre par exemple des produits de dégradation, des enzymes ou encore des
modifications structurales. Un des produits de dégradation considéré comme biomarqueur
d’effets est le malondialdéhyde, produit final formé au cours de la dégradation des
membranes cellulaires appelée peroxydation des lipides (Cossu et al., 1997; Charissou et al.,
2004; Del Rio et al., 2005). Une augmentation de la concentration en malondialdéhyde est
synonyme de dommages cellulaires subits par les organismes exposés a divers polluants
comme par exemple des métaux tels que le cuivre (Sroda et Cossu-Leguille, 2011a; Correia
et al., 2002) ou le cadmium (Khan et al., 2010), ou a des composes organiques tels que des
pesticides (Herndndez-Moreno et al., 2010). L’activité de I’acétylcholinestérase, enzyme qui
hydrolyse I’acétylcholine au niveau des synapses du systeme nerveux et stoppe la
transmission du message nerveux, est utilisée comme biomarqueur d’effet, puisque son
inhibition est spécifique a une exposition a des composés organophosphores ou carbamates,
utilises comme pesticides (Xuereb et al., 2007; 2009). Les biomarqueurs d’effets ne sont pas
uniquement des molécules ®/,, des activités enzymatiques comme décrit précédemment, mais
peuvent étre des modifications structurales. Au niveau de la cellule, les lysosomes, vésicules

chargées d’enzymes hydrolytiques permettant la dégradation de macromolécules, sont utilisés
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comme biomarqueurs d’effets. L’augmentation de leur volume, de leur taille ®/,, de leur
nombres est synonyme d’expositions a divers contaminants chimique comme des HAPS ou

des métaux lourds (Giambérini et Cajaraville, 2005; Marigdmez et al., 2005).

1.3. Intérét des biomarqueurs

Un biomarqueur n’a d’intérét que s’il peut étre précoce et prédictif de changement a
I’échelle de la population (Vasseur et Cossu-Leguille, 2003). Van der Oost et al. (2003) ont
mis en relation la pertinence écologique d’un biomarqueur en fonction de son temps de
réponse (Figure I-1). Leur étude met alors en évidence les difficultés quant au choix des
biomarqueurs pertinents a utiliser lors d’évaluations de I’impact de contaminations
environnementales. Les biomarqueurs répondant lors de courtes expositions se révelent avoir
peu de pertinence écologique, c’est-a-dire étre peu prédictif d’un effet au niveau
populationnel, méme s’ils présentent 1’avantage de fournir des informations précoces. Il
existe toutefois des parameétres biochimiques permettant de faire un lien entre la réponse d’un
biomarqueur mesurée a 1’échelle individuelle et I’effet potentiel de cette contamination sur la
population. Il s’agit de paramétres biochimiques liés a la reproduction. Lagadic (2002) a
défini que les hormones liées au potentiel reproducteur d’un individu ainsi que les
composantes énergétiques peuvent mettre en évidence un impact au niveau populationnel.
Néanmoins, le nombre de marqueurs moléculaires permettant de faire un lien entre individu
et population reste a ce jour trés limité. Il est donc recommandé d’utiliser une batterie de
biomarqueurs, ¢’est-a-dire un ensemble de biomarqueurs de différents niveaux d’organisation
biologiques (moléculaire, cellulaire, physiologique,...) afin d’appréhender au mieux 1’impact
d’une contamination environnementale et d’interpréter et conclure le plus précisément
possible quant aux effets d’une exposition a un ou des xénobiotique(s). L’approche multi-
marqueurs, faisant intervenir des biomarqueurs d’exposition et d’effets, s’est ainsi beaucoup
développée dans les études écotoxicologiques (de Lafontaine et al., 2000; McLoughlin et al.,
2000; Brown et al., 2004; Moore et al., 2004; Galloway et al., 2006; Felten et al., 2008;
Frenzilli et al., 2008; Falfushynska et al., 2010).
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Figure I-1. Relation entre pertinence écologique et temps de réponses de différents biomarqueurs (d’apreés
Adams, 1990; Van der Oost et al., 2003)

1.4. Biomarqueurs et facteurs confondants

Bien que les réponses des biomarqueurs soient induites apres exposition a divers
xénobiotiques, elles peuvent également dépendre d’autres facteurs appelés « facteurs

confondants » ou « facteurs de confusion ».

Parmi les facteurs confondants, les plus connus pour induire une modification de la
réponse des biomarqueurs, il y a des facteurs abiotiques tels que la température, ou la salinite.
Ainsi, Serafim et al. (2002) ont démontré que I’induction de la synthese des
métallothionéines (MT) chez le bivalve Mytilus galloprovincialis exposé au cadmium était
température-dépendante. En effet, lorsque les individus étaient exposés a 100 pg Cd.L™ &
25°C, la concentration de MT induite était 5 fois plus élevée que celle des individus placés a
5°C. De méme, Tankoua et al. (2011) ont mis en évidence chez le bivalve marin
Scrobicularia plana, une différence de réponses antitoxiques selon la salinité. Lors d’une
augmentation de la salinité, il a été observeé une augmentation de 1’activité de la glutathion-S-
transférase, mais une diminution de D’activité de 1’acétylcholinestérase ainsi que de la
concentration des protéines métallothionéines-like (MTLP). Ces études soulignent donc

I’importance de prendre en compte les facteurs environnementaux, tels que la physico-chimie
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du milieu, lors d’études écotoxicologiques, afin de permettre une interprétation plus juste des
réponses des biomarqueurs, et ainsi d’incriminer leurs variations a la présence d’une

contamination.

Par ailleurs, les réponses des biomargueurs ne sont pas uniguement soumises a des
facteurs abiotiques, mais peuvent également étre influencées par des facteurs biotiques,
souvent propres a I’individu. Bebianno et al., (2003) ont démontré chez le gastéropode
Patella aspera que des individus de grandes tailles (longueur de la coquille), donc agés, avait
une plus forte concentration en MT que les individus de petites tailles et donc plus jeunes. De
méme, Xuereb et al., (2009) ont mesuré une plus forte activité de I’acétylcholinestérase chez
les amphipodes Gammarus fossarum de petites tailles, en comparaison a celle des individus
de grandes tailles. Le sexe de I’individu influence également les réponses des biomarqueurs
comme il a été démontré chez Gammarus roeseli (Sroda et Cossu-Leguille, 2011a; 2011b).
Ces auteurs ont démontré que les femelles avaient de plus fortes activités d’enzymes
antioxydantes (e.g. glutathion peroxydases ou la catalase) que les males; mais que lors d’une
exposition au cuivre, les femelles étaient moins résistantes que les males. D’autres facteurs
biotiques en lien avec le cycle de reproduction de I’individu peuvent modifier les réponses
des biomarqueurs. On y retrouve par exemple le stade de reproduction (i.e. lien étroit avec le
cycle de mue) qui influence notamment I’induction du gene de la vitellogénine chez
Gammarus fossarum (Xuereb et al., 2009; 2011). En effet, ces auteurs ont démontré que les
femelles avaient une augmentation significative d’ARNm de la vitellogénine a la fin de la
phase d’inter-mue et au début de la phase de pré-mue.

Au sein de la multitude de facteurs de confusion, la saison est de loin le plus étudié.
Le cas particulier de la saison réside dans le fait qu’il s’agit a la fois d’un facteur confondant
biotique ou abiotique, puisqu’elle fait intervenir des facteurs physiologiques (maturation,
cycle de reproduction,...) et environnementaux (variations de température, d’oxygénation,
ressource alimentaire,...). Des variations saisonnieres ont pu é&tre établies pour de
nombreuses défenses antioxydantes, notamment chez des invertébrés, ou la température ainsi
que le cycle de reproduction influencent I’activité basale des individus jouant ainsi sur leur
sensibilité et donc sur les réponses des biomarqueurs. 1l a été démontré, par exemple chez le
bivalve Mytilus edulis que la concentration de glutathion était la plus faible en automne et en
hiver et la plus forte en été (Power et Sheehan, 1996). A I’inverse, la concentration en
métallothionéines du bivalve Corbicula fluminea était minimale au printemps et maximale en
été (Baudrimont et al., 1997) alors qu’elle était minimale au printemps et maximale en hiver

chez I’amphipode Gammarus pulex (Geffard et al., 2007). Des variations saisonniéres ont
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également été mises en évidence pour les réserves énergétiques. Dutra et al. (2007) ont
notamment mis en évidence que la teneur en lipides de I’amphipode Hyallela pleoacuta était
minimale en été et maximale en automne. La méme observation a été faite pour la teneur en

lipides de I’amphipode Gammarus roeseli (Sroda et Cossu-Leguille, 2011b).

Depuis quelques années, le parasitisme est apparu comme un facteur confondant
pouvant induire des modifications dans les réponses de biomarqueurs de son hote, d’autant
que ce dernier est souvent une espéece sentinelle (poissons, bivalves, crustacés,...) (Sures
2006; 2007; 2008). Cependant, tres peu d’études a ce jour se sont intéressées a I’influence de
parasites, bien qu’il soit clairement établi maintenant, qu’un parasite utilise le stock
énergétique de son hote, conduisant ainsi a un remaniement des différentes allocations
énergétiques de ce dernier. Toutefois, durant la derniére décennie, il a été démontré que la
présence de parasites pouvait modifier les systemes de défense de son hote. Par exemple, une
augmentation de I’activité des enzymes antioxydantes (catalase, glutathion réductase,
glutathion-S-transférase) a été décrite chez la carpe Cyprinus carpio infectée par le cestode
Ptychobothrium sp. (Dautremepuits et al., 2002; 2003). La présence de parasites n’affecte pas
uniquement le métabolisme de défense de son héte, mais peut également induire un
changement dans sa structure physiologique. En effet, Minguez et al. (2009) ont démontré
une diminution de la taille des lysosomes, ainsi qu’une augmentation de leur nombre chez le
bivalve Dreissena polymorpha infecté par diverses parasites tels que des organismes
Rickettsiale-like (bactérie intracellulaire), un cilié (Ophryoglena sp.) ou encore un trématode
(Echinoparyphium sp.). Ces études mettent donc en avant une nouvelle difficulté quant a
I’utilisation de biomarqueurs comme outils de diagnostic de perturbations anthropiques. En
effet, bien qu’il soit relativement facile de contrdler la température, le pH ou encore le sexe
de I’individu lors d’une exposition en laboratoire, la présence de parasites restent delicate a
établir, notamment dans le cas de parasites non-visibles a I’ceil nu, nécessitant 1’utilisation

d’outils biomoléculaires ou histologiques pour les mettre en évidence.

Méme si les biomarqueurs sont trés largement étudiés dans les études d’évaluation de
la qualité des eaux, la connaissance de 1’influence de facteurs confondants, et notamment de
nouveaux facteurs tel que le parasitisme, devient indispensable pour une interprétation
correcte des réponses des biomarqueurs; et ceci avant méme de juger de la pertinence

écologique d’un biomarqueur ou d’une batterie de biomarqueurs.
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2. Stress oxydant, défenses antitoxiques et dommage membranaire

Toute vie aérobie nécessite 1’utilisation d’oxygeéne moléculaire (O;). Cependant, il a
été estime que la métabolisation d’environ 1 a 3% de I’oxygeéne consommé aboutit a la
formation d’especes radicalaires, également appelées « especes réactives de 1’oxygene »
(ROS) (Livingstone, 2003). Ces ROS peuvent alors conduire a I’apparition d’un stress
oxydatif lorsque celles-ci ne sont plus prises en charge par les systemes de défenses de
I’organisme. La production de ces ROS est également induite par de multiples polluants
rejetés notamment par les activités anthropiques (pesticides, métaux, HAPs,...) (Livingstone,
2001).

2.1. Les principales espéces réactives de ’oxygéne

Les ROS sont des espéces chimiques réactives qui présentent un électron libre sur leur
couche externe, ce qui leur confére la particularité de pouvoir réagir trés rapidement avec de
nombreuses molécules voisines et ainsi induire un stress oxydatif (Sies, 1986).

Ces ROS sont majoritairement produites de facon endogéne au niveau des membranes
des mitochondries, au cours du transfert des électrons de la chaine respiratoire (Staniek et
Nohl, 2000) (Figure 1-2).

HQO + 02

Figure 1-2. Schéma de formation des espéces réactives de ’oxygéne (ROS) dans la chaine respiratoire
(adapté de Chabot et al., 1998 et Nordberg et Arnér, 2001). O, : oxygéne moléculaire, O, : anion superoxyde
protoné, H,O, : peroxyde d’hydrogene, “OH : peroxyde organique.

2.1.1. L’anion superoxyde (0;")

La plus connue des espéces réactives de I’oxygéne est I’anion superoxyde O, Il est

formé essentiellement au niveau des membranes mitochondriales (Staniek et Nohl, 2000)
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aprés capture d’un électron par le molécule d’O, (Halliwell et Gutteridge, 1984) L’anion
superoxyde n’est pas la forme activée de 1’oxygene la plus réactive mais elle peut toutefois
étre impliquée dans certains dommages cellulaires. En effet, du fait de son incapacité a
traverser les membranes lipidiques, I’anion superoxyde reste principalement dans la
mitochondrie et conduit alors a la destruction des lipides membranaires ou lipoperoxydation
(voir paragraphe 2.6.). L’anion superoxyde peut également se dismuter en peroxyde
d’hydrogéne selon la réaction suivante catalysée par les superoxydes dismutases (Fridovich,
1975).
20,"+2H,0 — H;0,+0,+20H

2.1.2. Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) provient donc de la dismutation de I’anion
superoxyde. Ce composé franchit facilement la barriere membranaire des cellules par
diffusion (Nordberg et Arnér, 2001). Selon la réaction de Fenton, le peroxyde d’hydrogéne se
décompose en présence d’ions ferreux (Fe?*) pour former un ion hydroxyde (OH) et un
radical hydroxyle (OH"):

H,0, + Fe** —> OH + OH + Fe*'

Cette réaction s’arréte rapidement par épuisement de I’ion ferreux; cependant, lors de
la présence d’ion superoxyde, elle peut perdurer du fait que ce dernier génére du fer ferreux
selon la réaction d’Haber-Weiss:

0, +Fe¥* —— 0,+Fe*

2.1.3. Le radical hydroxyle (OH")

Le radical hydroxyle est formé par la fission homolytique de la liaison oxygene-
oxygene du peroxyde d’hydrogéne lors, par exemple in vitro, de la réaction de Fenton faisant
intervenir des métaux de transition sous forme réduite, mais également lors de réactions
thermiques. In vivo, la formation de ce radical est réalisée selon la réaction d’Haber-Weiss
dont le bilan est le suivant:

0;"+H,0, — 0,+O0H +0OH

Le radical hydroxyle est certainement la plus réactive des ROS. Il est le plus oxydant
mais également le plus instable car sa demi-vie & 37°C n’est que de 10”° secondes (Sies,

1991). Ce compose reagit avec différentes molécules biologiques comme les phospholipides

19



Chapitre I: Synthese Bibliographique

membranaires initiant ainsi la lipoperoxydation, ou encore avec les bases de I’ADN créant
ainsi des erreurs de transcription et donc de synthéses protéiques (Halliwell et Gutteridge,
1984).

2.2.  Les systemes de défenses antioxydants

Afin de limiter les effets cellulaires délétéres pour 1’organisme, il est important de
contrdler la production et la dissémination des espéces réactives de 1’oxygene. Pour cela, les
organismes ont développé des systémes de détoxication leur permettant de se défendre contre

la surproduction de ROS (Figure I-3).

H,0 + %0,

D Défenses du systeme enzymatique

D Défenses du systéme non-enzymatique

Go6PD

Réactions de Fenton et
d’'Haber-Weiss

G6PD

Figure 1-3. Schéma des systémes enzymatique et non-enzymatique de détoxication des ROS. SOD: superoxyde
dismutase ; CAT: catalase; SeGPx: glutathion peroxydase-sélénium dépendant; IndSeGPx: glutathion
peroxydase-sélénium indépendant; GST: glutathion S-transférase; GRd: glutathion réductase ; GSH:
glutathion réduit.

2.2.1. Les antioxydants enzymatiques

Ce systeme fait intervenir de nombreuses enzymes de détoxication telles que la
catalase (CAT, EC 1.11.1.6), les superoxydes dismutases (SOD, EC 1.15.1.1), les glutathion
peroxydases sélénium-dépendante (SeGPx, EC 1.11.1.9), et sélénium-indépendante
(IndSeGPx, EC 1.11.1).
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2 Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) ont un role important dans la prise en charge de
I’anion superoxyde (McCord et Fridovich, 1969). Ces enzymes ne traversent pas les
membranes et agissent donc dans le compartiment méme ou les O, sont formés (Staniek et
Nohl, 2000). Elles constituent une premiére ligne de défense efficace pour empécher
I’accumulation cellulaire de I’anion superoxyde. Elles catalysent la dismutation du O, en
H20:

0" +0," +2H" ——>  0;+H0,

2 Lacatalase

La catalase, qui est principalement localisée dans les peroxysomes, permet
I’¢élimination du peroxyde d’hydrogéne formé par exemple lors de la dismutation de I’anion

superoxyde (voir ci-dessus) en catalysant sa réduction en eau et oxygene

H,O, — H,O0+%0,

Elle permet alors de soustraire H,0O, de la réaction d’Haber-Weiss et ainsi d’éviter la

formation de radical hydroxyle (Halliwell et Gutteridge, 1989).

2 Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases (GPx) peuvent également prendre en charge le peroxyde
d’hydrogene. Cette enzyme existe sous deux formes, la glutathion peroxydase sélénium-
dépendante (SeGPx) et la glutathion peroxydase sélénium-indépendante (IndSeGPx). La
SeGPx peut prendre en charge la détoxication de peroxydes organiques et du peroxyde
d’hydrogene, alors que I’IndSeGPx neutralise uniquement les peroxydes organiques (Burk et
al., 1978).

o Laglutathion réductase

La glutathion réductase (GRd), présente chez tout organisme animal ou végétal, est
composée de deux sous-unités identiques. Elle permet le recyclage de la forme oxydée du

glutathion (GSSG) lors de la réaction suivante NADPH-dépendante :

GSSG + NADPH + H*  — 2 GSH + NADP”*
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2.2.2. Les antioxydants non-enzymatiques

Les antioxydants non-enzymatiques sont complémentaires des antioxydants
enzymatiques dans la prise en charge des ROS. Il existe diverses molécules liposolubles et

hydrosolubles antioxydantes.

Les éléments liposolubles, permettant une détoxication de 1’organisme, font intervenir
par exemple les tocophénols, incluant la vitamine E, piégeur de radicaux lipidiques, mais
aussi les caroténoides dont fait partie la vitamine A, également piégeurs de ROS du fait de

leurs doubles liaisons (Kamal-Eldin et Appelgvist, 1996).

Parmi les éléments hydrosolubles, on trouve la vitamine C, antioxydant présent dans
tous les organes, mais surtout le glutathion, antioxydant et substrat indispensable de

nombreuses réactions enzymatiques antioxydantes (GPx, GST,...).

2.3. Le glutathion: synthese, role et maintien

Le glutathion, également appelé L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine, est un thiol non
protéique de faible poids moléculaire, le plus abondant dans les organismes vivants (Meister
et Anderson, 1983). Ce tripeptide est composé de 3 acides aminés: acide glutamique, cystéine
et glycine (Figure 1-4) et est présent sous deux formes dans 1’organisme: la forme réduite
(GSH) et la forme oxydée (GSSG) (Figures I-5). Dans la cellule, il est majoritairement
présent sous forme réduite (90%) qui est sa forme active (Meister, 1988).

2.3.1. Biosynthese du glutathion

Le glutathion est synthétisé a partir de L-glutamate, L-cystéine et glycine apres deux
réactions enzymatiques consécutives (Meister, 1994; 1995). La premiére réaction est
catalysée par la y-glutamylcystéine ligase (y-GCL) utilisant la L-glutamyl et la L-cystéine
comme substrat pour former le L-glutamylcystéine (Réaction 1 — Figure 1-6). Ce composé
formé est ensuite majoritairement pris en charge (> 95%) par la glutathion synthétase afin de
former le glutathion réduit (Reaction 2 — Figure 1-6). Les 5% restant étant pris en charge par
la y-glutamylcyclotransférase pour former le 5-oxo-L-proline (Smith et al., 1980).
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Figure I-4. Structure moléculaire du glutathion réduit (GSH)

NH,

Figure I-5. Structure moléculaire du glutathion oxydé (GSSG)
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Figure 1-6. Réaction enzymatique de synthése du glutathion réduit

2.3.2. Role antioxydant

Le glutathion intervient dans de nombreuses réactions au niveau cellulaire. C’est
probablement 1’antioxydant cellulaire le plus important. Fahey et Sundquist (1991) ont
démontré une forte corrélation de lien évolutif entre le glutathion et le métabolisme des
eucaryotes aérobies, indiquant ainsi que le glutathion a évolué comme une molécule qui

protége les cellules contre la toxicité de I’oxygene. Le glutathion permet dans un premier
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temps, I’inactivation des especes radicalaires en réagissant rapidement et de fagon non
enzymatique avec le radical hydroxyl ou encore les peroxynitrites (produit cytotoxique formé
lors de la réaction de I’oxyde nitrique avec 1’oxygene) grace a son groupement thiol (-SH)
(Kalyanaraman et al., 1996; Luperchio et al., 1996). Cette détoxication se fait par simple
transfert d’électrons, rendant ainsi les ROS moins toxiques pour I’organisme (DelLeve et
Kaplowitz, 1991).

GSH + R® — GS" + RH

Le glutathion participe également au systeme de défense en tant que substrat de
nombreuses enzymes antioxydantes telles que les glutathion-S-transférases (GST) ou les
glutathion peroxydases (GPx).

La réaction catalysée par les GST permet la conjugaison d’une molécule de glutathion
a des composés électrophiles ou des métaux, afin de former respectivement des espéces
conjuguées et des complexes métalliqgues communément appelés des composés glutathion-S-

conjugués (GS-X).

GST
—

X + GSH H™ + GS-X

De méme, la réaction catalysée par les glutathion peroxydases permet de neutraliser
les hydroperoxydes organiques et le peroxyde d’hydrogéne par conjugaison au glutathion
réduit (Mills, 1957).

GPx
ROOH +2GSH ——» ROH + H,0 + GSSG

Ces réactions aboutissent généralement a des composés moins toxiques, qui seront par

la suite éliminés de I’organisme par excrétion (Ketterer et al., 1983).

2.3.3. Recyclage et maintien de la concentration en glutathion réduit

Aprés avoir été conjugué a un composé toxique ou utilisé par des enzymes
antioxydantes, le glutathion réduit (GSH) se retrouve sous forme oxydee (GSSG). Le
maintien du ratio GSH/GSSG, ainsi que des activités antioxydantes glutathion-dépendantes
peut se faire par recyclage de la forme oxydée. Cette réaction est catalysée par la glutathion
réductase (GRd, EC 1.6.4.2), enzyme NADPH-dépendante, selon la réaction suivante:

GSSG + NADPH + H* G—Rd> 2 GSH + NADP?
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Le maintien de la concentration en GSH dans la cellule peut également se faire par
synthese du tripeptide grace a la y-glutamylcystéine ligase (GCL, EC 6.3.2.2.). Cette enzyme
est considérée comme facteur limitant dans la synthese de novo du glutathion.

Chez les mammiferes, la GCL est une enzyme hétérodimérique composée d’une sous-
unité catalytique (GCLc) de 73 kDa et d’une sous-unité de régulation (GCLm) de 27,7 kDa
(Fouré-Seelig et al., 1984). Une structure similaire a également été retrouvée chez des
vertébrés comme le poisson-zébre Danio rerio (Ventura-Lima et al., 2009), et des invertébrés
tels que le diptere Drosophila melanogaster (Fraser et al., 2002), le nématode Orchocerca
volvulus (LUersen et al., 2000) ou encore le bivalve Unio tumidus (Coffinet et al., 2008). La
premiere sous-unité permet d’amorcer la synthése du GSH selon la réaction représentee sur la
figure 1-7. Dans un premier temps, 1’acide glutamique réagit avec I’ATP afin de former le L-
y-glutamylphosphate (Réaction 1) qui va se lier a la L-cystéine afin de former le produit
finale de la réaction, le y-glutamylcystéine (y-GC) (Reéaction 2) (Griffith et Mulcahy, 1999).
Le glutathion réduit est ensuite formé lors de la réaction entre le y-GC et la glycine, catalysée
par la glutathion synthétase (EC 6.3.2.3).

(1) L-Glu+ ATP  ——» L-y-glutamylphosphate + ADP
(2) L-y-glutamylphosphate + L-Cys —— y-GC + Pi

Bilan: L-Glu + L-Cys + ATP — vy-GC + ADP + Pi
Figure 1-7. Réaction enzymatique catalysée par la p-glutamylcystéine ligase. L-Glu: L-glutamate, ATP:

Adénosine TriPhosphate, ADP: Adénosine DiPhosphate, L-Cys: L-cystéine, y-GC: y-glutamylcystéine, Pi:
phosphate inorganique.

La y-glutamylcystéine ligase, comme toute enzyme, présente un systeme de
régulation. Le glutathion lui-méme est capable de réguler sa synthése en exercant une
inhibition feedback de I’activit¢é de la GCL. Par exemple, il a été démontré qu’une
concentration de 5 mM de GSH inhibait 50% de I’activité GCL (Richman et Meister, 1975).
Inversement, une diminution de la concentration en glutathion par conjugaison avec un
composé toxique entraine une augmentation de 1’activité de la GCL (lles et Liu, 2005).

Cependant, la régulation de la synthese du glutathion ne dépend pas uniquement de
son effet inhibiteur sur I’activité de la GCL, mais aussi de la concentration de cette enzyme
dans la cellule, ainsi que de la disponibilité des substrats de la réaction et en particulier de la
L-cystéine (Griffith, 1999).
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2.4. Les métallothionéines

Les métallothionéines (MT) sont des protéines non-enzymatiques, localisées dans le
cytoplasme des cellules, de faible poids moléculaire (~ 6-7 kDa) et présentes chez tous les
vertébrés et invertébrés (Roesijadi, 1981). Elles sont généralement responsables de la fixation
des metaux du fait de leur forte composition en cystéine (Coyle et al., 2002). Cette
particularité leur confere un fort potentiel régulateur intracellulaire de métaux essentiels
comme le cuivre et le zinc qui se fixent alors aux cysteines. Cette fixation évite que le métal
circule librement dans 1’organisme et induise la formation de ROS, notamment par la réaction
de Fenton (voir paragraphe 2.1.).

La fixation des métaux par les MTs s’effectue grace a leurs deux sous-unités: a et f.
La sous-unité o contient 11 cystéines et peut fixer 4 ions métalliques, tandis que la sous-unité
B en possede 9 et peut fixer 3 ions métalliques (Figure 1-8). L’atome de soufre des cystéines
se lie a I’ion métallique, et provoque un repliement des deux sous-unités autour de celui-ci.
Cette séquestration des métaux est réversible car de nombreux processus cellulaires
nécessitent ’utilisation de ces métaux. Par exemple le zinc, qui a une trées forte affinité pour
les MTs (Kzn = 3,2.10" M™), peut étre transféré des MTs & un récepteur permettant d’activer
des réactions enzymatiques tels que 1’anhydrase carbonique, enzyme qui transforme le CO;

en acide carbonique (H,CO3) (Jacob et al., 1998).

Figure 1-8. Séquence d’acides aminés de métallothionéine de foie de lapin (Stillman, 1995)
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En plus de se lier a des métaux essentiels comme le cuivre et le zinc, les MTs peuvent
séquestrer d’autres métaux mais aussi des especes radicalaires (Andrews, 2000). Ceci leur
confére alors un réle important dans la détoxication des organismes exposés. En effet, les
MTs ont également une grande affinité pour des métaux lourds qui peuvent donc facilement
prendre la place du zinc. Le gradient d’affinité des MTs pour les métaux est le suivant: ng+
>> Cu', Ag", Bi** >> Cd*" > Pb®" > Zn 2> Co?* > Fe?* (Vasék, 1991). De nombreuses études
ont démontré un lien entre I’induction des métallothionéines et une contamination du milieu
par des métaux tels que le cadmium (Fraysse et al., 2006; Bigot et al., 2011), le mercure
(Roesijadi et al., 1982; Baudrimont et al., 2006), 1’argent (Hogstrand et al., 1996) ou encore
le fer (Viarengo et al., 1999). Leur induction a pour but de séquestrer les métaux libres et
d’éviter des effets toxiques. Leur utilisation en tant que biomarqueur permet de mettre en

évidence une contamination métallique du milieu auquel I’organisme a été exposé.

2.5. Les caroténoides

Les caroténoides sont des molécules d’environ 40 carbones, dérivées d’isoprenes. Le
caroténoide le plus connu est le -caroténe; cependant, selon 1’état d’oxydation de ce dernier,
il existe diverses caroténoides tels que la zéaxanthine ou encore 1’astaxanthine (Figure 1-9).
Ces composés sont responsables de la teinte de nombreuses plantes, fruits et fleurs; mais
également de la couleur de certains oiseaux, insectes ou crustacés. Les caroténoides ne sont
pas synthétisés par tous les organismes. Seuls les algues, les végétaux, les champignons et les
bactéries en sont capables; les autres organismes devant obligatoirement les absorber par
I’alimentation (Neégre-Sadargues et al., 2000). Du fait de leur caractére lipophile, ce sont des
molécules qui tendent a étre accumulées dans les compartiments riches en lipides comme les

membranes cellulaires ou les lipoprotéines.

Figure 1-9. Exemple de structure de 4 caroténoides. (1) p-caroténe, (2) zéaxanthine, (3) canthaxanthine, (4)
astaxanthine
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Dans les organismes, les caroténoides possédent différentes fonctions. Ils peuvent
notamment intervenir dans la reproduction (Gilchrist et Lee, 1972) et dans le développement
des ceufs (Petit et al., 1997) en étant des précurseurs du vitellus, réserve énergétique
nécessaire au développement des juveniles (Wallace et al., 1967; Chang et al., 1993). Ils sont
également précurseurs de rétinoides ayant un réle important dans la différenciation cellulaire
lors du développement embryonnaire (Lifian-Cabello et al., 2002; Stahl et al., 2002). Les
caroténoides sont présents dans les membranes des organismes et jouent un réle dans leurs
stabilisations (Gruszecki, 2004). Par exemple, la zéaxanthine, du fait de ces deux groupes
polaires terminaux, permet d’augmenter la rigidité des membranes (Lazrak et al., 1987). Il a
¢galement été démontré que les caroténoides membranaires influencaient 1’épaisseur et la
fluidité des membranes (Subczynski et al., 1992). Néanmoins, un des réles majeurs de ces
composés lipophiles réside dans leur propriété antioxydante (Palozza et Krinsky, 1992).

Les caroténoides présentent une nouvelle barriére de défenses pour 1’organisme en
inhibant les radicaux libres (Krinsky et Deneke, 1982; Krinsky, 1989). En effet, I’un des roles
connus des caroténoides est la photo-protection qu’ils apportent contre les UV (Montenegro
et al., 2002; Hansson et Hylander, 2009). Il a d’ailleurs été démontré que les amphipodes
vivants en eau profonde avaient moins de caroténoides que ceux vivants pres de la surface
(Green et Koslova, 1992). Lorsqu’ils sont présents dans les membranes, leur structure leur
confére différentes propriétés antioxydantes. Le B-carotene et le lycopéne réagissent avec les
radicaux libres présents dans la partie hydrophobe des membranes, tandis que le zéaxanthine,
de par son groupement final qui pénétre dans la partie polaire des membranes, réagit avec les
radicaux libres générés dans la partie aqueuse (Britton, 1995). Leur implication dans I’activité
phénoloxydase du systéeme immunitaire des crustacés a également été démontrée par Cornet
et al. (2007). Ces auteurs ont visualisé chez Gammarus pulex qu’une forte concentration en
caroténoides permettait a I’individu d’avoir une forte activité phénoloxydase, génératrice de

produits cytotoxiques.

Chez les crustacés amphipodes, le caroténoide le plus abondant est I’astaxanthine
(Dembitsky et Rezanka, 1996; Gaillard et al., 2004). Ce caroténoide est connu pour avoir
également un fort pouvoir antioxydant estimé a respectivement, 10 et 100 fois celui de la
vitamine A et de la vitamine E (Miki, 1991). L’astaxanthine, comme la majorité des

caroténoides, est un produit issu de I’oxydation du -caroténe (Figure 1-10).
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Figure 1-10. Biosynthése de I’astaxanthine a partir de -caroténe chez G. pulex et G. roeseli (Gaillard et al.,
2004)

Les réactions antioxydantes des caroténoides sont liées a leur structure moléculaire,
issue du B-carotene. lls peuvent réagir avec I’anion superoxyde O, afin de le neutraliser

selon la réaction suivante ou « car » représente le caroténoide (Conn et al., 1992):
0, + car + 2H" «— car’” + H,0,

De méme, il peut réagir avec un radical peroxyle (RO,") pour donner un radical

carotenyl (car”) qui, en absence d’oxygéne pourra réagir avec un autre radical peroxyde selon
la reaction 1 et ainsi stopper la toxicité liée a ce composé ou, en présence d’oxygéene,
propager la chaine réactionnelle par la formation d’un radical p-carotene peroxyle selon la

réaction 2 (Rousseau et al., 1992)

Réaction 1: car’' + RO,” ——» car-RO,
Réaction2: car" + O, <+— car-00°

Enfin, les caroténoides en piégeant les radicaux peroxyles vont stopper la

peroxydation lipidique et ainsi maintenir I’intégrité des membranes cellulaires (Jorgensen et
Skibsted, 1993).
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2.6. Dommage membranaire: la lipoperoxydation

Lorsque les systemes de défenses antioxydantes ne suffisent plus pour prendre en
charge l’intégralité des espéces réactives de 1’oxygene, ces derniéres vont créer des
dommages cellulaires et notamment des destructions membranaires, appelées peroxydation
des lipides ou lipoperoxydation. Ces dommages aménent dans la plupart des cas a une
diminution de fluidit¢ membranaire, de méme qu’a une inactivation des récepteurs
membranaires.

La peroxydation lipidique est un phénoméne qui se produit en 3 étapes (Figure 1-11):
initiation, propagation et terminaison.

L’étape d’initiation correspond a 1’attaque d’un atome d’hydrogeéne d’un acide gras
par un ROS, aboutissant a la formation d’un radical lipidique qui subit alors un
réarrangement moléculaire afin d’étre plus stable.

La seconde étape est une propagation du phénomene de lipoperoxydation, par une
réaction entre le radical lipidique et 1’oxygene, formant un radical peroxyl lipidique tres
réactif avec les lipides membranaires adjacents. En effet, ce radical va a son tour arracher un
atome d’hydrogéne a un lipide voisin, provoquant une réaction en chaine conduisant a la
production de radicaux lipidiques et d’hydrolipoperoxydes.

La phase terminale de la lipoperoxidation consiste en la formation de composés
stables a partir de deux radicaux lipidiques (Halliwell et al., 1992). Cette phase reste
cependant tardive du fait que la probabilité de rencontre entre deux radicaux lipidiques est
plus faible que la probabilité de rencontre entre un radical lipidique et un ROS.

La lipoperoxydation conduit a la formation de différents hydroperoxydes lipidiques
qui sont a I’origine d’aldéhydes, d’acides gras et de traces d’hydrocarbures (Wade et Van Rij,
1985). Parmi les aldéhydes, on retrouve le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal
(4-HNE). Le malondialdéehyde (MDA) estun p-dialdehyde tricarboné (Figure I-12 -
Esterbauer et al., 1991) issu de la peroxydation des acides gras polyinsaturés possédant au
moins trois doubles liaisons. C’est le compose le plus étudié pour définir 1’effet toxique d’un
xenobiotique sur I’organisme, ¢’est pourquoi il est qualifié de biomarqueur d’effets toxiques
(Del Rio et al., 2005; Lykkesfeldt, 2007). Cependant, le MDA, étant un aldéhyde, est trés
réactif vis-a-vis des macromolécules telles que les protéines, I’ARN ou I’ADN (Valenzuela,
1991). Il peut former des adduits a ’ADN pouvant induire un effet mutagéne pour
I’organisme (Marnett, 1999a; 1999b), ou se complexer avec des acides aminés ou encore le
glutathion (Pilz et al., 2000).
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Figure 1-11. Mécanisme de peroxydation des lipides (d’aprés de Zwart et al., 1999 et Noci-Charissou, 2002)
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Figure 1-12. Structure chimique du malondialdéhyde
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3. Réserves énergetiques

La synthese, la mobilisation et 'utilisation de défenses antitoxiques ont un coit
énergétique pour I’organisme (Calow, 1991); c’est pourquoi, il est important de prendre en
compte les réserves énergétiques dans les études écotoxicologiques. De plus, la balance
énergétique d’un individu, ¢’est-a-dire la différence entre 1’énergie d’entrée (alimentation) et
I’énergie de sortie (métabolisme basal, défenses,...) est en lien étroit avec son allocation
énergétique pour la croissance et la reproduction (Stoeckmann et Garton, 2001). Ces
parametres utilisés comme biomarqueurs en écotoxicologie peuvent donc mettre en évidence
les prémisses d’un impact environnemental sur les populations (Smolders et al., 2004; Voets
et al., 2006), mais aussi souligner 1’énergie disponible a 1’organisme pour lutter contre un
stress (activation enzymes antioxydantes, synthéses d’antioxydants,...). Les réserves

énergétiques sont constituées par les lipides, le glycogéne et les protéines.

3.1.  Les lipides

Les lipides constituent une des plus importantes substances métaboliques des
organismes. lls sont généralement stockés dans les tissus adipeux, mais lorsque 1’organisme
en est dépourvu, comme chez les crustacés, les lipides sont stockés dans les tissus
musculaires et 1’hépatopancréas (O’Connor et Gilbert, 1968). lls servent de réserves de
nutriments dans les périodes a forte demande énergétique comme les périodes de carences
alimentaires ou ressources alimentaires limitées (Lemcke et Lampert, 1975) ou de
reproduction (Cargill et al., 1985; Rosa et Nunes, 2002). L’utilisation des lipides comme
source d’énergie induit donc un phénoméne de lipolyse permettant aux organismes de les
dégrader afin de produire 1’énergie nécessaire a leur métabolisme de base (réaction
enzymatique, synthése moléculaire,...). Il a été défini que la dégradation d’un milligramme
de lipide produisait 39500 mJ (De Coen et Janssen, 1997).

Des études ont mis en évidence une différence inter-sexe dans la concentration de
lipides. En effet, Dutra et al. (2007) ont montré que les femelles des amphipodes Hyallela
pleoacuta et Hyallela castroi avaient de plus fortes teneurs en lipides que les males, quelle
que soit la saison. De méme, Sroda et Cossu-Leguille (2011b) ont mis en évidence de plus
forts taux de lipides chez les femelles Gammarus roeseli que chez les males quelle que soit la
saison. Les niveaux de réserves énergétiques plus élevés chez les femelles que chez les males

sont probablement dus a leur investissement dans la reproduction. En effet, les lipides, en
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période de reproduction, sont alloués a la synthése d’hormones sexuelles, ainsi qu’au

processus de vitellogenese (Rosa et Nunes, 2002; Oliveira et al., 2007).

3.2.  Leglycogéne

Le glycogéne est une molécule constituée de nombreuses unités de glucose et
principalement stocké dans les tissus musculaires ou I’hépatopancréas (Parvathy, 1971;
Johnston et Davies, 1972). Il est une source d’énergie immédiatement disponible pour les
activités courantes, comme la locomotion (Sparkes et al., 1996), mais est également utilisé
dans les processus d’osmorégulation, de croissance, ou encore pendant la période de
reproduction et de carences alimentaires (Chang et al., 1983; Kucharski et Da Silva 1991a;
1991b; Oliveira et al., 2004; Rosa et Nunes, 2003). Lors de sa dégradation, le glycogéne
permet d’obtenir une quantité d’énergie équivalente a 17500 mJ/mg de glycogéne (De Coen
et Janssen, 1997). Le glycogene apporte donc a 1’organisme deux fois moins d’énergie que
les lipides. Le taux de glycogeéne d’un individu est susceptible d’étre affecté lors de cotts
physiologiques a court terme, contrairement aux lipides qui ne seraient affectés que lors de
besoins énergétiques a long terme (Plaistow et al., 2001).

La mesure de ces deux sources d’énergie permet donc d’appréhender 1’énergie
disponible pour I’organisme lors de ses besoins physiologiques (défense, croissance,
osmorégulation,...), mais également pour sa reproduction. Il représenterait donc, comme les

lipides, un biomarqueur prédictif d’effet sur la population.

3.3. Les protéines

Toutes les protéines représentent également une source de production d’énergie. Chez
les crustacés, le muscle est la plus grande source de protéines. Les protéines sont des
constituants structuraux, fonctionnels et énergétiques.

Certaines etudes ont rapporté une variation du contenu en protéines durant le
développement ovarien de crustaces, pouvant étre due a la biosynthése de protéines diverses
comme des hormones, des enzymes ou des lipoprotéines impliquées dans la maturation des
gonades (Rosa et Nunes, 2003; Yehezkel et al., 2000). Il a d’ailleurs été démontré chez
I’amphipode G. roeseli que les femelles avaient une concentration en protéine supérieure a
celle des méles (Sroda et Cossu-Leguille, 2011b). Les protéines sont généralement mobilisées
lors d’un stress sévere (Durou et al., 2008), nécessitant probablement une grande quantité

d’énergie pour les systetmes de défenses. La dégradation d’un milligramme de protéine
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produit 24000 mJ (De Coen et Janssen, 1997), ce qui représente une quantité d’énergic

inférieure a celle des lipides, mais supérieure a celle du glycogéne.

4. Modéle d’étude: le gammare
Traits physiologiques et biologiques relatifs aux amphipodes

4.1.

4.1.1. Morphologie
Le gammare est un invertébré aquatique faisant partie de la classe des crustacés

amphipodes. 1l est caractérisé par une symeétrie bilatérale et un aplatissement latéral, ne
dépassant pas une taille de 20 mm et ayant une durée de vie de moins de 1 an a un peu plus
de 2 ans selon I’espece et la température du milieu. Son corps est divisé en 4 parties : le

prosome, le mésosome, le métasome et 1’urosome (Figure 1-13).

METASOME

MESOSOME

-
S~ .o

PROSOME
UROSOME

0.5 mm

péréiopodes

piéces buccales
gnathopodes1
pléopodes

gnathopodes 2

Figure 1-13. Morphologie d’un gammare. Exemple de Gammarus roeseli femelle (photo: E. Gismondi)
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Le prosome (ou région cephalique) contient deux paires d’antennes ainsi que les yeux
et les pieces buccales.

Le mésosome est compose de 7 segments. Les segments | et Il portent les
gnathopodes permettant au gammare de s’accrocher notamment a des substrats végétaux mais
servant également a agripper la femelle lors de la reproduction, formant ainsi un « pré-
copulat ». Les segments 111 a VIl possedent des péréiopodes utilisés pour sa locomotion.

Au niveau du métasome se trouvent les pléopodes, éléments indispensables a
I’oxygénation de I’organisme; c’est pourquoi ces appendices sont continuellement en
mouvement. lls permettent également la ventilation du marsupium, poche ventrale accueillant
les ceufs fécondés qui se développeront en juvéniles. Les mouvements continus des pléopodes
permettent donc I’oxygénation des ceufs, mais également d’obtenir un flux continu d’eau au
niveau des branchies.

Enfin I’urosome, tout comme les péréiopodes du mésosome sont nécessaires a la

locomotion de 1’individu.

4.1.2. Traits biologiques
2 Mode de respiration

Les gammares sont des organismes a respiration branchiale. Les branchies sont situées
au niveau ventral (Figure 1-14) et sont au nombre de 10, soit 5 paires. Elles permettent un
échange gazeux entre les milieux intérieur et extérieur; mais sont surtout le principal site
d’échanges ioniques chez les crustacés aquatiques (Péqueux, 1995). Cet échange s’effectue
notamment gréce a la fonction régulatrice de la pompe Na'/K*-ATPase (Spicer et McMahon,
1994; Brooks et Lloyd Mills, 2006).

plagque coxale —
\ branchie

péréiopode

Figure 1-14. Schéma d’une branchie de gammare (adapté de Milne et Ellis, 1973)
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2 Mode de reproduction

La reproduction des gammares est exclusivement sexuée et ovovivipare. Les males
s’accrochent aux femelles, c6té dorsal, grace a leurs gnathopodes afin de permettre la
formation d’un pré-copulét. Cette phase, appelée « phase de gardiennage », est couramment
retrouvee chez les especes dont la période de réceptivité des femelles est limitée dans le
temps. La phase de pré-copulat perdure jusqu’a la mue des femelles qui représente le seul
moment ou les males peuvent les féconder. Pour que la fécondation des ceufs ait lieu, les
males doivent retourner la femelle et se placer de fagcon a ce que son dernier segment du
mésosome, ol aboutissent les canaux déférents, soit accolé au 5°™ segment du mésosome de
la femelle, ou se situe I’issue des oviductes. Aprées fécondation des ceufs, ces derniers sont
libérés dans le marsupium des femelles ou ils vont se développer jusqu’a la formation de
juvéniles qui seront libérés dans le milieu extérieur lors de la mue suivante de la mere
(Bollache, 2001).

Les gammares ont la capacit¢ de se reproduire tout au long de I’année, avec
généralement un pic de reproduction au printemps et en été, puis une diminution en automne
(Pockl, 1992). Au cours de leur vie, les femelles ayant atteint leur maturité sexuelle peuvent
produire de 6 a 10 portées de juvéniles (Sutcliffe, 1993). La maturité sexuelle d’un gammare
est dépendante de 1’espéce ainsi que de la température du milieu comme il a été démontré par
Pockl et al. (1992). En effet, lorsque la température de 1’eau était de 20°C, I’espéce
Gammarus roeseli atteignait sa maturité sexuelle en 85 jours aprés 9 a 10 mues, alors que
I’espéce Gammarus fossarum I’atteignait 11 jours plus tard. Lorsque la température de I’eau
était de 8°C, G. roeseli et G. fossarum atteignaient leur maturité sexuelle plus tardivement,

c’est-a-dire apres 403 et 355 jours, respectivement.

2 Croissance

Comme tous les arthropodes, les gammares possédent un exosquelette (cuticule) ne
leur permettant pas d’avoir une croissance continue. Cette derniere est donc discontinue et
assurée par des phénomeénes de mues successives. Le cycle de mue d’un gammare se
décompose en 6 stades différents et dure en moyenne 30 jours a 12 °C (Sutcliffe, 1992). Dans
un premier temps, deux stades « pré-mue », durant respectivement 1 et 3 jours, permettent un
épaississement de la cuticule. Ensuite, les deux stades « inter-mue » se caractérisent par un
décollement de I’ancienne cuticule et durent environ 9 jours chacun. Ce décollement est
associé a un doublement de la perméabilité du gammare a 1’eau (Lockwood et Inman, 1973).

Enfin, les deux stades «post-mue » ont une durée respective de 3 et 5 jours, et se
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caractérisent par les phénomenes d’exuviation (rejet de 1’ancienne cuticule) et d’apparition de

la nouvelle cuticule (Xuereb, 2009).

4.2. Intérét et utilisation du gammare en écotoxicologie

Les gammares sont des invertébrés aquatiques faisant partie de la classe des crustacés
amphipodes. Leur présence dans la plupart des milieux dulgaquicoles, marins ou terrestres
(Barnard et Barnard, 1983), en font d’excellents modeéles pour les études écotoxicologiques.
Ce sont des organismes présent tout au long de I’année (cycle de vie holobiotique) et a de
fortes densités qui peuvent atteindre plusieurs milliers d’individus par m? (Felten, 2003). Ils
permettent ainsi de réaliser des suivis temporels d’impacts environnementaux sans étre limité
par la quantité d’organismes nécessaires lors d’études en laboratoire, ni trop perturber les
dynamiques des populations lors des échantillonnages.

Les gammares ont un réle majeur au niveau de I’écosystéme, faisant d’eux de bons
modéles pour les études relatives au changement d’échelle. En effet, en étant principalement
détritivores (Dangles et Guerold, 2001; Kelly et al., 2002), les gammares ont un réle essentiel
dans la chaine trophique puisqu’ils participent a la production de la matiere organique issue
de la décomposition des feuilles (Forrow et Maltby, 2000). De plus, ils représentent une
ressource alimentaire pour de nombreux organismes tels que les poissons, les oiseaux ou

encore les amphibiens (Macneil et al., 1999; 2000).

Les gammares sont souvent utilisés comme bioindicateurs de perturbations de par leur
présence/absence, leur densité mais également leur dynamique de population (croissance,
reproduction,...) (Rinderhagen et al., 2000). En écotoxicologie, ils sont largement utilisés
dans les études d’impacts de stress toxiques notamment dans la détermination de
concentrations léthales 50 (CLsp — concentration de toxique menant a la mort de 50% des
individus exposes) de polluants organiques (Adam et al.,, 2010; Alonso et al., 2009;
Lukangi¢, 2010a; 2010b; Pantani et al., 1997; Taylor et al., 1991) ou métalliques (Alonso et
al., 2009; Given et al., 1999; McLoughlin et al., 2000; Pantani et al., 1997; Taylor et al.,
1991; Vellinger et al., 2012; Wright et Frain, 1981). Les CLso sont ensuite utilisées comme
point de départ des études menées en laboratoire, faisant appel a 1’utilisation de biomarqueurs
afin d’appréhender 1’effet d’un toxique ou d’un mélange de toxiques sur le métabolisme de
I’organisme. Pour cela, divers biomarqueurs peuvent étre étudiés a différentes échelles

d’organisation biologique. On y retrouve des biomarqueurs:
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- moléculaires: avec 1’application de biomarqueurs de neurotoxiqueS comme
I’activité de 1’acétylcholinestérase (Kuhn et Streit 1994; McLoughlin et al., 2000; Xuereb et
al., 2007; 2009), de biomarqueurs de reprotoxiques comme la vitellogénine (Gagné et al.,
2005; Geffard O. et al., 2010; Xuereb et al., 2011), de biomarqueurs de génotoxicité (Lacaze
et al., 2009; 2010a; 2010b) ou encore de biomarqueurs de défenses antitoxiques divers telles
que les métallothionéines (Correia et al., 2002; 2004), les Hsps (Schirling et al., 2005) ou les
enzymes antioxydantes (Sroda et Cossu-Leguille, 2011b),

- physiologiques: avec I’étude de paramétres telles que la respiration (Lukancic¢
et al., 2010b), I’ionorégulation (Brooks et Mills, 2003; Felten et al., 2008) ou encore
I’allocation énergétique (Naylor et al., 1989; Maltby et al., 1990; Maltby, 1992; 1994),

- de l'individu: avec 1’étude de la croissance (Blockwell et al., 1996; Roman et
al., 2007), de la locomotion ou ventilation (Lawrence et Poulter, 1998; De Lange et al., 2006;
2009; Sornom et al., 2010), mais également du comportement alimentaire (McLoughlin et
al., 2000; Maltby et al., 2002),

- de la population: avec I’étude du sex-ratio ou encore de 1’occurrence de
I’intersexualité (Ford et al., 2004; Yang et al., 2008).

Tous ces parametres permettent de mettre en évidence 1’effet de contaminants sur
I’organisme, pouvant avoir des effets a plus ou moins long terme sur la population et
I’écosystéme. Cependant, 1’inconvénient de la plupart de ces ¢tudes réside dans le fait
qu’elles aient été menées en laboratoire, avec un seul élément toxique. Or, il est maintenant
bien établi que dans I’environnement, les organismes sont soumis a une multitude de
contraintes telles que la pollution multiple, les variations de pH et/ou de température... C’est
pourquoi, des études en mésocosme ont permis de se rapprocher de conditions d’exposition et
environnementales réalistes lors de 1’étude des réponses des biomarqueurs, puisqu’elles
permettent de reproduire un écosystéeme a une échelle réduite. Les études en mésocosme
ayant pour modéle le gammare se sont principalement intéressées a 1’effet de contaminants
sur la croissance (Taylor et al., 1994; Nanko-Drees et al., 1999; Pascoe et al., 2000).
Toutefois, ces études, bien qu’elles soient plus réalistes que les études menées en aquarium
au laboratoire, ne permettent pas de prendre en compte 1’intégralité des parametres abiotiques
d’un environnement contaminé. Néanmoins, les gammares présentent 1’avantage de pouvoir
étre transplantés sur des sites contaminés par des techniques d’encagements, offrant ainsi

I’opportunité d’étudier 1’intégralité des facteurs environnementaux susceptibles d’influencer
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les réponses des biomarqueurs (voir paragraphe 1.4.), de méme que les effets de mélange de

polluants, sur les différents biomarqueurs a différents niveau d’organisation (Crane et al.,

1995; Maltby et al., 2002; Dedourge-Geffard et al., 2009; Coulaud et al., 2011).

4.3. Gammarus roeseli

Il existe différentes espéces de gammares et ’espéce modéle utilisée au cours de ces
travaux est Gammarus roeseli, un crustacé amphipode dont la systématique est présentée ci-

dessous.

Embranchement Arthropode

Sous-embranchement  Crustacé

Classe Malacostracé

Ordre Amphipode

Famille Gammaridae

Genre Gammarus

Espéce roeseli (Gervais, 1835)
4.3.1. Origine

G. roeseli, originaire des Balkans (Karaman et Pinkster, 1977), a longtemps été
qualifiée d’espéce exotique ou invasive, du fait de sa colonisation récente des eaux de surface
de I’Ouest de I’Europe. En effet, Jazdzewski et Roux (1988) ont présenté le systéme danubien
comme étant le réseau de grandes et moyennes riviéres ayant favorisé la colonisation des
eaux francaises par G. roeseli (Figure I-15). Il a également été suggéré que G. roeseli a
colonisé les eaux du Rhin a partir du Danube a la suite d’intervention de ’Homme lors de
transport de végétations aquatiques ou lors de la construction d’un canal reliant les deux
fleuves en 1845. Cependant, la premiére observation de I’espéce G. roeseli dans les eaux
frangaises remonte a 1835 aux abords de la région parisienne (Jazdzewski, 1980). Cette
espéce est maintenant qualifiée d’espéce naturalisée.

Gammarus roeseli est un amphipode préférant les cours d’eau a faible courant, de
bonne qualité d’oxygénation et présentant une végétation aquatique abondante (Henry et

Danielopol, 1999).
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Figure 1-15. Colonisation des cours d’eau d’Europe de IEst par Gammarus roeseli originaire des Balkans
(d’aprés Jazdzewski et Roux, 1988)

4.3.2. Identification

L’espéce G. roeseli est facilement reconnaissable des autres espéces de gammares
grace a sa carene dorsale porteuse de 3 spicules (Figure 1-16). Ces spicules seraient une
adaptation morphologique du gammare afin de se défendre contre d’éventuels prédateurs. En
effet, Bollache et al. (2006) ont démontré par des expériences comportementales que la
présence de spicules chez G. roeseli diminuait son taux de prédation par la truite Salmo
trutta. Ce caractére a donc pu étre favorable a G. roeseli pour la colonisation de milieux
présentant déja un amphipode natif (e.g. Gammarus pulex).

La reproduction étant sexuée, une population de G. roeseli est composée d’individus
males et femelles. Il existe un dimorphisme de taille tel que, a age adulte, les males mesurent
environ 12 mm lorsque les femelles en mesurent environ 8. Si ce critére ne permet pas de
réaliser une séparation precise des males et des femelles, un second dimorphisme sexuel au
niveau des gnathopodes permet d’affiner la séparation des deux sexes, puisque les méales
posseédent des gnathopodes plus développées que les femelles (Figure 1-17). Cette différence
permet aux males de s’accrocher du cOté dorsal de la femelle durant la période de
gardiennage pré-copulatoire. Enfin, il est possible de distinguer les méles des femelles par
I’observation sous loupe binoculaire des papilles génitales au niveau ventrale du 7°™ segment

des males (Figure 1-18).
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spicules

1 mm

Figure 1-16. Caréne dorsale de G. roeseli composée de 3 spicules (photo: E. Gismondi)

e

a 1 A8

2 mm

Figure 1-17. Dimorphisme sexuel entre G. roeseli femelle (A) et male (B)
Les fléches noires indiquent les gnathopodes (photo: E. Gismondi)

Figure 1-18. Présence de papilles génitales (fleches blanches) au niveau du segment V11 (VI1) chez G. roeseli
male (photo: E. Gismondi)
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4.3.3. G. roeseli comme modéle d’étude

Cet amphipode a fait ’objet d’une étude de ses traits d’histoire de vie, c’est-a-dire
I’étude de la croissance, du mode d’alimentation, ou encore du processus de mue, en
comparaison avec 1’espéce G. fossarum (Pockl, 1995; Pockl et al., 2003). Du fait de son
ancien caractére invasif, le comportement anti-prédateur de G. roeseli a également fait I’objet
d’investigations afin de comprendre si celui-ci était influencé par la présence de prédateurs
dans le milieu (Starry et al., 1998), ou par la présence de signal de prédateurs (signal
chimique) (Baumgartner et al., 2003). Ces processus ont plusieurs fois été mis en cause pour
expliquer le potentiel invasif de cet amphipode. Par la suite, le caractere anti-prédateur de sa
morphologie a été étudié, et il a été démontré que les spicules présents sur sa caréne dorsale
lui permettaient d’étre moins consommé par un prédateur (Bollache et al., 2006).

D’un point de vue écotoxicologique, trés peu d’études traitant de I’impact de toxiques
environnementaux ont utilisé Gammarus roeseli comme modeéle biologique. Cependant, G.
roeseli posséde une large aire de répartition en Europe, offrant ainsi la possibilité d’utiliser un
méme outil sur différentes populations afin de standardiser I’évaluation de la qualité des
milieux. G. roeseli offre également la possibilité¢ de travailler sur des populations
¢chantillonnables toute 1’année, ainsi que sur les différents stades de développement
(juvéniles, adultes). Il présente également un avantage pour les études in situ, puisque qu’il
est facile de les transplanter sur le terrain a I’aide de systémes d’encagements.

Néanmoins, G. roeseli a déja été choisi comme modeéle biologique afin d’étudier
I’influence de facteurs abiotiques sur les activités des enzymes antioxydantes telles que la
catalase, la superoxyde dismutase ou encore les glutathion peroxydases (Sroda et Cossu-
Leguille, 2011b). Les mémes auteurs ont egalement utilisé G. roeseli comme espéce
naturalisée dans 1’é¢tude de I’impact d’une contamination au cuivre sur les systémes de
défenses enzymatiques, en comparaison a une espece invasive, Dikérogammarus villosus
(Sroda et Cossu-Leguille, 2011a); ceci afin d’étudier I’implication des systémes de défense
dans le caractére invasif de I’organisme. G. roeseli a également été le modéle biologique
utilisé pour étudier I’effet de la salinité sur 1’activité ventilatoire (battement de pléopodes) et
la locomotion selon le sexe de I’individu et la température du milieu (Sornom et al., 2010).

Si les etudes ecotoxicologiques utilisant G. roeseli sont encore peu nombreuses, cette
espéce a fait ’objet d’investigations poussées sur des interactions héte-parasite. En effet, G.
roeseli est un amphipode héte de divers parasites et notamment de deux parasites étudiés au

cours de ces travaux: 1’acanthocéphale Polymorphus minutus et des microsporidies.
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5. Le parasitisme

Le parasitisme est sans doute 1’interaction la plus répandue dans le monde vivant, et il
a été estimé que la moitié des especes végétales ou animales connues sont des parasites
(Bush, 2001). De maniere générale, le parasitisme peut étre défini comme une relation non
symbiotique entre un organisme parasite et un organisme hote. L’organisme parasite tire alors
profit de son héte par exemple en se nourrissant, s’abritant ou méme se reproduisant par
I’intermédiaire de ce dernier. Les méso et endoparasites puisent leurs nutriments ainsi que

leur énergie directement de leur héte.

Le gammare ne fait pas exception a la régle et se trouve étre 1’hote de nombreux
organismes parasites tel que des trématodes (Thomas et al., 2000; Levri et Fisher, 2000;
Helluy et Thomas, 2003; 2010), ou encore des cestodes (Stark, 1965; Franceschi et al., 2007).
Cependant le gammare est également infecté par deux autres taxons de parasites auxquels
nous nous sommes intéressés dans ces travaux de thése qui sont: un acanthocéphale,

Polymorphus minutus et des microsporidies.

5.1. Les acanthocéphales

Les parasites acanthocéphales sont un phylum a part entiére qui partage quelques
similarités avec les plathelminthes. Par exemple, les acanthocéphales ressemblent aux
cestodes de par leur absence de tractus digestif ou encore aux nématodes du fait de leur
nombre invariable de stade larvaire et de leur sexe séparé. Ce phylum contient plus de 1000

especes qui sont toutes parasitaires (de Meeds et Renaud, 2002; Kennedy, 2006).

5.1.1. Morphologie et nutrition

Les acanthocéphales sont des organismes vermiformes a symeétrie bilatérale, non
segmentés et composes de deux parties: le proboscis et le métasome (Figure 1-19).
L’étymologie de leur nom fait référence a leur « téte pourvue d’épines » appelée le proboscis.
C’est un organe rétractile permettant au parasite adulte de s’insérer dans la paroi intestinale
de son hote final grace aux crochets qui le recouvrent. Une fois la paroi intestinale traversee,
le proboscis forme un bulbe afin d’éviter un décrochement du parasite, dii aux mouvements
du tractus digestif de 1’hote.

Les acanthocéphales, dépourvus de tube digestif, récuperent de leur héte 1’intégralité
des nutriments dont ils ont besoin. Les crochets du proboscis ayant créé des lésions au niveau

intestinal de 1’hoéte, les nutriments vont s’échapper et pouvoir étre absorbés par les téguments
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du parasite (Starling, 1985). Cette diffusion a travers la surface du parasite est possible grace
a sa paroi en syncytium, paroi cytoplasmique uniforme comprenant plusieurs noyaux
(Albrecht et al., 1997).

~ proboscis

Figure 1-19. Morphologie d’un acanthocéphale adulte. Exemple de l'acanthocéphale Polymorphus minutus
femelle adulte (photo: E. Gismondi)

5.1.2. Reproduction

Les acanthocéphales étant des especes gonochoriques, leur reproduction est
exclusivement sexuée (Kennedy, 1993). Les deux sexes sont donc séparés et un dimorphisme
sexuel permet de les différencier. De maniere générale, les femelles sont plus grandes que les
males. Cette différenciation de taille n’est visible qu’a partir de la 3™ semaine d’infection. A
ce moment, les femelles mesurent le double de la taille des males (Crompton et Whitfield,
1968).

La petite taille des males leur permet de changer d’emplacement dans le tractus
digestif de ’hote augmentant ainsi leurs chances de feconder des femelles. Les méles peuvent
féconder plusieurs femelles; de méme que les femelles peuvent étre fécondées par plusieurs
males. Au cours de chaque fécondation, les méales sécrétent un cément en méme temps que
les spermatozoides, scellant ainsi le gonopore des femelles. Ce phénomene permet d’éviter
une fécondation multiple et donc une compétition spermatique (Poulin et Morand, 2000). Un
male peut également évincer un autre male de la compétition copulatoire en lui scellant la
région génitale a I’aide de cément (Abele et Gilchrist, 1977).

Une fois la fécondation réalisée, les ovaires se décomposent en capsules ovariennes
dans lesquels les ceufs se développent jusqu’a maturité. En parallele, la cavité utérine subit
une modification pour devenir en quelque sorte un dispositif de tri permettant aux ceufs
matures d’étre libérés dans le milieu extérieur et aux immatures d’étre retenus (Whitfield,

1970). Les ceufs matures libérés sont ensuite ingérés par un héte intermédiaire qui est, la
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plupart du temps, un invertébré. Les ceufs se développeront dans leur héte intermédiaire en
trois stades larvaires successifs: acanthor, acanthella et cystacanthe (stade larvaire infectieux),
avant d’étre ingérés par un hote final et de devenir a leur tour adultes. Le cycle de vie de
I’acanthocéphale est décrit dans le chapitre 5.1.5., avec ’exemple précis de Polymorphus

minutus, acanthocéphale étudié dans ces travaux.

5.1.3. Influence des parasites acanthocéphales sur le gammare

Les acanthocéphales, modeles des parasites manipulateurs, sont maintenant bien
connu pour exercer une influence sur leur héte intermédiaire, notamment en modifiant leur
comportement. Bethel et Holmes (1973) ont les premiers démontré au cours d’expériences en
laboratoire que 1’acanthocéphale Polymorphus marilis, dont 1’h6te final est un oiseau,
entrainait des modifications du comportement de son héte intermédiaire Gammarus lacustris,
et notamment une inversion du géotactisme. Cette étude a par la suite soulevé 1’hypothése
d’une modification comportementale du gammare par le parasite afin d’augmenter ses
chances de transmission a son hote définitif permettant ainsi de continuer son cycle de vie.
Cette hypothese a été vérifiée par Bethel et Holmes (1977) qui ont mis en évidence une
augmentation de la prédation de Gammarus lacustris infecté par Polymorphus paradoxus, par
son héte définitif, le canard colvert.

L’acanthocéphale P. minutus ne fait pas exception a la régle et a été décrit comme
manipulateur de son hote intermédiaire puisqu’il entraine une modification du géotactisme
(Bauer et al., 2005; Médoc et al., 2006) et une altération du comportement anti-prédateur
(Médoc et Beisel, 2009) de G. roeseli, mais aussi une castration totale des femelle de G.
pulex (Bollache et al., 2002).

Le tableau 1-2 regroupe plusieurs travaux, réalisés au cours de ces dernieres
décennies, ayant étudiés 1’influence d’un parasite acanthocéphale sur leur hote intermédiaire,
le gammare. On peut remarquer que 1’effet principal étudié dans cette association parasitaire
est le phénomene d’altération du comportement du gammare afin de permettre a
I’acanthocéphale d’étre transmis a son hote final, qui peut étre soit un poisson pour I’espece

Pomphorhynchus laevis, soit un oiseau d’eau pour P. minutus.
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Tableau 1-2. Etudes ayant rapporté divers influences d’un parasite acanthocéphale sur son hote
intermédiaire amphipode

Hotes Parasites Parameétres étudiés Observations Références
P. laevis . A - .
G. pulex . Développement de I'n6te N asymeétrie Alibert et al., 2002
. minutus
G. pulex P. laevis th) tot_actlsme T phototact!sme Bakker et al., 1997
Prédation > alimentation
Comportement en contact Individus infectés préférent I'eau avec odeur du prédateur
G. pulex P. laevis visuel ou olfactif avec un En présence visuel d'un prédateur, aucune différence de Baldauf et al., 2007
prédateur comportement selon le statut d'infection
G. roeseli P. minutus Géotactisme J géotactisme Bauer et al., 2005
G. pulex
G. lacustris  P. marilis Phototactisme 4 phototactisme ?ge;gel et Holmes,
. e Apparition d'une modification du comportement 15 a 20 Bethel et Holmes,
G. lacustris  P. paradoxus Altération du comportement jours aprés la formation du cystacanthe 1974
P. laevis A .
G. pulex . Accouplement des males J appariement Bollache et al., 2001
P. minutus
. - P. laevis : diminution fécondité des femelles
. Fécondité L . A
P. laevis diminution appariement des males
N . ‘altération Bollache et al., 2002
G. pulex Succés appariement ) _ pas d'alteration des oocytes
P. minutus: castration des femelles
P. minutus males moins appariés
Structure oocytes altération des oocytes
P. minutus
G. pulex P. laevis Activité prophénoloxydase J activité prophénoloxydase Cornet et al., 2009
P. tereticollis
E. truttae
E_tibaldii P. mlqutus Potentiel de reproduction Seule‘s les femelles |nfectees. par P. minutus ne présentent Dezfuli et al., 2008
Dentritruncus pas d'ceufs dans leur marsupium
truttae
P. laevis Individus parasités par acanthella passe plus de temps dans
G. pulex : Vulnérabilité a la prédation les refuges. Dianne et al., 2011
(acanthella) L - . — .
Individus parasités moins prédatés par la truite
G. pulex Echinorhynchus Alimentation 4 alimentation Dick et al., 2010
truttae
G. pulex E. truttae l?;i?rl]peistgl?gnde J' nombre de proies tuées Fielding et al., 2003
Tendance a tuer uniquement de petites proies
G. pulex P. minutus Concgntr_gtlons en Pas de différence significative quel que soit I'n6te Gaillard et al., 2004
G. roeseli caroténoides
. Réle de la couleur du N T .
P. laevis - - La couleur du parasite n'influence pas sa transmission a Kaldonski et al.,
G.pulex b inutus parasite dans Ia transmission 1y, ste qafinitif 2008
a I'hote définitif
G. pulex . P. laevis T[a_ns_n_ussmn alhote 4 transmission de G. pulex uniquement Lagrue et al., 2007
G. roeseli définitif
G. tigrinus G. tigrinus ne présentait aucun parasite
(invasif) Phototactisme et activité de
G. duebeni  P. minutus Findividu MacNeil et al., 2003
celticus 4 phototactisme et activité de G. duebeni celticus
(natif)
G. pulex P. laevis Phototactisme /1 phototactisme McCahon et al., 1991
c . " . D. villosus: séparation des individus selon le statut
G.roeseli  P.minutus OmPpOriement €n Presence  parasitaire Meédoc et al., 2006
de prédateur . S Lo
A. desmarestii : pas de ségrégation des individus
. . Alimentation 4 alimentation a base d'isopodes morts .
G. roeseli P. minutus L , L Médoc et al., 2011
Lipides neutres pas d'effet sur les lipides neutres
. . Vitesse et distance de fuite . . .
G. roeseli P. minutus sous pression de prédation 1 vitesse de nage, 4 distance parcourue Médoc et al. 2008
. . Evitement hote non- . s . Médoc et Beisel,
G. roeseli P. minutus prédateur J amplitude de I'habitat de G. roeseli 2009a
G. pulex P. Ia_eV|s Preval_en_ce _ o Falble preva_le,nce de G. pulex |nfe9tes par les 2 parasites Outreman et al., 2002
P. minutus Association interspécifique Males parasités > femelles parasités
o [lipides]: femelles ovigéres infectées < non-infectées
. Contenu en lipides et o . R .
G. pulex P. laevis [lipides]: femelles non-ovigéres = males Plaistow et al., 2001

glycogeéne

[glycogéne]: infectés > non-infectés
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Tableau 1-2(suite). Etudes ayant rapporté divers influences d’un parasite acanthocéphale sur son hote
intermédiaire amphipode

Hotes Parasites Parameétres étudiés Observations Références
G. pulex B Vulnérabilité - M wulnérabilité Perrot-Minnot et al.,
P. tereticollis Comportement anti- Altération du comportement anti-prédateur 2007
prédateur p P
. . A Différence de composition en caroténoides suivant le
P. laevis Composition en caroténoides . ]
N parasite Perrot-Minnot et al.,
G. pulex P. tereticollis 2011
P. minutus Protection contre UVB Relation entre caroténoides et protection contre UVB
G. roeseli P. minutus Résistance a la salinité CLso Piscart et al., 2007
Hyallela ﬁj(;eii?thocephalus Teneur en caroténoides [Caroténoides]: infectés < non-infectés Raugue et Semenas,
patagonica Corynosoma sp. Reproduction { appariement et fécondité des femelles 2009
G. pulex P. laevis Consommation d'oxygeéne en A 20°C: J consommation d'O, Rumpus et Kennedy,
P ’ fonction de la température A 10°C : aucune différence 1974
G. lacustris P. minutus Prévalence Pic d'individus parasités en Avril et Aot Spencer, 1974
P. minutus Injection de sérotonine chez individus non-infectés mime
. i érati i la manipulation du parasite .
G. pulex P. laevis A,Iteratl_on photota}ctlsmf_e et anipul pare Sy o Tain et al., 2006
B geotactisme par serotonine Manipulation du parasite liée a I'activité sérotoninergique
P. tereticollis
du gammare
) Comportement lors d’une Signal induit agrégation des infectés ou sains
G. pulex P. minutus perturbation olfactive (signal L ) Thinken et al., 2010
de poisson non-héte) 4 activité uniquement chez les sains
Taux linéaire quand température entre 10 et 25 °C
Taux de développement en _Quanq |r]fectes transférés de 23 ,C al10°C pendant 28
. . jours : développement acanthocéphale diminue
. - fonction de la température et Tokeson et Holmes,
G. lacustris P. marilis

de la concentration
d'oxygéne dissous

Quand infectés transférés de 23°C a 10°C pendant 40
jours : développement acanthocéphale augmente

Diminution de 80% d'oxygéne dissous : pas d'effet sur le

développement de P. minutus

1982
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Cette altération du comportement de 1’hdte est souvent traduit par une augmentation
du phototactisme et une diminution du géotactisme (Bethel et Holmes, 1973; 1974; MacNeil
et al., 2003; McCahon et al., 1991; Tain et al., 2006). Il a également été mis en évidence une
altération du comportement anti-prédateur en diminuant par exemple son activité lors de la
présence d’une odeur de poisson (Médoc et al., 2006; Médoc et Beisel, 2009; Thinken et al.,
2010). De méme, certains auteurs ont souligné une modification de 1’alimentation des
gammares parasités qui prédateraient alors davantage de petites proies et s’alimenteraient
d’isopodes morts (Dick et al., 2010; Fielding et al., 2003; Médoc et al., 2011). Cependant,
rares sont les travaux ayant étudiés I’influence d’un acanthocéphale sur les défenses
antitoxiques de son hdte intermédiaire, a I’exception du systeme immunitaire qui se trouve
étre diminué chez les individus infectés (Cornet et al., 2009) et des caroténoides, présent a la
fois chez le gammare et 1’acanthocéphale (Perrot-Minnot et al., 2011; Rauque et Semenas,
2009).

5.1.4. Acanthocéphales et contaminations environnementales

Trés peu d’études, a ce jour, se sont intéressées a I’influence d’un parasite
acanthocéphale sur son héte lors de contaminations environnementales, alors que la survie du
parasite dépend entiérement de la survie de son hote. McCahon et al. (1988) ont suggéré que
la présence du cystacanthe de Pomphorhynchus laevis n’avait pas d’influence sur les
capacités de défense de G. pulex puisqu’aucune différence significative n’a été observée entre
la CLso des individus parasités et celle des individus sains lors d’une exposition au cadmium.
Cependant, Brown et Pascoe (1989) ont montré un temps de réponse différent entre des
individus infectés et des individus sains exposés a du cadmium. En effet, lors d’une
exposition a 2,1 pug Cd/L, le temps léthal 50 (LTso — temps apres lequel 50% des individus
sont morts) des individus G. pulex infectés par P. laevis était de 17,5 jours alors qu’il était de
42 jours pour les individus sains. Cependant, lors d’une exposition a 6 ug Cd/L, aucune
différence significative n’avait été observée. Enfin, il a été démontré par Piscart et al. (2007)
que G. roeseli infectés par P. minutus avait une meilleure résistance lors d’un stress salin que
les individus non-infectes. La CLso de G. roeseli parasités et non-parasités exposes a un stress
salin pendant 72h étaient respectivement de 21,5 g/L et 12,6 g/L.

A notre connaissance, il n’existe que trés peu d’études traitant de 1’influence d’un
acanthocéphale sur les défenses antitoxiques d’un gammare expose a un contaminant. Ainsi,
il a été demontreé par Sures et Radszuweit (2007) que le cystacanthe de P. minutus empéchait
la synthese de protéines de choc thermique 70 (Hsp70) chez Gammarus roeseli, lors d’une

perturbation thermique ou d’une exposition au palladium. Par ailleurs, en absence de
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contaminant, Cornet et al. (2009) ont montré que 1’activité prophénoloxydase de G. pulex
(activite reflétant le systéme immunitaire des crustaces) était diminuée lors de la présence de
I’un de ces trois parasites acanthocéphales: Polymorphus minutus, Pomphorhynchus laevis ou
P. tereticollis.

A P’inverse du stade cystacanthe, les acanthocéphales adultes ont souvent été étudiés
dans un contexte de contamination environnementale, et ont été démontrés comme des
bioindicateurs sensibles de pollutions métalliques (Tableau I-3). 1l a été mis en évidence que
les acanthocéphales adultes étaient capables d’accumuler de grandes quantités de métaux
lourds tels que le plomb et le cadmium (Sures et al., 1997a), mais aussi I’argent, le cuivre, le
zinc ou le nickel (Sures, 2002; Thielen et al., 2004). 1l a également été souligné dans ces
études que les acanthocéphales adultes peuvent accumuler des concentrations de métaux
supérieures a celles accumulées par leurs hotes respectifs (Tableau 1-3); et que leurs
capacités d’accumulation des métaux seraient trés largement supérieures a celles de
Dreissena polymorpha, considérée comme le bioindicateur le plus sensible de pollution
métallique (Sures et al., 1997b).

5.1.5. Polymorphus minutus

Gammarus roeseli, étudié dans ces travaux, est 1’hdte intermédiaire de parasites
acanthocéphales et notamment de Polymorphus minutus, seul macro-parasite retrouvé sur nos
sites d’études ou il présente une prévalence allant de 0,08 en Mai a 0,13 en Aodt (Médoc et

Beisel, 2009). La systématique de ce parasite est présentée ci—dessous:

Embranchement Acanthocéphale
Classe Palaeacanthocéphale
Ordre Polymorphide

Famille Polymorphidae

Genre Polymorphus

Espéce minutus (Goeze, 1782)

Comme tout acanthocéphale, P. minutus a un cycle de vie complexe, ¢’est-a-dire qu’il
nécessite 1’utilisation de deux hotes pour le réaliser (Figure 1-20). Son héte intermédiaire est
un crustacé amphipode, dans notre cas G. roeseli, et son héte définitif, un oiseau d’eau de
type canard colvert (Anas platyrhynchos). La transmission du parasite de 1’hote intermédiaire

vers I’héte final se fait par voie trophique.
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Tableau 1-3. Etudes ayant rapporté une bioaccumulation de métal par des parasites acanthocéphales en comparaison a
leurs hotes définitifs

R . . . Ratio e
Hotes Parasites Meétaux Observations [Parasite]/[H()te] Références
Barbus barbus P. laevis Cd, Zn, Pb [P. laevis] > [B. barbus] 2860 ggglgudermann etal,
. . . Cd: 2700
Leuciscus cephalus P. laevis Pb, Cd [P. laevis] > [L. cephalus] Pb : 500 Sures et al., 1997a
Barbus barbus P. laevis Pt, Pd, Rh [P. laevis] > [B. barbus] IEEJ RQO:O?)OOO Sures et al., 2005
Leuciscus cephalus P. laevis Pb [P. laevis] > [L. cephalus] 1000 Sures et Siddall, 1999
[P. laevis] > [L. cephalus]muscle 400
Leuciscus cephalus P. laevis .
[P. laevis] > [L. cephalus]intestin 67
A. lucii] > [P. fluviatilis]fo; Sures et Taraschewski,
Cd [ 1> Toie 3 1995
Perca fluviatilis A. lucii [A. lucii] > [P. fluviatilismuscle 18
[A. lucii] > [P. fluviatilis]muscle 133
A. lucci . . Sures et Taraschewski,
. (cystacanthe) Cd [A. aquaticus] > [A. lucii] 16 1995
Asellus aquaticus A lucci
(éystacanthe) [A. luciiladuite > [A. luciilcystacanthe 180
[P. laevis] > [L. cephalus]intestin 284
Leuciscus cephalus ~ P. laevis Pb [P. laevis] > [L. cephalus]foie e Sures et al., 1994a
[P. laevis] > [L. cephalus]muscle 2100
[A. lucii] > [P. fluviatilis]myscle 367
Perca fluviatilis A. lucii Pb [A. lucii] > [P. fluviatilis]foie 122 Sures et al., 1994b
[A. lucii] > [P. fluviatilis]intestin 58
Ba, Ca, Co, Cu, Fe, [A. lucii] > [P. fluviatilis]myuscle 2 _ 240
Perca fluviatilis A. lucii Mg, Mn, Sr, Zn, Al, [A. lucii] > [P. fluviatilis]foie 1-32 Sures, 2002
Ag, Cd, Cr, Ni, Pb, TL o 1ycii] > [P. fluviatilis]ingesin 1,5-48
éf,’ é'r 'é@ E: GB; Cd,  Ag, As, Ba, Bi, Cu, Ga, Mn, Pb, Sr,
. , Cr, Cu, e, Ga, . i - i
Barbus barbus P. laevis Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, TI, Zn: [P. laevis] > [B. barbus] Thielen et al., 2004
Sn, Sr, TI, V, Zn
Anguillicolla
crassus
(nématode)
. . . Zimmermann et al.,
Anguilla anguilla Paratenuisentis Pb [P. ambiguus] > [A. crassus] 20 - 2000 1999
ambiguus
(acantho)
[P. ambiguus] > [A. crassus] 20 -2000
Paratenuisentis Zimmermann et al
Anguilla anguilla ambiguus Pt, Pd, Rh Pt : [P. ambiguus] > [A. anguilla] 40 2005 "
(acantho)
Pd : [P. ambiguus] > [A. anguilla] 4
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2 Cycle de vie

Le cycle de développement de P. minutus comprend deux hotes (Figure 1-20). Dans
un premier temps, une femelle adulte P. minutus va libérer ses ceufs dans la cavité intestinale
de I’oiseau qui va lui-méme les libérer dans le milieu via ses féces. Le nombre d’ceufs libérés
peut étre considérable puisqu’une femelle P. minutus peut produire au cours de sa vie adulte
environ 13000 ceufs (Crompton et Whitfield, 1968). Le stade ceuf est le seul stade « libre »
des acanthocéphales, et a été défini comme tres résistant dans le milieu extérieur, puisqu’il
peut encore étre infectieux aprés 6 mois a 15°C, mais aussi aprés 2,5 mois a -22°C (Hynes et
Nicholas, 1963).

Les ceufs libérés vont ensuite se retrouver accrochés a une ressource alimentaire de G.
roeseli, de type feuilles en décomposition. Une fois dans le tractus digestif de I’amphipode,
I’ceuf va éclore pour libérer le stade acanthor, et G. roeseli est alors dit infecté. L’acanthor
transverse ensuite la paroi intestinale pour se loger dans I’hémocoele ou il va se développer
pour atteindre le stade acanthella (Dezfuli et Giari, 1999). L’acanthella va ensuite continuer
son développement afin de devenir un cystacanthe qui est le stade infectieux pour 1’hote
définitif. Le développement de P. minutus dans le gammare reste relativement long puisqu’a
16°C, le stade acanthor met 60 jours a se développer en cystacanthe (Butterworth, 1969).

G. roeseli ainsi parasité par P. minutus va étre mangé et digéré par un oiseau d’eau,
libérant ainsi le cystacanthe qui va dévaginer son proboscis afin de s’accrocher a la paroi
intestinale de son héte final. Une fois accroché, le parasite termine son développement, avant

de se reproduire et recommence son cycle de vie.

2 Effets de la présence de P. minutus chez G. roeseli

De méme que la plupart des acanthocéphales (voir Tableau 1-2), P. minutus influence
le comportement de G. roeseli. Il a été démontré qu’il inverse le géotactisme de G. roeseli,
résultant a une surexposition des gammares infectés a son hote définitif, un oiseau d’eau
(Bauer et al., 2005; Medoc et al., 2006). De plus, P. minutus module également le
comportement anti-prédateur de son héte intermédiaire, la résultante étant un évitement des
hotes non-définitifs (Médoc et Beisel 2009a, 2011; Médoc et al., 2009b). Enfin, P. minutus a
également été demontré comme modifiant le comportement alimentaire de G. roeseli,
puisque les individus infectés consommaient plus d’isopodes morts que vivants et moins de

feuilles, en comparaison a des individus non-infectés (Médoc et al., 2011).
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Figure 1-20. Cycle de vie de Polymorphus minutus. A: héte final de type canard colvert, B: P. minutus femelle
stade adulte accrochée a la paroi intestinale du canard (x25), C: ceufs de P. minutus (x100), D: G. roeseli non
infecté (x12,5), E: cystacanthe de P. minutus observé a travers la cuticule de G. roeseli (x32). (photo: E.
Gismondi)
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P. minutus n’induit pas uniquement des changements au niveau du comportement de
G. roeseli puisqu’il a été démontré qu’il provoquait une absence de réponses des Hsp70 chez
des individus infectés lors d’une perturbation thermique ou d’une exposition au palladium
(Sures et Radszuweit, 2007), pouvant conduire a une sensibilité plus élevée des individus
parasités. Ces auteurs ont également démontré que le cystacanthe de P. minutus possédait son
propre systeéme de défense puisqu’il y a une augmentation de Hsp70 chez les parasites

exposés.

5.2.  Les microsporidies

Les microsporidies sont des microorganismes parasites eucaryotes unicellulaires. Ces
endoparasites produisent des spores qui constituent a la fois un stade de résistance et de
dissémination. La premiére espéce de microsporidie, Nosema bombycis, fut décrite en 1857
par Naegeli (Naegeli, 1857). Cette microsporidie parasite était alors la cause de la pébrine,
maladie du ver a soie (Bombyx mori) provoquant des tiches sombres sur le corps de 1’hdte.
Les microsporidies sont donc des microorganismes pathogenes de I’ordre du micrometre et
d’une treés grande diversité puisqu’elles regroupent plus de 1200 especes en 150 genres,
différenciées aussi bien par leur morphologie, que par leur cycle de développement (Sprague
et al., 1992; Dunn et Smith, 2001). Les microsporidies ont également un large spectre
d’hotes, c’est pourquoi elles ont été mises en évidence dans pratiquement tous les groupes du

regne animal (protozoaires, helminthes, arthropodes, oiseaux, poissons et mammiferes).

5.2.1. Structure cellulaire et cycle de développement

Les microsporidies sont des parasites intracellulaires présents dans le cytoplasme des
cellules hotes. Elles sont incapables de se diviser et d’avoir une croissance a I’extérieur d’une
cellule héte. 1l existe deux principaux stades morphologiques des microsporidies: le stade

méronte et le stade spore (Figure 1-21).

2 Le méronte

Le méronte est le 1% stade de développement d’une microsporidie aprés avoir infecté
une nouvelle cellule héte (Figure 1-21C). Le méronte est une cellule de forme allongée qui
posséde une structure trés simple puisqu’il est composé d’un noyau isolé ou par paire, d’une
enveloppe restant intacte tout au long de la division cellulaire et d’un cytoplasme dépourvu

de mitochondries, de peroxysomes ou encore de granules de stockage. Une fois dans la
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cellule hote, le méeronte va évoluer en sporonte caractérisé par un agrégat de matiere en
périphérie de la cellule (Figure 1-21D). Ce dernier va continuer son développement pour
atteindre le stade sporoblaste (Figure I-21E), durant lequel les organites sont synthétisés

pour créer une spore mature infectieuse.

2 Laspore

La spore est la cellule infecticuse d’une microsporidie (Figure 1-21A). A ’inverse du
méronte, la spore posséde une forte structure, ce qui fait d’elle le seul stade de
développement d’une microsporidie parfaitement reconnaissable. La spore est une cellule
résistante grace a sa double paroi composée d’une endospore (paroi interne) et d’une
exospore (paroi externe). Elle posséde un ou deux noyaux centraux autour duquel s’agence le
réticulum endoplasmique, qui est lui-méme entouré du filament polaire. Ce dernier permet
I’injection du sporoplasme dans une nouvelle cellule héte afin de I’infecter au cours de la
germination (Figure 1-21B) (Dissanaike et Canning, 1957). Sous la forme de spore, certaines
microsporidies peuvent résister dans 1’environnement a des températures allant de 10°C a

30°C tout en conservant leur potentiel infectieux (Li et al., 2003).

Figure 1-21. Les différents stades de développement d’une microsporidies. (A) la spore, (B) germination
d’une spore, (C) le méronte, (D) méronte devenant sporonte, (E) le sporoblaste. ER: réticulum endoplasmique,
TN: réseau tubulaire, N: noyau, PT: tube polaire (filament polaire), PV: vacuole postérieure, SW: paroi de la
spore. (d'aprés Beznoussenko et al., 2007)
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5.2.2. La germination: processus d’infection

La germination d’une spore est le processus permettant I’infection d’une nouvelle
cellule héte (Figure 1-22). Elle debute lors de conditions favorables, dont les facteurs
déclencheurs sont encore trés peu connus. Il peut s’agir de nombreux stimuli physiques ou
chimiques tels qu’une variation du pH, une déshydratation, I’exposition aux ultraviolets ou
encore la présence de certains cations ou anions (Undeen et Epsky, 1990). La germination fait
intervenir une cascade d’événements rapides puisqu’elle s’effectue de maniére générale en
moins de 2 secondes. Le tube polaire peut atteindre une vitesse de 100 pm/s et le
sporoplasme peut le traverser entierement en seulement 15 & 500 ms pour se retrouver dans la
nouvelle cellule (Frixione et al., 1992).

Au cours de la germination, le filament polaire de la spore transperce 1’apex de celle-
ci (Figure 1-22B) grace a I’accroissement de la taille de la vacuole postérieure induisant une
augmentation de la pression osmotique intrasporale (Frixione et al., 1992). Ce phénoméne
permet également de propulser le sporoplasme au travers du filament polaire pour I’injecter

dans la nouvelle cellule héte (Figure 1-22D-E-F).

Filament polaire

Noyau

Vacuole postérieure

e N N d

Figure 1-22. Extrusion du filament polaire durant la germination d’une spore de microsporidie. (A) spore en
dormance. (B) début d’extrusion du filament polaire. (C) gonflement de la vacuole postérieure et extrusion du
filament polaire. (D-E-F) sporoplasme forcé a traverser le filament polaire (d'apres Keeling et Fast, 2002).

5.2.3. Mode de transmission

Les microsporidies possédent deux modes de transmission. Elles peuvent se
transmettre soit par voie horizontale (d’un héte A & un héte B), soit par voie verticale (de la
mére aux juvéniles). Certaines microsporidies peuvent utiliser ces deux voies de transmission

au cours de leur cycle de vie (Dunn et Smith, 2001).
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2 Latransmission horizontale

La transmission horizontale peut avoir lieu entre des organismes hotes d’une seule ou
de différentes espéces. L’hote peut étre infecté par voie alimentaire, vénérienne ou
directement par 1’invasion de 1’épithélium. La transmission horizontale est la plus commune
chez les microsporidies. Les spores sont ingérées par 1’hote, et aprés germination vont
infecter I’ensemble des cellules intestinales pour ensuite se propager dans les autres tissus
(Dunn et Smith, 2001). C’est le cas notamment de Nosema apis, microsporidie a transmission
horizontale qui infecte 1’abeille. L’abeille ingére des spores de Nosema apis qui vont
coloniser les cellules épithéliales de I’intestin, donnant de nouvelles spores en moins de 48
heures. Cette production massive de spores va entrainer une destruction des cellules,
permettant ainsi leur libération dans 1’environnement via les féces de 1’hote (de Graaf et al.,
1994). Ce mode de transmission induit en général la mort de 1’héte, reflétant ainsi une forte

virulence du parasite.

2 Latransmission verticale

Contrairement au mode de transmission horizontale, la transmission verticale se fait
de génération en génération. L’intérét du parasite étant alors de minimiser les contraintes
exercees sur son hote, sa virulence se trouve réduite voire asymptomatique (Smith et Dunn,
1991; Ebert et Herre, 1996). Cette transmission ayant lieu durant la vitellogenése de 1’hote
(Terry et al., 1997), les microsporidies sont localisées dans les tissus gonadiques de 1’hote.
Les mérontes se développent, dans un premier temps, dans les cellules folliculaires jusqu’a la
formation de spores qui vont ensuite germer et infecter les ovocytes matures pour étre
transmis a la descendance (Figure 1-23). Le cycle de vie du parasite est alors synchronisé
directement avec le cycle de reproduction de son hote. Le mécanisme de transmission
pendant le développement de I’héte juvénile est cependant trés peu connu et peut étre
différent selon 1’espéce considérée. En effet, Weedall et al. (2006) ont démontré chez G.
duebeni que I’espece Dictyocoela duebenum infectait les cellules précurseurs de I’ectoderme,
puis se transférait dans les cellules germinales, alors que 1’espece Nosema granulosis pouvait
en plus d’infecter les cellules précurseurs de I’ectoderme, infecter directement les cellules

germinales.
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Figure 1-23. Exemple d’invasion des ovocytes de Gammarus duebeni, héte de Nosema granulosis,
microsporidie ayant une transmission verticale (d'aprés Dunn et al., 2001).

La transmission verticale est principalement uniparentale. Les microsporidies étant
transmises aux ceufs via le cytoplasme, seules les femelles permettent cette transmission. En
effet, les zygotes héritent rarement du cytoplasme des gamétes males, ce qui n’est pas
favorable aux microsporidies. De plus, les gamétes males étant de trés petites tailles, la
prolifération des microsporidies n’est pas optimale (Dunn et Smith, 2001).

Du fait d’une transmission uniquement induite par les femelles, les microsporidies a
transmission verticale ont da s’adapter, et une stratégie permettant d’augmenter leur facteur
de transmission s’est répandue. Un phénomene de féminisation des organismes juvéniles a
été observé chez les femelles parasitées, notamment du genre Gammarus sp. (Dunn et al.,
1993).

o Effets des microsporidies a transmission verticale chez Gammarus
sp.

Les microsporidies a transmission verticale n’induisent aucune virulence envers leur
hote puisque leur développement, leur survie et leur transmission dependent entierement de la
survie de 1I’hote (Smith et Dunn, 1991; Ebert et Herre, 1996).

Le tableau I-4 regroupe plusieurs études sur I’interaction de parasite microsporidies a
transmission verticale et Gammarus sp. Le principal effet des microsporidies étudiées chez le
gammare est un phénoméne de féminisation. Ce phénomeéne perturbe le sex-ratio de la
population en convertissant les males génotypiques en femelles phénotypiques fonctionnelles
(Dunn et al., 1995; 2001).
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Tableau 1-4. Etudes de Uinteraction entre des parasites microsporidies a transmission verticale et leur hote Gammarus

sp.
Hote Parasite Paramétre étudié Observation Référence
Retrouvé dans le tissu gonadique des femelles
uniquement . R
G. duebeni Octos_porea Description Transmission verticale Bulnheim et Vavra,
effeminans A . 1968
Absence de pathogénicité sur les tissus ou les cellules
hotes
o Féminisation influencée par facteur abiotique comme la
Of;:tosporea Féminisation salinité
G. duebeni elleminans Effet de facteurs Exposition longue a faible température (< 4°C) peut avoir Bulnheim, 1978
Theleahania abiotique effet négatif sur les spores, donc tous les ceufs ne sont pas
herediteria parasités
Prévalence Prévalence différente selon le site de prélevement
G. duebeni de 3 Efficacité de Efficacité de transmission identique quelle que soit Dunn et Hatcher,

sites

Microsporidies

transmission
Fitness de I'n6te

’origine de I’hote
Fitness de I'ndte non influencée par les parasites

1996

N. granulosis implantée chez femelle saine conduit a une

Dunn et Rigaud,

G. duebeni N. granulosis Infection expérimentale infestation des gonades et & une transmission verticale 1998
couplée a une féminisation
N. granulosis itai itai i
G. duebeni g Charge parasitaire dans Charge parasitaire de N granulosis dans zygote > charge Dunn et al., 1998
0. effeminans zygotes parasitaire de O. effeminans
o . N
G. duebeni Microsporidie Efflcac_lte_ de Transmission l?éllutement_efﬁcqce car 96% des ceufs de Dunn et al., 1995
transmission femelles parasitées sont infectés
. . . . Allocation spermatique des males inférieure lorsque la
G. duebeni N. granulosis Allocation spermatique femelles est infectée Dunn et al., 2006
. . Survie A survie de I'hote .
G. roeseli N. granulosis o . R Haine et al., 2007
Féminisation Féminisation des males
. 3 especes de microsporidies : N. granulosis, D. roeselum,
Screening D. muelleri
. ' Haine et al., 2004
. Diverses
G. roeseli

microsporidies

Fitness de I'n6te

Femelles infectées atteignent plus rapidement leur
période de reproduction

G. duebeni de 3
sites

N. granulosis

Adaptation locale

Fitness de I'n6te

Implantation N. granulosis identique dans 3 populations
hotes de localités différentes

J fécondité et survie lors d’une infection artificiel

Pas d’influence d’une infection naturelle sur fécondité et
survie

Hatcher et al., 2005

Screening par PCR-

50% des femelles sont infectées par 2 espéces de

G. duebeni Microsporidies microsporidies: Nosema granulosis (33%) et Hogg et al., 2003
RFLP - L
Microsporidium sp. (17%)
G. duebeni N.-granulo-5|-s Féminisation des Femelles infectées produisent moins de méles que les Ironside et al.. 2003
’ Microsporidiu juvéniles non-infectées b
m sp.
Effet de la température Pas d'effet de la température sur transmission a la
G. duebeni N. granulosis sur féminisation et génération F;, mais J transmission a la génération F, Kelly et al., 2002
transmission J féminisation quand {, température
Pas d'effet sur la survie
G. duebeni N. granulosis Croissance et survie  croissance des juveniles Kelly et al., 2003

Condition de stress (compétition hote et restriction
alimentaire),  croissance de G. duebeni

35 populations de
G. duebeni d'eaux
douces et marines

Microsporidies

Screening par PCR

Microsporidies retrouvées dans 91 % des populations
échantillonnées dont N. granulosis, D. duebeni, D.
muelleri et Pleistophora muelleri

7 nouvelles microsporidies non identifiés ont été classées
dans le genre Microsporidium sp.

Krebs et al., 2010

G. duebeni

N. granulosis

Activité glande
androgéne

N. granulosis manipule le sexe de I'hote en empéchant la
différenciation par la glande androgéne et la production
d'hormone androgene

Rodgers-Gray et al.,
2004
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Tableau 1-4(suite). Etudes de interaction entre des parasites microsporidies a transmission verticale et leur hote

Gammarus sp.

Hote Parasite

Parametre étudié

Observation

Référence

Dictyocoela sp.
4 populations de

G. pseudolimnaeus  Microsporidium

Prévalence

Dictyocoela sp. est présent dans les 4 populations
Microsporidium sp présent dans 2 populations

Forte prévalence chez femelles (37-85%), mais faible
chez males (5%)

Ryan et Kohler, 2010

sp. Fécondité 4 dans les 2 populations, 4, dans 1 population et
inchangée dans la 4eme population
11 espéces de microsporidies détectées dans 16 especes
Di Divers hotes
IVErs - - Transmission verticale Prévalence supérieure chez les femelles Terry et al., 2004
amphipodes microsporidies . - .
Transmission verticale retrouvée dans toutes les branches
de l'arbre phylogénétique
Localisées dans gonades, principalement follicules
N . rimaires et secondaires
G. duebeni Nosema sp. Distribution cellulaire P . R - Terry et al., 1997
Sporogonie dans cellules folliculaires et synchronisation
avec vitellogenése
Prévalence 46% des femelles sont infectées
- . Forte transmission verticale: 91% des embryons sont
. Transmission verticale - .
G. duebeni Nosema sp. infectés Terry et al., 1998
Charge parasitaire Forte charge parasitaire (288 parasite/embryons)
Croissance J croissance
D. duebenum D. duebenum replique durant les 1éres divisions cellulaires
' o de I'hdte contrairement a N. granulosis
Distribution . .
G. duebeni microsporidies durant D. duebenum et N. granulosis infectent cellules précurseurs Weedall et al.. 2006
' . N de I'ectoderme v
N. granulosis embryogenese

N. granulosis infecte également directement les cellules
germinales
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La féminisation a donc un effet direct sur la population puisqu’elle induit une
augmentation du nombre de femelles infectées capables de transmettre le parasite aux
générations futures (Dunn et al., 1993; 1995). En effet, Dunn et al. (1993) ont démontré que
90% des juvéniles provenant d’une femelle Gammarus duebeni infectée par des
microsporidies a transmission verticale, devenaient des femelles. L’hypothése d’une
féminisation de G. duebeni induit par Nosema sp. a également été vérifiée par Dunn et
Rigaud (1998). Le mécanisme de différenciation sexuelle des amphipodes étant sous le
contréle des hormones de la glande androgene (Charniaux-Cotton et Payen, 1985), il a été
suggeré que les microsporidies pourraient supprimer le développement de cette glande
(Rigaud et al., 1997; Rodgers-Gray et al., 2004) provoquant ainsi une féminisation des
juvéniles (Ironside et al., 2003). L’influence de microsporidies sur la survie de son hote
dépend de I’espéce hote. Il a été démontré que Nosema granulosis n’avait pas d’influence sur
la survie de Gammarus duebeni (Kelly et al., 2003; Hatcher et al., 2005), mais augmentait

celle de Gammarus roeseli (Haine et al., 2007).

5.2.4. Le genre Dictyocoela sp.

Le genre Dictyocoela contient plusieurs espéces de microsporidies parasites de
gammare incluant notamment des microsporidies féminisantes telles que D. duebenum et D.
muelleri (Tableau I-5). Ce genre a été défini par Terry et al. (2004) qui a décrit 6
Dictyocoela sp. sur la base de différences au niveau de la séquence 16S de I’ADN ribosomal.

A notre connaissance, tres peu d’études ont eu pour theme I’effet de microsporidies
du genre Dictyocoela sur un hdte Gammarus sp. Cependant, il a été défini que ces
microsporidies sont transmises verticalement et qu’elles ont une efficacité de transmission a
la descendance d’environ 55% (Haine et al., 2004). Dans cette méme étude, les auteurs ont
démontré que la prévalence de D. muelleri et D. roeselum chez G. roeseli était constante au
cours de I’année, mais pouvait varier selon le site d’échantillonnage. En effet, les auteurs ont
déterminé que dans la riviere Ouche (Cote d’Or, France), D. muelleri était présente chez 35%
des femelles infectées alors que D. roeselum ne 1’¢tait que chez 10% des femelles parasitées.
Inversement, dans la riviére Thille (Cote d’Or, France), D. muelleri et D. roeselum étaient

respectivement présentes chez 6% et 58% des femelles infectées.
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Tableau 1-5. Especes du genre Dictyocoela sp. identifiées chez différents amphipodes (d’aprés Wilkinson et

al., 2011)

Espeéces

Hotes

Références

Dictyocoela duebenum

. duebenum
. muelleri
. muelleri

D

D

D

D. berillonum
D. cavimanum
D. deshayesum
D. gammarellum
Dictyocoela sp.
Dictyocoela sp.
Dictyocoela sp.

Dictyocoela sp.

Gammarus duebeni

G. duebeni

G. roeseli

G. duebeni
Echinogammarus berilloni
Orchestia cavimana
Talorchestia deshayesei
Orchestia gammarellus

G. fossarum

G. lacustris
Dikérogammarus haemobaphes
Gmelinoides fasciatus

Hogg et al., 2003
Krebes et al., 2010
Terry et al., 2004
Krebes et al., 2010
Terry et al., 2004
Terry et al., 2004
Terry et al., 2004
Terry et al., 2004
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank

6. Le cadmium

6.1. Généralités

Le cadmium (Cd) est un métal de transition. C’est un sous-produit de I’industrie du
zinc qui a couramment été utilisé comme stabilisants des plastiques et pigments de peinture,
mais également dans les opérations de cadmiage visant a lutter contre la corrosion de 1’acier.
En 1997, il a été estimé en France que sa répartition dans les différents secteurs d’activités
était la suivante: batteries 75%, pigments 12%, cadmiage 8% et stabilisants 5%. De nos jours,
I’utilisation du cadmium est en forte baisse du fait de nombreuses interdictions ordonnées par
la Commission Européenne REACH (Directive 76/769/EEC). La décision la plus récente de
cette Commission Européenne est 1’interdiction de 1’utilisation du cadmium dans la joaillerie
(montres, bijoux) depuis décembre 2011.

Bien que le cadmium soit extrait du sol d’anciennes mines de zinc, il peut se retrouver
facilement dans les eaux de surface par effet de lessivage, mais aussi par les effluents
d’industries. Il peut alors facilement étre bioaccumulé par les algues (1636 < BCF! < 23143),

les poissons (0,5 < BCF < 6484) ou les invertébrés (396 < BCF < 17560), provoquant ainsi

1 e facteur de bioaccumulation (BCF) désigne le rapport entre la concentration d’un composé chimique dans
I’organisme vivant et celle dans le milieu d’exposition.
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des effets néfastes sur 1’organisme (INERIS, Septembre 2011). En Europe, il a été décide que
la concentration maximale admissible dans I’eau potable était de 5 pg/L (DC 98/83/EC,
1998).

6.2. Toxicité du cadmium

Le cadmium, métal non-essentiel pour les organismes, a un trés fort pouvoir inhibiteur
d’activités enzymatiques (Lockwood, 1976). Sa forte solubilité lui confere un caractére trés
toxique pour les organismes aquatiques (Taylor, 1983); c’est pourquoi, le cadmium est
considéré comme un métal de forte préoccupation dans les environnements d’eaux douces

(Canadian Environmental Protection Act, 1994).

Le cadmium a été decrit comme toxique notamment pour la reproduction des
organismes comme cela a été démontré chez Daphnia magna exposée a 0,17 pg Cd/L
pendant 21 jours (Biesinger et Christensen, 1972). La fécondité du copépode Acartia tonsa
est également diminuée apres 96 heures d’exposition a 30 pg Cd/L (Toudal et Riisgard,
1987). Ce métal peut aussi provoquer des anomalies de développement puisqu’il diminue le
poids ainsi que la longueur a la fourche d’alevins de saumons exposés a 0,47 ug Cd/L
pendant 46 jours (Rombough et Garside, 1982). De méme, il provoque des modifications
structurales et des destructions tissulaires, par exemple sur les branchies de Penaeus

japonicus exposés pendant 4 jours a 2 et 4 mg/L de cadmium (Soegianto et al., 1999).

Comme tout métal de transition, le cadmium peut induire un stress oxydant chez les
organismes. Sa toxicité a donc également un effet sur les défenses antioxydantes des
individus. Il a été décrit chez le gastéropode Hexaplex trunculus qu’une intoxication au
cadmium entrainait une augmentation de D’activité de la catalase alors que celle de la
glutathion-S-transférase était diminuee (Roméo et al., 2006). De méme, une augmentation de
la concentration en métallothionéines a été observée chez le crabe Cancer pagurus (Overnell
et Trewhella, 1979) ainsi que chez deux bivalves Pyganodon grandis (Wang et al., 1999) et
Ruditapes decussatus (Hamza-Chaffai et al., 2000) exposés a ce toxique.

Les amphipodes ont également été utilisés comme modeles biologiques dans les
¢tudes d’impacts du cadmium sur les invertébrés, tant au niveau de leurs défenses qu’au
niveau de leur survie (Tableau I-6). De nombreuses études ont determiné les CLso du
cadmium chez différents amphipodes et a différents temps d’exposition. Il a notamment été
démontreé que la CLso de G. pulex diminuait au cours du temps (Felten et al., 2008). Alonso et

al., (2009) ont mis en éevidence que les adultes des espéces G. pulex et G. fossarum étaient
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plus résistants que leur juvéniles respectifs. Certaines études ont souligné la capacité d’un
amphipode a bioaccumuler le cadmium (Abel et Barlocher, 1988; Sundelin, 1983; Wright,
1980, Felten et al., 2008; Geffard et al., 2010). L’entrée du cadmium dans I’amphipode
provoque alors des dysfonctionnements de 1’0organisme, notamment au niveau de
I’ionorégulation qui se trouve étre diminuée, probablement a cause d’une destruction
branchiales (Issartel et al., 2010). Des modifications des réponses des systemes antitoxiques
ont également été mises en évidence telles qu’une augmentation des protéines de choc
thermique (Hsp), ou une diminution des activités peroxydases (Schill et al., 2003; Timofeyev
et al., 2008).
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Tableau 1-6. Etudes ayant rapporté des effets du cadmium sur des amphipodes

Espéces Conditions Paramétres étudiés Observations Références
G. fossarum Exposition avec ou  Bioaccumulation En présence de nourriture, |, survie et  Abel et Bérlocher,
’ sans nourriture Survie /> bioaccumulation 1988
G. pulex 48h
adulte 0,3-05-0,7-1,0 G. pulex: adulte: 8 mg/L
- 2,0 mg/l juvénile: 1,5 mg/L
juvénile 0,1-0,3-0,5-0,7 G. fossarum : adulte: 1 mg/L
-1,0 mg/l juvénile: 0,2 mg/L
G. fossarum CLso-48n / CLso-g6n 96h Alonso et al., 2009
adulte 0,1-0,3-05-0,7 G. pulex: adulte: 1,8 mg/L
-1,0 mg/l juvénile: 0,25 mg/L
juvenile  005-0,1-0,3- G. fossarum: adulte: 0,6 mg/L
0,5-0,7mg/l juvénile: 0,1 mg/L
ClLsp.06n = 82,1 pg/L
. CLsg-120n = 37,1 pg/L
Suivi CL
UVl -Ls0 CLsp-168n = 21,6 pg/L
G. pulex Clso-264n = 10,6 pg/L Felten et al., 2008
Bioaccumulation/Mortalité exposés > témoins
Na/K ATPase Na/K ATPase 1 chez exposés
7,5et 15 pg/L
' Comportement .
(ventilation, nourrissage) Comportement , chez exposés
Bioaccumulation dans Lo .
sl - Cd majoritairement accumulé dans la  Geffard A. et al.,
G. fossarum 0-6,5-25pug/L dlfferentes: fractions fraction cytosolique 2010
subcellulaire
G. fossarum 15 pg/L Osmorégulation ) v osmoregulatlon ) Issartel et al., 2010
Structure branchiales Destruction branchiales
G. pulex Cllooen juvéniles: 0,019 mg/L %%%ahon et Pascoe,
adulte: 4,7 mg/L
Sensibilité au cadmium S .
G. fossarum en fonction du pH 1 sensibilité quand 1 pH Muska et al., 1990
Ech_lcrj]ogalmmarus Cl—-50—96h . CL50..96h = 3?,17 Mg/l Pestana et al., 2007
meridonalis 2-4-6pg/L Alimentation { alimentation quand 1 [Cd]
Forte mortalité des femelles
8-16-31-62- Survie lles ol ibl
G. fossarum 125-250-500- Do oo Femelles plus sensibles Schill et al., 2003
1000 - 2000 pg/L P P N Hsp70 aux faibles concentrations
mais {, aux fortes concentrations
Cd:5-10-20-50 /™ tolérance lors d'une pré-exposition &
pg/L 20 pg Cd/L et 200 pg Zn/L
G. pulex Tolérance au cadmium 1 tolérance liée & 1 protéines MT- Stuhlbacher et
' Zn: 50 - 100 - 200 Bioaccumulation like Maltby, 1992
- 300 pg/L Pas d'effet de la pré-exposition sur
bioaccumulation
Pontoporeia affinis ?@ﬁ,S -41-127 Bioaccumulation Accumulation de Cd Sundelin, 1983
Embryogenese > Cd, 1 mortalité des juvéniles
Eulimnogammarus
Verrucosus E. verrucosus, E. cyaneus, G. lacustris:
Hsp { peroxydases, T Hsp .
0,02 - 0,16 - 5mg Catal Timofeyev et al.,
Eulimnogammarus i atalase 2008
Peroxydases

cyaneus

G. lacustris

Catalase: réponse uniquement chez G.
lacustris
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Tableau 1-6(suite). Etudes ayant rapporté des effets du cadmium sur des amphipodes

Espéces Conditions Paramétres étudiés  Observations Références
Clso CLsg-240n = 10,55 pg/L
0-2-38-8-149- .
G. pulex 27 -56,7 ug/L Battement de J battements de pléopodes aprés Vellinger etal., 2012
pléopodes exposition 240h a des concentrations
supérieurs a 10,55 ug/L
{J' nage horizontale aux fortes
G. lawrencianus 12 -62 - 125 - 250 - Activité de nages concentrations Wallace et Estephan,
’ 500 pg/L horizontale et verticale  {, nage verticale aux faibles 2004

concentrations

. . Accumulation de Cd dans cuticule puis
Bioaccumulation

G. pulex hépatopancréas Wright, 1980
Influx de calcium Inhibition de I'influx de calcium
CLsg.4gn = 0,68 mg/L  CLso.g6n = 0,12
mg/L
G. pulex 0,5 mg/L Concentration en /N concentration calcium J, toxicité du Wright et Frain, 1981

calcium cadmium

Individus en post-mue plus sensible

Mue .
que ceux en intermue

Clso Clsoagh=4UM Clsogen =16 UM oot Rojas,

J' consommation O, aprés exposition a 1992
0,5 uM

Elasmopus rapax de 0,25a5,5 uM
Consommation d'O,
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1. Sites d’étude

L’espéce Gammarus roeseli, utilisée comme modeéle d’étude, a été échantillonnée
dans la Nied francaise en Moselle (57), sur deux sites de prélevements situés dans des
communes voisines de 10 km: Laquenexy (49° 05’ N, 6° 19’ E) et Rémilly (49° 00’ N, 6° 23’
E) (Figure 11-1). Ces deux sites possedent des caractéristiques physico-chimiques semblables
(Annexe 1).

Sens
d’écoulement

& Stations de suivi de qualité
METZ - B Site d’étude

OLIEBE Pontigny 5 km

y O

0

Figure 11-1. Carte de la Nied localisant les sites de prélévements (carré rouge), les stations de suivi de la
qualité de ’eau (losange violet) et le laboratoire LIEBE (rond vert)

1.1. Caracteristiques et intérét de la Nied francaise

La Nied francaise est une petite riviere de Moselle (57) prenant sa source dans la
commune de Marthille, longue de 59 km et drainant un bassin versant de 504 km?
principalement constitué de prairies et de champs agricoles. Son régime hydrologique est un
régime pluvial et son débit moyen a été estimé & 3,9 m%seconde par la Dlrection Régionale
de I’ENvironnement (DIREN — Banque Hydro, Station A9752010).

La Nied frangaise représente un site d’étude d’intérét de par: (i) sa proximité par
rapport au laboratoire (~20km), facilitant ainsi les campagnes d’échantillonnages et les

transferts d’organismes, (ii) sa faible contamination anthropique permettant le prélevement
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d’organismes tres peu acclimatés a un milieu perturbé, (iii) I’abondance de 1’amphipode G.
roeseli et (iv) la présence de parasites chez G. roeseli tel que I’acanthocéphale P. minutus,
unique macro-parasite d’amphipode présent, ainsi que des microsporidies a transmission

verticale, D. roeselum et D. muelleri.

1.2.  Qualité écologique

Trois stations situées le long de la Nied francaise permettent le suivi de la qualité du
cours d’cau: a Baudrecourt, Lemud et Pontigny (d’amont en aval) (Figure I1-1). Les Indices
Biologiques Globaux Normalisés (IBGN) mesurés a Baudrecourt et Pontigny de 2002 a 2009
évaluent la qualité biologique de la Nied frangaise comme étant bonne. Cet indice refléte la
qualité globale de la riviére (eau et habitat physique) a partir des inventaires d’invertébrés
benthiques qui y vivent. Pour leur part, les Indices Biologiques Diatomiques (IBD), plutot
sensibles a la qualité physico-chimique de 1’eau, révélent sur ces trois stations une eau de
qualité moyenne en 2005. La Nied francaise présente donc trés globalement une qualité d’eau

et/ou d’habitat qui peut étre qualifiée de moyenne a bonne.

2. Matériel biologique

G. roeseli est I’espéce amphipode utilisée comme modéele biologique dans ces travaux
de thése. Afin de réaliser les différentes expérimentations souhaitées, il a été nécessaire
d’effectuer plusieurs campagnes d’échantillonnages sur les deux sites d’études précédemment

décrits.

2.1.  Technique de préléevement

Les différents échantillonnages de G. roeseli sur nos sites de prélevements ont éte
réalisés par deux methodes géneralement conduites en paralléle afin de garantir un nombre

d’individus suffisant (Figure 11-2).

Figure 11-2. Matériels utilisés pour I’échantillonnage de G. roeseli: tamis de 500 pm de vide maille (gauche)
et pieges artificiels (droite)
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L’échantillonnage des gammares a été réalisé a 1’aide de tamis de mailles 500 pm
utiliseés pour racler la végétation présente le long des berges et récupérer les organismes qui y
vivent accrochés.

Par ailleurs, des piéges ou habitats artificiels ont été utilisés et laissés sur site. Ce sont
de petites cages en plastiques remplies de pierres et de feuilles permettant ainsi de mimer les
habitats convoités pour les gammares, a savoir des emplacements de faible courant et
présentant une forte ressource alimentaire. Ces pieges ont été installés le long des berges et
laissés pendant toute la durée des travaux de these afin de permettre leur colonisation
réguliere par les gammares (Figure 11-2). Lors des campagnes d’échantillonnage, les piéges
sont secoués au-dessus d’un tamis de maille 500 um afin de récupérer ’intégralité des

organismes présents dans cet habitat artificiel.

2.2. Trides organismes

Une fois préleveés, on procéde a une étape de vérification de 1’espece G. roeseli. En
effet, G. roeseli possede des spicules sur sa carene dorsale. Les individus sont ensuite sexés
grace a la taille des gnathopodes, plus grandes chez les males (voir chapitre I, paragraphe
4.3.2.). La présence du cystacanthe de I’acanthocéphale P. minutus est également identifiée
par observation de la présence d’un point rouge-orangé vif au travers de la cuticule (voir
chapitre 1, paragraphe 5.1.5.). Les individus ainsi triés sont placés dans des bidons en
plastique de 1 ou 2 L contenant de I’eau de riviére et maintenus dans la riviére pour limiter
les variations de température avant le transfert au laboratoire. Au cours de 1’échantillonnage,
I’eau des bidons est généralement renouvelée 2 & 3 fois pour éviter les variations de
température et la diminution de I’oxygene.

Il est a noter qu’au cours de ces échantillonnages, d’autres espéces dulgaquicoles ont
pu étre presentes dans les tamis et pieges. Une attention particuliere a alors eté apportée lors
du tri pour remettre a 1I’eau ses espéces non étudiées afin de ne pas endommager la faune des

sites d’études.

Une fois transférés au laboratoire, les individus prélevés ont été a nouveau triés afin
de d’affranchir de toute erreur de tri possible sur le terrain. Par la suite, selon
I’expérimentation souhaitée, les individus G. roeseli ont été: (i) soit directement congelés a
I’azote liquide -196°C puis maintenus a -80°C en vue des analyses en conditions
physiologiques, (ii) soit mis en stabulation en vue d’exposition en conditions contr6lées de

laboratoire, puis congelés avant analyses des biomarqueurs.
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Les étapes de congélation /o, d’acclimatation des individus sont développées dans la

suite de ce chapitre en paralléle des expériences correspondantes.

3. Méthodes de préparation et d’analyses des échantillons biologiques

Avant toute description des expériences réalisées au cours de ces travaux de these, il
est important de décrire les différentes méthodes de préparation et de dosages utilisés pour
chaque biomarqueur. Tous les protocoles de dosages exposés ci-dessous ont éte realisés sur
des homogenats frais pour éviter toutes altérations possibles dues a la congélation.

3.1. Préparation des homogénats

Les échantillons sont décongelés et pesés. Un volume de tampon d’homogénéisation
équivalent a 2 fois le poids de I’échantillon est ajouté (e.g. 400 pL de tampon
d’homogénéisation pour 200 mg de tissu). La composition de 5 mL de tampon
d’homogénéisation est la suivante: 4,8 mL de tampon phosphate 50 mM (K,HPO4/KH,PO,
pH 7,6) additionné de 100 pL de L-sérine borate 100 mM et 100 uL de PMSF 100 mM,
utilisés comme inhibiteurs de protéases, et de 1 mL de phénylglyoxal 5 mM, inhibiteur de la
v-glutamyl transpeptidase, enzyme qui dégrade le glutathion. L’échantillon est broyé
manuellement a ’aide d’un Potter Elvejhem. L’homogénat total ainsi obtenu est divisé en

différentes parties en fonction du volume nécessaire au dosage de chaque parametre

(Figure 11-3).
GCL

Homogénat total

Ex: 400 pL de rampon
d'homogénéisation pour 200 mg
de tissus

l Protéines
10 uL

Figure 11-3. Répartition de I’homogénat total en vue du dosage des différents biomarqueurs. GSH: glutathion
réduit, GCL: y-glutamylcystéine ligase, MDA: malondialdéhyde, MT: métallothionéines

Lipide

—_— Glycogéne
40 pl.
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3.2. Mesure des réserves énergetiques chez G. roeseli

3.2.1. Dosages des lipides totaux et du glycogene

Les dosages des teneurs en lipides totaux et glycogene sont adaptés de la méthode de
Plaistow et al. (2001). Quarante microlitres d’homogénat total précédemment obtenu sont
additionnés de 20 uL de sulfate de sodium 2% (m:v) et de 540 pL de chloroforme/méthanol
(1:2, v:v). Aprés une heure d’incubation dans de la glace, I’échantillon est centrifugé a 3000¢
pendant 10 minutes. Le surnageant est alors récupére pour le dosage des lipides totaux tandis

que le culot est réservé au dosage du glycogéne.

2 Lipides totaux

Cent microlitres de surnageant sont transférés dans un tube en pyrex qui est placé dans
un bain a sec a 95°C sous hotte pendant 10 minutes afin de permettre 1’évaporation des
solvants. Ensuite, 200 pL d’acide sulfurique 95% sont ajoutés dans chaque tube (toujours
placés dans le bain a sec). Aprés 10 minutes de réaction, les tubes sont refroidis dans de la
glace, puis 4,8 mL de solution de phospho-vanilline sont ajoutés a température ambiante. Ce
réactif est composé de 960 mg de vanilline, 160 mL d’éthanol 95% et 640 mL d’acide ortho-
phosphorique 85%. Aprés une réaction de 10 minutes a température ambiante, les tubes sont
mélangés au vortex et la densité optique est lue au spectrophotomeétre a 535 nm.

Une droite standard de cholestérol commercial comprenant 6 concentrations, 0 - 100 —
200 — 400 — 800 et 1600 pg/mL, est réalisée simultanément afin d’estimer les teneurs en

lipides totaux qui sont exprimées en mg/mL.

2 Glycogéne

Le culot initialement obtenu est remis en suspension dans 400 uL d’eau ultrapure (eau
milliQ) dans un microtube puis placé dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes afin de le
dissoudre en totalité. Apres dissolution totale, 100 uL du mélange obtenu sont transférés dans
un tube en pyrex auxquels sont ajoutés 4,9 mL de réactif d’anthrone composé de 1,13 g
d’anthrone, 630 mL d’acide sulfurique et 170 mL d’eau ultrapure. Les tubes sont mélangés au
vortex et placés dans un bain a sec a 95°C pendant 17 minutes. lls sont ensuite refroidis dans

la glace et homogénéisés au vortex, avant de lire la densité optique a 625 nm.
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Une droite standard de 6 concentrations de glucose commercial, 0 — 15 — 30 — 60 —
120 et 240 pg/mL, est réalisée simultanément afin de calculer les concentrations en

glycogene qui sont exprimées en pg/mg de tissu.

3.2.2. Dosage des protéines

Les concentrations en protéines sont dosées selon la méthode de Bradford (1976). Une
dilution au 64°™ de I’homogénat total est réalisée dans une solution de NaCl 0,9%. Cent
microlitres de cette dilution sont placés dans un tube hémolyse et 5 mL de réactif de Bradford
sont ajoutés. Apres 10 minutes de réaction a température ambiante, la DO de 1’échantillon est
lue a 595 nm. Le réactif de Bradford utilisé est composé de 100 mg de bleu de Coomassie, 50
mL d’éthanol 95% et 100 mL d’acide ortho-phosphorique, complété a 1L avec de I’eau
ultrapure. Celui-ci est ensuite filtré sur membrane a 0,45 um puis placé a 4°C une nuit avant
utilisation.

Une droite standard de 6 concentrations de sérum d’albumine bovine, 0 — 25 — 50 —
100 — 200 et 400 pg/mL, est réalisee en parallele pour permet la détermination des

concentrations en protéines qui sont exprimees en mg/mL.

3.3.  Mesure des capacités de défenses antitoxiques de G. roeseli

La plupart des dosages suivant étant réalisés par Chromatographie Liquide a Haute
Performance (HPLC), le tableau I1-1 présente les conditions expérimentales utilisées pour
chaque biomarqueur.

Aprés un traitement de 1’homogénat total, propre a chaque biomarqueur et définit
dans la suite de ce chapitre, I’échantillon est injecté dans le systéme HPLC, comme décrit sur
la figure 11-4. La phase mobile est entrainée dans le systtme HPLC a débit constant grace a
une pompe. L’échantillon, injecté¢ dans le systéme grace a une vanne d’injection, va étre
entrainé par la phase mobile vers la colonne séparative remplie de phase stationnaire. Cette
colonne va alors séparer différents composants de I’échantillon, puis un détecteur placé a sa
sortie permet d’émettre un signal proportionnel a la concentration de chaque compose. Le
signal émis est ensuite récupéré par un intégrateur qui trace ainsi un chromatogramme,
courbe représentant le signal en fonction du temps. Le chromatogramme permet dans un
premier temps de caractériser la présence dans 1’échantillon du composé étudié, grace au
temps de rétention qui lui est spécifique; mais aussi de calculer sa concentration, a I’aide de

I’aire mesurée sous le pic du signal.
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Tableau I1-1. Conditions expérimentales des analyses par HPLC

Phase mobile (1L) / Débit Colonne E(?Iltj):nge Pompe post-colonne Détecteur
Tampon phosphate pH 2,5 ) ,
+ 7% acétonitrile Solution d’ortho-
GSH * %62 mgdde Nj'EDlTAd' LiChrospher RP-18 0, ggirjgz'gﬁhyde en F'ufrgzgegfrf
GcL 1130 mg de n-decylsodium 125x40 mm, 5pm X '
sulfate H Aem= 440 nm
- . Débit: 0,7mL/min
Débit: ImL/min
Tampon phosphate pH 6,5
+25% d’éthanol 96% Lichrospher RP-18 . uv
MDA+ 87 mg de TDTMAD 250x40 mm, 5um 2> C - )= 267 nm
Débit: 0,8mL/min
Solution A: 0,1% TFA dans
eau ultrapure Fluorescence
MT  Solution B: 0,1% TFA dans  ICNTOSPherRP-18 0 - her = 382 N,
Y 25040 mm, 5pum _
acétonitrile Aem =470 Nm

Débit: ImL/min
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Figure 11-4. Schéma de fonctionnement d’un systéme de HPLC
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La pompe post-colonne présente a la sortie de la colonne permet, pour le dosage du
glutathion réduit et de ’activité y-glutamylcystéine ligase, de fixer 1’ortho-phthalaldéhyde
aux groupements thiols au fur et a mesure de leur séparation, conduisant ainsi a leur détection

en fluorescence.

3.3.1. Dosage des concentrations en glutathion réduit (GSH)

Le dosage des concentrations en GSH a été adapté de la méthode de Leroy et al.
(1993). Les protéines de 40 pL. d’homogénat total sont précipitées grace a 14 pL d’acide
perchlorique 10% (v :v). Les échantillons sont ensuite centrifugés 10 minutes a 20 000g a
4°C, puis le surnageant est dilué 40 fois dans de I’acide chlorhydrique 0,1 M. Deux cents
microlitres de surnageant dilué sont injectés dans le systtme HPLC et élués pendant 13
minutes selon les conditions présentées dans le tableau I1-1.

Une gamme étalon de 6 concentrations de GSH commercial, 0 — 0,625 — 1,25 - 2,5 —
5 et 10 pug/mL, permet de définir son temps de rétention et de calculer les concentrations qui
sont exprimées en nmol/mg de protéines. Le temps de rétention moyen du glutathion réduit

obtenu dans ces conditions de dosage était de 7,5 minutes.

3.3.2. Dosage de I’activité y-glutamylcystéine ligase (GCL)

L’activité GCL a été évaluée par une méthode HPLC adaptée de Parmentier et al.
(1998). Le principe de ce dosage était de mesurer la quantité de glutamylcysteine (GC)

formée a partir d’acide glutamique, de cystéine et d’ATP (Figure 11-5).

L-cystéine
ATP
K >» L-glutamylcystéine
y-glutamylcysiéine ligase
L-glutanmyl

Figure I11-5. Réaction enzymatique de synthese de la L-glutamylcystéine par la y-glutamylcystéine ligase a
partir de ses 3 substrats : L-cystéine, L-glutamyl et ATP
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La fraction S12000 nécessaire a la mesure de cette activité est obtenue apres deux
centrifugations successives de 40 puL d’homogénat total. La premiere centrifugation est
réalisée a 500g pendant 15 minutes a 4°C, puis le surnageant obtenu est a nouveau centrifugé
30 minutes & 12 000g & 4°C. La fraction $12000 est ensuite diluée au 20°™ dans du tampon
d’homogénéisation, puis 40 uL de cette fraction diluée sont ajoutés a 112 pL. d’un cocktail
d’incubation contenant 0,5 M de Tris HCI, 200 mM de MgCl, 6H,0, 500 mM de KCI, 45
mM d’acide glutamique, 90 mM de cystéine, 1 mM de DTT, 90 mM d’ATP et 0,5 mM de
phénylglyoxal. La réaction s’effectue a 25°C pendant 20 minutes, avant d’étre stoppée par
une dilution au quart dans de I’acide chlorhydrique 0,1 M. Deux cents microlitres de solution
finale sont injectés dans le systétme HPLC et élués pendant 13 minutes a I’aide des conditions
expérimentales présentées dans le tableau 11-1.

Une gamme étalon de 6 concentrations de GC commercial, 0 — 0,625 -1,5-2,5-5et
10 puM, permet de définir son temps de rétention et de calculer les concentrations qui sont
exprimées en nmol GC formées/min/mg de protéines. Le temps de rétention moyen de la

molécule de GC obtenu dans ces conditions est de 10 minutes.

3.3.3. Dosage des concentrations en métallothionéines (MT)

Les concentrations en MT sont déterminées par une méthode HPLC adaptée
d’Alhama et al. (2006). Dans un premier temps, 70 uL d’homogénat total sont centrifugés a
35009 a 4°C pendant 10 minutes, puis le surnageant récupéré est a nouveau centrifugé a 22
000g a 4°C durant 30 minutes afin d’obtenir la fraction S22000. Cette dernicre est diluée au
20°™ dans du tampon d’homogénéisation avant de réaliser le dosage.

La premiére étape du dosage consiste a dénaturer les métallothionéines et réduire les
fonctions thiols. Pour cela, 125 pL de fraction S22000 diluée sont incubés pendant 20
minutes a 70°C dans 108 pL de tampon d’incubation contenant 30 pL de Tris 230 mM, 10
puL de DTT 300 mM, 5ul d’EDTA 100 mM et 63 pL de SDS 10% (m:v). Dans ce cocktail
réactif, le SDS permet la dénaturation de la protéine et le DTT la reduction des fonctions
thiols.

La seconde étape est le marquage des métallothionéines grace a 1’ajout de 17 uL de
monobromobimane (mMBBr) 180 mM. Aprés 15 minutes de réaction a I’obscurité, le mBBR a
réagi avec toutes les fonctions thiols, permettant ainsi la détection des métallothionéines.
Deux cents microlitres d’échantillon sont injectés dans le systtme HPLC, puis élués pendant

30 minutes selon les conditions présentées dans le tableau I1-1.
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Une gamme étalon de 5 concentrations de MT de foie de lapin, 0 — 0,625 -1,5-2,5 -
5 UM permet de définir le temps de rétention et de calculer les concentrations qui sont
exprimées en nmol MT/mg de protéines. Le temps de rétention moyen des MTs obtenu dans

ces conditions était de 14 minutes.

3.3.4. Dosages des caroténoides

Les concentrations en caroténoides sont déterminées par une méthode
spectrophotométrie adaptée de Rauque et Semenas (2009). L’extraction est réalisée en
ajoutant 450 pL d’éthanol 95% a 50 pL d’homogénat total. L’échantillon est vortexé puis
placé pendant 6 heures a 4°C. Apres cette incubation, les échantillons sont centrifugés a
35009 pendant 5 minutes a 4°C. La densité optique du surnageant est ensuite lue a 422, 448
et 472 nm. Ces longueurs d’ondes ont été choisies apres avoir effectué un spectre
d’absorption des caroténoides du gammare et d’une solution mére d’un mélange de
caroténoides. Elles permettent de quantifier la concentration de caroténoides totaux.

Une gamme étalon de 6 concentrations d’un mélange de caroténoides, 0 — 0,625 —
1,25 — 25 — 5 et 10 pg/mL lues aux trois longueurs d’ondes permet de calculer les

concentrations en caroténoides, exprimées en g caroténoides/mg lipides.

3.4. Dosage de la concentration en malondialdéhyde (MDA)

Le dosage du malondialdéhyde a été réalisé par HPLC apres adaptation de la méthode
de Behrens et Madeére (1991). Les protéines de 70 uL. d’homogénat total sont précipitées a
I’aide de 210 pL d’éthanol 95% de qualit¢ CHROMANORM pendant 1h30 dans la glace.
L’échantillon est ensuite centrifugé a 18 000g durant 30 minutes a 4°C, puis 100 pL de
surnageant sont injectés dans le systeme HPLC et élués pendant 35 minutes selon les
conditions expérimentales décrites dans le tableau 11-1.

Les concentrations en MDA sont calculées a partir d’'une gamme étalon établie apres
une hydrolyse du 1,1,3,3-tétrahoxypropane pendant 2h a 1’obscurité. Cette gamme étalon est
composée de 5 concentrations, 0 — 0,125 — 0,25 — 0,5 et 1 pM. Les concentrations en MDA
sont exprimées en nmol MDA/mg de lipides. Le temps de rétention moyen du MDA obtenus

dans ces conditions était de 8,3 minutes.
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3.5. Dosages des concentrations en lipides totaux, caroténoides et MDA
chez P. minutus

Les dosages des lipides totaux, des concentrations en caroténoides et des taux de
MDA chez P. minutus ont été réalisés comme décrit ci-dessus. Seule la préparation de
I’échantillon a ¢ét¢ modifiée. En effet, des pools de 5 cystacanthes ont été formés, et
homogénéisés dans 350 pL d’éthanol 95%. L homogénat est alors incubé pendant 1h30 dans
de la glace puis divisé en trois parties pour les différents dosages.

Cent dix microlitres d’homogénat sont directement utilisés pour le dosage du MDA.

Soixante microlitres d’homogénat sont dilués au demi dans du chloroforme/méthanol
(1:2, viv) afin de réaliser le dosage de la teneur en lipides totaux.

Enfin, 150 pL d’échantillon sont dilués au quart dans de 1’é¢thanol 95%, permettant
ainsi le dosage des caroténoides.

4. Etude de variations mensuelles des marqueurs énergétiques et de
capacités de défense chez G. roeseli

Afin d’étudier I’influence de facteurs abiotiques tels que la température, le pH ou
encore le taux d’oxygénation de I’eau, sur les biomarqueurs ¢tudiés chez G. roeseli, un suivi

saisonnier a été réalisé d’octobre 2008 a septembre 2009.

Pour cela, des individus G. roeseli males et femelles non-parasités par le cystacanthe
de P. minutus ont été prélevés mensuellement a 1’aide de tamis (mailles 0,5 mm) et de pieges
artificiels, puis triés comme décrit précédemment. Parallelement, des parameétres physico-
chimiques de I’eau du site de prélévement ont été mesurés: temperature (°C), oxygene
dissous (O, mg/L), pH, conductivité (uS/cm) et pourcentage de saturation en oxygeéne (O %).

Les individus ont ensuite été transférés au laboratoire dans de 1’eau de riviére, ou des
pools de 7 males et 10 femelles sont formés, congelés dans 1’azote liquide -196°C et
maintenus a -80°C jusqu’a la mesure des différents biomarqueurs. Avant analyse des
biomarqueurs, les individus sont décongelés puis le sexe a été vérifié sous loupe binoculaire
par observation de la présence de papilles génitales au niveau du 7°™ segment ventral chez
les males (voir chapitre Il, partie 4.3.2.).

Les différents pools ont ensuite été traités comme décrit précédemment et les
biomarqueurs analysés.

Les résultats obtenus lors de cette étude ont fait I’objet d’un article scientifique

(Publication 1).
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5. Influence du parasitisme et de ’interaction parasite/contaminant sur les
biomarqueurs de G. roeseli

Dans cette partie des travaux, le but ¢était d’appréhender les effets de la présence de
parasites dans les organismes en étudiant les variations de réponses biologiques de G. roeseli
en conditions physiologiques, ¢’est-a-dire en ’absence de stress, et aprés un stress métallique
au cadmium. Cette partic de I’étude a aussi été 1’occasion d’évaluer la nature confondante

d’un parasite dans le cadre de I’utilisation des gammares en écotoxicologie.

Avant chaque expérience d’exposition au cadmium, les organismes utilisés ont été
acclimatés dans un milieu M4 Elendt modifie, a 15°C pendant 5 jours et nourris ad libitum
avec des feuilles d’aulnes préalablement conditionnées dans de 1’eau de riviére pendant 2
semaines. Ce procédé¢ permet la formation d’un biofilm rendant ainsi les feuilles plus
appétantes pour les gammares. Le milieu M4 Elendt utilisé est dit « modifié » car sa
composition ne contient pas d’EDTA afin d’éviter toute chélation du cadmium lors des
expositions (Annexe 2). De plus, avant de transférer les organismes dans les différents
récipients ou aquariums, ces derniers ont été saturés pendant 5 jours a 1’aide de solutions
cadmiées a la concentration correspondante, afin de s’affranchir de toute adsorption du
cadmium sur les parois. Les milieux d’exposition sont alors renouvelés juste avant le transfert
des organismes. Enfin, lors des diverses expositions, les organismes n’ont pas été nourris afin
d’éviter toute contamination par ingestion, suite a 1’adsorption éventuelle de cadmium sur les
feuilles d’aulne. Chaque expérimentation décrite ci-dessous a été réalisée dans une enceinte

thermostatée a 16°C, avec un cycle jour/nuit 14/10.

5.1. Influence de I’acanthocéphale P. minutus sur son héte intermédiaire G.
roeseli

Polymorphus minutus est le seul macroparasite acanthocéphale retrouvé chez G.
roeseli sur notre site d’étude (Médoc et Beisel, 2009 et observations personnelles). Le stade
cystacanthe de ce parasite a déja été démontré comme manipulateur de son hote, du fait qu’il
modifie son géotactisme, en particulier suite a un stress biotique (Médoc et al., 2006).
L’expérience mise en place avait pour but d’évaluer I’influence de P. minutus sur les
marqueurs énergétiques et de defenses antitoxiques de G. roeseli. Pour cela, 1’étude a été

divisée en trois parties afin de répondre aux questions suivantes:
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a- P. minutus influence-t-il la réponse des biomarqueurs énergétiques et de défenses

de G. roeseli en I’absence de stress ?

b- P. minutus influence-t-il la toxicité du cadmium et sa bioaccumulation chez G.

roeseli lors d’une exposition de 4 jours, modifiant ainsi la résistance de son hote ?

c- P. minutus influence-t-il la réponse des biomarqueurs de défenses et d’énergie de

G. roeseli lors d’une exposition au cadmium ?

5.1.1. Effets de P. minutus sur G. roeseli en conditions physiologiques

L’étude de I’influence de P. minutus sur les biomarqueurs de G. roeseli a été conduite
sur des individus males et femelles non-parasités et parasités par P. minutus, prélevés en mai,
juin et ao(t 2009 a Laquenexy, période de forte prévalence du cystacanthe de P. minutus sur
notre site d’étude. Le faible nombre d’individus parasités au cours du mois de juillet 2008 n’a
pas permis d’effectuer une comparaison des biomarqueurs a cette date.

Une fois échantillonnés, les individus sont transférés au laboratoire, congelés dans
I’azote liquide -196°C et conservés a -80°C jusqu’a la mesure des biomarqueurs. Avant
analyse, les gammares sont disséqués dans du liquide de Ringer crustacés (Annexe 3) afin de
vérifier ’absence de P. minutus, et retirer le cystacanthe lorsque celui-ci est présent,
permettant ainsi le dosage des biomarqueurs uniquement sur 1’hdte. Trois pools de 7 méles et
10 femelles ayant le méme statut parasitaire ont été formés. La concentration en glutathion
ainsi que son activité de synthése (activité GCL) ont été mesurées en paralléle des teneurs en
MDA, lipides et glycogene.

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis la rédaction d’un article

scientifique (Publication 2).

5.1.2. Influence de P. minutus sur la réponse de G. roeseli apres
exposition au cadmium

Cette expérience en conditions contr6lées de laboratoire a permis de déterminer si le
sexe de I’individu et la présence de P. minutus modifie la résistance de G. roeseli. Pour cela,
les concentrations léthales 50% (CLsogen) €t la bioaccumulation du cadmium dans les
organismes aprés une exposition de 96 heures ont été déterminés.

Des individus males et femelles, sain(e)s et parasité(e)s par P. minutus ont été exposés

a une gamme de concentrations en cadmium durant 96h. La gamme de concentrations utilisée
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a été choisie sur la base des valeurs de CLso de cadmium déterminées par Felten et al. (2008)

sur I’espéce G. pulex.

2> Détermination de la ClLsg

La détermination de la CLsg est une étape importante dans une étude écotoxicologique
car elle permet le choix des concentrations d’exposition utilisees dans la suite des
expérimentations. La CLsp du cadmium est déterminée pour quatre groupes d’organismes:
males/femelles sain(e)s et males/femelles parasité(e)s par P. minutus. Dix individus de
chaque groupe ont été placés dans un récipient contenant 500 mL de milieu cadmié a cing
concentrations différentes: 0 (témoin), 6, 18, 54 et 162 ug/L. Des billes de verre ont été
placées au fond du récipient afin de créer un substrat artificiel. Chaque condition est réalisée
en triplicat (Figure 11-6). Au cours de I’exposition, les organismes n’ont pas été nourris, afin
d’éviter I’ingestion de cadmium adsorbé sur les feuilles. La mortalité des organismes a été
dénombrée toutes les 24h et les individus morts retirés, évitant ainsi tout risque de
cannibalisme. La valeur de la CLsg.9sn de chaque groupe d’individus a ensuite été calculée a
I’aide de la macro Excel « REGTOX_EV7.0.4 » selon le modéle de Hill (Vindimian et al.,
1999).

2 Bioaccumulation du cadmium

L’influence de la présence de P. minutus sur la bioaccumulation de cadmium par G.
roeseli a été testée a la suite de la détermination des CLso.gsn. En effet, a la fin de 1’exposition,
les individus encore en vie ont été congelés a 1’azote liquide -196°C et conservés a -80°C
jusqu’a analyse. La forte mortalité des individus exposés a 54 et 162 pg/L n’a pas permis la
mesure de la bioaccumulation de cadmium. Ces mesures ont donc été réalisées sur des
individus témoins et exposés a 6 et 18ug Cd/L.

Avant analyse, les organismes ont été décongelés, puis disséqués pour retirer le
cystacanthe de P. minutus ou verifier son absence. Les concentrations en cadmium
accumulées dans les cystacanthes ont également été mesurées. Pour chaque condition
d’exposition, les poids secs de 5 gammares et de 5 pools de 5 cystacanthes ont été déterminés
apres une étape de déshydratation a 100°C pendant 48h. Les échantillons ont ensuite été
minéralisés a 80°C pendant 12h a 1’aide de 50 pL d’acide nitrique de qualit¢ SUPRAPUR,
afin d’obtenir une solution limpide, ajustée a 1 mL avec de I’eau ultrapure. Le dosage du
cadmium a ensuite été réalisé par spectrophotométrie d’absorption atomique (SAA), et les

concentrations exprimées en ng Cd/mg de poids sec.
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Figure 11-6. Dispositif expérimental utilisé pour la détermination de la CLsy de G. roeseli non parasités et
parasités par P. minutus aprés 96h d’exposition au cadmium. N: nombre d’individus exposés

83



Chapitre I1: Matériels et méthodes

Les résultats de la détermination des ClLsogsn de G. roeseli non-infecté(e)s et
infecté(e)s par P. minutus, ainsi que les résultats de la bioaccumulation de cadmium ont fait

I’objet d’une publication (Publication 3).

3 Effet de l'interaction P. minutus/cadmium sur G. roeseli

L’effet de I’interaction P. minutus/cadmium sur les biomarqueurs de G. roeseli a été
trait¢ lors de I’étude de l'influence de la co-infection afin d’éviter toute redondance
d’expérimentation. Le processus expérimental utilisé est détaillé dans la partic 5.3 de ce
chapitre.

Les résultats de cette étude ont permis la rédaction d’un article (Publication 4).

5.2. Influence des microsporidies a transmission verticale sur G. roeseli
5.2.1. Mise en évidence de la présence de microsporidies

La détection de la présence de microsporidies a transmission verticale ainsi que la
détermination de 1’espece s’effectue aprés dissection des tissus gonadiques des gammares.
Pour cela, chaque individu est dissequé dans du liquide de Ringer « Crustacés » (Van

Harreveld, 1936) afin de retirer les gonades.

o Dissection des gonades

Aprés avoir coupé en deux les gammares au niveau des segments 1V et V, le tube
digestif, les caeca ainsi que les gonades sont facilement identifiables (Figure 11-7). Les tissus
gonadiques ont alors été retirés et transférés individuellement dans un microtube stérile qui a
été conservé a -80°C jusqu’a I’extraction de I’ADN. Les deux parties restantes de 1’individu
ont ensuite été regroupés dans un cryotube, congelés a 1’azote liquide et conservés a -80°C
Jusqu’a analyse des biomarqueurs. Une attention particuliére a été accordée a la notation des

tubes afin que chaque gonade disséquée corresponde a I’individu de départ.
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Figure 11-7. Etapes de dissection des gonades de G. roeseli femelles. (A) localisation des segments IV et V (x
12,5). (B) visualisation du tissu gonadiques (x 12,5), g: gonades, td: tube digestif, c: caeca. (C) tissu gonadique
de G. roeseli (x 25), g: gonade, o: ovocytes (photo: E. Gismondi)
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2 Extraction d’ADN

Apres décongélation des tissus, chaque gonade est digérée a I’aide de 300 pL de
CTAB 10 mM (4 mL de CTAB 100 mM, 2 mL de tampon Tris-EDTA 10mM, 14 mL d’eau
ultrapure et 1,63 g de NaCl) additionné de 10 pL de protéinase K a 20 mg/mL durant 4h dans
un bain marie a 55°C. Apres digestion du tissu, 3 pL de RNase A a 10 mg/mL sont ajoutés
afin de détruire ’ARN présent dans I’échantillon. La RNase A ayant une température
optimale de 37°C, les échantillons ont donc été placés a cette température dans un bain a sec
pendant 30 minutes (Figure 11-8).

Une fois I’étape de dégradation de I’ARN terminée, une succession de lavages a été
réalisée afin de récupérer un culot d’ADN (Figure 11-8). Le premier lavage consistait en
I’ajout de phénol:chloroforme:alcool isoamylique (25:24:1, v/v) permettant la précipitation
des protéines de 1’échantillon. Le surnageant a été récupéré puis lavé une seconde fois de
facon similaire afin d’obtenir un surnageant totalement déprotéinisé. Ensuite, 1’ajout de
chloroforme a permis d’éliminer toute trace de phénol encore présent dans 1’échantillon. Une
fois I’échantillon déprotéinisé, 1’addition d’isopropanol glacé (isopropanol conservé a -20°C)
a permis la précipitation de I’ADN pendant une nuit a -20°C. Le culot d’ADN ainsi récupéré
a ensuite été lavé a deux reprises avec de 1’éthanol 70% glacé (éthanol conservé a -20°C).
Apres évaporation totale de 1’éthanol, ’ADN a été remis en suspension dans 50 pL de
tampon Tris-EDTA 10 mM, puis conservé a -80°C jusqu’a la détermination du statut

parasitaire.

> PCR-RFLP

La technique de PCR-RFLP est une technique qui permet d’amplifier une matrice
d’ADN, puis de digérer les fragments amplifiés a 1’aide d’enzymes de restriction afin, dans le
cas de ces travaux, d’identifier les microsporidies a transmission verticale présentes chez G.
roeseli en allant jusqu’a I’espece.

Dans un premier temps, la technique de PCR permet de mettre en évidence la
présence de microsporidies dans les gonades de gammares. Pour cela, deux amorces
spécifiques, 530R et V1F, sont utilisées pour amplifier un fragment spécifique d’environ 480
pb de ’ADNr 16S de microsporidies. Les séquences des amorces spécifiques sont les
suivantes:

530R 5’-CCGCGGCTGCTGGCAC-3
VIF 5 -CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3
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300 pL CTAB 10 mM

10 pL protéinase K 20 mg/mL ’ ﬁ 3 UL RNase A 10 mg/mL
— & — —
Gonades

Digestion a 55°C pendant 4h Incubation & 37°C pendant
au bain marie

30min au bain a sec

ﬁ 300 pL Phénol:Chloroforme:lsoAmyl

(25:24:1)
Centrifugation 16 000 g, 5 min

i Récupération du surnageant

'

ﬁ 300 pL Chloroforme

Cy)

Centrifugation 16 000 g, 5 min
Récupération du surnageant

X 2

f 400 pL Isopropanol -20°C

Cv)

Précipitation & -20°C / 1 nuit
Centrifugation 25 000 g, 45 min
Retirer le surnageant

W 150 pL Ethanol 70% -20°C

Centrifugation 25 000 g, 45 min
X2 Retirer le surnageant

Evaporation
Resuspension dans 50 L tampon Tris-EDTA

W ——> Conservation & -80°C jusqu’a analyse

Figure 11-8. Etapes d’extraction d’ADN des tissus gonadiques

87



Chapitre I1: Matériels et méthodes

Le milieu réactionnel pour une réaction de PCR est la suivante:
- 2,5 L de tampon 1X
- 1 pL dedNTPs 200 uM
- 1 pL d’amorce 530R 200 nM
- 1 puL d’amorce V1F 200 nM
- 0,2 pL de Taqg Polymérase HotStart 5U/uL
- 14,3 uL d’eau ultrapure stérile

La réaction est initiée en additionnant 5 uL. d’ADN a 20 pL de ce milieu réactionnel.

Les conditions d’amplification de I’ADN de microsporidies sont les suivants:

Dénaturation initiale  94°C 2 min

Dénaturation 95°C 30 sec
Amplification < Hybridation 57°C 30sec ~ 39cycles

Elongation 65°C 35 sec

Elongation finale 65°C 5 min

Une migration des produits PCR sur gel d’agarose 2% pendant 1h30 a 90V suivi
d’une révélation sous lampe UV permet d’observer les résultats et d’identifier les échantillons

parasités.

A la suite de ces amplifications, ’ADN des échantillons parasités est digéré par la
technique de RFLP (Figure 11-9) a I’aide d’enzymes de restriction utilisées par Haine et al.
(2004) sur une population de G. roeseli. Ces enzymes de restriction sont Vspl, Bst11071,
Esp3l et Bglll et permettent d’identifier respectivement 5 espéces de microsporidies:
Dictyocoela muelleri, Microsporidium sp., D. roeselum, D. berillonum et N. granulosis
(Tableau 11-2) grace aux profils de restriction qu’elles produisent.

La réaction de digestion est initiée par I’ajout de 10 uL. d’ADN amplifié¢ a 10 pL de
milieu réactionnel décrit ci-dessous, puis placé a 37°C pendant 1h30 dans un thermocycleur.

Milieu réactionnel :

- 2 pL de tampon O
- 1 uL d’enzyme de restriction Vspl, Esp3l, Bst11071 ou Bglll

- 7 uL d’eau ultrapure stérile
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f Vspl ? Vspl

ADNamp ADNamp
Digestion par enzyme de restriction
1h30a 37°C
S---ATITAAT---3 5---AGTCAT---%
F---TAATT A---5 33---TCAGTA--5

L 1 [ 1 L 1

— — c

— — S

500bp —  — g’
-

[%2]

3000 —  — — S

(7]

‘V'

Figure 11-9. Schéma explicatif de la technique de RFLP. En présence d’un site de restriction (en vert) dans la
séquence d’ADN, [’enzyme de restriction procéde a une coupure ( ) donnant ainsi deux fragments distincts
et permettant, dans notre étude, l'identification de l'espéce de microsporidie. ADNamp: ADN amplifié apres
PCR.

Tableau 11-2. Détermination de ’espéce de microsporidies en fonction de ’enzyme de restriction utilisée et du
profil de restriction obtenu

Profils de restriction

Enzyme de restriction (longueur des deux bandes)

Espéces microsporidiennes

~ 300 pb et ~ 180 pb Dictyocoela muelleri
Vspl ~ 400 pb et ~ 80 pb Microsporidium sp.

non coupé -

~ 450 pb et ~ 30 pb (non visible) Dictyocoela roeselum
Bst11071 )

non coupé -
Esp3l ~ 400 pb et ~ 80 pb Dictyocoela berillonum
Bglll ~ 400 pb et ~ 80 pb Nosema granulosis
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Les résultats sont visualisés sous lampe UV apres migration des échantillons sur gel
d’agarose 2% pendant 1h30 a 90V.

5.2.2. Prévalence saisonniére

Avant toute expérimentation permettant d’étudier 1’influence des microsporidies a
transmission verticale sur les biomarqueurs de G. roeseli, il a été nécessaire d’évaluer la
présence de microsporidies et d’identifier les espéces présentes dans notre modéle. Pour cela,
un suivi saisonnier a été réaliseé.

Des individus males et femelles ont été prélevés en avril, juillet, octobre et décembre
2010 dans la Nied frangaise a Rémilly. Les gonades ont été disséquées et I’ADN extrait. Les
especes de microsporidies présentes chez G. roeseli ont ainsi pu étre déterminées grace a la
technique de PCR-RFLP.

Les résultats de prévalence obtenus lors de ce suivi ont été intégrés a un article
scientifique (Publication 5), traitant de I’influence des microsporidies a transmission verticale

sur les biomarqueurs énergétiques et de capacités de défenses de G. roeseli.

Le screening des espéces de microsporidies a révélé la présence de deux espéces de
microsporidies: Dictyocoela roeselum et D. muelleri. Pour la suite des travaux, seules deux
enzymes de restriction ont alors été utilisées pour la techniqgue RFLP, a savoir: Vspl et
Bst11071. Ces 2 enzymes de restriction ayant une température d’activation identique, une
double digestion de I’ADN amplifi¢ a permis de regrouper les 2 digestions précédemment

utilisées. Pour cela, le milieu réactionnel a été modifié comme suit:

Milieu réactionnel:

- 2 pL tampon Tango
- 1 uL d’enzyme de restriction Vspl
- 1 uL d’enzyme de restriction Bst1107I

- 6 uL d’eau ultrapure stérile

De plus, il a été observé au cours de ce suivi, que seules les gonades de femelles
¢taient parasitées par des microsporidies a transmission verticale; ¢’est pourquoi, dans la suite

de ces travaux, les expérimentations ont été uniquement réalisées sur G. roeseli femelles.
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5.2.3. Influence des microsporidies a transmission verticale en conditions
physiologiques

Afin de limiter le nombre de femelles prélevées, I’influence des microsporidies en
absence de stress environnemental a été mesuree sur les individus prélevés en avril 2010 et
dont les gonades avaient été précédemment disséquées pour 1’étude de la prévalence.

Le but de cette étude a été de déterminer si la présence de microsporidies a
transmission verticale avait un impact sur les réserves énergétiques et les capacités de
défenses antitoxiques de G. roeseli en absence de stress environnemental (conditions
physiologiques). Les femelles prélevées en avril 2010 et disséquées pour le suivi de la
prévalence, ont été décongelées puis regroupées par 6 selon leur statut parasitaire, a savoir:
non-parasitées, parasitées par D. roeselum ou parasitées par D. muelleri. L’analyse des
biomarqueurs a ensuite été effectuée comme deécrit précédemment. Aucune femelle n’était

co-infectée par D. roeselum et D. muelleri; cette condition n’a donc pas pu étre testée.

5.2.4. Influence des microsporidies a transmission verticale lors d’une
exposition au cadmium

Cette expérience a permis d’appréhender les effets de la présence de microsporidies a
transmission verticale, sur les marqueurs énergétiques et de défenses antitoxiques de G.
roeseli femelles, lors d’une exposition au cadmium.

Pour cela, des femelles ont été prélevées en juillet 2010, puis exposées a trois
conditions différentes de cadmium: O (témoin), 2 et 8 pg/L. Ces concentrations ont été
définies a 1’aide de la CLspgsn déterminée au debut de ces travaux (voir chapitre 4.1.2,
Publication 3), de la concentration en cadmium dans la Nied francaise égale a 0,2 pg/L et de
la concentration maximale de cadmium autorisée dans 1’eau potable égale a 5 pg/L (DC
98/83/EC, 1998).

L’inconvénient majeur de I’étude de I’impact de microsporidies sur des biomarqueurs
de G. roeseli réside dans le fait que ces parasites sont invisibles pour I’expérimentateur. Le
nombre de femelles alors prélevees pour cette expérience a donc été optimise en fonction des
prévalences des deux espéces de microsporidies D. roeselum (70% des femelles infectées) et
D. muelleri (30% des femelles infectées) déterminées chez G. roeseli femelles; ceci afin
d’obtenir un nombre suffisant d’individus pour permettre la comparaison des 3 statuts
parasitaires, qui étaient: (i) femelles non-parasitées, (ii) femelles parasitées par D. roeselum
ou (iii) parasitées par D. muelleri pour chacune des conditions d’exposition. Cinq cents

femelles ont été échantillonnées.
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Lors de I’exposition, 150 femelles ont été réparties dans les 3 conditions d’exposition
réalisées en triplicat (50 femelles par aquarium) (Figure 11-10). Aprés 96h d’exposition, les
gonades de chaque femelle ont été retirées et stockées a -80°C jusqu’a I’analyse de la
présence de microsporidies; le reste de 1’individu étant congelé individuellement a I’azote
liquide & -196°C, puis stocké a -80°C en vue de I’analyse des différents biomarqueurs. Apres
avoir déterminé la présence et I’espéce de microsporidies, 3 pools de 6 femelles ayant le
méme statut parasitaire sont formés pour chaque concentration d’exposition. L’analyse des
differents biomarqueurs est réalisée comme décrit précédemment.

Les résultats obtenus au cours de cette expérimentation ont été intégrés a I’article
scientifique présentant la prévalence des microsporidies a transmission verticale (Publication
5).

Témoin 2 ug/L 8 ng/L
N=50 N=50 N=50
N=50 N=50 N=50

N=50 N=50 N=50

Figure 11-10. Dispositif expérimental utilisé pour ’étude de impact de microsporidies a transmission
vertical sur les biomarqueurs de G. roeseli. N: nombre d’organismes exposés

5.3.  Influence de la co-infection P. minutus/microsporidies a transmission
verticale chez G. roeseli lors d’un stress au cadmium
L’expérimentation mise en place pour étudier I'impact d’une co-infection P.

minutus/microsporidies a transmission verticale chez G. roeseli a permis:

- d’évaluer I’influence de P. minutus seul sur les réserves énergeétiques et
les capacités de défenses antitoxiques de G. roeseli femelles lors d’un stress au cadmium,

- de confirmer les effets des microsporidies a transmission verticale
observés lors de la précédente expérience menée sur G. roeseli femelles en condition de
stress,
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- d’étudier I’impact d’une co-infection P. minutus/microsporidies sur les
biomarqueurs énergétiques et de défense de G. roeseli femelles exposées au cadmium.

Dans une étude préliminaire, il a été nécessaire de déterminer la proportion
d’individus doublement parasités afin de connaitre le nombre d’organismes a échantillonner.
Ceci a permis de mettre en évidence que 50% des femelles parasitées par P. minutus étaient
également parasitées par des microsporidies, et majoritairement par D. roeselum (90%). La
proportion de femelles parasitées a la fois par P. minutus et D. muelleri étant trop faible,
seules quatre conditions parasitaires ont donc été étudiées: (i) femelles non-parasitées, (ii)
femelles parasitées par P. minutus, (iii) femelles parasitées par D. roeselum et (iv) femelles
co-infectées par P. minutus et D. roeselum. Les trois premieres conditions parasitaires testées
servent de témoins pour I’effet de la co-infection, mais permettent également d’étudier
I’impact di a la présence seule de P. minutus (Chapitre 11, paragraphe 5.1.2.).

L’échantillonnage de 600 femelles non-parasitées par P. minutus et 600 femelles
parasitées par P. minutus a été réalisé en avril 2011. Apreés la période d’acclimatation de 5
jours, les organismes ont été exposés aux 2 concentrations de cadmium (2 et 8 pg/L) et des
témoins ont été conduits en parallele. Les solutions de cadmium ont été préparées dans 1,5 L
de milieu M4 Elendt modifié. Chaque condition d’exposition a été réalisée en duplicat
(Figure 11-11).

Apres 96 heures d’exposition, chaque femelle a été disséquée afin de retirer les
gonades qui ont été stockées a -80°C, ainsi que le cystacanthe de P. minutus lorsque celui-ci
¢tait présent. Le parasite ainsi que le reste de Dl’individu ont ensuite été congelés
individuellement a 1’azote liquide -196°C, puis stockés & -80°C jusqu’aux analyses des
biomarqueurs. Aprés avoir déterminé 1’état parasitaire de chaque femelle (présence/absence
de P. minutus /., présence/absence de microsporidies), 6 pools de 6 femelles ayant le méme
statut parasitaire ont ¢ét¢é formés pour chaque condition d’exposition. L’analyse des
biomarqueurs a été réalisée comme précédemment sur les différents pools d’individus hotes.
Les teneurs en lipides, MDA et caroténoides ont également été mesurées sur des pools de 10
cystacanthes ayant les mémes conditions d’origines (concentration en cadmium et hote
mono- ou co-infecté).

Les résultats de cette étude ont fait I’objet de la rédaction d’un article scientifique

(Publication 6).
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Figure 11-11. Dispositif expérimental utilisé pour I’évaluation de effet d’une co-infection par P. minutus et
Dictyocoela roeselum sur les biomarqueurs de G. roeseli. N: nombre d’organismes exposés

94



Chapitre I1: Matériels et méthodes

6. Analyses statistiques

Les résultats obtenus pour chaque étude ont été analysés a ’aide d’une analyse
multiple de variances (MANOVA) apres avoir préalablement testé la normalité des
distributions par un test de Shapiro et I’homogénéité des variances par un test de Bartlett. Le
test MANOVA permet de mettre en évidence un effet global du parasitisme /5, du cadmium
sur ’intégralité des biomarqueurs mesurés. Les différences significatives ainsi déterminées
ont été par la suite identifiées pour chaque biomarqueur a 1’aide d’une analyse de variances
(ANOVA) a un, ou plusieurs facteurs, suivi de tests post-hoc de Tukey HSD.

L’étude de I’influence de la co-infection en présence de cadmium a mis en évidence
de nombreux résultats. Le calcul de I’« Integrated Biomarker Response » (IBR) a permis de
combiner la totalité des réponses des biomarqueurs mesurés en un indice appelé « indice
géneral » (Beliaeff et Burgeot, 2002) afin de mieux visualiser les réponses significatives
obtenues. Le détail du calcul de cet indice est présenté en annexe 4.

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel de statistique R, et le

seuil de significativité a été fixé a 5% (risque a choisi).
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Chapitre III: Résultats des travaux

Ce chapitre regroupe 1’ensemble des résultats obtenus au cours de ces travaux. Il est
divisé en 3 parties distinctes traitant toutes de 1’influence de facteurs biotiques et abiotiques

sur les biomarqueurs énergétiques et de défenses antitoxiques de Gammarus roeseli.

Une premiére partie présente les résultats de I’influence du sexe de I’individu et de
la saison sur la concentration en glutathion réduit, sa syntheése, les réserves énergétiques et les
dommages cellulaires chez Gammarus roeseli au cours d’un suivi mensuel. Cette partie a fait
lére

I’objet d’une publication intitulée: « Influence of gender and season on reduced

glutathione and energy reserves of Gammarus roeseli ».

Une seconde partie présente les résultats de I’influence de la présence de parasites
sur les différents biomarqueurs de 1’amphipode Gammarus roeseli: (i) en absence de stress
chimique et (ii) lors d’une exposition au cadmium.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I’influence d’un
macroparasite acanthocéphale Polymorphus minutus. Cette étude se compose d’un 2™ article
intitulé « Does the acanthocephalan parasite P. minutus modify the energy reserves and
antitoxic defence of its intermediate host G. roeseli ? » traitant de 1’influence du parasite en
absence de stress, d’un 3°™ article intitulé « Acanthocephalan parasites: help or burden in
Gammarid amphipods exposed to cadmium?» traitant de 1’influence de P. minutus sur la
résistance et la bioaccumulation du cadmium chez G. roeseli lors d’une exposition au
4éme

cadmium, et d’un article intitulé « Polymorphus minutus affects antitoxic responses of

Gammarus roeseli exposed to cadmium » traitant de I’effet de P. minutus sur les défenses
antitoxiques de G. roeseli exposé a ce méme stress.

Dans un second temps, une étude similaire a été réalisée lors de la présence de
microsporidies a transmission verticale chez G. roeseli soumis ou non a un stress au
éme

cadmium. Cette partie a fait I’objet d’une 5 publication intitulée « Microsporidia parasites

disrupt the responses to cadmium exposure in a Gammarid ».

Enfin, une troisiéme partie présente les effets d’une co-infection par P. minutus et D.

roeselum sur les biomarqueurs de G. roeseli exposé au cadmium. Les résultats ont fait I’objet

d’un 6°™ article intitulé « Effect of parasitic multiple-infection on cadmium tolerance in

freshwater amphipod »
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PARTIE |

ETUDE DE L’INFLUENCE DU SEXE ET DE LA SAISON SUR DES
BIOMARQUEURS DE G. ROESELI

Publication 1
Influence of gender and season on reduced glutathione and energy reserves of
Gammarus roeselif

Le but de cette 1% partie des travaux a été d’étudier I’influence du sexe et de la saison
sur la concentration en glutathion réduit, ainsi que sur ’activité de la y-glutamylcystéine
ligase, enzyme limitant la synthese du glutathion, chez Gammarus roeseli. Le glutathion
réduit a été choisi car il représente un élément central du systéeme de détoxication. En effet, il
peut neutraliser directement les xénobiotiques de par sa fonction thiol, et également étre le
substrat d’enzymes antioxydantes telles que les glutathion peroxydases, ou les glutathion-S-
transférases. Les systemes de défenses étant colteux en énergie, les réserves énergétiques ont
également été étudiées. En paralléle, le malondialdéhyde, produit de dégradation des lipides

membranaires, a été mesuré.

Pour cela, un suivi saisonnier a été réalise. Des individus Gammarus roeseli méles et
femelles non-parasités par le cystacanthe de P. minutus ont été prélevés d’octobre 2008 a
septembre 2009 dans la Nied francaise (Moselle). En paralléle, la température, le pH, la
conductivité, le taux d’oxygene dissous du site de prélévements ont été mesurés. Les males
ont été regroupés par 7 et les femelles par 10. Les mesures de la concentration en glutathion
réduit (GSH), de I’activité de la y-glutamylcystéine ligase (GCL) et de la concentration en
malondialdéhyde (MDA) ont été réalisées par HPLC, selon des méthodes respectivement
adaptés de Leroy et al. (1993), Parmentier et al. (1998) et Behrens et Madére (1991). Une
méthode par spectrophotomeétrie a été utilisée pour le dosage des taux de lipides, glycogéne et

protéines.

+ Article soumis a Ecotoxicology
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Nos resultats révelent que les concentrations en glutathion réduit sont corrélées
négativement a la température de ’eau, quel que soit le sexe de I’individu, et sont plus
importantes chez les femelles quelle que soit la saison. De méme, les teneurs en lipides et
glycogene sont supérieures chez les femelles, notamment au printemps, ce qui pourrait leur
permettre d’avoir suffisamment d’énergie nécessaire au maintien des fortes concentrations en
glutathion réduit et de la reproduction. L’augmentation de la température au printemps,
période de reproduction des gammares, induirait une augmentation de la formation d’espéces
réactives de 1’oxygéne (ROS) responsable de dommages cellulaires. La diminution en GSH
pourrait alors étre due a sa mobilisation par 1’organisme pour se défendre des ROS.

Les fortes concentrations en glutathion réduit des femelles pourraient leur conférer
une meilleure résistance que les males face a un stress environnemental. Cette hypothése est
supportée par des taux de malondialdéhyde inférieurs chez les femelles, reflétant de faibles

dommages cellulaires, en comparaison aux males.

Notre étude révéle une variation des concentrations en GSH et de activité GCL en
fonction du sexe de l’individu et de la saison. Les concentrations en GSH sont
négativement corrélées a la température de I’eau et les plus faibles ont été mesurées en été.
Par ailleurs, les plus fortes concentrations ont eété mesurées chez les femelles, suggérant
ainsi une meilleure capacité de défense en comparaison aux males, dans un contexte de
contamination environnementale. Des variations selon le sexe et la saison ont également
été déterminées pour les réserves énergétiques (i.e. lipides et glycogene).

En considérant nos résultats, le printemps et 1’été semblent étre les périodes
d’échantillonnage les moins favorables a des études écotoxicologiques ayant pour modeéle
le gammare, car le statut physiologique de ’organisme (i.e. sexe, maturation sexuelle,
reproduction) et la saison (i.e. température) impactent la mobilisation des défenses
antitoxiques et des réserves énergetiques. Il est donc essentiel de tenir compte de ces
facteurs de confusion lors de I’interprétation des réponses des biomarqueurs chez les

individus exposés a un stress.
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Influences of gender and season on reduced glutathione concentration and
energy reserves of Gammarus roeseli

Eric GISMONDI*, Jean-Nicolas BEISEL, Carole COSSU-LEGUILLE

Laboratoire des Interactions Ecotoxicologie Biodiversité Ecosystemes (LIEBE), Université Paul Verlaine —
METZ, CNRS UMR 7146, Campus Bridoux, Avenue du général Delestraint, 57070 Metz, France.

ABSTRACT

Agquatic ecosystems are increasingly impacted by human activities. To cope with
pollutants, organisms, such as Gammarid, developed antitoxic defences commonly used as
biomarkers. These defence capacities involve glutathione, a major compound of the non-
enzymatic defence system, also used as a substrate for many antioxidant enzymes (e.g.
glutathione-S-transferases or glutathione peroxidases) extensively studied. However, no study
has investigated its assessment in Gammarus sp., widely used as biological model in
ecotoxicological studies.

As biomarkers are known to be influenced by biotic and abiotic factor (e.g. gender,
temperature), we investigated over a one-year long sampling period, the influence of season
and gender on reduced glutathione concentrations and its synthesis in Gammarus roeseli. In
parallel, we assessed energy reserves and malondialdehyde level as a toxic biomarker. In both
genders, reduced glutathione concentrations were inversely correlated to water temperature,
and higher in females than in males whatever the season. Total lipid and glycogen contents
were higher in females than in males, allowing females to have enough energy to assume the
reproductive period and maintain high GSH concentrations for detoxification processes.
Conversely, females have lower cell damages than males. These differences between genders
could induce differential sensitivity in a contamination context, and thus impact the
population. Females could resist better than males in contaminated environments, especially

in spring when reduced glutathione concentration is the highest.

Keyword: Seasonal variations, reduced glutathione, Gammarus roeseli, biomarkers, energy

reserves
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1. INTRODUCTION

Biomarkers are tools used in environmental risk assessment (Galloway 2006; Hagger
et al. 2008). Most of them belong to defence mechanisms of organisms against oxidative
damage caused by the formation of reactive oxygen species (ROS) (Sies 1986). If enzymatic
activities such as catalase (EC 1.11.1.6), superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1),
selenium-dependent glutathione peroxide (SeGPx; EC 1.11.1.9), glutathione reductase (GRd;
EC 1.6.4.2), glutathione S-transferase (GST; EC 2.5.1.18), ethoxyresorufin-O-deethylase
(EROD) or acetylcholinesterase are widely studied in ecotoxicology as sensitive biomarkers
(Cossu et al. 1997; Doyotte et al. 1997; Regoli et al. 1998; Timofeyev et al. 2006; Box et al.
2009; Sroda and Cossu-Leguille, 2011a, 2011b), the free radical and xenobiotic scavengers of
the non-enzymatic system such as vitamin E, vitamin A (Kamal-Eldin and Appelqvist, 1996),
or glutathione are often overlooked although they may constitute useful biomarkers.

Glutathione is a tripeptide widely distributed in animal and plant tissues. In its
reduced form (GSH), it plays a central role into the detoxification system thanks to its thiol
function which acts as a scavenger of organic or metallic xenobiotics (Griffith, 1999; Vasseur
and Leguille, 2004). It participates in a lot of fundamental cellular processes, including
protein synthesis, amino acid transport, enzymatic activity and cell defence against a wide
range of stressors (Meister and Anderson, 1983; Singhal et al. 1987; Akira et al. 1990). It also
plays an important role as a reducer which could prevent the toxic effect of ROS (Meister,
1988). Its contents have therefore been assayed in ecotoxicological studies about
invertebrates, especially in bivalves (Doyotte et al. 1997; Yan et al. 1997; Ringwood et al.
1998; Canesi et al. 1999; Romero-Ruiz et al. 2003).

Among freshwater species, Gammarus sp. is a suitable organism for ecotoxicological
assessment of environmental pollutants at a large scale, mostly because gammarid are present
in most (if not all) river in Europe. Gammarids are known to be sensitive to pollutants and
can easily be used for laboratory and field studies (Kunz et al. 2010). Hence, many
ecotoxicological studies were carried out using gammarids to evaluate toxic impact of
xenobiotics (Krapp et al. 2009; Adam et al. 2010; Sornom et al. 2010; Zubrod et al. 2010;
Khan et al. 2011; Bundschuh et al. 2011; Sroda and Cossu-Leguille, 2011b). However, to our
knowledge, no studies have been devoted to glutathione as a biomarker in Gammarus sp.,

although it could be the limiting factor for many antitoxic enzymes that use it as substrate and
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which are commonly assessed in these organisms (Correia et al. 2003; Timofeyev et al. 2006;
Bedulina et al. 2010; Sroda and Cossu-Leguille, 2011a, 2011b).

As biomarker are known to be influenced by biotic and abiotic factors (e.g. gender,
temperature) (Fader et al. 1994; Minier et al. 2000; Geffard et al. 2007; Bigot et al. 2011;
Sroda and Cossu-Leguille, 2011a), the aim of the present study was to investigate the
influence of gender and season on the GSH concentrations and its synthesis (i.e. y-
glutamylcysteine ligase activity) in Gammarus roeseli, a widespread amphipod crustacean
which originates from the Balkan area, and has colonized several Western European rivers
(Jazdzewski, 1980; Barnard and Barnard, 1983). In parallel, we measured the energy reserves
by assaying glycogen and lipid contents. Glycogen represents a short-term energy source
available for current activities (Sparkes et al. 1996), whereas lipids are used for long-term
storage to be used as nutrients during starvation or reproduction periods (Cargill et al. 1985).
Finally, we measured the level of malondialdehyde (MDA), a product of lipid peroxidation
which reflects cellular damage. To test if gender could influence on biomarker levels, all

measurements were carried out on both males and females.

2. MATERIELS AND METHODS

2.1. Sampling and maintenance of G. roeseli

Males and females G. roeseli were sampled monthly from October 2008 to September
2009 with a hand net in the Nied River (Laquenexy, North-eastern France, 49°05° N and
6°16° E). Each month, water parameters such as temperature, pH, conductivity, dissolved
oxygen and oxygen saturation were measured in the field with a WTW Multi 340i/set
measurement (Germany). Male and female gammarids were sorted on the spot according to
gnatopod size, a sexual dimorphism character. They were then transported to the laboratory
in river water, where pools of seven males and pools of ten females were formed to measure
biomarkers and energy reserves. Prior to the analysis, G. roeseli gender was checked by

observing genital papillas, which are present in males only, on the 7" ventral segment.

2.2. Biomarkers measurement

2.2.1. Sample preparation
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Each pool was homogenized with a manual Potter Elvejhem tissue grinder in a 50
mM phosphate buffer KH,PO4/K;HPO, (pH 7.6) supplemented with 1 mM phenylmethyl
sulphonylfluoride (PMSF), and 1 mM L-serine-borate mixture as proteases inhibitors and 5
mM phenylglyoxal as a y-glutamyl transpeptidase inhibitor. The homogenization buffer was
adjusted at a volume two-fold the wet weight of the sample pool (e.g. 400 pL of
homogenization buffer for 200 mg of wet weight tissue). The homogenate was divided into
five parts to measure the different parameters. For each replicate, two independent

measurements were performed for each biomarker.

2.2.2. Biomarkers assays.

Reduced glutathione (GSH) concentrations measurement was adapted from Leroy et
al. (1993) using High-Pressure Liquid Chromatography (HPLC) separation. The proteins of
40 pL of the total homogenate were precipitated with 10% perchloric acid (v/v). After a 10-
min centrifugation at 20,000x g at 4°C, the resulting supernatant was diluted 40-fold in 0.1M
chlorhydric acid (HCI). Twenty microlitres of the diluted supernatant were injected in a
reverse-phase LiChrospher 100 RP18-encapped column (125 mm x 4 mm, 5 um) and
separation was carried out at 25°C. Elution was performed with 7% acetonitrile
(Chromanorm, 95%) in a 0.01M phosphate buffer (pH 2.5) containing 0.5 mM n-
decylsodiumsulfate as an ion-pairing reagent. Commercial GSH diluted in 0.1M HCI was
used as a standard and GSH concentrations were expressed in nmol.mg™ protein.

The GCL activity was assayed using an HPLC method adapted from Parmentier et al.
(1998). Measurements were carried out on the S12000 fraction obtained after centrifuging 40
pL of the total homogenate for 15 min at 500 x g and then centrifuging the resulting
supernatant at 12,000 x g and 4°C for 30 min. The resulting S12000 fraction was diluted 20-
fold in the homogenization buffer and 40 pL of this diluted solution were added to 112 pL of
incubation cocktail (0.5 M Tris-HCI, 200 mM MgCl,,6H,0, 500 mM KCI, 45 mM glutamic
acid, 90 mM cysteine, 1 mM DTT, 90 mM ATP, 0.5 mM phenylglyoxal, pH 8.25) to initiate
the reaction. After a 20 min-incubation period at 25°C, the reaction was stopped by a four-
fold dilution with 0.1 M HCI. Twenty microlitres of the resulting solution were injected into a
LiChrospher 100 RP18-encapped HPLC column (125 mm x 4 mm, 5 pum). Commercial
glutamylcysteine (GC) solution was used as a standard and GCL activity was expressed in
nmol GC.min™*.mg™ protein.

The total protein content of each sample was quantified according to Bradford (1976)

with bovine serum albumin (BSA) as a standard. Results were expressed in mg.mL™.
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2.2.3. Lipoperoxidation

Malondialdehyde (MDA) levels were measured with an HPLC method adapted from
Behrens and Madere (1991) with UV detection at 267 nm. Seventy microlitres of the total
homogenate were diluted four-fold with 95% ethanol (HPLC grade) and cooled on ice for
1.5hrs to deproteinize them. The mixture was then centrifuged at 18,000 x g for 30 min at
4°C. One hundred microlitre of the resulting supernatant were injected directly into a
reversed-phase LiChrospher 100RP18-encapped HPLC column. The separation was
conducted at 25°C and elution was carried out with sodium phosphate buffer (pH 6.5)
containing 25% ethanol and 0.5 mM tetradecylmethylammoniun bromide as an ion-paring

reagent. MDA levels were expressed in ng MDA.mg™ lipid.

2.2.4. Energy reserves

The measurement of total lipid and glycogen contents was adapted from Plaistow et
al. (2001). Twenty microlitres of 2% sodium sulphate (w/v) and 540 pL of
chloroform/methanol 1:2 (v/v) were added to 40 pL of total homogenate. After 1h on ice, the
samples were centrifuged at 3,000 x g for 5 min, at 4°C. The resulting supernatant and the
pellet were used to determinate the total lipid and glycogen contents, respectively.

One hundred microlitre of the supernatant were transferred into culture tubes and
placed into a dry bath at 95°C to evaporate the solvent. Then, 200 pL of 95% sulphuric acid
were added in each tube and left for 10 min. The culture tubes were cooled on ice and then
4.8 mL of a vanillin-phosphoric acid reagent were added. After a 10-min reaction, the optical
density was measured at 535 nm. Commercial cholesterol was used as a standard and lipid
contents were expressed in mg.mL™.

Total dissolution of the pellet was performed in 400 pL of deionized water for 10
minutes in an ultrasonic bath. One hundred microlitre of each sample were placed in culture
tubes and 4.9 mL of anthrone reagent were added. The mixture was placed in a dry bath at
95°C for 17 min and then cooled on ice. Optical density was measured at 625 nm. Glucose

was used as a standard and concentrations were expressed in pug.mg™ wet weight.
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2.3. Statistical analysis

Data analysis was performed using a multivariate analysis of variance (MANOVA,
Pillai’s trace) with respect to “gender” and “sampling month” as fixed factors. All data met
normality and homogeneity of variance assumptions. Since the MANOVA test was
significant, each biomarker was then analyzed using ANOVA tests, followed by the
TukeyHSD post-hoc test. Pearson correlations were calculated to investigate the relationship
between biomarker values and water quality parameters. All tests were performed with a 5%

type | error risk, using R 2.9.0 Software.

3. RESULTS

3.1. Water parameters

Monthly measure physico-chemical parameters are summarized in Table 1. Among
the different parameters we measured, temperature was the most variable with a variance
coefficient of 55.2%, whereas pH was the least variable. Indeed, temperature ranged from
2.3°C in January to 20°C in June. All other parameters were stable over time and mean
values for pH, conductivity, dissolved oxygen and oxygen saturation were respectively 8.1,
1403.8 ps.cm™, 10.3 mg.L ™" and 95.4%.

3.2. Seasonal variations

Global MANOVA analysis revealed an effect of individual gender, sampling month,
and of their interactions on the variations of the biomarker levels (Table 2). The results are

detailed below for each biomarker category.

108



Table 1. Physico-chemical parameters of the Nied River at Laquenexy measured at each sampling date. Means and standard deviations are presented at the end of the
table

Temperature (°C) pH Conductivity (uS.cm™) Dissolved oxygen (mg.L™) Oxygen saturation (%)
2008 Oct 9.6 8.1 1722.0 11.0 97.8
Nov 8.6 8.0 1460.0 10.0 84.4
Dec 3.6 7.9 1136.0 10.8 814
2009 Jan 2.3 8.0 1135.0 11.1 81.5
Feb 4.9 8.3 1051.0 10.7 84.7
Mar 9.0 8.3 1091.0 12,5 108.6
Apr 12.7 8.2 1353.0 9.9 97.3
May 17.3 8.0 1463.0 9.1 96.0
Jun 20.0 8.4 1580.0 11.0 123.8
Jul 19.6 7.8 1171.0 6.4 71.9
Aug 20.5 8.2 1685.0 104 105.3
Sep 17.1 8.1 1998.0 10.5 111.9
Mean 12.1 8.1 1387.1 10.3 954
SD 6.7 0.2 326.4 15 15.2

VC% 55.2 21 235 14.2 15.9
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Table 2. Multivariate (Pillai’s trace) and univariate analyses of variance investigating variation of energy
reserves (protein, lipid, glycogen), defences capacities (GSH, GCL) and biomarker of toxicity (MDA) of
Gammarus roeseli, as function of gender and sampling month.

Models Parameter Source of variation num d.f.a, den d.f.b F P
MANOVA Whole model 138, 432 17.44 <0.0001 ©
Gender 6, 67 47.46 <0.0001
Month 66, 432 24.04 <0.0001
Gender : Month 66, 432 5.61 <0.0001
ANOVAs Proteins Whole model 23,72 18.85 <0.0001
Gender 1,72 92.61 <0.0001
Month 11, 72 27.85 <0.0001
Gender : Month 11,72 3.15 0.0016
Total lipids Whole model 23,72 38.73 <0.0001
Gender 1,72 214.61 <0.0001
Month 11,72 42.01 <0.0001
Gender : Month 11, 72 19.46 <0.0001
Glycogen Whole model 23,72 13.26 <0.0001
Gender 1,72 22.82 <0.0001
Month 11, 72 23.74 <0.0001
Gender : Month 11,72 1.90 0.0520
GSH Whole model 23,72 15.45 <0.0001
Gender 1,72 39.04 <0.0001
Month 11,72 23.94 <0.0001
Gender : Month 11, 72 481 <0.0001
GCL Whole model 23,72 30.64 <0.0001
Gender 1,72 0.20 0.6544
Month 11, 72 50.88 <0.0001
Gender : Month 11, 72 13.16 <0.0001
MDA Whole model 23,72 24.56 <0.0001
Gender 1,72 95.28 <0.0001
Month 11,72 29.14 <0.0001
Gender : Month 11, 72 13.54 <0.0001

& Numerator degrees of freedom.
® benominator degrees of freedom
¢ Significant values shown in bold
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3.2.1. Antitoxic defences and biomarker of effect

Reduced glutathione concentrations measured over one year in G. roeseli were
influenced by gender and sampling month (Table 2). For both genders, GSH concentrations
increased in winter (from November to February) and decreased in summer (from May to
August) (Fig. 1). Overall, females had higher GSH concentrations than males. In females, the
highest values were measured in spring (March and April) with an average 4.5 nmol
GSH.mg™ protein, while in males, the highest GSH concentrations were observed in January
(3.7 nmol GSH.mg™ protein). This observation was supported by the fact that, in both
genders, GSH concentrations were negatively correlated to water temperature (r = -0.68, p-
value <0.001; r = -0.79, p-value < 0.001, for females and males respectively).
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Fig. 1. Seasonal variations of GSH concentrations in G. roeseli males and females, and the temperature.
Different letters above the bars denote significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

GCL activity was also measured and varied significantly depending on sampling
month, unlike gender (Table 2, Fig. 2). Indeed, no significant difference was determined
between males and females: the annual mean value of GCL activity was 0.34 and 0.35 nmol
GC.min"t.mg™ protein for females and males, respectively. In both genders, GCL activity was
lower from October to April (winter), except in January, with an average 0.22 and 0.26 nmol

GC.min~.mg™ protein in males and females, respectively. The highest activities were

measured from May to September (summer) and were about 0.41 and 0.43 nmol GC.min"

! mg™* protein for females and males, respectively. Moreover, in females, GCL activity was

positively correlated with water temperature (r = 0.38, p-value < 0.001).
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Fig. 2. Seasonal variations of GCL activities in G. roeseli males and females, and the temperature. Different
letters above the bars denote significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

MDA levels, used as a toxicity biomarker, were influenced by gender, sampling
month and the interactions between them (Table 2, Fig. 3). Males had higher MDA levels
than females, regardless of the month (Fig. 3). Indeed, the annual MDA mean level in males
was 6.60 ng.mg™ lipid and ranged from 2.74 ng.mg™ lipid in August to 14.44 ng.mg™ lipid in
March, whereas females exhibited an average 4.26 ng.mg-1 lipid and ranged from 2.00
ng.mg™ lipid in February to 7.78 ng.mg™ lipid in June. Significant differences between males

and females were mainly observed in spring (from February to May).
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Fig. 3. Seasonal variations of MDA levels in G. roeseli males and females, and the temperature. Different
letters above the bars denote significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

3.2.2. Energy reserves

Total lipid contents were influenced by gender, month and the interactions between
them (Table 2). Total lipid contents were higher in females than in males (Table 3) with
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annual mean of lipid contents of 4.91 mg.mL™ and 3.33 mg.mL™, respectively. Significant
differences between males and females were observed all year long, except in November and
January. For both genders, the lowest total lipid content was measured in September with
2.91 mg.mL™ and 1.52 mg.mL™" in females and males, respectively; while the highest was
observed in February for females (8.36 mg.mL™) and in August for males (5.72 mg.mL™).

As total lipid content, protein concentration was influenced by gender, sampling
month and the interactions between them (Table 2). Mean annual protein concentration was
higher in G. roeseli females than in males (data not shown). Protein concentrations in females
were significantly higher than in males from February to June. For both genders, maximal
protein concentrations were measured in September with 24.97 and 27.24 mg.mL™" in males
and females, respectively; whereas minimal values were observed in January in males (16.71
mg.mL™) and in November in females (18.33 mg.mL™) (data not shown).

Glycogen content was influenced by gender and the interaction of gender and
sampling month (Tables 2 and 3). Significant differences between males and females were
observed during the spring period, from March to June. In males, glycogen contents ranged
from 0.79 pg.mg™ tissue in March to 7.04 ug.mg™ tissue in December; while in females, it

ranged from 2.58 pg.mg™ tissue in October to 7.54 ug.mg™ tissue in December.

Table 3. Monthly variations of energy reserves (lipid, glycogen) of G. roeseli males and females. Majuscule
and minuscule letters indicate significant differences in males and females, respectively. Asterisk highlighted
differences between males and females for each month. Minimum and maximum of each parameter for each
gender were indicated in bold type.

Month (°C) Total lipid content (mg/mL) Glycogen content (ug/mg tissue)
Males Females Males Females

Oct (9.6) 267+052° 545:+096° * 3.34+043% 258+063"

Nov (8.6) 3.27+1.00°¢  3.54+0.98° 251+072% 259+1.41"

Dec (3.6) 254+054° 4.97+059F * 704+190° 754+2388

Jan (2.3) 3.56  0.09 °®® 3.74 +0.32 °FF 353+ 0.66% 4.28+0.50°

Feb (4.9) 492+092% 836+059¢ * 3.62+033% 4.03+0.20"°

Mar (9.0) 155+011° 376+037°F * 0.79+028° 260+0.32" *

Apr (12.7) 338024 583+043°F * 219+0.43% 3.13+032" *

May (17.3) 416+0.16% 735+063° * 1.94+043% 423+062°¢ *

Jun (20.0) 3.07+020° 485+0.35°FF * 2.18+0.24% 3.27+033" *

Jul (19.6) 3.62+0.48 °® 4.94+05585F * 406+0.73% 495+045°€

Aug (20.5) 3.22+£022°%® 572+013°%F * 249+009% 279+0.74"

Sep (17.1) 152+010° 291+020"° * 267+071% 4.04+0.38"°

Annual mean 3.12+0.38 5.12 + 0.51 * 3.03+0.58  3.83+0.69
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4. DISCUSSION

A seasonal variation in reduced glutathione concentrations was observed. GSH
concentrations were higher in autumn and winter, then decreased in spring and finally
reached their lowest in summer, in both genders. Similar variations were observed by
Verlecar et al. (2008) in the digestive gland and gills of the mussel Perna viridis. Indeed,
whatever the tissue fraction of the bivalve, lower GSH concentrations were measured in
summer and higher concentrations in winter. Nevertheless, inverse trends were measured in
the bivalves Mytilus edulis and Perna perna (Power and Sheehan, 1996; Wilhelm Filho et al.
2001). The decrease in GSH concentration observed in summer in our study could be
explained by the rise in temperatures, resulting in an increase in oxygen consumption, as
observed in Gammarus limnaeus (Krog, 1954), and in Gammarus fossarum (Issartel et al.
2005). In fact, an increase in oxygen consumption could favour the formation of reactive
oxygen species (ROS) following a process already described by Verlecar et al. (2007) in the
brown mussel Perna viridis. Thus, to prevent the cellular damage caused by high ROS levels
in summer, GSH could be used for detoxification, resulting in its decrease. This hypothesis is
supported by the fact that GCL activity was higher in summer in both genders compared to
autumn and winter, which reflects high GSH production. Consequently, our results suggest
that high levels of GSH are produced in summer and are likely to be used for cell defence.

Our results highlighted also gender-based GSH concentrations, as G. roeseli females
had higher GSH concentrations than males. This higher GSH content in females, as compared
to males, could be linked to a higher activity of antioxidant enzymes (e.g. selenium-
dependent glutathione peroxidase) using GSH as a substrate (Sroda and Cossu-Leguille,
2011a). This difference in GSH concentrations between males and females could also be
caused by the physiological status of the organisms. Viarengo et al. (1991) and Wilhelm
Filho et al. (2001) have shown a close link between GSH concentrations and the reproduction
cycle in Mytilus sp. and Perna perna, respectively. In our study, the GSH variations could be
related to the changing metabolic status of the organism, which could itself depend on gonad
maturation. In G. roeseli, Pockl (1992) showed that sexual maturity was reached faster at 16-
20°C, which corresponds to the temperatures measured from May to September on our study
site. Therefore, we can hypothesize that the higher GSH concentrations measured in March
and April, especially in females, could be an adaptation of the organism to increase their
defence capacities before the breeding period. Higher defence capacities observed in females

allow us to hypothesize that females could be less sensitive than males in a contamination
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context. On the one hand, this hypothesis is also supported by the measurement of lower
MDA levels in G. roeseli females than in males ones (this study; Sroda and Cossu-Leguille,
2011a), reflecting lower cell damage. On the other hand, this hypothesis could be also
explained by a difference in energy reserves between both genders. Indeed, total lipid and
glycogen contents were higher in females than in males. We could hypothesize that a higher
energy reserves in females could allow them to produce higher antitoxic defences and thus
having a better defence than males in polluted environment. However, energy reserves are
also influenced by the physiological status of the organism.

In females, the highest lipid and glycogen content, as compared to males, were
measured from March to May, which corresponds to the maturation period, linked to the
oogenesis process. This process involves the vitellus production (required for eggs
development) which uses lipids (Rosa and Nunes, 2002, Oliveira et al. 2007), and pleopod
beats (considered as brood care for juveniles oxygenation - Dick et al. 1998) which could use
glycogen (short-term energy — Sparkes et al. 1996). This hypothesis is supported by Clarke et
al. (1985) who observed an increase in lipid contents during female maturation in Gammarus
oceanicus. The higher energy reserves in females than in males could also be explained by
the energy needed to produce antioxidant compounds and activate antitoxic enzymes. Indeed,
Sroda and Cossu-Leguille (2011a) have demonstrated that G. roeseli females have higher
activity of GSH-dependent antitoxic enzymes than males ones; thus, females could need
higher GSH concentrations. However, the GSH synthesis is performed by two successive
ATP-dependent reactions (Meister and Anderson, 1983), which consume energy coming
from lipids and glycogen degradation. Hence, we can hypothesize that females have higher
lipid contents than males to assume the reproductive period and to maintain high GSH
concentrations for detoxification processes.

In both genders, the low glycogen contents measured in spring could be linked to its
use as energy source to the GSH synthesis, since GCL activity was increased. Moreover,
although in females, this decreased could be explain by the breeding period (see above), in
males, the lowest glycogen contents measured in spring could be explained by an increase of
the locomotor activity to seek for receptive females for breeding, as supposed by Plaistow et
al. (2003) and Sroda and Cossu-Leguille (2011a).
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5. CONCLUSION

The present work highlighted variations in GSH concentrations and GCL activity in
G. roeseli according to gender and season. GSH concentrations were found to be negatively
correlated to water temperature and lowest in summer. Higher GSH concentrations were
measured in females, suggesting a better antitoxic defence than males in contaminated
environments. Our results demonstrated also that total lipid and glycogen contents were
influenced by season and gender too. Considering our results, spring and summer seems to be
the less favorable sampling period to ecotoxicological studies using gammarid as biological
model, due to the fact that the physiological state of the organism (i.e. gender, maturation
process, reproduction) and the season (i.e. high temperature) cause changes in the
mobilization of defence capacities and energy reserves in both genders, potentially leading to
different sensitivities under stress conditions. It would therefore be cautious to consider these

confounding factors, in order to interpret biomarker responses more relevantly as possible.
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PARTIE Il
ETUDE DE L’INFLUENCE DE LA PRESENCE DE PARASITE SUR DES
BIOMARQUEURS DE G. ROESELI

~

L’ACANTHOCEPHALE POLYMORPHUS MINUTUS

Publication 2
Does the acanthocephalan parasite Polymorphus minutus modify the energy
reserves and antitoxic defences of its intermediate host Gammarus roeseli?

Acceptee dans Parasitology

Cette étude avait pour but d’appréhender I’influence de la présence de parasite sur les
¢léments de défense et les réserves énergétiques de 1’hote. Dans les environnements
perturbés, les organismes parasités doivent faire face a deux stress: un stress chimique et un
stress d0 a la présence du parasite. Cependant, en dépit de cette situation courante, peu
d’études se sont intéressées aux effets d’une infection parasitaire sur les réserves énergétiques
et les capacités de défense de I’hote, alors que la survie du parasite dépend de la survie de son

hote.

Nous avons étudié 1’acanthocéphale Polymorphus minutus, parasite manipulateur de
son hote intermédiaire, 1’amphipode Gammarus roeseli, résultant & une surexposition du
gammare parasité a I’hote définitif, un oiseau d’eau. Nous avons étudié les conséquences de
cette infection sur les réserves énergétiques (i.e. protéines, lipides, glycogéne) ainsi que sur
les capacités antioxydantes (i.e glutathion réduit et sa synthese) de G. roeseli. En
complément, la concentration en malondialdehyde a été utilisée comme biomarqueur d’effet
toxique. Pour cela, des individus G. roeseli méales et femelles, parasités ou non-parasités par
P. minutus ont été echantillonnés en mai, juin et aodt 2009, correspondant a la période de
forte prévalence du parasite (0.08 en mai et 0.13 en aolt — Médoc et Beisel, 2009). Le
manque d’individus parasités en juillet n’a pas permis d’effectuer les mesures a cette période.
Avant toute analyse, le sexe des individus a éte veérifié, puis le parasite a été retiré, afin de

réaliser les mesures des biomarqueurs uniquement sur 1’hote. Les concentrations des
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capacités de défense et du malondialdéhyde ont été mesurées par HPLC, tandis que les

réserves énergétiques ont été estimées par spectrophotomeétrie.

Les résultats ont révéle que G. roeseli infectés avaient des teneurs plus faibles en
protéines et lipides mais des concentrations en glycogéne plus élevées, quels que soient le
sexe et la période d’échantillonnage. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le parasite
détournerait une partiec de 1’énergie de son hdte pour son propre développement et
métabolsime. De plus, les concentrations en glutathion réduit et I’activité GCL étaient
diminuées, conduisant & de plus faibles capacités de défense en présence du parasite.
Néanmoins, les faibles teneurs de malondialdéhyde chez les gammares infectés suggeéreraient

un probable effet bénéfique de P. minutus sur son héte.

La présente étude corrobore qu’un parasite acanthocéphale réduit les réserves
d'énergie de son héte. Nous avons également observé, dans un contexte physiologique, une
baisse des capacités de défense chez les individus infectés par rapport & ceux non-infectés.
Les informations fournies par le glutathion suggérerait une plus faible résistance des
gammares infectés par rapport aux non-infectés; cependant les teneurs en MDA ont
démontré des dommages cellulaires plus faibles lors de la présence du parasite, suggérant
un effet bénéfique du parasite. Pour aller plus loin, les conséquences des modifications
observées dans cette étude chez les gammares infectés par P. minutus, doivent étre évaluées

dans un contexte de contamination.
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Does the acanthocephalan parasite Polymorphus minutus modify the energy
reserves and antitoxic defences of its intermediate host Gammarus roeseli?

Eric GISMONDI, Carole COSSU-LEGUILLE and Jean-Nicolas BEISEL

Laboratoire des Interactions Ecotoxicologie Biodiversité Ecosystémes (LIEBE) — CNRS UMR 7146, Université
de Lorraine (UdL), Campus Bridoux, Bat. IBiSE, 8 Rue du Général Delestraint, 57070 Metz, France

ABSTRACT

In disturbed environments, infected organisms have to face with parasitic and
chemical stresses. Although this situation is common, few studies have been devoted to the
effects of infection on hosts’ energy reserves and antitoxic defence capacities, while parasite
survival depends on host survival. In this study, we tested the consequences of an infection
by Polymorphus minutus on the energy reserves (protein, lipid and glycogen) and antioxidant
defences capacities (reduced glutathione, y-glutamylcysteine ligase activity) of G. roeseli
males and females, in absence of chemical stress. Moreover, malondialdehyde concentration
was used as a toxicity biomarker. The results revealed that in infected G. roeseli, whatever
their gender and the sampling month, protein and lipid contents were lower, but glycogen
contents were higher. This could be explained by the fact that the parasite diverts part of the
host’s energy for its own development. Moreover, glutathione concentrations and vy-
glutamylcysteine ligase activity were both lower, which could lead to lower antitoxic defence
in the host. These results suggest negative effects on individuals in case of additional stress
(e.g. pollutant exposure). In absence of chemical stress, the lower malondialdehyde level in

infected gammarids could suggest a probable protective effect of the parasite.

Key-Words: Acanthocephalan, cystacanth stage, amphipod, energy reserves, antitoxic

defences, glutathione, malondialdehyde
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1. INTRODUCTION

Among the numerous parasite species known to alter the phenotype of their
intermediate hosts, acanthocephalan parasites have been shown to manipulate the behaviour
of their intermediate arthropod host to make it more prone to predation by their final
vertebrate host (Poulin, 1995; Lafferty, 1999; Kennedy, 2006). The behavioural changes
induced by acanthocephalans can vary and include reaction to light (Bauer et al. 2000;
Cézilly et al. 2000; Perrot-Minnot, 2004), vertical distribution (Ceézilly et al. 2000; Bauer et
al. 2005; Médoc et al. 2006), drift behaviour (McCahon et al. 1991; Maynard et al. 1998),
activity level (Dezfuli et al. 2003) or the refuge use and the escape performance faced with
non-host predators (Baldauf et al. 2007; Perrot-Minnot et al. 2007; Médoc and Beisel, 2009;
Médoc et al. 2009; Beisel and Médoc, 2010). Behavioural changes make gammarids more
likely to be preyed upon by the parasite’s final host (Lagrue et al. 2007; Perrot-Minnot et al.
2007, Cézilly et al., 2010). Although much attention has been focused on behavioural
changes, few studies have been devoted to the physiological consequences of
acanthocephalan infection in the intermediate host. For example, Cornet et al. (2009)
described that acanthocephalans reduced the immune capacity of Gammarus pulex. In
addition, parasites need their host to survive both in terms of energy supply for their own
development and of their transmission to a final host (Plaistow et al. 2001). In disturbed
environments, antitoxic defence capacities may play a key-role to allow the survival of the
intermediate host faced with biotic (parasite) and abiotic (pollutants) stresses. A conflict
between these two factors may occur and compromise the future of infected individuals. The
parasite could also protect the host from a pollutant as sometimes demonstrated about adult
acanthocephalans in their fish hosts (Sures and Siddall, 1999; Sures et al. 2003).

Gammarus roeseli is a widespread amphipod crustacean of Balkan-European origin
(Jazdzewski, 1980; Barnard and Barnard, 1983), often used as a biological model in
ecotoxicological studies that aim at developing biomarkers, especially antitoxic defence
system biomarkers (Sroda and Cossu-Leguille, 2011a,b). In natural populations, G. roeseli
commonly serves as an intermediate host for numerous acanthocephalan parasites, including
the water bird acanthocephalan Polymorphus minutus (Médoc and Beisel, 2009). G. roeseli
get infected as a result of eating P. minutus eggs released in the final host’s facces. They
hatch in the intestine and release acanthor which move into the haemocoel, where they

develop into cystacanths (infective larvae). This larval stage is characterized by an orange
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carotenoid-based colour which makes it visible through the translucent cuticle of infested
gammarids (Kennedy, 2006).

The aim of our study was to investigate the influence of Polymorphus minutus on the
energy reserves and antitoxic defence capacities of its intermediate host Gammarus roeseli in
May, June and August, which correspond to the period of high prevalence in our study site
(Médoc and Beisel, 2009). As parasite survival and transmission depend on host survival, we
hypothesized that P. minutus could protect its host. We therefore assumed that P. minutus-
infected gammarids could have higher defence capacities (higher GSH concentrations) as
well as lower cell damage (lower MDA levels) as compared to uninfected ones. Energy
reserves were assessed by assaying protein concentrations as well as total lipid and glycogen
contents. Glycogen levels are representative of the energy available for current activities
(Sparkes et al. 1996) whereas lipids are stored in fat bodies and serve as nutrients used during
starvation or reproduction periods (Cargill et al. 1985). Antitoxic defences were estimated by
measuring reduced glutathione (GSH) concentrations. GSH is a tripeptide whose role is
essential in the detoxification system thanks to its thiol function, and its acts as a scavenger of
organic or metal xenobiotics (Griffith, 1999; Vasseur and Leguille, 2004). GSH is commonly
used in ecotoxicology studies on invertebrates; its concentration may be drop in organisms
exposed to copper (Doyotte et al. 1997; Canesi et al. 1999) or lead (Yan et al. 1997). It also
plays an important role as a substrate for several antioxidant enzymes like selenium-
dependent glutathione peroxidase (SeGPx, EC 1.11.1.9) or glutathione-S-tranferases. The
activity of y-glutamylcysteine ligase (GCL, EC 6.3.2.2), the enzyme that limits de novo
synthesis of glutathione, was measured in parallel to glutathione concentrations. Finally, we
measured the level of malondialdehyde (MDA), which is a product of lipid peroxidation
reflecting cellular damage (Correia et al. 2002; Neuparth et al. 2005). This toxicity biomarker
enables us to assess the probable protective effect of the parasite on its host: lower MDA
levels reflect lower cell damage. In this study, we also hypothesized that gender could
influence on biomarker variations as shown by Sroda and Cossu-Leguille (2011a, b) on
antioxidant enzyme activities; therefore measurements were performed separately on males

and females.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Gammarus roeseli sampling

Male and female G. roeseli were collected using hand net and artificial traps in the
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Nied River (Laquenexy, North-eastern France, 49°05° N and 6°19° E) in May, June and
August 2009. The low number of infected gammarids in July did not allow us to perform
comparison. Infected G. roeseli were easily identified as the parasite appears as an intense
orange dot through the cuticle. Dissection was performed to confirm infection by P. minutus.
According to a previous study, the overall prevalence of P. minutus varied over the sampling
period, ranging from 0.08 in May and October to 0.13 in August (Médoc and Beisel, 2009).
Male and female gammarids were sorted on the spot according to gnathopod size, a sexual
dimorphism character. The animals were immediately transported to the laboratory in river
water, where they were frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Four pools of 7 males
and four pools of 10 non-gravid females were prepared for each analysis. Prior to analyses,
G. roeseli gender was checked by observing genital papillae on the 7" ventral segment,
which are found in males only.

Two conditions were studied: (i) uninfected gammarids corresponding to controls, and

(i) infected gammarids out of which the parasite was removed by dissection.

2.2. Sample preparation

Each pool was homogenized with a manual Potter Elvejhem tissue grinder in a 50
mM phosphate buffer KH,POJ/K,HPO, (pH 7.6) supplemented with 1 mM
phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF) and 1 mM L-serine-borate mixture as proteases
inhibitors and 5 mM phenylglyoxal as a y-glutamyl transpeptidase inhibitor. The
homogenization buffer was adjusted at a volume two-fold the wet weight of the sample pool
(e.g. 400 pL of homogenization buffer for 200 mg of wet weight tissue). All homogenates
were used for the assays immediately after being prepared.

The homogenate was divided into five parts to measure the different parameters. For
each replicate, two independent measures were performed for each biomarker. Then, the

average of the two independent measures was estimated.

2.3. Lipid and glycogen assays

The measurement of total lipid and glycogen contents was adapted from Plaistow et
al. (2001). Twenty microlitres of 2% sodium sulphate (w/v) and 540 pL of
chloroform/methanol 1:2 (v/v) were added to 40 pL of total homogenate. After 1hr on ice, the
samples were centrifuged at 3,000 x g for 5 min at 4°C. The resulting supernatant and the

pellet were used to determine the total lipid and glycogen contents, respectively.
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One hundred microlitres of the supernatant were transferred to culture tubes and
placed in a dry bath at 95°C to evaporate the solvent. Then, 200 pL of 95% sulphuric acid
were added in each tube and left for 10 min. The culture tubes were cooled on ice and then
4.8 mL of a vanillin-phosphoric acid reagent, composed of 120 mg of vanillin, 20 mL of
ultrapure ethanol (95%) and 80 mL of phosphoric acid (85%), were added. After a 10-min
reaction, optical density was measured at 535 nm. Commercial cholesterol was used as a
standard and lipid contents were expressed in mg.mL™.

Total dissolution of the pellet was performed in 400 pL of deionised (milliQ) water
for 10 minutes in an ultrasonic bath. One hundred microlitres of sample were placed in
culture tubes and 4.9 mL of anthrone reagent were added. The anthrone reagent is a mixture
of 1.13 g of anthrone, 170 mL of ultrapure water and 630 mL of sulphuric acid (95%). The
mixture was placed in a dry bath at 95°C for 17 min and then cooled on ice. Optical density
was measured at 625 nm. Glucose was used as a standard and concentrations were expressed

in pug.mg™ tissue.

2.4. Total protein assay

The total protein content of each sample was quantified according to Bradford's
method (1976) with bovin serum albumin (BSA) as a standard. The results were expressed in

mg.mL™.

2.5. Reduced glutathione assay

Reduced glutathione (GSH) concentration measurement was adapted from Leroy et
al. (1993) using High-Pressure Liquid Chromatography (HPLC) separation, which consisted
in a post-column derivatization with ortho-phtaldialdehyde solution and fluorimetric
detection at 340 nm excitation and 440 nm emission wavelengths. The proteins of 40uL of
the total homogenate were precipitated with 10% perchloric acid (v/v). After a 10-min
centrifugation at 20,000 x g at 4°C, the resulting supernatant was diluted 40-fold in 0.1 M
chlorhydric acid (HCI). Twenty microlitres of the diluted supernatant were injected in a
reverse-phase LiChrospher 100 RP18-encapped column (125 mm Xx 4mm, 5um) and
separation was carried out at 25°C. Elution was performed with 7% acetonitrile
(Chromanorm, 95%) in a 0.01 M phosphate buffer KH,PO4,/Na;EDTA (pH 2.50) containing

0.5 mM n-decylsodiumsulfate as an ion-pairing reagent. Commercial GSH diluted in 0.1 M
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HCI was used as a standard and GSH concentrations were expressed in nmol GSH.mg™

protein.

2.6. Enzymatic assay

The activity of y-glutamylcystein ligase (GCL) was assayed using an HPLC method
adapted from Parmentier et al. (1998). Measurements were carried out on the S12000 fraction
obtained after centrifuging 40 pL of the total homogenate for 15 min at 500 x g and then
centrifuging the resulting supernatant at 12,000 x g and 4°C for 30 min. The resulting S12000
fraction was diluted 20-fold in the homogenization buffer and 40 pL of this diluted solution
were added to 112 pL of incubation cocktail (0.5 M Tris HCI, 200 mM MgCl, 6H,0, 500
mM KCI, 45 mM glutamic acid, 90 mM cystein, ImM DTT, 90 mM ATP, 0.5 mM
phénylglyoxal, pH 8.25) in a 1.5 mL tube to initiate the reaction. After a 20 min-incubation
period at 25°C, the reaction was stopped by a four-fold dilution with 0.1 M HCI. Twenty
microlitres of the resulting solution were injected into a LiChrospher 100 RP18-encapped
HPLC column (125 mm x 4 mm, 5 um). Commercial glutamylcysteine (GC) solution was

used as a standard and GCL activity was expressed in nmol GC.min™.mg™ protein.

2.7. Lipoperoxidation

Malondialdehyde (MDA) levels were measured with an HPLC method adapted from
Behrens and Madeére (1991) with UV detection at 267 nm. Seventy microlitres of the total
homogenate were diluted four-fold in 95 % ethanol (HPLC grade) and cooled on ice for
1.5hrs to deproteinize them. The mixture was then centrifuged at 18,000 x g for 30 min at
4°C. One hundred microlitres of the resulting supernatant were injected directly into a
reserved-phase LiChrospher 100RP18-encapped HPLC column. Separation was performed at
25°C and elution was carried out with sodium phosphate buffer (pH 6.5) containing 25%
ethanol and 0.5 mM tetradecylmethylammoniun bromide as an ion-paring reagent. MDA

levels were expressed in ng MDA.mg™ lipid.

2.8. Statistical analysis

Data analysis was performed using a multivariate analysis of variance (MANOVA,
Pillai’s trace) with respect to ‘gender’, ‘infection status’ and ‘sampling month’ as fixed

factors. All data met normality and homogeneity of variance assumptions. MDA levels were
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not included in this analysis because the low number of infected gammarids in August did not
allow us to measure them. As the MANOVA test was significant, each biomarker was then
analysed using the ANOVA test, followed by the TukeyHSD post-hoc test. All tests were

performed with a 5 % type | error risk, using R 2.9.0 Software.

3. RESULTS

3.1. Acanthocephalan effect on G. roeseli biomarker

Global MANOVA and ANOVA analysis revealed an effect of the sampling month, of
individual gender, of parasite infection and of their interactions on the variations of
biomarker levels (Tables 1 & 2). The results are detailed below for each biomarker category.

Table 1. Multivariate analyses of variance (Pillai’s trace) investigating variation of energy reserves (protein,
lipid, glycogen) and defences capacities (GSH, GCL) of Gammarus roeseli, as function of infection by
acanthocephalan parasites, month sampling and individual gender.

Source of variation num d.f 2, den d.f° F p-value

Whole model 55, 180 18.94 <0.0001
Month 5, 36 41.75 <0.0001
Gender 5,36 30.10 <0.0001
Infection status 5,36 102.27 < 0.0001
Month x Gender 5,36 10.57 < 0.0001
Month x Infection status 5,36 10.33 < 0.0001
Gender x Infection status 5,36 6.37 0.0002
Month x Gender x Infection status 5,36 5.83 0.0004

& Numerator degrees of freedom.
® Denominator degrees of freedom
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Table 2. Univariate analyses of variance (ANOVA) investigating variations in energy reserves (protein, lipid, and
glycogen), defence capacity (GSH, GCL) and biomarkers for toxicity (MDA) of Gammarus roeseli, according to
the sampling month, gender and infection by P. minutus.

Df Mean Square F p-value
Protein Month 2 4.96 6.52 0.004
Gender 1 59.05 77.61 <0.001
Parasite 1 117.09 156.49 <0.001
Month:Gender 2 4.8 6.30 0.004
Month:Parasite 2 1.46 191 0.162
Gender:Parasite 1 0.28 0.37 0.548
Gender:Parasite:Month 2 12.76 16.76 <0.001
Lipid Month 2 9.31 64.76 <0.001
Gender 1 33.99 236.4 <0.001
Parasite 1 14.98 104.16 <0.001
Month:Gender 2 1.99 13.81 <0.001
Month:Parasite 2 11 7.67 0.001
Gender:Parasite 1 7.8 54.26 <0.001
Gender:Parasite:Month 2 0.06 0.40 0.671
Glycogen Month 2 14.73 25.42 <0.001
Gender 1 10.38 17.91 <0.001
Parasite 1 28.52 49.23 <0.001
Month:Gender 2 5.12 8.84 <0.001
Month:Parasite 2 23.89 41.23 <0.001
Gender:Parasite 1 6.87 11.86 0.001
Gender:Parasite:Month 2 0.52 0.9 0.417
GSH Month 2 4.06 93.26 <0.001
Gender 1 0.51 11.64 0.001
Parasite 1 4.81 110.46 <0.001
Month:Gender 2 1.47 33.82 <0.001
Month:Parasite 2 0.11 2.63 0.086
Gender:Parasite 1 0.04 0.82 0.371
Gender:Parasite:Month 2 0.13 291 0.067
GCL Month 2 0.2440 67.61 <0.001
Gender 1 0.0010 0.19 0.668
Parasite 1 0.2000 55.44 <0.001
Month:Gender 2 0.0260 7.12 0.002
Month:Parasite 2 0.0240 6.75 0.003
Gender:Parasite 1 0.0001 0.04 0.849
Gender:Parasite:Month 2 0.0060 1.62 0.211
MDA Month 1 87.09 244.33 <0.001
Gender 1 12.97 36.38 <0.001
Parasite 1 38.70 108.57 <0.001
Month:Gender 1 0.18 0.49 0.489
Month:Parasite 1 0.51 1.44 0.242
Gender:Parasite 1 0.01 0.01 0.904
Gender:Parasite:Month 1 1.58 4.43 0.046
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3.2. Parasitism and energy reserves

Energy reserves (protein, lipid and glycogen) were influenced upon by P. minutus
infection, gender and sampling month (Table 2). Gammarid protein concentrations were
lower in the presence of P. minutus in the two gender and whatever the sampling month (Fig.
1A). Moreover, no significant monthly variations were observed in uninfected and infected
males and females. The same trend was observed for total lipid contents, which were lower in
the presence of P. minutus in the two genders at each sampling month, except for males in
August (Fig. 1B). Total lipid contents in infected females were on average 1.5-fold lower as
compared to uninfected ones; while in infected males, they were on average 1.2-fold lower
than in uninfected ones. Comparing males and females showed that lipid contents were
higher in uninfected females than in uninfected males whatever the sampling month, whereas
there was no significant difference between infected males and females. In males, monthly
variations of total lipid contents were observed only in uninfected individuals, whereas in
females, these variations were marked whatever the infection status (Fig. 1B).

Conversely, the presence of the acanthocephalan P. minutus increased glycogen
contents whatever the gender and the sampling month, except for females in May (Fig. 1C).
In infected males, glycogen contents were 1.7-fold higher as compared to uninfected ones,
whereas in infected females they were 2.4-fold higher as compared to uninfected ones. The
differences in glycogen contents were highest in August in both genders. Indeed during that
month, glycogen contents in infected males were 1.5-fold higher than in uninfected ones and
were three-fold higher in infected females as compared to uninfected ones. Unlike in
uninfected males and females, no significant difference in glycogen contents was observed

between infected males and females depending on the sampling month, except in June.

3.3. Parasitism and antitoxic defences

P. minutus has an influence on the defence capacities of G. roeseli by decreasing GSH
concentrations in both genders whatever the sampling month (Fig. 2A). Indeed, infected
males and females displayed on average 1.5- to 2.5-fold less GSH that uninfected ones,
whatever the sampling month. The same variation in GSH concentration was observed in
uninfected and infected individuals, whatever the gender and the sampling month. The
decrease in GSH concentrations could be linked with the decrease in GCL activity, which
was also marked in infected males and females (Fig. 2B). GCL activity was on average 2-fold
lower in infected gammarids, whatever their gender and the sampling month. No significant
difference was observed between males and females each month, whatever the infection

status.

131



Chapitre III: Résultats des travaux

Total lipid content Protein content

Glycogen content

30 4

20 4

10 A

aeg

g
e
ah bf f h
b b

ﬁi ﬂiﬂi

|

Male Femam Male ‘Femam

June

May

Male ‘Femam

August

Figure 1. Protein concentration (mg/mL) (A), total lipid (mg/mL) (B) and glycogen contents (ug/mg tissus)
(C) depending on sampling period, Gammarus roeseli gender and infection status. Different letters above the
bars indicate significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values <0.05). White bars represent uninfected
G. roeseli and black bars represent infected G. roeseli.
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Figure 2. GSH concentration (nmol GSH/mg protein) (A) and GCL activity (nmol GC/min/mg protein) (B)
depending on sampling month, Gammarus roeseli gender and infection status. Different letters above the bars
indicate significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values <0.05). White bars represent uninfected G.
roeseli and black bars represent infected G. roeseli.
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3.4. Parasitism and toxic effect biomarker

MDA levels were not measured in August due to the lack of infected G. roeseli,
which led to a low total homogenate quantity. Univariate analysis of MDA levels revealed an
effect of the presence of P. minutus (Table 2). MDA levels were lower in infected gammarids
as compared to uninfected ones, whatever their gender and the sampling month (Table 3).
Indeed, MDA levels were 1.5-fold lower in infected males and females than in uninfected
ones. In addition, MDA levels were 1.5-fold higher in males than in females, whatever the
infection status. Monthly variations were observed in uninfected and infected gammarids

whatever the gender.

Table 3. MDA levels (ng MDA/mg lipids) depending on sampling period, Gammarus roeseli gender and
infection status. P-values highlighted significant differences depending on the infection status and asterisk
underlined seasonal variation. nd: not determined.

Males Females
Uninfected Infected p-values Uninfected Infected p-values
May 5.47 £ 0.47* 3.11+0.70* 0.00216 3.63 £ 0.60* 2.10 £0.33* 0.00754
June 8.43 +0.58* 6.45 + 0.52* 0.00227 7.78 £ 0.85* 4.85 + 0.59* 0.00193
August nd nd nd nd nd nd

4. DISCUSSION

This study was carried out (i) to improve knowledge about the physiological effects of
the acanthocephalan parasite Polymorphus minutus on its intermediate host Gammarus
roeseli, especially on its energy reserves and (ii) to assess the potential of infected individuals
to deal with chemical stress by measuring defence capacities.

The presence of P. minutus in G. roeseli clearly influenced on the energy reserves of
its host by decreasing protein and total lipid concentrations and increasing glycogen contents
in both genders. Plaistow et al. (2001) demonstrated that the acanthocephalan parasite
Pomphorhynchus laevis decreased total lipid content in infected Gammarus pulex gravid
females, but did not observe any difference in males depending on the infection status.
Additionally, they also observed an increase in glycogen content in P. laevis-infected G.
pulex whatever the gender. However, Médoc et al. (2011) showed no difference in neutral
lipid contents in P. minutus-infected G. roeseli as compared to uninfected ones. While a

decrease in total lipid content in infected individuals has already been observed, the results
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obtained for glycogen content are rather more contrasting. Some studies highlighted an
increase (P. laevis in G. pulex - Plaistow et al. 2001) as in our study, or an absence of
modification (P. ringueletti - Isopoda ectoparasite - in P. argentinus - Neves et al. 2004); but
no one reported a glycogen decrease in an acanthocephalan-infected host although such a
decrease was observed in other host-parasite systems as in Norway lobsters Nephrops
norvegicus infected by the dinoflagellate Hematodinium sp. (Stentiford et al. 2001). Our
study underlined higher glycogen contents in P. minutus-infected G. roeseli as compared to
uninfected ones, whatever the gender. We can hypothesize that the higher glycogen content
in infected gammarids could be due to their immobility, since P. minutus-infected gammarids
are known to stay at the water surface where they become more vulnerable to final host
predation (Bakker et al. 1997; Bauer et al. 2000, 2005; Cezilly and Perrot-Minnot, 2005;
Médoc et al. 2006). It could also be due to a feeding rate increase as described in G. pulex
infected by Echinorhynchus truttae (Dick et al. 2010) but another study showed that P.
minutus-infected G. roeseli consumed as many dead isopods, but fewer living isopods and
less leaf material as compared to uninfected ones (Médoc et al. 2011). We can also
hypothesize that glycogen could be stored by gammarids as an alternative energy source
because lipids are partly used by P. minutus.

The decrease in total lipid contents measured in our study could be due to the
parasite’s development. It is well known that parasite need energy for their own development
inside their hosts, as demonstrated for P. minutus, which must store up host nutriments to
attain the last larval stage (Crompton and Nickol, 1985; Taraschewski, 2000). So, the
reduction of total lipid contents in infected G. roeseli could be explained by their
consumption by P. minutus by osmotrophy. This hypothesis is supported by the study of
Barrett and Butterworth (1968) who demonstrated that P. minutus gets its carotenoids from
its host. Carotenoids, which are lipid constituents, are the main compound of the crustacean
vitellus (Mantiri et al. 1996). P. minutus diverts carotenoids for its own development and

consequently G. roeseli females become castrated (Bollache et al. 2002).

P. minutus decreased G. roeseli defence capacities: whatever the gender, a drop in
reduced glutathione concentrations linked with a decrease in GCL activity was observed in P.
minutus-infected G. roeseli as compared to uninfected ones. Several studies about gammarids
infected by an acanthocephalan parasite have shown a decrease in host defence capacities.
Cornet et al. (2009) measured a reduction of the prophenoloxidase system as well as of
haemocyte concentration, two major parameters of crustacean immunity, in Gammarus pulex

infected by one of the three following acanthocephalan parasites: Pomphorhynchus laevis,
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Pomphorhynchus tereticollis and P. minutus. Sures and Radszuweit (2007) also demonstrated
that the cystacanth stage of P. minutus prevented the synthesis of heat shock protein 70 in
Gammarus roeseli subjected to a thermal disturbance or palladium exposure. Additionally, a
decrease in defence capacities was also observed in other host-parasite relationships. For
example, digenean-infected cockles exposed to cadmium displayed lower metallothionein
concentrations than uninfected ones (Baudrimont et al. 2006). According to our results,
malondialdehyde (MDA), a product of lipid peroxidation reflecting cellular damage, was
weaker in infected individuals. Thus, on the one hand the drop in antitoxic defences in
infected gammarids suggests a higher sensitivity to stress conditions, but on the other hand, a
decrease in MDA levels suggests a protective effect of the parasite on its host. Inside the host,
the parasite has to escape from/survive the host’s defence system and consequently weaken it,
but if the host’s antitoxic defence capacities are too low, the survival of the host-parasite pair
can be compromised in stressful conditions. A compensation system may occur to
counterbalance the weakening of the host’s defence system.

Sures and Radszuweit (2007) demonstrated that P. minutus cystacanths of G. roeseli
exposed to palladium had accumulated 10 times as much metal as their hosts. In a previous
study, we demonstrated that P. minutus cystacanths could accumulate cadmium (Gismondi et
al. unpublished data). So, we can hypothesize that if the parasite can accumulate toxic
contaminants, toxicity to the host may be reduced. Consequently, the host may need lower
antitoxic defences, and the parasite may protect it during environmental stress. However, this
hypothesis remains to be tested.

The present study confirms that an acanthocephalan parasite reduces the energy
reserves of its host. We also observed lower defence capacities in infected individuals as
compared to uninfected ones, in the absence of stressors. We cannot rule out that parasites
may infect organisms with a low defence system but the information provided by glutathione
concentrations and MDA levels altogether suggest that the physiological modifications we
observed resulted from infection, but did not cause it. To go further, the consequences of the
modifications we observed in P. minutus-infected gammarids on fitness will have to be

assessed in a contamination context.
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Publication 3
Acanthocephalan parasites: help or burden in Gammarid amphipods exposed to
cadmium?

Acceptée dans Ecotoxicology

Il a été démontré dans I’article 2% que la présence de P. minutus diminuait les
capacités de défense et les réserves énergétiques de son héte intermeédiaire G. roeseli, mais
qu’il diminuait également les taux de malondialdéhyde, traduisant de faibles dommages

cellulaires.

Dans cette étude, nous avons voulu tester I’influence de P. minutus sur les capacités
de défense de G. roeseli lors d’une exposition au cadmium, en comparaison avec des
individus sains exposés aux mémes concentrations en cadmium. Pour cela, nous avons estime
la concentration léthale 50 (CLso) chez G. roeseli parasités et non-parasités, ainsi que la
bioaccumulation de cadmium chez 1’hdte et le parasite aprés une exposition de 96h au
cadmium. La CLsg a été estimée apres avoir exposé pendant 96h, 3 réplicats de 10 individus
males/femelles, parasité(e)s/non-parasité(e)s a 5 concentrations de cadmium: 0 - 6 - 18 - 54 -
162 pg Cd.L™. Pendant I’exposition, les individus morts ont été retirés afin d’éviter tout
cannibalisme. A la fin de I’expérimentation, les organismes vivants ont été comptabilisés puis
congelés a 1’azote liquide et conservés a -80°C afin d’analyser la bioaccumulation du
cadmium. Cinq individus de chaque condition d’exposition et 5 pools de 5 cystacanthes ont

été analysés pour estimer la concentration du cadmium accumulée.

Cette expérimentation a démontré que les males infectés avaient une meilleure
résistance que les males non-infectés, avec des CLsy respectivement égales a 146 et 50 g
Cd.L™; alors que I’inverse a 6té observé chez les femelles. En effet, les femelles non-
infectées avaient une CLso égale & 107 pg Cd.L™ alors que chez les femelles infectées, elle
était de 35 pg Cd.L™. Chez les males, cette différence de résistance peut s’expliquer par le

fait que les individus parasités ont de plus faibles concentrations de cadmium accumulées que

F Gismondi et al. (2012) Does the acanthocephalan parasite Polymorphus minutus modify the energy reserves
and antitoxic defences of its intermediate host Gammarus roeseli? Parasitology, 139, 1-8.
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les non-parasités. Chez les organismes infectés, les plus faibles concentrations en cadmium
pourraient étre expliquées par 1’absorption de cadmium par P. minutus observée dans cette
étude.

Cependant, bien que les femelles infectées aient un faible facteur de concentration
(BCF) et de faibles concentrations de cadmium dans leurs organismes, la présence de P.
minutus ne conduit pas a une meilleure résistance par rapport aux non-infectées. Au contraire,
les femelles infectées ont été démontré comme plus sensible au cadmium que les non-
infectées. Ceci pourrait €tre d a la présence d’autres parasites, tels que les microsporidies a
transmission verticale, invisibles pour 1’observateur, infectant uniquement les femelles et

pouvant induire une augmentation des dommages cellulaires lors d’un stress au cadmium.

Notre étude a démontré, dans un premier temps, que la présence de P. minutus chez
G. roeseli modifiait la résistance de I’héte exposé au cadmium, ainsi que la
bioaccumulation de ce métal. Cependant, dans un second temps, il a été démontré que cette
difféerence de résistance induite par la présence de P. minutus, était dépendante du sexe de
Uindividu, puisque les males parasités ont une meilleure résistance que les males non-
parasités, tandis que les femelles parasitées sont plus sensibles que les femelles saines. Les
résultats ont également révélés que la bioaccumulation du cadmium par le gammare se

trouvait réduit en présence de I’acanthocéphale, quel que soit le sexe de ’individu.
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Acanthocephalan parasites: help or burden in Gammarid amphipods
exposed to cadmium?

Eric GISMONDI*, Carole COSSU-LEGUILLE, Jean-Nicolas BEISEL

Université de Lorraine—-Metz, Laboratoire des Interactions Ecotoxicologie, Biodiversité, Ecosystémes (LIEBE),
CNRS UMR 7146, Campus Bridoux, Rue du Général Delestraint, F-57070 Metz, France

ABSTRACT

We investigated the influence of the acanthocephalan parasite Polymorphus minutus on the
mortality of its intermediate host, Gammarus roeseli, exposed to cadmium, by the measure of
LCso-06nrs Values as well as the bioaccumulation of cadmium both in the host and in its
parasite. LCsq results revealed that infected G. roeseli males died less under cadmium stress
than uninfected ones; while the converse has been observed in females. Cadmium resistance
of infected males could be explained by a weaker bioconcentration factor (BCF) than in
females. The lower BCF in infected individuals was closely related with an uptake of
cadmium by P. minutus in its host. Nevertheless, although infected females had both weaker
BCF and cadmium concentration in their body, the presence of P. minutus did not induce
lower mortality than uninfected females. On the contrary, their sensitivity to cadmium was
increased by the presence of P. minutus. We discuss the hypothesis that differences of
mortality between uninfected and infected gammarids could be explained by a difference of
cadmium bioconcentration in host, and by the cadmium bioaccumulation in the parasite.
Indeed, results suggested that P. minutus could help G. roeseli to face with stress, what

contributed to keep the host alive and favour the parasite transmission.

Key-Words: Cadmium, parasitism, Gammarus roeseli, Polymorphus minutus, LCs,, BCF
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1. INTRODUCTION

In recent years, there has been an increase of interest about the influence of parasite in
their host under environmental contaminations. Parasites are known to disrupt behavioural
and physiological host responses (Sures 2004; Marcogliese and Pietrock 2011), and several
studies underlined the parasite influence on host responses when exposed to pollutants.
Marcogliese et al. (2005) described an increase of antitoxic enzymes activities (i.e. catalase,
glutathione S-transferase) in the yellow perch infected by nematode and digenean parasites in
river impacted by several metals. In contrast, a depletion of the antitoxic defences has been
observed in digenean-infected cockles exposed to cadmium (Baudrimont et al. 2006) or in
zebra mussels infected by Ophryoglena sp. exposed to a multistress environment (Minguez et
al. 2009). This decrease of antitoxic defence compounds could lead to an increase of host
damage as it was the case in Gammarus roeseli infected by vertically-transmitted
microsporidia parasites exposed to cadmium (Gismondi et al. 2012).

In the case of complex life cycles, parasite uses at least one intermediate host to its
larval development and a final host to mature and reproduce. Among the numerous complex
life cycle parasites, acanthocephalans are known to alter the phenotype of their intermediate
hosts in a way that make it more prone to predation and thus, favour its transmission to the
final vertebrate host (Kennedy 2006; Lagrue et al. 2007). If behavioural changes induced by
the parasite have been intensively studied (Cézilly et al. 2000; Bauer et al. 2005; Médoc et al.
2006), the modifications of host antitoxic responses has become a topic of interest in a
context of rising pollution in freshwater ecosystems. Sures and Radszuweit (2007) described
that the cystacanth stage of Polymorphus minutus prevented the synthesis of heat shock
protein 70 in Gammarus roeseli, when subjected to a thermal disturbance or a palladium
exposure. Cornet et al. (2009) have shown a decrease of the prophenoloxidase system and the
haemocyte concentration, two major parameters of crustacean immunity, in Gammarus pulex
infected by three acanthocephalan parasites: Pomphorhynchus laevis, P. tereticollis and
Polymorphus minutus.

Because acanthocephalan parasites need their host to survive both for their own
development and for their transmission to a definitive host (Plaistow et al. 2001), we
hypothesized that parasite could help its intermediate host to cope with stress conditions,
what favours its transmission to the final host. We also hypothesized that the decrease of
antitoxic defences already shown in previous ecotoxicological studies could be due to the fact

that the host could need less defences to face with stress.
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We tested our hypothesis in the widespread amphipod Gammarus roeseli, an
intermediate host for the acanthocephalan parasite Polymorphus minutus, which modifies the
gammarid behaviour (Médoc et al. 2006; Médoc and Beisel 2009). We first studied the
influence of the acanthocephalan parasite P. minutus on the lethal concentration 50 of
cadmium (LCsp — concentration that caused the death of 50% of individuals) reflecting the
resistance of the gammarid host. Then, we compared the cadmium accumulation in the body-
whole of uninfected and infected G. roeseli after having removed parasites. The accumulation

of cadmium was also measured in the body-whole of P. minutus extracted from its host.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Sampling collection and maintenance

G. roeseli uninfected and infected by P. minutus were collected in April 2010 with a
pond net in the French Nied River (Rémilly, North-eastern France, 49° 00’ N and 6° 23’ E),
where cadmium concentrations were less than 0.2 pg.L™ (unpublished data). Infected G.
roeseli were easily identified thanks to the cystacanth stage of P. minutus appearing as an
intense orange dot through the cuticle. Individual gammarids were sorted in field after
observation of the gnatopod size, a sexual dimorphism, males having gnathopod size, a
sexually dimorphic character, males having gnathopod size larger than females. Gammarids
were transferred to the laboratory in containers filled with river water, and then acclimated at
15°C in an EDTA-free Elendt M4 solution. Animals were fed ad libitum with alder leaves
and acclimated 5 days in these conditions before being used in experiments. This acclimation
period allows selecting only healthy individuals for the experiment.

2.2. LCsgy assessment

This experimentation aimed at determining the cadmium LCs, values of G. roeseli
uninfected and infected by P. minutus. Four conditions were tested according to the gender
and the infection status (i.e. uninfected versus P. minutus-infected). Five different cadmium
concentrations were prepared using a 12 mg.L™" of CdCl, stock solution and Elendt M4
modified solution: 0, 6, 18, 54 and 162 pg Cd.L™. These concentrations were chosen
according to a preliminary cadmium exposition (data not shown) and the LCsp.gsn Observed
by Felten et al. (2008) in Gammarus pulex (82.1 pg Cd.L™). Three replicates of 10

gammarids were exposed at 15°C for 96hrs to the 5 cadmium concentrations in 500 mL glass
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tank with a photoperiod of 14:10 (d:n) and without alimentary resource. Dead individuals
were removed each 24hrs to avoid cannibalism and survivors were counted at the end of the

experimentation.

2.3. Cadmium accumulation

At the end of the exposure, alive uninfected and infected G. roeseli of each gender,
exposed to each cadmium condition, were immediately frozen at -196°C and stored at -80°C
awaiting the cadmium analysis, taking care to remove the cystacanth from the infected hosts.
Similarly, five pools of 5 cystacanths were carried out being careful to separate the parasites
from infected males and infected females, and stored as above prior to cadmium analysis.
Due to high mortality rates in the highest cadmium concentrations, the cadmium analysis was
conducted only on G. roeseli exposed to the first three concentrations: 0, 6 and 18 pg Cd.L™.
To analyze cadmium concentration, samples were dried at 100°C during 48hrs, and weighted.
Then, they were digested with 50 pL Suprapur nitric acid (HNO3) at 80°C for a minimum of
12hrs until a limpid solution was obtained. The volume was then adjusted to 1 mL with
deionized water. Cadmium was measured in these acid solutions by flameless atomic
absorption spectrophotometry (AAS). Cadmium controls were based on the Spectrapure
standards AS - SPS quality control material (Oslo, Norway). The cadmium accumulation
was expressed in ng Cd.mg™ dry weight.

The bioconcentration factors (BCF) were calculated using the method of Taylor
(1983) described in Duquesne et al. (2000). BCFs were only estimated for G. roeseli due to
the fact that P. minutus are located in haemolymph of the gammarid and thus, not exposed to
cadmium concentration in the water. Moreover, the bioaccumulation of cadmium was
measured in the body-whole of Gammarus roeseli, so we could not estimate that this value
also corresponded to the concentration of cadmium in the haemolymph, concentration at

which the cystacanth was exposed.

2.4. Statistical analysis

LCso-96nrs Values were estimated by using the Excel macro REGTOX according to the
method of Vindimian et al. (1999). Statistical comparisons of cadmium accumulation data
were performed using a two way-ANOVAs following by the post-hoc HSD Tukey tests, after
having log transformed data to meet the normality and the variance homogeneity conditions.

Similarly, significant differences of BCFs were tested using three way-ANOVAs followed by
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post-hoc HSD Tukey tests. All tests were two-tailed with significant differences considered at
the level of p <0.05.

3. RESULTS

3.1. LCsy assessment

Results of LCso-gsnrs Values according to gender and infection status of G. roeseli were
summarized in Table 1. Cadmium sensitivity was different according to gender. Indeed,
uninfected females were twice more resistant to cadmium than uninfected males. However,
when G. roeseli were infected by P. minutus, males were four times more resistant to
cadmium than females. Finally, results shown that P. minutus-infected males were twice less
sensitive to cadmium than uninfected ones; while P. minutus-infected females were three

times more sensitive than uninfected ones.

Table 1. LCs, values (x 95% confidence interval) of Gammarus roeseli according to gender and the
presence/absence of Polymorphus minutus, after 96hrs of cadmium exposure (n=30 for each condition).

L Cso-96hrs (Mg Cd.L™)

Males Females
Uninfected Infected Uninfected Infected
50 (26-92) 146 (94-269) 107 (72-167) 35 (25 - 50)

3.2. Cadmium accumulation

After 96hrs of cadmium exposure, there was a dose-response relationship for the
cadmium accumulation in G. roeseli, whatever the gender and infection status (Fig. 1).
Indeed, whatsoever the gender, cadmium concentrations in uninfected gammarids exposed at
6 ug Cd.L™ and 18 pg Cd.L™ were on average 12 and 24 times higher than controls. When P.
minutus was present, cadmium concentrations in exposed males were 4 and 10-fold higher
than their controls; while in exposed females, they were 12 and 20-fold higher than
unexposed ones. Results have also shown that cadmium accumulation in gammarids was
higher in absence of P. minutus whatever the cadmium exposure. In fact, infected males had
accumulated in average twice less cadmium than uninfected ones; while infected female had

in average accumulated 1.5-fold less than uninfected ones.
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Fig. 1. Concentrations of cadmium measured in G. roeseli exposed at 6 and 18 pg Cd.L™ according to the
gender and the infected status. Five individuals were analyzed for each condition. Different letters above the
bars indicate significantly different values (p-values < 0.05).

In the cystacanth of P. minutus, the cadmium accumulation was also described by a
dose-response relationship (Fig. 2). Indeed, P. minutus cystacanths from gammarids exposed
to 6 pg Cd.L™ tended to accumulate more cadmium than their respective controls. Moreover,
P. minutus from individuals exposed to 18 pg Cd.L™ showed significantly higher cadmium
concentrations than their respective control. No difference was observed in the cystacanth

accumulation according to the host gender.
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Fig. 2. Concentrations of cadmium determined in P. minutus from G. roeseli males and females exposed at 6
and 18 pg Cd.L™. Five pools of 5 cystacanths were analyzed for each condition. Different letters above the bars
indicate significantly different values (p-values < 0.05).

Results revealed that P. minutus cystacanth accumulated less cadmium concentration
than G. roeseli host. In fact, according to the cadmium concentration in the exposure

medium, gammarids had on average from 3 to 15 times more cadmium than their respective
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cystacanths. A linear relationship between both cadmium concentrations in G. roeseli and P.

minutus was observed (Fig. 3). Slopes of relationships between the cadmium concentrations

in P. minutus and its host were approximately the same for both genders (ANCOVA test, p =
0.21).
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Fig. 3. Relationship between cadmium concentrations in P. minutus body tissues and G. roeseli females (o)
and males (®) body tissues after 96 hrs of exposure. Asterisks indicate p-value < 0.015.

3.3. Bioconcentration factors

BCFs were evaluated in G. roeseli males and females, uninfected or infected and

exposed to 6 pg Cd.L™* and 18 pg Cd.L™. Results confirmed that uninfected gammarids

accumulated more cadmium than infected ones (Fig. 4). Whatever the individual gender and

the cadmium concentration, uninfected G. roeseli had a BCF value higher than infected ones.

When infected, BCFs were not different according to the cadmium concentration; while

BCFs were higher for uninfected gammarid exposed at 6 pg Cd.L™ (130 on average) than for

uninfected ones exposed to 18 pg Cd.L™ (85 on average).
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Fig. 4. Bioconcentration factors (BCFs) of G. roeseli according to the gender, the infection status and the
cadmium exposure. Five individuals were analyzed for each condition. Different letters above the bars indicate
significantly different values (p-values < 0.05).
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4. DISCUSSION

This study was carried out to investigate the effect of the acanthocephalan parasite
Polymorphus minutus on the mortality of its intermediate host Gammarus roeseli, especially
on its LCsp.g6nrs Value and cadmium bioaccumulation.

The LCso-06n Values showed that gammarids have different mortality depending on
gender, and infection status. Indeed, in the absence of P. minutus, females were two times
less sensitive than males. This could be due to higher antitoxic defences reflecting by higher
antioxidant enzyme activities (Sroda and Cossu-Leguille 2011a) or higher reduced
glutathione concentration (Gismondi et al. unpublished data), but also due to higher energy
reserves in females, for reproductive demand, and mobilized if necessary for antitoxic
defence syntheses. However, previous studies reported different sensitivity between genders
in a pollutant context. Sroda and Cossu-Leguille (2011b) demonstrated that females of G.
roeseli and Dikerogammarus villosus were more sensitive to copper than respective males,
the converse of our results with cadmium. G. roeseli submitted to a salinity stress revealed a
significant higher sensitivity of females in survival, ventilation and ionoregulation (Sornom et
al. 2010). When authors have reported a lower mortality of females in comparison to males
(Emery 1970; Benoit et al. 1976; Heit and Fingerman 1977, our study), the tested substances
were always a non-essential molecule (e.g. cadmium, mercury, cresol).

In our study, cadmium LCsg.gr OF uninfected G. roeseli was in the same range that
those obtained by Felten et al. (2008), 82 pg Cd.L™ for G. pulex. Our study highlighted that
male gammarids infected by P. minutus were more resistant to cadmium exposure than
uninfected ones, while infected females were more sensitive than uninfected ones. Female
results were in agreement with McCahon et al. (1988) who had determined cadmium LCsg
value higher for uninfected G. pulex than Pomphorynchus laevis-infected ones. Similarly,
Brown and Pascoe (1989) showed that P. laevis-infected G. pulex exposed to 2.1 pg Cd.L™
died faster than uninfected ones. In our study, the difference observed between cadmium
LCso-96n OF uninfected and infected males illustrates a help from the parasite to its host to face
with cadmium stress, what contributes to keep it alive. The parasite help could be due to its
antitoxic defences such as heat shock protein 70 increased in P. minutus exposed to
palladium (Sures and Radszuweit 2007), or catalase activity present in secretion products
and total extracts as observed in nematode or helminth parasites (Dzik 2006; Morassultti et al.
2011). By this action on its intermediate host, P. minutus could increase its own survival and

favour its transmission to its final vertebrate host, a water bird.
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The gammarid death could be closely related to a modification of cadmium
accumulation. Cadmium accumulation in gammarids has been described in the literature for
G. pulex (Stuhlbacher et Maltby 1992; Felten et al. 2008; Vellinger et al. 2012), G. locustra
(Clason and Zauke 2000), or G. oceanicus (Zauke et al. 2003), but no study has been devoted
to G. roeseli and only a few ones have investigated the influence of parasite on the metal
bioaccumulation in the host. The present work highlighted that infected G. roeseli
accumulated less cadmium in their body-whole than uninfected ones, conducting to the
weakest BCF in P. minutus-infected gammarids. This result was in agreement with Heinonen
et al. (2000) in Pisidium amnicum clams who observed lower BCF in trematode-infected
individuals than in uninfected ones. Our results have shown that P. minutus had absorbed
cadmium. The cystacanth lives in the haemocoel of G. roeseli, surrounded by the
haemolymph which contain toxic metals when individuals are exposed to pollutants (Xu and
Pascoe (1993): G. pulex exposed to zinc). The cadmium accumulation by an acanthocephalan
parasite has already been determined in P. laevis infecting G. pulex (Brown and Pascoe
1989). Moreover, other metal pollutants can be accumulated by acanthocephalan cystacanth,
as palladium in P. minutus cystacanth (Sures and Radszuweit 2007).

Regarding results of this work, P. minutus could influence the mortality of G. roeseli
males by influencing the cadmium bioaccumulation. Indeed, a weak uptake of cadmium by
the host could lead to a weak formation of reactive oxygen species, responsible of cellular
damage in organisms (Sies 1986).

In contrast of G. roeseli male results, G. roeseli females were more sensitive to
cadmium when P. minutus was present, although their BCF and the cadmium concentration
in the body-whole were weaker compared to uninfected ones. This higher mortality could be
explained by the presence of other parasites as vertically-transmitted microsporidia parasites
which are found in many arthropod species (Terry et al. 1999; Ironside et al. 2003; Weedall et
al. 2006; Haine et al. 2007), especially in females (Haine et al. 2004). In a previous study, we
demonstrated that these microsporidia parasites accentuated oxidative stress in G. roeseli
females exposed to cadmium (Gismondi et al. 2012) leading to a stress on stress exposition of
females. Higher malondialdehyde levels (marker of cellular damage) were observed in
microsporidia-infected G. roeseli females compared to uninfected ones. Results obtained in
the present study suggested that the potential presence of two parasites (i.e. P. minutus and
vertically-transmitted microsporidia) could weaken the host survival and accentuate the
cadmium stress.

Indeed, P. minutus-infected G. roeseli males had a higher resistance to a cadmium

stress than uninfected ones, probably due to the fact that the parasite decreased the cadmium
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concentration in the host body by absorbing a part of the pollutant. A decreased of cadmium
in the body-whole of G. roeseli could lead to weak cellular damage, what favored both the
host survival and the parasite transmission. In contrast, results have shown that infected
females were less resistant than uninfected ones. In this G. roeseli gender, the presence of
vertically-transmitted microsporidia parasite in addition to the presence of P. minutus could
be the cause of an increase of sensitivity and probably an increase of toxic effect; however

this hypothesis remained to be tested.
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Publication 4
Polymorphus minutus affects antitoxic responses of Gammarus roeseli exposed
to cadmium®

Les études précédentes nous ont permis de déterminer que (i) P. minutus influence les
réserves énergetiques et les défenses antitoxiques de G. roeseli en absence de stress, (ii) qu’il
modifie la résistance de son hote ainsi que la bioaccumulation du toxique lors d’un stress au
cadmium, et (iii) que P. minutus, logé dans I’hémocoele de G. roeseli, absorbait également du

cadmium.

L’étude suivante a eu pour objectif d’essayer de comprendre, a I’aide de la réponse
des biomarqueurs de défense antitoxique, la différence de sensibilité observée chez G. roeseli
parasités ou non par P. minutus seul, et soumis a un stress au cadmium. Du fait d’un trés
faible nombre de males parasités retrouvés sur notre site d’étude, cette expérimentation n’a
été réalisée uniquement sur G. roeseli femelles, en prenant soin de vérifier la présence de
microsporidie a transmission verticale pour éviter un double parasitisme.

Pour cette étude, G. roeseli femelles parasitées ou non par P. minutus ont été exposees
a 2 et 8 ug Cd/L pendant 96h. Ces concentrations ont été choisies en fonction des CLsg
précédemment déterminées (article 3) et de la concentration de cadmium dans le site
d’échantillonnage qui est de 0,2 pg Cd/L. A la fin de ’exposition, les gonades des femelles
ont été disséquées afin de déterminer la présence/absence de microsporidies. Les femelles ont
¢été congelées a I’azote liquide puis maintenues a -80°C jusqu’aux analyses des biomarqueurs.
Les cystacanthes des individus parasités ont été soigneusement retirés et congelés de la méme
facon afin de permettre le dosage de biomarqueurs sur ces organismes. Des biomarqueurs de
défenses (glutathion réduit, métallothionéines, caroténoides), énergétiques (lipides,
glycogéne) et d’effets toxiques (malondialdéhyde) ont été mesurés chez I’hote. Les teneurs en

lipides, caroténoides et malondialdéhyde ont été mesurées chez le parasite.

Les résultats mettent en évidence que les femelles infectées par P. minutus et exposées
au cadmium subissent des dommages cellulaires plus importants que les femelles saines, bien
que les capacités de défenses soient mobilisées. En effet, lors de 1’exposition au cadmium, les
concentrations en glutathion réduit et métallothionéeines étaient plus fortement augmentées

chez les femelles parasitées que chez les femelles saines. Cependant, ces capacités de défense

§ Article soumis a PLoS One
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accrues n’ont pas permis de protéger davantage 1’organisme qui a subi une plus forte toxicité
en présence du parasite, comme en témoignent les niveaux de malondialdéhyde. Ceci pourrait
étre lié a la diminution de la concentration en caroténoides chez G. roeseli, probablement dd
a leur absorption par P. minutus, les rendant ainsi indisponibles pour la défense de 1’hote.
L’intégralité des défenses antitoxiques de G. roeseli se trouvait alors diminuée en présence de
P. minutus.

Nos résultats ont également confirmé que P. minutus subissait également des
dommages cellulaires traduit par une augmentation du taux de malondialdéhyde,
probablement liée & I’absorption de cadmium par le parasite, démontrée dans notre
précédente étude (article 3). Cette augmentation des dommages cellulaires était accompagnée
d’une diminution des teneurs en lipides, ce qui souléve I’hypothése que P. minutus aurait son

propre systeme de défense, nécessitant une mobilisation de I’énergie.

Cette étude souligne linfluence du cystacanthe de P. minutus sur les défenses
antitoxiques et les réserves énergétiques de son hote intermédiaire G. roeseli femelle lors
d’une exposition au cadmium. Les résultats ont révélé que P. minutus pourrait influencer
G. roeseli a utiliser davantage certaines défenses antitoxiques (GSH et MT), tandis que
d’autres (caroténoides), nécessaire a son propre métabolisme, sont maintenues. Cependant,
le fait que G. roeseli ne possédait pas l’intégralité de ses défenses antitoxiques, pourrait
expliquer I'augmentation de la toxicité, traduit par des niveaux éleves de MDA. Cette étude
est la premiére, a notre connaissance, a montré un effet toxique du cadmium sur le

cystacanthe de P. minutus, probablement due a I’absorption de cadmium. L’hypothése

d’un systéme de détoxication chez P. minutus reste cependant a tester.
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Polymorphus minutus affects antitoxic responses of Gammarus roeseli
exposed to cadmium

E. GISMONDI*, J.-N. BEISEL, C. COSSU-LEGUILLE

Laboratoire des Interactions Ecotoxicologie Biodiversité Ecosystemes (LIEBE) - CNRS UMR 7146, Université
de Lorraine (UdL), Campus Bridoux, Bat. IBiSE, 8 Rue du Général Delestraint, 57070 METZ, France

ABSTRACT

The acanthocephalan parasite Polymorphus minutus is a manipulator of its
intermediate host Gammarus roeseli, which favours its transmission to the final host, a water
bird. In contaminated environments, G. roeseli have to cope with two stresses, i.e. P. minutus
infection and pollutants. As P. minutus survival relies on its host’s survival, we investigated
the influence of P. minutus on the antitoxic defence capacities and the energy reserves of G.
roeseli females after cadmium exposure. In parallel, malondialdehyde, a toxic effect
biomarker, was measured in G. roeseli and in P. minutus. The results revealed that infected
gammarids displayed higher cell damage than uninfected ones, despite an apparent increase
in reduced glutathione and metallothionein production. In fact, the increase of these antitoxic
systems could be counterbalanced by carotenoid intake by the parasite, so that the overall
defence system seemed less efficient in infected gammarids than in uninfected ones. In
addition, we demonstrated that cadmium induced cell damage in P. minutus, probably linked
with cadmium accumulation in the parasite. Altogether, we observed a paradoxical pattern of
responses suggesting that P. minutus increases cadmium toxicity in G. roeseli females
although (i) it tends to increase several host antitoxic defence capacities and (ii) it bears part

of the pollutant, as reflected by cell damage in the parasite.

Key-Words: Acanthocephalan parasite, Polymorphus minutus, Gammarus roeseli, antitoxic

defences, energy reserves, cadmium exposure
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1. INTRODUCTION

Over the last decade the study of parasitism in ecotoxicology has arisen increasing
interest, and numerous studies have already underlined the influence of parasites on infected
host physiology in contaminated environments (bivalves [1,2]; arthropods [3-5]; fish [6]).
Parasites need energy for their own development, so that they could reallocate host energy
[7], which could weaken host detoxification processes. It has been demonstrated that
parasites can disrupt the antitoxic defences of their hosts [5,8] as well as their immune system
[9]. Conversely, some studies have described that parasites can help their host to cope with
pollutants, for example by accumulating heavy metals in their own tissues [10,11] or by
increasing antioxidant enzyme activities [12]. Most of these studies were conducted in
freshwater environments.

Gammarid amphipods are increasingly used in ecotoxicological studies in both
freshwater and marine environments, especially due to their important role in the trophic
chain [13]. They can be infected by several parasites such as nematodes, trematodes [14,15],
microsporidia [5,16-18] or acanthocephalans [19-22].

Acanthocephalans are the most widely studied parasites in gammarids. Their complex
life cycle includes an intermediate host (an arthropod) to grow up and a final host (a
vertebrate) to mature and reproduce. Acanthocephalan parasites at the cystacanth stage are
known to alter the phenotype of their intermediate host by a behavioural manipulation, in a
way that makes it more prone to predation and thus favours their transmission to the final
vertebrate host [23,24]. Although acanthocephalan parasites need their gammarid hosts in
order to develop before being transmitted to the final host, in polluted environments, they
may represent an additional burden for gammarids. Indeed, in contaminated ecosystems,
gammarids are faced with two different stresses: the presence of the parasite and the toxicity
of pollutants. In a previous study, we demonstrated that the acanthocephalan Polymorphus
minutus influenced on the cadmium resistance of its intermediate host Gammarus roeseli, by
increasing or decreasing the cadmium LCso after 96hrs exposure in males and females,
respectively [11]. In that study, cadmium accumulation in P. minutus as well as a lower
cadmium bioaccumulation in infected gammarids than in uninfected ones were observed.
However, up to now, only few studies have investigated the effect of an acanthocephalan
parasite on the host antitoxic defence capacities, which could explain the difference in
resistance between uninfected and infected gammarids. We described a reduction of the
antitoxic defence capacities of P. minutus-infected G. roeseli in the absence of environmental

stress [25]. The cystacanth stage of P. minutus prevents the synthesis of heat shock protein 70

158



Chapitre III: Résultats des travaux

in G. roeseli, subjected to thermal disturbance or palladium exposure [8]. In addition, a
weakening of two major parameters of crustacean immunity, i.e. the prophenoloxidase
system and haemocyte concentrations have benn shown in Gammarus pulex infected by one
of the three following acanthocephalan parasites: Pomphorhynchus laevis, P. tereticollis and
P. minutus [26].

Accordingly, in this study we hypothesized that in a contamination context, the
parasite could influence on host antitoxic defences, to provide host with a better defence
capacity and therefore lead to increased host survival. This host survival is believed to favour
parasite survival and consequently its transmission. We tested our hypothesis by determining,
in controlled laboratory conditions, the effect of the acanthocephalan P. minutus on the
antitoxic defence capacities and energy reserves of its intermediate host G. roeseli exposed to
a cadmium stress. Antitoxic defences were assayed by measuring concentrations of reduced
glutathione (GSH), a tripeptide that plays an essential role in the detoxification system by
scavenging organic or metallic xenobiotics, responsible of oxidative stress (i.e. production of
reactive oxygen species), thanks to its thiol group [27]. In parallel, the activity of y-
glutamylcysteine ligase (GCL, EC 6.3.2.2), the limiting enzyme of de novo GSH synthesis,
was assayed. Concentrations of metallothioneins (MT), which are involved in binding metal
compounds thanks to the thiol groups of cysteine residues and contribute to protecting tissues
against oxidative damage [28,29], were measured. Their induction was related to metal
exposure in many monitoring studies [30]. Carotenoids, which are involved in reproduction
[31] and in antioxidant defences [32], were also measured; as well as levels of
malondialdehyde (MDA), product of the lipid membrane degradation (i.e. lipoperoxidation)
which reflects cell damage, and thus considered as a biomarker of toxic effect. Moreover,
energy reserves were assessed by measuring total lipid and glycogen contents. The levels of
glycogen are representative of the energy available for current activities [33] whereas lipids
are used during starvation or reproduction periods [34]. Finally, as acanthocephalan parasites
contained carotenoids [35], carotenoid concentrations were measured in P. minutus, in

parallel to lipid contents and MDA levels.

2. MATERIELS AND METHODS

2.1. Sampling collection, maintenance and cadmium exposure

Due to the lack of infected males, this study was carried out only in G. roeseli

females. P. minutus-infected G. roeseli females were collected in April 2011 with a pond net
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in the French Nied River (Rémilly, North-eastern France, 49° 00’ N and 6° 23’ E), where
cadmium concentrations were less than 0.2 pg.L(LADROME laboratory, Valence, France).
Females were sorted out on the spot by observing gnathopods, which are smaller in females
than in males. In addition, P. minutus cystacanths were easily identified in living individuals:
they appeared as intense orange dots through the cuticle. The animals were transferred to the
laboratory in large containers filled with river water, acclimated 5 days at 15°C in an Elendt
M4 modified solution, and fed ad libitum with alder leaves. The Elendt M4 solution was
modified due to the fact that no EDTA was added to avoid cadmium chelation during
exposure.

Test solutions were prepared using Elendt M4 modified solution with CdClI, added to
obtain two cadmium exposure concentrations: 2 and 8 pg Cd.L™. Controls consisted of
Elendt M4-modified solution only. Cadmium concentrations were defined (i) from the LCsg
(lethal concentration for 50% of individuals) within 96hrs, which were 107 and 35 pg Cd.L™
for uninfected and P. minutus-infected females, respectively [5]; and (ii) from the maximum
admissible cadmium concentration in drinking water, which is 5 pg.L™ (CD 98/83/EC, 1998).
For each condition, two replicates of 50 females were exposed to the different conditions at
15°C for 96hrs, in a 1.5L aquarium previously saturated with the corresponding cadmium
solutions for 5 days. At the end of the exposure, cadmium concentration were measured and
averaged 1.97 £ 0.04 ug Cd/L and 7.96 £ 0.05 pg Cd/L.

As G. roeseli females can be infected with microsporidia parasites, and to avoid co-
infected females, the presence of microsporidia was investigated by PCR-RFLP [5], which
allowed us to keep females infected by P. minutus for biomarker analyses. In P. minutus
infected individuals, cystacanths were removed and stored individually at -80°C awaiting
marker analyses. Similarly, gammarid bodies were individually frozen in liquid nitrogen and

stored at -80°C awaiting biomarker analyses.

2.2. G. roeseli biomarker assays

Assaying antitoxic defences is impossible to perform on individual gammarid, so a
minimum number of six gammarids was necessary to get enough tissues to analyse all the
parameters. Therefore, for each exposure condition, 6 replicates of 6 individual females with
the same parasitic status (i.e. absence/presence of P. minutus) were made to measure energy
reserves and antitoxic defences as described below. Two different conditions were

established: (i) uninfected females and (ii) P. minutus-infected females.
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2.2.1. Sample preparation

Each pool was homogenized with a Potter Elvejhem manual tissue grinder in 50 mM
phosphate  buffer KH,PO,/K;HPO, (pH 7.6) supplemented with 1 mM
phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF) and 1 mM L-serine-borate mixture as proteases
inhibitors, and 5 mM phenylglyoxal as a vy-glutamyl transpeptidase inhibitor. The
homogenization buffer was adjusted to a volume two-fold the wet weight of the sample pool
(e.g. 200 pL of homogenization buffer for 100 mg of wet weight tissue). The total
homogenate was divided into seven parts to measure the different parameters. For each

replicate, two independent measures were made for each biomarker.

2.2.2. Energy reserves

The measurement of total lipid and glycogen contents was adapted from Plaistow et
al. [7]. A volume of 20 pL of 2% sodium sulphate (w/v) and 540 pL of chloroform/methanol
1:2 (v/v) were added to 40 pL of the total homogenate. After 1hr on ice, the samples were
centrifuged at 3,000 x g for 5 min at 4°C. The resulting supernatant and the pellet were used
to determine the lipid and glycogen contents, respectively.

A volume of 100 pL of supernatant was transferred into culture tubes and placed in a
dry bath at 95°C to evaporate the solvent. Then, 200 uL of 95% sulphuric acid were added in
each tube and left for 10 min. The different tubes were removed and cooled on ice, and then
4.8 mL of phosphovanillin reagent were added. After a 10-min reaction, the optical density
was measured at 535 nm. Commercial cholesterol was used as a standard and total lipid
contents were expressed in mg.mL™.

The pellets were dissolved in 400 pL of deionised water, 100 puL of sample were
placed into culture tubes and 4.9 mL of Anthrone reagent were added. The mixture was
placed in a dry bath at 95°C for 17 min and then cooled on ice. Optical density was measured
at 625 nm. Glucose was used as a standard and concentrations were expressed in pg.mg™
tissue.

The total protein content of each sample was quantified according to Bradford [36]

with bovine serum albumin (BSA) as a standard. Results were expressed in mg.mL™.
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2.2.3. Antitoxic defence capacities
2.2.3.1. GSH concentration and GCL activity

Reduced glutathione (GSH) concentrations were assessed by High-Pressure Liquid
Chromatography (HPLC) separation adapted from Leroy et al. [37]. The proteins contained in
40 pL of the total homogenate were precipitated with 10% perchloric acid (v/v). After a 10-
min centrifugation at 20,000 x g and 4°C, the resulting supernatant was diluted 40-fold in 0.1
M HCI. Commercial GSH diluted in 0.1 M HCI was used as a standard and GSH
concentrations were expressed in nmol GSH.mg™ protein.

GCL activity was assayed using an HPLC method adapted from Parmentier et al. [38].
Measurements were carried out on the S12000 fraction obtained after centrifuging 40 pL of
the total homogenate for 15 min at 500 x g and then centrifuging the resulting supernatant at
12,000 x g and 4°C for 30 min. The resulting S12000 supernatant was diluted 20-fold in
homogenization buffer and 40 pL of this diluted solution were added to 112 pL of incubation
cocktail (0.5 M Tris HCI, 200 mM MgCl, 6H,0, 500 mM KCI, 45 mM glutamic acid, 90
mM cystein, 1 mM DTT, 90 mM ATP, 0.5 mM phenylglyoxal, pH 8.25) to initiate the
reaction. The mixture was incubated for 20 min at 25°C in a water bath and the reaction was
stopped by a four-fold dilution with 0.1 M HCI. Commercial glutamylcysteine (GC) solution
prepared in 0.1 M HCI was used as a standard and GCL activity was expressed in nmol

GC.min"t.mg*protein.

2.2.3.2. Metallothionein assay

Metallothionein (MT) concentrations were determined with an HPLC method adapted
from Alhama et al. [39]. A volume of 40 uL of the total homogenate was centrifuged at 3,500
x g for 10 min. Then, the resulting supernatant was centrifuged at 22,000 x g for 30 min and
4°C to obtain the S22000 fraction. A ten-fold dilution of the S22000 fraction was prepared in
100 mM Tris buffer (pH 9.5) supplemented with 1 mM DTT and 100 mM PMSF as a
protease inhibitor. To reduce and denature the protein, 125 pL of diluted sample were added
to 108 pL of incubation cocktail (230 mM Tris pH 9.5, 300 mM DTT, 100 mM EDTA and
10% sodium dodecyl sulfate) and placed in a water bath at 70°C for 20 min. Then, the
incubation mixture was supplemented with 17 pL of 180 mM monobromobimane (mBBr)
and incubated in the dark at room temperature for 15 min, to mark MTs. Commercial rabbit-
liver MT 1 solution prepared in 230 mM Tris, pH 9.5, was used as a standard and MT

concentrations were expressed in nmol MT.mg™ protein.
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2.2.3.3. Carotenoids concentration

Carotenoid concentrations were measured by a spectrophotometry method adapted
from Rauque and Semenas [40]. A volume of 40uL of the total homogenate was diluted in
450 pL of 96% ethanol and kept 6hrs in the dark at 4°C, before being centrifuged 10 min at
3,500 x g. The optical density of the resulting supernatant was measured at 422, 448 and 476
nm using a commercial carotenoid mixture as a standard. Carotenoid concentrations were

expressed in ng carotenoids.mg™ lipid.

2.2.3.4. Toxic effect biomarker

Malondialdehyde (MDA) levels were determined using an HPLC method adapted
from Behrens and Madeére with UV detection at 267 nm [41]. A volume of 70 pL of the total
homogenate was diluted four-fold in 95% ethanol (HPLC grade) and cooled on ice for 1.5hrs
to deproteinize it. The mixture was then centrifuged at 18,000 x g for 30 min at 4°C. A
volume of 100 pL of the resulting supernatant was injected into the HPLC separation system.
MDA levels were expressed in ng MDA.mg™ lipid.

2.3. P. minutus biomarker assays

In P. minutus, biomarkers were measured on 4 replicates of 9 P. minutus cystacanths
each for each exposure condition. Each replicate was crushed in 350 uL of 96% ethanol and
kept 1.5hrs in ice. The mixture was then centrifuged at 3,000 x g for 5 min at 4°C, and the
resulting supernatant was divided into three parts to measure lipid contents, carotenoid

concentrations and MDA levels.

2.3.1. Lipid content

A volume of 60 pL of the resulting supernatant was two-fold diluted in chloroform-
methanol 1:2 (v/v). Then, 100 uL of this diluted solution were used to measure lipid contents

as described above.

2.3.2. Carotenoid assays

A volume of 150 pL of the resulting supernatant was added to 300 pL of 95%
ethanol, mixed and kept 6hrs in the dark at 4°C. Carotenoids were then estimated as
described above.
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2.3.3. MDA levels

A volume of 100 pL of the resulting supernatant was directly injected into the HPLC
system, to measure MDA levels as described above.

2.4. Statistical analysis

All data met normality and homogeneity of variance assumptions (p-values of Shapiro
and Bartlett tests > 0.05). Our data were analysed by using a multivariate analysis of variance
(MANOVA, Pillai’s trace) with respect to “infection status” and “cadmium exposure” as
fixed factors. Since the MANOVA test was significant, each biomarker was then analysed
using ANOVA tests, followed by TukeyHSD post-hoc tests. All tests were performed with a
5% type-1 error risk, using R 2.9.0 Software.

3. RESULTS

Global MANOVA analysis (Table 1) and ANOVAs tests (Table 2) revealed an effect
of infection status, cadmium exposure, and their interactions on biomarker levels. Results are

described below.

3.1. Effect of P. minutus without cadmium exposure

As shown in the figures and the post-hoc tests, infection by the acanthocephalan
parasite P. minutus have influenced G. roeseli energy reserves, antitoxic defences and
toxicity biomarkers (see white bars in figures 1 to 3). Indeed, MDA level, lipid content and
MT concentration were unchanged but have a tendency to be lower in infected females than
in uninfected ones (Figure 1, Figure 2C, Figure 3A). GSH concentrations were lower (Figure
2A) whereas GCL activity has a tendency to be slightly higher in infected females as
compared to uninfected ones (Figure 2B). Conversely, carotenoid concentrations and lipid
contents remained unchanged in the presence of P. minutus (Figure2D, Figure 3A), while
glycogen contents were higher in P. minutus-infected females than in uninfected ones (Figure
3B).
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Table 1. Multivariate analyses of variance (Pillai’s trace) investigating variations in energy reserves (lipid,
glycogen) and defence capacity (GSH, GCL, MT, Carotenoid, MDA) of Gammarus roeseli, as a function of
infection by acanthocephalan parasites and cadmium exposure.

num d.f.a, den d.f.b

Source of variation F p-value
Infection status 7,24 7.14 <0.001
Cadmium exposure 14,50 19.38 <0.001
Infection : Cadmium 14,50 15.73 <0.001

a
Numerator degree

s of freedom

® Denominator degrees of freedom

Table 2. Univariate analyses of variance (ANOVA) investigating variations in energy reserves (lipid, and
glycogen), in defence capacity (GSH, GCL, MT, carotenoid) and the variation of a toxicity biomarker (MDA),
in Gammarus roeseli, according to infection by P. minutus and cadmium exposure. The significant
differences are indicated in bold.

Source of variation Df Mean square F p-value
Lipid Infection status 1 0.84 5.69 0.024
Cadmium exposure 9.08 61.48 <0.001
Infection : Cadmium 0.55 3.73 0.035
Glycogen Infection status 1 0.29 11.65 0.002
Cadmium exposure 2 4.39 178.61 <0.001
Infection : Cadmium 2 0.65 26.4 <0.001
GSH Infection status 1 0.029 0.401 0.53
Cadmium exposure 2 7.39 100.8 <0.001
Infection : Cadmium 2.46 33.6 <0.001
GCL Infection status 1 0.002 0.56 0.49
Cadmium exposure 2 0.144 46.84 <0.001
Infection : Cadmium 2 0.02 6.38 0.005
MT Infection status 1 0.063 0.616 0.439
Cadmium exposure 2 8.3 80.71 <0.001
Infection : Cadmium 0.31 3.08 0.063
Carotenoid Infection status 1 9.11 7.33 0.011
Cadmium exposure 2 97.47 78.39 <0.001
Infection : Cadmium 2 5.07 4.07 0.02
MDA Infection status 1 1.94 11.31 <0.001
Cadmium exposure 2 7.75 45.25 <0.001
Infection : Cadmium 1.95 11.39 <0.001
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3.2. Effects of P. minutus in G. roeseli exposed to cadmium
3.2.1. Toxicity biomarker

MDA levels increased in uninfected and in P. minutus-infected females exposed to
cadmium as compared to the respective controls (Figure 1). In uninfected females, MDA
levels were 1.5-fold higher at 8 pug Cd.L™, while only a limited increase was observed at 2 pg
Cd.L™. In P. minutus-infected females, MDA levels increased according to a dose-response
relationship. Indeed, they were 1.8- and 2.6-fold higher in infected females exposed to 2 and
8 pg Cd.L?, respectively, as compared to infected controls. Infection by P. minutus was
therefore linked to higher MDA levels in the case of cadmium exposure, especially at 8 ug
Cd.L™

D CControl
=) D2 pg/l
8 4 m8 g/l
g Hg
< c c
a 34 T
= AC
2 A
T 27 [ A
D
= T
<
)]
= 14

0
Uninfected Infected

Figure 1. Influence of the presence of Polymorphus minutus on malondialdehyde levels of G. roeseli females
exposed at 2 and 8 pg Cd/L for 96hrs. Errors bars represent mean + SE. Different letters above the bars
indicate significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

3.2.2. Defence capacities

GSH concentrations increased in both infection statuses (Figure 2A). In uninfected
females, GSH concentrations significantly increased with cadmium exposure, but no
significant difference was observed between the two cadmium concentrations. However, a
dose-response relationship was observed in infected females. GSH concentrations were 1.3
and 2-fold higher when infected gammarids were exposed to 2 and 8 pg Cd.L™, respectively,
as compared to unexposed ones.

GCL responses were also influenced by the presence of P. minutus (Figure 2B).
Indeed, in uninfected females, GCL activity increased according to a dose-response
relationship. The activity was 1.7- and 2.3-fold higher with the lowest and the highest
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cadmium concentrations, respectively. In P. minutus-infected females, a significant increase
was only observed at 8 ug Cd.L™, when GCL activity increased 1.6-fold.

MT concentrations in exposed gammarids did not significantly differ between
uninfected and infected females (Figure 2C). Whatever the infection status, a dose-response
relationship was observed. In uninfected females, MT concentrations were 1.2- and 1.6-fold
higher with 2 and 8 pg Cd.L™, respectively; while in infected females, they were 1.5- and 2-
fold higher in the same conditions.

Carotenoid levels decreased in uninfected females according to a dose-response
relationship (Figure 2D). In fact, at 2 pg Cd.L™, carotenoid concentration was 1.2-fold lower,
while at 8 pug Cd.L™?, it was 1.5-fold lower. In infected females, whatever the cadmium

exposure, carotenoid concentrations were 1.2-fold lower.
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Figure 2. Influence of the presence of Polymorphus minutus on GSH concentrations (A), GCL activity (B),
MT concentrations (C) and carotenoid levels of G. roeseli females exposed at 2 ug Cd/L and 8 ug Cd/L for
96hrs. Errors bars represent mean + SE. Different letters above the bars indicate significantly different values
(Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

3.2.3. Energy reserves

Energy reserves measurements were influenced upon by the presence of P. minutus
(Figure 3). Uninfected females showed a significant decrease in total lipid contents whatever

the cadmium exposure (Figure 3A). In fact, lipid contents were 1.3- and 1.9-fold lower at 2
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and 8 pg Cd.L™ respectively. In infected females, lipid contents were also lower but no
significant difference was observed between the two cadmium concentrations, as total lipid
contents were 1.8-fold lower at 2 and 8 pg Cd.L™.

The glycogen contents of uninfected and P. minutus-infected females were decreased
following the same pattern, whatever the cadmium exposure (Figure 3B). Indeed, at the two
cadmium concentrations, glycogen contents were 1.3-fold lower in uninfected females, while

they were 1.7-fold lower in infected ones.
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Figure 3. Influence of the presence of Polymorphus minutus on the total lipid (A) and glycogen (B) contents
of Gammarus roeseli females exposed at 2 pg Cd/L and 8 pg Cd/L for 96hrs. Errors bars represent mean +
SE. Different letters above the bars indicate significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

3.3. Effect of cadmium on P. minutus biomarkers

Global MANOVA analysis revealed an effect of infection status, cadmium exposure,

and their interactions on biomarker levels (p-value < 0.001). The ANOVAs tests were
presented in table 3.

Table 3. Univariate analyses of variance (ANOVA) investigating variations in lipid contents, carotenoid
concentrations and MDA levels in P. minutus according to cadmium exposure.

Df Mean square F p-value
Lipid 2 0.454 75.38 <0.001
Carotenoid 2 5.25 22.42 <0.001
MDA 2 0.001 109.44 <0.001
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Lipid contents, carotenoid and MDA levels were also measured directly in P. minutus.
The results are presented in figure 4.

Lipid contents in the parasite also decreased according to a dose-response relationship
(Figure 4A). In fact, lipid contents were 1.3- and 1.6-fold lower at 2 and 8 ug Cd.L™,
respectively. In parallel, carotenoid concentrations were measured and the results revealed a
significant decrease only at 2 ug Cd.L™ (Figure 4B).

MDA levels were 1.9- and 1.4-fold higher in P. minutus exposed at 2 and 8 pg Cd.L™,
respectively (Figure 4C).
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Figure 4. Lipid contents (A), carotenoid (B) and MDA (C) levels in P. minutus dissected from G. roeseli
exposed at 2 and 8 pg Cd/L for 96hrs. Errors bars represent mean + SE. Different letters above the bars
indicate significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

4. DISCUSSION

This present work was carried out to investigate the influence of acanthocephalan
cystacanth on the antitoxic defences and energy reserves of their intermediate host G. roeseli
in an environmentally relevant cadmium exposure. Indeed, although macroparasites have

already been shown to decrease significantly heavy metal accumulation in their hosts
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[8,42,43], the influence of these parasites on antitoxic responses had remained quite

overlooked so far.

4.1. P. minutus effects in absence of cadmium stress

In the absence of cadmium stress (white bars in figures 1 to 3), P. minutus influenced
on G. roeseli biomarkers following different patterns. MDA levels were lower in infected-
females than uninfected ones. This result is in accordance with one of our previous studies
which showed a tendency towards lower MDA levels in P. minutus-infected gammarids [25].
This reflects lower cell damage, probably due to host protection by the parasite whose
survival depends on its host’s survival. However, this result is contradictory to the variations
observed in defence capacities, especially GSH and MT concentrations which were lower in
infected females than in uninfected ones, when gammarids were not exposed to stress.
Indeed, weaker antitoxic defence capacities could allow us to predict that gammarid
sensitivity should increase in contaminated environments. Other investigations have also
shown lower MT and GSH concentrations in infected individuals [25,44,45], as well as lower
immunity parameters (i.e. prophenoloxidase activity - [26]). Carotenoid concentrations were
not impacted by the presence of P. minutus although they are used by P. minutus for its own
development [35,46]. This result was not expected as (i) carotenoids are synthesized neither
by the parasite nor by the host, and (ii) the characteristic colour of the cystacanth stage is
based on an accumulation of carotenoids coming from its host.

P. minutus cystacanths influenced on the energy reserves of their hosts by increasing
glycogen contents and decreasing (or tending to decrease in this study) lipid contents. These
results are in accordance with those obtained in one of our previous studies [25] and also with
those of Plaistow et al. [7]. Lipid depletion could be explained by the fact that parasites draw
out energy for their own development from their host [47]. However, glycogen increases
could be linked to gammarid immobility as a consequence of parasite infection that makes the

host-parasite system more vulnerable to final host predation [20,48].

4.2. Influence of P. minutus on G. roeseli antitoxic responses under cadmium stress

Although, a possible protective effect of P. minutus on G. roeseli was observed in the
absence of stress, the results obtained under cadmium stress highlighted higher cell damage
in infected females as compared to uninfected ones. Indeed, whatever the infection status,

cadmium exposure induced lipoperoxidation (i.e. increased MDA levels), but cell damage
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was higher in the presence of the parasite. This result is in agreement with those obtained
when G. roeseli were infected by microsporidia parasites [5] and could be explained by a
disruption of the antitoxic defence responses.

Thus, the antitoxic responses of infected females were different from those of
uninfected ones. MT concentrations, whose synthesis is known to be induced by several
metals including cadmium [49], increased significantly according to a dose-response
relationship in P. minutus-infected females as compared to uninfected ones. We can
hypothesize that P. minutus could influence on the transcription of the metallothionein gene
to provide higher concentrations in its host than in uninfected individuals, and cope with
cadmium stress. However, our result is in contradiction with those of Baudrimont et al. [50]
who showed lower metallothionein concentrations in digenean-infected cockles exposed to
cadmium as compared to uninfected ones, and of Paul-Pont et al. [45] who highlighted lower
MT concentrations in the bivalve Ruditapes philippinarum infected by the trematode
Himasthla elongate and/or the bacterium Vibrio tapetis and exposed to cadmium. In these
two studies, the results were explained by the fact that other efficient intracellular metal
ligands such as glutathione could interfere with cadmium sequestration process [51]. Our
results showed that glutathione concentrations also increased according to a dose-response
relationship in infected females as compared to uninfected ones. The highest GSH
concentration we measured was obtained with the highest Cd exposure in infected
individuals. This increase observed in infected females could be linked to the increase in
GCL activity at the highest cadmium concentration. In uninfected females, the relatively low
GSH concentration at the highest cadmium exposure while GCL activity increased could
result from the fact that glutathione could be directly used as a metal scavenger as well as a
substrate for antioxidant enzymes [52]. We can thus hypothesize that P. minutus could
influence on the activity of these antioxidant enzymes, which could lead to less glutathione
being used and thus a weaker decrease in GSH concentration.

The important increase in GSH and MT concentrations could also be linked to the fact
that carotenoid concentration decreased less in infected females as compared to the
uninfected ones, according to a dose-response relationship. Indeed, no difference was
observed in carotenoid concentrations between the lowest and the highest cadmium
exposures in infected females. This could be explained by the fact that P. minutus needs
carotenoids for its own metabolism [46]; therefore, it could reduce carotenoid use by G.
roeseli by drawing them from its host, and hence maintain a sufficient stock for itself. Indeed,

in gammarids, this carotenoid stock cannot be completed because gammarids cannot
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synthesize carotenoids and must get them from food [53]; however, in our study, gammarids
were not fed during cadmium exposure.

All antitoxic defence capacities involve an energy cost for the organism; however, in
infected individuals, energy could be reallocated by the parasite to its own metabolism [7].
Our results highlighted a strong decreased in lipid and glycogen contents starting from the
lowest cadmium exposure in infected females, whereas in uninfected females, these
parameters decrease according to a dose-response relationship. On the one hand, these
decreases could be explained by an energy mobilization by G. roeseli to cope with cadmium
stress as already observed in several ecotoxicological investigations [5,52,54,55]. However,
on the other hand, the strong decreases observed in infected females could also be linked to
the fact that the parasite diverts energy from its host not only for its own development, but
also for its own defence system. In a previous study, we observed that P. minutus located
within the G. roeseli hemocoel accumulated cadmium [11], which could explain the higher
cell damage measured in cadmium-exposed P. minutus than in controls. If the parasite
accumulates cadmium, we hypothesize that it can also detoxify it. The carotenoid depletions
observed in this work in P. minutus at the lowest cadmium exposure could support this
hypothesis as they are antioxidant compounds [32], possibly linked in to a detoxification
process. As in G. roeseli, total lipid contents in P. minutus decreased in a dose-response
relationship; this observation is consistent with a potential lipid mobilization to provide
energy to detoxification process. This hypothesis is supported by the fact that Sures and
Radszuweit [8] described an induction of the Hsp70 defence protein in P. minutus exposed to
thermal disturbance.

5. CONCLUSION

This study highlights the influence of the P. minutus cystacanth on the antitoxic
defence capacities and the energy reserves of its intermediate host G. roeseli in cadmium
stress conditions. The results revealed that P. minutus could increase the use of some
antitoxic defences (GSH and MT), whereas others (carotenoids) necessary for its own
metabolism were maintained. However, the fact that G. roeseli did not use all these antitoxic
defences could explain the toxicity increase reflected by higher MDA levels. To our
knowledge, this is the first study that shows a toxic effect of cadmium in P. minutus
cystacanths; probably linked to cadmium absorption by the parasite [11]. The hypothesis of a

detoxification system in P. minutus remains to be tested.
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PARTIE Il (suite)
ETUDE DE L’INFLUENCE DE LA PRESENCE DE PARASITE SUR DES
BIOMARQUEURS DE G. ROESELI

~

LES MICROSPORIDIES A TRANSMISSION VERTICALE

Publication 5
Microsporidia parasites disrupt the responses to cadmium exposure in a
Gammarid

Acceptée dans Environmental Pollution

Nos travaux ont montré que P. minutus, macro-parasite du genre acanthocéphale,
influencait les niveaux de base des capacités de défense et des réserves énergétiques de son
hote G. roeseli. Lors d’une exposition au cadmium, la présence de cet acanthocéphale
modifiait la résistance de son hote face au stress chimique ainsi que les capacités de défenses
antitoxiques. Par ailleurs, nous avons pu démontrer que P. minutus absorbait du cadmium et
mobilisait ses réserves énergétiques pour faire face au stress.

G. roeseli est un amphipode également parasité par des micro-parasites de type
microsporidies a transmission verticale. Le but de cette étude a été d’évaluer I'influence de la
présence de microsporidies a transmission verticale sur les capacités de défense et les
réserves energétiques de G. roeseli en absence de stress et lors d’une exposition au cadmium.
Ces parasites étant localisés dans les gonades des amphipodes, la détermination de la
présence de microsporidies a éte réalisée par une technique de PCR-RFLP. Les différentes

mesures des biomarqueurs ont éte réalisees par HPLC et spectrophotométrie.

Dans un premier temps, un screening de la population de G. roeseli a été nécessaire
pour déterminer quelles especes de microsporidies a transmission verticale étaient présentes.
Pour cela, des individus males et femelles ont été échantillonnés a chaque saison. Au
laboratoire, les gonades ont été immédiatement retirées, puis analysées par PCR-RFLP aprés
extraction de I’ADN.

Cette partie de I’é¢tude a permis de determiner que seules les femelles étaient

parasitées par deux microsporidies a transmission verticale: Dictyocoela roeselum et D.
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muelleri. Quelle que soit la saison, environ 50% des femelles étaient parasitées par des
microsporidies: 70% par D. roeselum et 30% par D. muelleri (30%). Aucune co-infection n’a

¢été observée. Par la suite, seules les femelles ont été utilisées pour 1’étude.

Dans un second temps, une exposition des femelles a 3 conditions de cadmium (0 — 2
— 8 pg Cd.L™Y) pendant 96h a été réalisée afin d’appréhender Deffet de la présence de
microsporidies lors d’'une contamination.

Les résultats ont mis en évidence qu’en absence de stress (témoins), les
microsporidies n’ont pas d’effets majeurs sur les biomarqueurs testés, tandis qu’aprés une
exposition au cadmium, les réserves énergétiques étaient plus fortement diminuées et les
capacités de défense davantage mobilisées par rapport aux femelles non-parasités. De plus,
les forts taux de malondialdéhyde mesurés chez les femelles parasitées révélaient qu’elles

avaient subi davantage de dommages cellulaires.

Notre étude a permis de souligner ’importance de prendre en compte la présence de
microparasites tels que les microsporidies a transmission verticale dans les études
écotoxicologiques utilisant les gammares comme modéle biologique. Premiérement, les
microsporidies peuvent étre un facteur de confusion puisqu’elles augmentent la sensibilité
des femelles a un stress cadmié. Ces parasites induiraient un stress qui pourrait étre
compensé par le gammare en conditions physiologiques, mais pas en conditions de stress,
pouvant aboutir ainsi a un phénoméne de stress-on-stress. Deuxiémement, les
microsporidies infectent environ 50% des femelles d’une population de G. roeseli et leur
prévalence est variable selon la population (Haine et al., 2005). Par conséquent, comparer
les réponses de deux populations de gammares sans tenir compte de la présence de

microsporidies conduirait a des interprétations fausses.
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Microsporidia parasites disrupt the responses to cadmium exposure in a
Gammarid.
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ABSTRACT

Microsporidia parasites are commonly found in amphipods, where they are often
asymptomatic, vertically-transmitted and have several effects on host sexuality and
behaviour. As amphipods are often used as models in ecotoxicological studies, we
investigated the effect of microsporidian infections on energy reserves and defence capacities
of Gammarus roeseli under cadmium stress. Only females were infected by two
microsporidia parasites: Dictyocoela roeselum or D. muelleri. In physiological conditions,
microsporidia had no major effect on energy reserves and defence capacities of G. roeseli,
while under cadmium exposure, energy reserves and antioxidant defence were weaker in
infected females. Moreover, higher malondialdehyde levels detected in infected females
revealed that they suffered more cellular damages. Our results suggest that microsporidia
may affect gammarid fitness in stressful conditions, when parasitic stress cannot be
compensated by the host. Consequently, microsporidia parasites should be a factor necessary

to take into account in ecotoxicology studies involving amphipods.

Keywords: Gammarus roeseli, microsporidian parasites, biomarkers, confounding factor,

cadmium stress
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1. INTRODUCTION

Numerous studies have highlighted the confounding effect of parasites on the
physiology of infected freshwater hosts such as bivalves (Minguez et al., 2009), arthropods
(McCahon et al., 1991; Pascoe et al., 1995; Sures et al., 2002; Prenter et al., 2004; Sures,
2004), or fish (Sures et al., 2005). Parasites can either disrupt the detoxification capacity of
the hosts (Sures and Radszuweit, 2007) or, conversely, can help the host detoxify by
accumulating heavy metals in their own tissues (review in Sures et al., 1999).

Gammarid amphipods are increasingly used in ecotoxicological studies in both
freshwater and marine environments, due to their important ecological role in the trophic
chain (Forrow and Maltby, 2000). Although several biomarkers have been developed in
gammarids (Geffard et al., 2007; Timofeyev et al., 2006, 2008; Guerlet et al., 2008), most
studies ignore the possible effect of the presence of parasites like micro-parasites belonging
to the Microspora phylum, which infect several amphipods species (Terry et al., 2004).

Microsporidia are obligate intracellular parasites closely related to fungi (Mathis,
2000) but lacking mitochondria. They therefore take their energy from the host (Wittner and
Weiss, 1999). Their life-cycle may use horizontal transmission (trophic transmission) and/or
vertical transmission from mothers to offspring (Dunn and Smith, 2001). In gammarids,
numerous microsporidia are transmitted vertically, and primarily infect ovaries and eggs
(Terry et al., 2004). Different microsporidian species disrupt the normal sex differentiation in
gammarids. They reverse genetic males into phenotypic functional females (Rodgers-Gray et
al., 2004), which induces female-biased sex-ratios in host population (e.g. Haine et al., 2004).
By increasing the number of females, vertically-transmitted microsporidia are able to
maintain and spread within host populations (Bandi et al., 2001). Because they are
asymptomatic and do not induce severe disease in their hosts, these microsporidia are
“hidden” for observers and are often neglected during ecological or physiological studies
about amphipods.

The aim of this study is to investigate if the presence of these vertically-transmitted
microsporidia parasites could influence host responses to the stress induced by pollutants,
therefore inducing variations in this response within the population, a phenomenon that
would be a confounding factor in ecotoxicological studies. More precisely, we tested whether
microsporidia could help the host to cope with stress, or conversely, if they increase the
sensitivity of their hosts by causing a further weakening. The first hypothesis is based on the

fact that vertically-transmitted microsporidia exhibit low virulence in amphipods (i.e. have a
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low impact on host survival and fecundity, reviewed in Dunn and Smith, 2001), and may
even show beneficial effects on breeding and survival, (Haine et al., 2004, 2007; Mautner et
al., 2007). Theory predicts that vertically-transmitted parasites can evolve toward low
virulence (Ebert and Herre, 1996), and can even develop traits favouring their host’s fitness.
A trait that helps the host cope with various stresses could therefore have been selected.
Nevertheless, such mutualism would be surprising in microsporidia because they are far from
being neutral to their host physiology. As stated before, they entirely depend on their host for
energy. In addition, the propagation of microsporidian infection within the host relies on a
traumatic process, i.e. spore germination. The polar filament of the spore pierces the host cell
membrane and allows the injection of the sporoplasm into a new cell (Wittner and Weiss,
1999). These obvious costs could be lowered by host compensation in non-stressful
environmental conditions, as in other host-parasite systems (e.g. Barber et al., 2008).
However, in stressful conditions, the host may be unable to compensate for that cost and
related symptoms could appear. That is the alternative hypothesis tested in the present study,
the source of stress being exposure to pollutants.

Our hypotheses were tested in Gammarus roeseli a widespread amphipod which
serves as an intermediate or final host for several parasites, microsporidia included. In
addition to inducing sex ratio biases, three vertically-transmitted microsporidia species,
namely Nosema granulosis, Dictyocoela muelleri and Dictyocoela roeselum can influence the
life history traits of G. roeseli by favouring survival of the young and inducing an earlier
breeding in the reproductive season, respectively (Haine et al., 2004, 2007). Their prevalence
can reach 60% in females, but only 0 to 10% in males (Haine et al., 2004). G. roeseli
populations therefore harbour a mix of infected and uninfected individuals, and infection
among populations also varied (Haine et al., 2004). We first analysed the prevalence of
microsporidia in a G. roeseli population. Then we determined, in laboratory conditions, the
effects of these parasites on energy reserves and antitoxic defence capacities of the host under
cadmium stress.

Antitoxic defences were assayed by measuring concentrations of reduced glutathione
(GSH), a tripeptide that play an essential role in the detoxification system by scavenging
organic or metallic xenobiotics thanks to its thiol group (Vasseur and Leguille, 2004), as well
as concentrations of metallothioneins (MT) which are involved in binding metallic
compounds and contribute to protecting tissues against oxidative damage (Roesijadi, 1992;
Bigot et al., 2011). In parallel, the activity of y-glutamylcysteine ligase (GCL, EC 6.3.2.2),
the enzyme which limits the de novo synthesis of glutathione, and the level of

179



Chapitre III: Résultats des travaux

malondialdehyde (MDA), product of the lipoperoxidation considered as a biomarker of toxic
effect, were also measured. Moreover, energy reserves were estimated by measuring protein
concentrations as well as total lipid and glycogen contents. The levels of glycogen are
representative of the energy available for current activities (Sparkes et al., 1996) whereas
lipids are stored in fat bodies and are used during starvation or reproduction periods (Cargill
etal., 1985).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Measurement of microsporidia prevalence in G. roeseli

Male and female Gammarus roeseli were collected using pond nets and artificial traps
in the Nied River (Rémilly, North-eastern France, 49°00° N and 6°23’E) in April, July,
October and December 2010. Gammarids were transferred to the laboratory in large
containers filled with river water. The gonadal tissues of each gammarid were dissected and
stored at -80°C awaiting DNA extraction.

After DNA extraction from the gonads, the infection status of each G. roeseli
individual (i.e. presence or absence of microsporidia) was determined using a PCR-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method. DNA extraction and PCR reactions
were conducted as described in Haine et al. (2004). The PCR products were digested by four
restriction enzymes Vspl, Bst11071, Esp3l and Bglll, following the manufacturer’s
instructions (MBI Fermentas) in order to identify four different microsporidia species
potentially infecting G. roeseli: Dictyocoela muelleri, D. roeselum, D. berillonum and

Nosema granulosis, respectively.

2.2. Sensitivity of G. roeseli to cadmium depending on the presence/absence of
microsporidia

In a preliminary experiment, the cadmium concentration that caused the death of 50%
G. roeseli females (lethal concentration 50, LCsg) within 96hrs was determined to be around
107 pg Cd.L™ at 15°C. The cadmium concentration in the French Nied River is 0.2 pg Cd.L™
and the maximum admissible cadmium concentration is 5pg.L™* (LADROME laboratory,
Valence, France); therefore two environmentally relevant cadmium concentrations were

chosen in between these 3 values for the experimental exposures: 0 (control), 2 and 8 pg.L™.
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Exposure solutions were prepared using Elendt M4 modified solution with addition of 12 mg

Cd.L™? stock solution.

2.2.1. Sample preparation

Non-gravid G. roeseli females were collected in summer 2010 as indicated above,
acclimated for 5 days before being used for experimentation at 15°C in an Elendt M4

modified solution, and fed ad libitum with alder leaves.

Three replicates of 50 G. roeseli females each were exposed for 96hrs at 15°C at the
three different cadmium conditions: 0 pg.L™ (control group), 2 pg.L™ (C1 group) and 8 pg.L”
! (C2 group). After exposure, each gammarid was dissected to remove the gonads which were
stored at -80°C awaiting DNA extraction. Microsporidia infection status (i.e. uninfected,
infected by D. roeselum or D. muelleri) was determined using the PCR-RFLP method (see
above). Assaying antitoxic defences is impossible to perform on individual gammarids, so a
minimum number of six gammarids was necessary to have enough tissues to analyse.
Therefore, for each exposure condition, three replicates of six individuals with the same
microsporidian status were made to measure energy reserves and antitoxic defences as
described below. The prevalence of D. muelleri was relatively low in this sampling, so we

were unable to run metallothionein assays for this infection status.

Each replicate was homogenized with a manual Potter Elvejhem tissue grinder in 50
mM phosphate buffer KH,PO4/K,HPO, (pH 7.6) supplemented with 1 mM
phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF), and 1 mM L-serine-borate mixture as proteases
inhibitors and 5 mM phenylglyoxal as a vy-glutamyl transpeptidase inhibitor. The
homogenization buffer was adjusted at a volume two fold the wet weight of the sample pool
(e.g. 400 pL of homogenization buffer for 200 mg of wet weight tissue). The homogenate
was divided into five parts to measure the different parameters. For each replicate, two

independent measures were made for each biomarker.
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2.2.2. Biomarker measurement
2.2.2.1. Energy reserves

Measures of lipid and glycogen contents were adapted from Plaistow et al. (2001).
Twenty microliters of 2% sodium sulphate (w/v) and 540 pL of chloroform/methanol 1:2
(v/v) were added to 40 pL of the total homogenate. After 1hr in ice, the samples were
centrifuged at 3000 x g for 5 min at 4°C. The resulting supernatant was used to determine the
lipid content and the pellet was used to measure the glycogen content. One hundred
microliters of supernatant were transferred to clean culture tubes and placed in a dry bath at
95°C to evaporate the solvent. Then, 200 puL of 95% sulphuric acid were added and left for
10 min at 95°C. The different tubes were removed and cooled in ice, and then 4.8 mL of
phosphovanillin reagent were added. After a 10-min reaction time, the optical density was
measured at 535 nm using cholesterol as standard. The total lipid contents were expressed in
mg.mL™. The pellet was dissolved in 400 pL of deionised water and 100 pL of sample were
placed into clean culture tubes supplemented with 4.9 mL of Anthrone reagent, boiled in a
dry bath at 95°C for 17 min, and cooled in ice. Then, the optical density was measured at 625
nm using glucose as a standard. Glycogen concentrations were expressed in pg.mg™ tissue.

The total protein content of each sample was quantified as described in Bradford
(1976) with bovine serum albumin (BSA) as a standard. The results were expressed in

mg.mL™.

2.2.2.2. Antitoxic defences capacities

Reduced glutathione (GSH) concentration was assessed by High-Pressure Liquid
Chromatography (HPLC) separation adapted from Leroy et al. (1993). The proteins contained
in 40 pL of the total homogenate were precipitated with 10% perchloric acid (v/v). After a 10
min-centrifugation at 20 000 x g and 4°C, the resulting supernatant was diluted 40-fold in 0.1
M HCI. Commercial GSH diluted in 0.1 M HCI was used as a standard. GSH concentrations
were expressed in nmol GSH.mg™ protein.

The y-glutamylcysteine ligase (GCL) activity was assayed using an HPLC method
adapted from Parmentier et al. (1998). Measurements were carried out on the S12000 fraction
obtained after centrifuging 40 pL of the total homogenate for 15 min at 500 x g and then
centrifuging the resulting supernatant at 12000 x g and 4°C for 30 min. A forty-fold dilution
of the S12000 supernatant was prepared in 100 mM HCI and forty microliters of this diluted
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solution were added to 112 uL of incubation cocktail (0.5 M Tris HCI, 200 mM MgCl, 6H,0,
500 mM KCI, 45 mM glutamic acid, 90 mM cystein, ImM DTT, 90 mM ATP, 0.5 mM
phenylglyoxal, pH 8.25) in a 1.5 mL tube to initiate the reaction. The mixture was incubated
for 20 min in a water bath at 25°C and the reaction was stopped by a four-fold dilution with
0.1 M HCI. Commercial glutamylcysteine (GC) solution prepared in 0.1 M HCI was used as a
standard and GCL activity was expressed in nmol GC.min™.mg™protein.

Metallothionein (MT) concentrations were determined with an HPLC method adapted
from Alhama et al. (2006). Forty microliters of the total homogenate were centrifuged at
3500 x g. The resulting supernatant was centrifuged at 22000 x g and 4°C to obtain the
S22000 fraction. A ten-fold dilution of the S22000 fraction was prepared in 100 mM Tris
buffer (pH 9.5) supplemented with 1 mM DTT and 100 mM PMSF as a protease inhibitor. To
reduce and denature the protein, 125 pL of diluted sample were added to 108 pL of
incubation cocktail (230 mM Tris pH 9.5, 300 mM DTT, 100 mM EDTA and 10% sodium
dodecyl sulfate) in a water bath at 70°C for 20 min. Then, the incubation mixture was
supplemented with 17 puL of 180 mM monobromobimane (mBBr) and incubated in the dark
at room temperature for 15 min, to mark MTs. Commercial rabbit-liver MT | solution
prepared in 230 mM Tris, pH 9.5, was used as a standard and MT concentrations were

expressed in nmol MT.mg™ protein.

2.2.2.3. Biomarker of toxic effect

Malondialdehyde (MDA) levels were determined using an HPLC method adapted
from Behrens and Madere (1991) with UV detection at 267 nm. Seventy microliters of the
total homogenate were diluted four-fold in 95% ethanol (HPLC grade) and cooled on ice for
1.5hrs to deproteinize them. The mixture was then centrifuged at 18000 x g for 30 min at
4°C. One hundred microliters of the resulting supernatant was injected into the HPLC

separation system. MDA levels were expressed in ng MDA.mg™ lipid.

2.3. Statistical analysis

Our data were analysed by using a multivariate analysis of variance (MANOVA,
Pillai’s trace) with respect to “infection status” and “cadmium concentration” as fixed factors.
Since the MANOVA test was significant, each biomarker was then analysed using ANOVA
tests, followed by TukeyHSD post-hoc tests.
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The tests were performed using R 2.9.0 and JMP v5.0 (SAS Institute, Cary, USA)

and were two-tailed with significant differences considered at the level of P < 0.05.

3. RESULTS

3.1. Microsporidia species and prevalence in G. roeseli

Two microsporidia species, Dictyocoela muelleri and Dictyocoela roeselum were
identified using PCR-RFLP method (Table 1).

Whatever the season, only females were infected by microsporidia. In spring, the
proportion of infected G. roeseli females was the highest (77.7%). In the others seasons, the
proportion was about 40% (Likelihood-Ratio x2 = 34.74, 3 d.f., P < 0.0001). The most
abundant microsporidia species found in females was D. roeselum, which averaged 70% of
infected females whatever the season. No female was found co-infected by both parasite

species.

3.2. Effects of microsporidia without cadmium exposure

As shown in the figures and the post-hoc tests, the infection by microsporidia rarely
had an effect on the tested biomarkers (see the control groups only in Figures 1 to 3). Only

the glycogen content was higher in gammarid females infected by D. roeselum (Figure 3c).

3.3. Microsporidian effect in G. roeseli after cadmium exposures

Global MANOVA analysis revealed an effect of cadmium exposure, parasite
infection, and their interactions on biomarker levels (Table 2). The results are described
below in detail for each biomarker below.

3.3.1. Toxic effect biomarker

MDA levels, used as a toxicity biomarker, were much higher in females exposed to
cadmium compared to unexposed controls, whatever the infection status (Table 2, Fig. 1).
However, the infection by microsporidia parasites also influenced MDA levels significantly,
and in interaction with cadmium exposure (Table 2). In uninfected females, the higher the
cadmium concentration, the higher the MDA level. Indeed, it increased two-fold at 2 g
Cd.L™* and threefold at 8 pg Cd.L™ compared to the control.
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Table 1. Table of microsporidia prevalence according to the season and to G. roeseli gender

G. roeseli genders (N)

Infected (N)

Microsporidia species

Prevalence (N)

Females (166)

77.7% (129)

Dictyocoela roeselum

67.4% (87)

Spring Dictyocoela muelleri 32.6% (42)
Males (30) 0% (0) - .
Dictyocoela roeselum 73.1% (38)
Females (124) 41.9% (52) ) )
Summer Dictyocoela muelleri 26.9% (14)
Males (34) 0% (0) - _
Dictyocoela roeselum 65.8% (25)
Females (95) 40% (38) ) ]
Autumn Dictyocoela muelleri 34.2% (13)
Males (20) 0% (0) - -
Dictyocoela roeselum 67.4% (31)
) Females (102) 45% (46) . )
Winter Dictyocoela muelleri 32.6% (15)
Males (26) 0% (0) - -

N: number of individuals
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Table 2. Multivariate (Pillai’s trace) and univariate analyses of variance investigating variations in
biomarkers for toxicity (MDA), defence capacity (GSH, GCL) and energy reserves (protein, lipid, glycogen)
of Gammarus roeseli, according to the infection by microsporidian parasites, and cadmium contamination.

Models Parameter Source of variation num d.f.2, den d.f.P F P
MANOVA Whole model 48,108 5.98 <0.0001°
Infection status 12,28 5.46 0.0001
Cadmium exposure 12, 28 12.28 <0.0001
Infection : Cadmium 24, 64 4.75 <0.0001
ANOVAs MDA Whole model 8,18 68.80 <0.0001
Infection status 2,18 3.12 <0.0001
Cadmium exposure 2,18 257.22 <0.0001
Infection : Cadmium 4,18 7.43 0.0010
GSH Whole model 8,18 11.00 <0.0001
Infection status 2,18 18.89 <0.0001
Cadmium exposure 2,18 3.16 0.0666
Infection : Cadmium 4,18 10.98 0.0001
GCL Whole model 8,18 7.82 0.0002
Infection status 2,18 4.32 0.0294
Cadmium exposure 2,18 16.25 <0.0001
Infection : Cadmium 4,18 5.35 0.0051
Proteins Whole model 8,18 3.66 0.0105
Infection status 2,18 0.38 0.6882
Cadmium exposure 2,18 8.63 0.0024
Infection : Cadmium 4,18 2.83 0.0556
Total lipids Whole model 8,18 16.05 <0.0001
Infection status 2,18 4.87 0.0204
Cadmium exposure 2,18 33.59 <0.0001
Infection : Cadmium 4,18 12.88 <0.0001
Glycogen Whole model 8,18 9.85 <0.0001
Infection status 2,18 0.37 0.6935
Cadmium exposure 2,18 18.25 <0.0001
Infection : Cadmium 4,18 10.38 0.0002

& Numerator degrees of freedom.
P benominator degrees of freedom
¢ significant values shown in bold
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This dose-response relationship was not found in infected females, in which the MDA
level already showed a threefold increase at the lowest cadmium concentration (Fig. 1).
Microsporidian infection was therefore linked with a higher MDA level, only in the case of

cadmium exposure.
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Fig. 1. Influence of the presence of microsporidia parasite on the malondialdehyde level (ng MDA/mg lipids)
of G. roeseli females exposed to CdCl, during 96h. U: uninfected, Dr: Dictyocoela roeselum-infected females,
Dm: Dictyocoela muelleri-infected females, C;: 2 pug Cd.L™, C,: 8 pg Cd.L™. Different letters above the bars
denote significantly different values (Tukey’s HSD test, p-values <0.05).

3.3.2. Defence capacities

GSH concentrations and GCL activity were significantly influenced by the interaction
between the infection status and cadmium contamination (Table 2). In uninfected females,
GSH concentration increased after exposure to the lowest cadmium dose (2 pg Cd.L™)
compared to unexposed control females, but remained unchanged after exposure to our
highest cadmium dose (8 pug Cd.L™) (Fig. 2a). However, when females were infected by D.
roeselum or D. muelleri, no significant change in GSH concentration was observed after
cadmium exposure (Fig. 2a).

The pattern of change in GCL activity was similar to the one observed for GSH in
uninfected females: it showed an increase at the lowest cadmium exposure (Fig. 2b). No
major significant difference was observed in GCL activity in D. roeselum-infected females.
Contrastingly, females infected by D. muelleri showed a significantly increased GCL activity
after cadmium exposure, whatever the cadmium concentration (Fig. 2b).

Metallothionein concentrations were only measured in uninfected and D. roeselum-
infected females due to the lack of females infected by D. muelleri. Univariate analysis of
variance (ANOVA) highlighted that the variation in MT concentration was influenced by the

interaction between microsporidia presence and cadmium exposure (Table 3). In uninfected
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females, MT showed a significant increase at the two cadmium concentrations, whereas in D.
roeselum-infected females, a significant increase was observed at 2 pg Cd.L* and a

significant decrease at 8 pg Cd.L™ (Fig. 2c).
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Fig. 2. Influence of the presence of microsporidia parasite on reduced glutathione concentration (nmol
GSH/mg protein) (a), y-glutamylcysteine ligase activity (hmol GC/min/mg protein) (b) and metallothionein
concentration (nmol MT/mg protein) (c) of Gammarus roeseli females exposed to CdCl, during 96h. U:
uninfected, Dr: Dictyocoela roeselum-infected females, Dm: Dictyocoela muelleri-infected females, C;: 2 ug
Cd.L™, Cy: 8 ug Cd.L™. Different letters above the bars denote significantly different values (Tukey’s HSD test,
p-values < 0.05).

Table 3. Univariate analysis of variance investigating variations in MT concentration in Gammarus roeseli,
according to the infection by microsporidian parasites, and cadmium contamination.

Source of variation Sum of squares d.f. F P

Infection status 15.05 1 30.00 <0.0001
Cadmium exposure 97.54 2 97.18 <0.0001
Infection x Cadmium 28.48 2 28.37 <0.0001

Significant values shown in bold
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3.3.3. Energy reserves

Proteins, lipids and glycogen levels were significantly influenced by the interaction
between the infection status and cadmium exposure (Table 2). However the significance was
marginal for proteins. Protein concentrations remained globally unchanged after cadmium
exposure; except for D. muelleri-infected females which appeared to have a lower protein
concentration after exposure compared to their respective control (Fig. 3a).

Uninfected females showed a significant decrease in total lipid contents only after the
highest cadmium exposure (Fig. 3b). Contrastingly, this dose-response relationship was not
found in females infected by the two parasite species, among which the decrease in lipid
content was only measured at 2 pg Cd.L™ (Fig. 3b). In fact, the total lipid content was
reduced by half in the presence of D. muelleri and divided by three when D. roeselum was
present compared to their respective controls.

The glycogen content of uninfected females and D. muelleri-infected females was not
impacted by cadmium exposure, but it decreased by an average 50% in D. roeselum-infected

females whatever the cadmium concentration (Fig. 3c).
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Figure 3. Influence of the presence of microsporidia parasite on the protein concentration (mg/mL) (a), total
lipid (mg/mL) (b) and glycogen (pg/mg tissue) (c) contents of Gammarus roeseli females exposed to CdCl,
during 96h. U: uninfected, Dr: Dictyocoela roeselum-infected females, Dm: Dictyocoela muelleri-infected
females, Cy: 2 pg Cd.L™?, C,: 8 pg Cd.L™. Different letters above the bars denote significantly different values
(Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).
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4. DISCUSSION

This study was carried out to understand the influence of the presence of parasites in
an ecotoxicological context by studying the effect of the presence of intracellular, vertically-
transmitted microsporidia in the amphipod Gammarus roeseli. Indeed, while macroparasites
have already been shown to decrease significantly the degree of accumulation of heavy
metals in their hosts (Siddall and Sures 1998; Sures and Radszuweit 2007; Sures and
Taraschewski 1995), the effect of microparasites on the response to toxics has remained quite

overlooked so far.

4.1. Prevalence and identification of microsporidia

No G. roeseli male was found infected, whereas females were infected by two
microsporidia species: D. roeselum and D. muelleri. Our results are in line with those of
Haine et al. (2004) who found these two species in two populations of G. roeseli in Burgundy
(France), and demonstrated that they were vertically-transmitted. However, a third parasite
identified in Burgundy, Nosema granulosis (Haine et al. 2004) was not found in our study.
The prevalence of these two Dictyocoela species was found to vary among populations
(Haine et al., 2004) but in our study D. roeselum dominated regardless of the season. The fact
that only females were infected by microsporidia in our population confirms that these

parasites are likely sex ratio distorters (Haine et al. 2004, 2007).

4.2. Influence of the microsporidia presence in physiological conditions

In physiological conditions (i.e. in the absence of cadmium stress), the presence of D.
roeselum or D. muelleri had no or little influence on the energy reserves and antitoxic
defences of G. roeseli females. From an evolutionary point of view, this absence of effect
could be explained by the fact that vertically-transmitted microsporidia are directly depend on
the survival and reproduction of their host for their own transmission. Indeed, a low virulence
could lead to better survival of the host, resulting in a more successful transmission (Dunn et
al. 1995; Kelly et al. 2003; Smith 2009). For example, Terry et al. (1998) demonstrated that
Gammarus duebeni survival was not affected by Nosema granulosis. Haine et al. (2007) even
found a survival advantage in young infected G. roeseli. However, the absence of a negative

impact on host physiology is surprising considering that microsporidia, which are
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amitochondrial parasites; totally rely on their host for their metabolism (Wittner and Weiss
1999). Instead of considering that these parasites have no impact on their hosts, it is probably
more reasonable to consider that the host can easily compensate for the cost related to this
kind of parasitism in a physiological context. Such compensation could depend on
environmental conditions, as shown in certain studies; for example, Terry et al. (1998) and
Kelly et al. (2001) showed that Nosema granulosis caused a reduced egg production in G.
duebeni females. In addition, in the sea amphipod M. affinis, increased microsporidia
prevalence due to organic pollutant exposure was correlated to an increase in the amount of

dead eggs in the gonads (Jacobson et al. 2010; 2011).

4.3. Influence of microsporidian infection under cadmium exposure

For all biomarkers, microsporidian infection mainly had an effect in interaction with
cadmium exposure (although the significance was lower for protein contents).

Reduced glutathione concentration increased in uninfected females exposed at 2 g
Cd.L™" while it remained unchanged in infected ones. These results are in tune with other
studies which show that GSH concentration can increase (Tort et al. 1996; Schlenk and Rice
1998; Lange et al. 2002), remain unchanged (Thomas and Wofford 1993) or decrease (Soussi
et al., 2008) in organisms exposed to cadmium. GCL is the enzyme that limits GSH synthesis
(Ray et al. 1999); therefore variations in GSH concentration should be correlated with GCL
activity in stress conditions. GCL activity increased during cadmium exposure whatever the
parasitic status of G. roeseli females, especially when infected females were exposed at 8ug
Cd.L™. This result is in agreement with Lee et al. (2003) who described an increase in GCL
activity as well as in GSH concentration in different stress conditions. However, in our study,
GSH concentration was unchanged in infected females although GCL activity increased. This
could be explained by the fact that reduced glutathione could be used immediately to detoxify
the organism (Meister, 1983; Singhal et al., 1987; Akira et al., 1990). In the same way, the
content in metallothioneins, which are proteins that protect against cytotoxicity (Cajaraville et
al. 2000), significantly increased in uninfected females whereas it only slightly increased in
infected ones. This result agrees with some studies which demonstrate that cadmium induces
MT synthesis in invertebrate organisms (Stuhlbacher and Maltby 1992; Bigot et al. 2011).
We can hypothesize that MT, like GSH, could be used in infected females more than in
uninfected ones to fight against cadmium stress. The variations in defence capacities, found

in this study, therefore highlight that infected gammarids could be more susceptible in an
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environmental contamination context. The MDA levels measured in this experiment could
support this hypothesis. Indeed, MDA level increased during cadmium exposure in both
uninfected and infected G. roeseli females, reflecting the toxic effect of cadmium. The same
pattern was observed by Khan et al. (2010) who demonstrated an increase of lipoperoxidation
in Gammarus pulex exposed to metal contamination, while Correia et al. (2002) and Sroda
and Cossu-Leguille (2011) demonstrated an increase in MDA levels in G. locusta or G.
roeseli, respectively, after copper intoxication. In addition, in our study, MDA levels were
higher in infected females (especially when exposed to 2 pg.L™ of cadmium) compared to
uninfected ones, which confirms the hypothesis of higher toxic effects in infected-G. roeseli
females. Microsporidia germination may explain this higher stress in infected females.
Indeed, Keeling and Fast (2002) demonstrated that various physical or chemical stimuli (pH
alterations, ultraviolet or peroxide exposure) could induce microsporidia spore germination
which could in turn be considered by gammarid as a supplementary stress. Ford et al. (2006)
observed that gammarid intersex specimens were significantly more likely to be infected with
microsporidian parasites at sites receiving waste effluent rather than at reference sites;
suggesting that parasitism is related to water quality. Moreover, Jacobson et al. (2011)
demonstrated that there was an increase in the percentage of parasites infecting the amphipod
Monoporeia affinis exposed to the antifouling agent tributyltin. It remains to be investigated
whether the increased proportion of parasite-infected animals could be due to an
immunotoxic effect of tributyltin or to a consequence of competition for energy between the
detoxification machinery and the immune system (Jacobson et al., 2011). Thus, cadmium
could induce microsporidian germination, a hypothesis which remains to be tested.

Total lipid and glycogen contents were also affected by infection during our exposure
experiments. Sroda and Cossu-Leguille (2011) highlighted a decrease in total lipid and
glycogen contents in G. roeseli females exposed to copper. Lee et al. (1981) also observed a
decrease in lipid content in Amphithoe valida (Crustacea, Amphipoda) exposed to No. 2 fuel
oil containing benzene extracted organics. Moreover, Barata et al. (2005) demonstrated a
decrease in lipid content in Daphnia magna exposed to cadmium for 48hrs. In our study, total
lipid decrease was more marked in infected females than in uninfected ones at the low
cadmium dose. This could be explained by a consumption of host lipids by the parasite. As
microsporidian parasites and their hosts share similar membrane lipids (Vivares et al. 1980;
Biderre et al. 2000), microsporidia could perhaps use host lipids to make new membranes and

form new spores.
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Contrasting with lipids, glycogen content remained unchanged after cadmium
exposure in uninfected females, a result that confirms those of Dietrich et al. (2010) in G.
fossarum exposed to a pharmaceutical mixture. However, when females were infected by
microsporidia species, there was a decrease in glycogen content, recalling the one described
by Vivares and Cuqg (1981) in Carcinus mediterraneus (Crustacea: Decapoda) massively
infected by Thelohania meanadis microsporidia. The decrease in total lipid and glycogen
contents observed at 2ug Cd.L™ in our study suggests differences in their mobilization to
respond to the energetic demand in a toxic environment. Glycogen may be easily catabolized
to produce a rapid source of energy necessary for the organism to cope with stress (Sancho et
al. 1998; Dutra et al. 2009). On the other hand, it is well known that microsporidia are
amitochondrial, so they could use host glycogen as an energy source. This hypothesis is
supported by the fact that five enzymes of the glycolysis pathway were found to be
significantly active and functional in Nosema spores (Méténier and Vivarés 2001).

5. CONCLUSION

This study highlights the importance of taking into account the presence of ‘unseen’
(i.e. asymptomatic) microsporidia in ecotoxicological studies when using gammarids as a
biological model. First, microsporidia could be a confounding factor in ecotoxicology
because infected females could be more sensitive to cadmium stress. Indeed, microsporidia
induce a stress that gammarids could be able to compensate for in physiological conditions
but not under stress conditions. Pollution by heavy metals in addition to microsporidian
infection could be described as a stress-on-stress phenomenon. Second, microsporidia infect
almost half the females in G. roeseli populations, and their prevalence is variable among
populations (e.g. Haine et al. 2004). Therefore, comparing the response to pollutants in two
gammarid populations with unknown infection levels would probably lead to misleading

results.
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PARTIE 111

ETUDE DE L’ INFLUENCE D’UNE CO-INFECTION PARASITAIRE SUR
DES BIOMARQUEURS DE G. ROESELI

Publication 6
Effect of parasitic multiple-infection on the tolerance of pollutant
contamination, in freshwater amphipod™

Dans cette derniére partie des travaux, nous nous sommes intéressés a 1’étude de
I’impact d’une co-infection par P. minutus et D. roeselum sur les défenses antitoxiques et des

réserves énergétiques de G. roeseli soumis a un stress au cadmium.

Apres avoir démontré dans les études précédentes qu’une mono-infection par P.
minutus ou D. roeselum accentuait les effets toxiques subis par G. roeseli exposé au
cadmium, nous avons émis 1’hypothése qu’une co-infection par ces deux parasites pourrait
accentuer davantage les effets toxiques subits par leur h6te commun. Cependant, il a été
démontré par Haine et al. (2005) que la manipulation comportementale induite pas P.
minutus était diminuée par la présence de microsporidie, phénomeéne qualifié de « sabotage ».
Ceci nous a alors permis d’émettre comme seconde hypothése que I’effet induit par ces deux

parasites ne serait pas plus grand que lors d’une infection unique.

Pour cela, des femelles G. roeseli ont été exposées pendant 96h aux mémes
concentrations de cadmium que lors des précédentes expositions, a savoir 2 et 8 ug Cd/L. Le
statut infectieux de chaque organisme a été déterminé visuellement (P. minutus) et par PCR-
RFLP (D. roeselum), puis 6 pools de 6 femelles ayant le méme statut parasitaire et les mémes
conditions d’exposition ont été réalisés, afin de mesurer les différents biomarqueurs de

défenses, énergétique et d’effets toxiques.

Nos résultats ont révélé que la co-infection augmentait légérement 1’effet toxique subi

par G. roeseli lors de 1’exposition a la plus forte concentration de cadmium, mais n’induisait

** Soumis a PLoS Biology
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pas d’effets supérieurs a la plus faible concentration d’exposition. Ce resultat suggére que la
présence de ces deux parasites chez G. roeseli femelles n’accentuerait pas davantage les
effets toxiques dus a une exposition au cadmium. L’ensemble des réponses antitoxiques et
énergétiques mesurées chez les individus co-infectées variaient dans des proportions
identiques que les individus mono-infectés par D. roeselum. Cette observation suggére que la
physiologie de I'hote (et peut-étre aussi la physiologie de ’acanthocéphale) pourrait étre
contr6lée dans une certaine mesure par les microsporidies dans des conditions stressantes. Ce
résultat obtenu est donc en accord avec l'effet de sabotage des microsporidies induit sur la
manipulation comportementale de 1’acanthocéphale (Haine et al. 2005). Cette hypothese est
¢galement supportée par le fait qu’aucun effet toxique di a I’absorption de cadmium n’a été
mesuré chez P. minutus provenant de femelles co-infectées (absence d’augmentation du taux
de MDA), en comparaison a P. minutus prélevés chez des femelles mono-infectées par

I’acanthocéphale.

Cette étude souligne de nouveau I’importance de prendre en compte la présence de
microsporidies dans D’interprétation de résultats. En effet, il a clairement été établi ici que
leur présence induit une modification de D'impact de P. minutus sur les défenses
antitoxiques et les réserves énergétiques de leur hdte commun G. roeseli femelle exposée
au cadmium. Les microsporidies pourraient donc étre a méme d’impacter la physiologie de

leur hote de méme que celle de ’acanthocéphale présent dans I’hémocoele du gammare.
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Effect of parasitic multiple-infection on the tolerance of pollutant

contamination, in freshwater amphipod

E. GISMONDI**, T. RIGAUD", J.-N. BEISEL? C. COSSU-LEGUILLE?

& Laboratoire des Interactions Ecotoxicologie Biodiversité Ecosystemes (LIEBE) - CNRS UMR 7146,

Université de Lorraine (UdL), Campus Bridoux, Bat. IBiSE, 8 Rue du Général Delestraint, 57070 METZ,
France

b Equipe Ecologie Evolutive, Biogeosciences, UMR CNRS 5561, Université de Bourgogne, 6 Boulevard
Gabriel, 21000 DIJON, France

ABSTRACT

Both the acanthocephalan parasite Polymorphus minutus, horizontally-transmitted,
and the microsporidia parasite Dictyocoela roeselum, vertically-transmitted, have been
showed to influence antitoxic responses of singularly infected Gammarus roeseli exposed to
cadmium. The present investigation studied the effect of this co-infection on the antitoxic
defence capacities of G. roeseli females exposed to cadmium stress. Our results revealed that,
depending on the cadmium dose, bi-infection induced only a slight significantly increase of
cell damage in G. roeseli as compared to respective single-infected individuals. The pattern
of bi-infected host antitoxic defences exposed to cadmium followed the pattern of D.
roeselum-infected host. Reduced glutathione concentrations, carotenoids levels and y-
glutamylcystein ligase activity were decreased, while metallothionein concentrations were
increased. This similar pattern indicates that the host physiology can be controlled to some
extend by the microsporidia under stress condition, which supported the hypothesis of a
sabotage effect of microsporidia on acanthocephalan influence. However, global negative
effect of multiple-infection on the host condition should be tested on more biological models

due to the fact that competition between parasites depends on life history trade-off.

Key-Words: Co-infection, parasite, Gammarus roeseli, cadmium, Acanthocephala,

microsporidia, Polymorphus minutus, Dictyocoela sp.
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1. INTRODUCTION

Aquatic environments are more and more contaminated by human activity, and these
disturbances are now well known to induce dysfunction in organisms, which sometimes lead
them to death. To face with stress caused by pollutants, organisms have developed antitoxic
defence capacities, which represent key parameters to keep alive organism in contaminated
environments and thus, to maintain their fitness [1,2].

In the last decade, influence of parasite on the host physiology has increasingly been
studied in contaminated environments context. Previous studies have highlighted a disruption
of the behavioural and biological host responses due to the presence of parasites [3,4].
Indeed, in a contamination context, host antitoxic responses could be increased [5] or
decreased [6] by parasitic infection, which could lead to different sensitivity of the host [7].
However, these observations were often obtained in associations between one host and a
single parasite, a situation far to be realistic in the field. Indeed, most living species are
infected by parasite assemblages, and it is not rare that individual host harbour multiple
parasite species (e.g. [8,9]). The presence of two parasites species co-infecting the same host
could lead to competing or conflicting situations that could influence the parasite virulence
[10] or the host resistance [11]. To our knowledge, no studies were devoted to investigate the
effect of a multi-parasite infection on host antitoxic defence capacities.

Gammaridae (Crustacea, Amphipoda) are increasingly used as biological model for
assessing contamination in freshwater ecosystems, mainly because of their key role and large
distribution [12]. They are nevertheless also well known to be infected by numerous
parasites, and multiple infections are reported recurrently [13,14]. Gammarus roeseli is the
intermediate host of various acanthocephalan parasites, whose definitive hosts are fishes or
water birds [15,16]. Acanthocephalans are known to alter the behaviour of their intermediate
host in a way that make it more prone to predation and thus, favour its transmission to the
final vertebrate host [17,18]. Behavioural changes induced by acanthocephalan are varied and
include reaction to light [19,20], vertical distribution [21], drift behaviour [22,23], activity
levels [24], or the refuge use and the escape performance [25-27]. Acanthocephalan parasites
could also influence antitoxic defences of host [28]. Polymorphus minutus, a bird parasite, is
also known to castrate its host intermediate host [29]. This trait, added to the parasite-induced
increased predation by water birds, makes P. minutus clearly harmful to its host. G. roeseli is
also the host of various vertically-transmitted microsporidia parasites, transmitted from
mother to offspring, through eggs [7,30]. A conflicting situation is predicted when there is

co-occurrence of vertically-transmitted parasites and obligate horizontally-transmitted
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parasites in the same individual host [31]: acanthocephalans use intermediate hosts to be
transmitted to the final host via the trophic chain, resulting in the death of the host, while
microsporidia totally rely on their female host survival and reproduction for their
transmission. Due to the fact that, in nature, the microsporidian infection always precedes the
acanthocephalan infection, a super-infection by P. minutus is clearly unfavourable, leading to
a potential conflict.

However, microsporidia parasites do not prevent co-infection by P. minutus. Rather,
they induce a sabotage of behavioural manipulation exerted by the acanthocephalan [14]. A
theoretical study showed that a virulent vertically-transmitted parasite could persist by
protecting the host from horizontally-transmitted parasites virulence, especially if the latter is
a castrating parasite [32]. However, no study was devoted to investigate the consequences of
the presence of both vertically- and horizontally-transmitted parasites sharing the same host
exposed to a chemical stress. Both P. minutus and microsporidia are known to disrupt
antitoxic defences of G. roeseli in situations of single infections. Microsporidia has no major
impact on their host in unstressed conditions, but their presence exacerbate host cell damage
after a moderate cadmium exposure and induce a slight negative impact on antitoxic defences
[7]. Similarly, we have shown the P. minutus increased cell damage in G. roeseli exposed to
cadmium, although the antitoxic defence capacities were increased in infected individuals
[28].

From these works, and from the former studies on multiple-infections described
above, predictions on the outcome of co-infection in G. roeseli exposed to cadmium could be
twice: either co-infections strongly weaken hosts and thus increase their sensitivity to
pollutant (because multiple-infections could increase the virulence) or, conversely, co-
infections could cause lower disturbance as compared to P. minutus alone (because of the
protection that microsporidia could confer to their hosts).

In this work, we tested these hypotheses by studying the influence of co-occurring P.
minutus and the microsporidia Dictyocoela roeselum, on the energetic reserves and antitoxic
defences of their common host G. roeseli, under a cadmium stress (see Materials and
Methods section for details). Antitoxic defence capacities were assayed by measuring
concentrations of several markers: reduced glutathione (GSH), a tripeptide that play an
essential role in the detoxification system by scavenging organic or metallic xenobiotics
thanks to its thiol group [1]; the activity of y-glutamylcysteine ligase (GCL, EC 6.3.2.2), the
limiting enzyme of the de novo GSH synthesis; concentrations of metallothioneins (MT)

which are involved in binding metallic compounds and contribute to protect tissues against
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oxidative damage [33,34]; carotenoids levels which are involved both in the reproduction
[35] and in the antioxidant defences [36]. In parallel, the malondialdehyde level (MDA),
product of the lipoperoxidation considered as a biomarker of toxic effect, was also measured.
Moreover, energy reserves were estimated by measuring total lipid and glycogen contents.
Glycogen levels are representative of the energy available for current activities [37] whereas
lipids are stored in fat bodies and are used during starvation or reproduction periods [38].
Since D. roeselum microsporidia is a parasite infecting females specifically [7], this study

was carried out on females only.

2. RESULTS

Results of the MANOVA for the combined effects of infection and cadmium exposure
on energetic reserves and antitoxic defences are provided in Table 1. The two parameters
have a general effect on the physiological conditions of G. roeseli females, both alone and in
interaction. The general picture, as predicted, is that cadmium exposure generally decreased
the energetic reserves of amphipods and increased the level of stress markers (Figure 1).
However, the magnitude of these changes depended on the cadmium dose and the infection

status, particularly between mono-infected individuals versus bi-infected ones.

2.1. Weak effects of the infection status in absence of pollution

There was no significant impact of parasitic infections on three markers studied here
(lipid, carotenoid and MDA levels, see Figure 1A, Figure 1F and Figure 1G). The glycogen
content was heavily increased by the two parasite species in mono-infections (Figure 1C)
while its level under bi-infection was similar to uninfected individuals. Finally, P. minutus
acanthocephalans in mono-infection impacted GSH, GCL and MT levels compared to
uninfected animals or those infected by D. roeselum, but the levels of these markers of
toxicity were restored to the level of uninfected animals when microsporidia co-occurred with

acanthocephalans (Figure 1C, Figure 1D, Figure 1E).
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2.2. Differential effects of cadmium exposures according to the infection status

Except for carotenoid concentration (Table 1), all biomarkers were impacted
differentially by the cadmium exposure according to the infection status of the animals.

Whatever the infection status, lipid content was affected equally by low-dose
cadmium exposure. After high-dose cadmium exposure, gammarids infected by D. roeselum
suffer less the high pollutant dose than uninfected females. Multiple-infection did not
accentuate the effect of cadmium exposure compared to single infections (Figure 1A).

Multiple-infection impacted negatively glycogen contents compared to single
infections at the two cadmium exposures (Figure 1B). In females with single infections, the
glycogen reserves tended to resemble those of uninfected ones, except for females infected
with microsporidia at low cadmium dose where this parameter still remain higher, as in
control.

The effect of multiple-infection on GSH and GCL parameters was similar: while the
low dose of cadmium impacted all gammarids in a similar way, whatever their infection
status, the situation is more contrasted at high cadmium dose (Figure 1C, Figure 1D). In the
latter case, while acanthocephalan single infection either induced a higher response (GSH) or
a similar response (GCL) than for uninfected females, single infection by microsporidia and
co-infecting parasites induced similar responses to cadmium exposure.

The responses of MT concentration to cadmium exposure depended both on the
infections status and the pollutant dose (Figure 1E). At low cadmium dose, the response of
females infected by microsporidia was similar to that of multiple-infected ones, whose were
higher than the response of uninfected or acanthocephalan-infected females. At high
cadmium dose, the pattern of MT concentration did not show such differences, the bi-infected
females showing lower concentration than microsporidia-infected ones. At high cadmium
dose, the pattern of MT concentration did not show such differences, the bi-infected females
showing lower concentration than microsporidia-infected ones.

For carotenoids, the higher the cadmium dose, the higher the reduction of
concentration, with a similar pattern for all the infection status (Figure 1F). However,
infection status also influenced carotenoid content: females infected by D. roeselum and
multiply-infected contended less carotenoids than acanthocephalan-infected females (Figure
1F).

Finally, the MDA level was increased in all gammarids after cadmium exposure,
whatever the infection status, but the phenomenon was accentuated for bi-infected females at

high cadmium dose (Figure 1G).
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Table 1. MANOVA and ANOVAs for the effects of parasite and cadmium on biomarkers

Models Parameters Source of variation num d.f%, den d.f° F p-values
MANOVA Parasite 21, 168 12.65 <0.0001
Cadmium 14,110 32.57 <0.0001

Parasite x Cadmium 42,354 6.28 <0.0001

ANOVAsS Total lipids Parasite 3,60 3.18 0.0302
Cadmium 2,60 83.64 <0.0001

Parasite x Cadmium 6,60 5.82 <0.0001

Glycogen Parasite 3,60 92.68 <0.0001

Cadmium 2,60 230.36 <0.0001

Parasite x Cadmium 6,60 7.21 <0.0001

GSH Parasite 3,60 0.34 0.7955

Cadmium 2,60 123.71 <0.0001

Parasite x Cadmium 6,60 26.18 <0.0001

GCL Parasite 3,60 19.34 <0.0001

Cadmium 2,60 88.72 <0.0001

Parasite x Cadmium 6,60 8.2 <0.0001

MT Parasite 3,60 4.62 0.0056

Cadmium 2,60 171.40 <0.0001

Parasite x Cadmium 6,60 7.22 <0.0001

Carotenoid Parasite 3,60 7.26 0.0003

Cadmium 2,60 101.32 <0.0001

Parasite x Cadmium 6,60 1.61 0.1605

MDA Parasite 3,60 24.55 <0.0001

Cadmium 2,60 209.73 <0.0001

Parasite x Cadmium 6,60 12.43 <0.0001

Significant values shown in bold.
& Numerator degrees of freedom.

b Denominator degrees of freedom.

206



Lipid content

a
4 a aba
3 ce ce
c c cc
2 | ’J_‘ ’j_Hj_‘
1

ab a

d

il il

Glycogencontent
w

-t ]
1
. T

Ho

GSH concentration
)
(9]

a 2a
2 _ ’l‘ﬁll
’
0.4 1 b ab
0.2 ﬂﬂ
0

E 6
5

%zﬂﬁli ﬂll H

a

GCL activity
o
[02]

MT concentration

a
20 A b b

cd cd

. i

e
d
€ be
b ab
ab

s ol ﬁ

Control 2 ug.L? 8 pg.L?
oU oPm =Dr mPnm/Dr

Carotenoids level

MDA level
[\ ) ) i =8 (8] a o
1

—

Figure 1. Influence of the presence of P. minutus and/or D. roeselum on energy and defences biomarkers of
Gammarus roeseli females exposed at 2 and 8ug Cd/L for 96hrs. Pm: P. minutus-infected females, Dr: D.
roeselum-infected females, Pm/Dr: co-infected females. Different letters above the bars denote significantly
different values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05). Lipids content: mg/mL; glycogen content: pg/mg tissue;
GSH concentration: nmol GSH/mg protein; GCL activity: nmol GC/min/mg protein; MT: nmol MT/mg protein;
carotenoids: ng carotenoid/mg lipids; MDA: ng MDA/mg lipids.
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2.3. Integrated Biomarker Responses

Integrated Biomarker Responses (IBR hereafter) allows to examine differences in
responses between several conditions thanks to biomarker combinations. The IBR was
estimated to examine the stress induced in the antitoxic defence capacities (GSH, GCL, MT,
carotenoid) and toxicity effect (MDA) measured in the four infection status. Energy reserves
variations depending in part on the physiology status of the gammarids, they were not
included in the estimation.

The higher the organisms were stress, the higher the IBR value (Figure 2). Results
revealed that individuals were more stress at 8 pg Cd.L™ than at 2pg Cd.L™ whatever the
infection status. However, it was observed that, when they were exposed to our lowest
cadmium concentration (2 pg Cd.L™), individuals showing less stress were P. minutus-
infected females, while they were also those showing a strong stress to the highest
concentration of cadmium (8ug Cd.L™). At 2 pg Cd.L™, D. roeselum-infected females and
co-infected females were more stress than uninfected ones and P. minutus-infected females.
At the highest cadmium concentration, D. roeselum-infected females were slightly less
stressed than uninfected ones; whereas co-infected females were slightly more stress than

uninfected females but less than P. minutus-infected females.

15
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Figure 2. Integrated Biomarker Responses measured in G. roeseli exposed at 2 and 8 ug Cd/L for 96hrs. Pm:
P. minutus-infected females, Dr: D. roeselum-infected females, Pm/Dr: co-infected females™. IBR includes the
defence capacities (GSH, GCL, MT, carotenoids) and the MDA responses.
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3.4 Malondialdehyde level in P. minutus

MDA levels were measured in P. minutus, either coming from females infected by P.
minutus alone or from females bi-infected. When alone, P. minutus showed increase MDA
levels after cadmium exposure. However, when P. minutus shared its host with D. roeselum,
no significant differences were observed between the three cadmium conditions (Figure 3,
Table 2).

Table 2. ANOVA for the effects of host infection status and cadmium on the P. minutus malondialdehyde
level.

Source of variation Sum of Square d.f F p-values
Host infection status 0.0012 1 128.04 <0.0001
Cadmium 0.0006 2 34.40 <0.0001
Host infection status x Cadmium 0.0012 2 64.47 <0.0001
008
b
T
o 0.06 - c
E .
é 004 @ = @ a
002 A
0 |
Pm Pm/ Dr
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Figure 3. Malondialdehyde levels (ng MDA/mg lipids) measured in the acanthocephalan parasite P. minutus
dissected from P. minutus-infected G. roeseli females (Pm) and G. roeseli females infected by P. minutus and
D. roeselum (Pm/Dr) exposed at 2 and 8 pg Cd/L. Different letters above the bars denote significantly different
values (Tukey’s HSD test, p-values < 0.05).

3. DISCUSSION

The aim of the present study was to investigate the influence of a bi-infection by P.
minutus (horizontally-transmitted parasite) and D. roeselum (vertically-transmitted parasite)
on the energy reserves and the defence capacities of G. roeseli females after the exposure to
an additional stress (cadmium exposure). Indeed, if previous studies have demonstrated the
influence of a single parasite on their hosts under stressful conditions [7,39,40], no
investigations have examined the effect of the presence of two parasites sharing the same host

on the energy reserves and antitoxic defences in a contamination context, especially parasites
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with different transmission strategies. The concomitant presence of P. minutus and D.
roeselum in G. roeseli females clearly influenced the energy reserves and the defence
capacities when exposed to cadmium, often in a way contrasting with single infection by the
same parasite species.

First of all, it is worth noting that in absence of pollutant stress, the two studied
parasite species did not influenced notably the physiological parameters measured in this
study. The two exceptions are the depression of glycogen content in bi-infected hosts
compared to single-infected ones (the latter showing a higher glycogen content compared to
uninfected individuals, as previously observed [7], and the lower GSH concentration
measured in gammarids infected with P. minutus alone. Such a global relatively weak effect
of parasitism has already been observed, and interpreted as possibilities for the host to
compensate the parasite effect in non-stressful conditions [7]. In addition, here, we show that
bi-infection did not increase the parasite impact compared to single infections.

The exposure to cadmium changed sharply this pattern. Only carotenoid levels were
depressed in the same way in all infection categories after pollutant exposure. All other
parameters were changed differently according to cadmium dose, in interaction with the
infection status. Two main categories of responses were observed. The first response type
was an increased pathogenic effect of bi-infected hosts compared to mono-infected ones. This
was observed in the glycogen content and, perhaps more importantly, on the MDA level at
high cadmium dose. In this latter case, high MDA being a biomarker of high cell damage, the
combined effect of the two parasites on damage was therefore stronger than their effect in
isolation. The second type of response was a resemblance of response between hosts infected
by D. roeselum and bi-infected. This was observed for all antitoxic defences: at all cadmium
doses for carotenoids, at high cadmium dose for GSH concentration and GCL activity, at low
cadmium dose for MT concentration. When combining all antitoxic and damage biomarkers
in a single index (IBR, Integrated Biomarker Response), the same type of pattern emerged:
the response of bi-infected hosts was similar to D. roeselum-infected hosts and contrasted
with P. minutus-infected hosts. While the single infection by the acanthocephalan P. minutus
induced a weaker response to pollution compared to uninfected hosts, both D. roeselum and
bi-infected hosts showed a higher IBR. Conversely, under high cadmium exposure, the IBR
was higher in P. minutus-infected females compared to uninfected, D. roeselum-infected and
bi-infected hosts. This combined response therefore indicates that the response of host to the
acanthocephalan parasite was overridden by the response to the microsporidian infection

when the two parasites share the same individual host. Since the infection by the
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microsporidia always precede the infection by the acanthocephalan (because of the vertical
mode of transmission mode of D. roeselum), this could be interpreted as a prevention of the
potential manipulation of host physiology by the first established parasite against the super-
infecting parasite.

In cases of bi-infections, the precedence of the first established parasite has already
been observed in different host-parasites systems (but see Lohr et al. [41]) for a counter-
example). The microsporidia Octospora bayeri, after its vertical transmission, was able to
withstand competition with the bacteria Pasteuria ramose in its host Daphnia magna to some
degree, while P. ramose prevent O. bayeri development when both are infecting the host
simultaneously [42]. However, in this case, both parasite fitness suffered multiple-infection
and their virulence was increased compared to single infections. Even when the two co-
infecting parasites have the same transmission mode, similar findings has been evidenced.
Thomas et al. [43] found that avirulent fungal entomopathogen can alter the virulence and
reproduction of a virulent one in the desert locust, depending on the order of infection and
environmental conditions. Similarly, Hughes and Boomsma [44] have demonstrated that in
the leaf-cutting ant host, the fungi Aspergillus flavus, avirulent, sporulated better in the
presence of the virulent fungi Metarhizum anisoplia. Finally, numerous vertically-transmitted
symbionts (mainly bacteria) protect their hosts from the infection by horizontally-transmitted
parasite, for example parasitoids, viruses or Plasmodium (see Haine [45] for a review, and
Moreira et al. [46] for an additional example).

In the host parasite system studied here, the vertically-transmitted microsporidia did
not protect the gammarid from the acanthocephalan infection, but increased the tolerance of
the host. Indeed P. minutus induces changes in the G. roeseli behaviour that favour parasite
transmission to the next host but lead to the gammarid host death after the predation by this
next host [21,25,47]. These behavioural changes, added to the castration that P. minutus also
induced in G. roeseli [14], are unfavourable for vertically-transmitted microsporidia. Haine et
al. [14] found that the behavioural manipulation of P. minutus was weaker in G. roeseli also
infected by D. roeselum, compared to hosts infected by P. minutus alone.

The results described here (namely the G. roeseli co-infected by P. minutus and D.
roeselum had the same pattern of antitoxic responses than D. roeselum-infected females) are
in line with those of Haine et al. [13], as if most of the effects of P. minutus were cancelled
by the presence of the vertically-transmitted microsporidia. We can hypothesize that D.
roeselum could sabotage the influence of P. minutus on defence capacities of G. roeseli, that

which could reduce the horizontally-transmitted parasite to a kind of “silent parasite”. In a
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previous study, we have shown that P. minutus in single infection accumulate cadmium after
the exposure of its G. roeseli host [48]. This accumulation causes cell damage in the parasite,
a result confirmed in the present study. However, we found here that the exposure to
cadmium did not increased the MDA level in P. minutus when its host is already infected
with D. roeselum. The acanthocephalan therefore suffers less cell damage in this condition.
The interference between the two parasites could be due to D. roeselum reducing the
exchanges between P. minutus and the host (e.g. nutriments exchange), reducing cadmium
accumulation in P. minutus and thus, reduce cell damage. A paradox nevertheless appear here
since the result of the interaction between the two parasites clearly increased the cell damage
in the host (relative to single infections), which could be interpreted as an increase of
virulence due to multiple infection.

In conclusion, this work is the first study investigating the influence of a multi-
parasitism on the energy reserves and antitoxic defences of the host, in a contamination
context. Together, and only under the pollutant additional stress, the two co-occurring
parasites imposed a higher cell stress and a lower glycogen content in the host than single
infections. These two cumulative effects could be seen as a higher virulence imposed by the
double infection and could accentuate the fitness reduction of the host in a contamination
context. Nevertheless, these negative effects of bi-infection are not always cumulative, as
showed for the responses of antitoxic defences. For these traits, the pattern of bi-infection
host reaction to pollutant stress followed the pattern of microsporidian-infected hosts, i.e.
most of the time decreasing the antitoxic response (carotenoids, GSH concentrations and
GCL activity), but also, depending on the cadmium dose, increasing this response (MT
concentration at low cadmium dose). This pattern indicates that the host physiology (and
perhaps also the acanthocephalan physiology, as suggested by our results) can be controlled
to some extend by the microsporidia under stressful conditions, a result in line with sabotage
effect this parasite induced on acanthocephalan behavioural modification [13]. Globally,
however, since microsporidia often decrease the host antitoxic defences, and therefore the
host capacity to cope with the pollutant stress, this microsporidian control is not
advantageous for the host in contamination context. Such a global negative effect of multiple
parasitism on the host condition should of course be tested on more biological models. As
noted by Jones et al. [49] in a theoretical model, competition between parasites critically
depends on life history trade-offs the two parasites face, which may be highly specific,

especially when considering horizontally-transmitted and vertically-transmitted parasites.
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4. MATERIALS AND METHODS

4.1. Sampling collection, maintenance and cadmium exposure

G. roeseli females uninfected and infected by P. minutus were collected in April 2011
by pond net in the French Nied River (Rémilly, North-eastern France, 49° 00’ N and 6° 23’
E), where cadmium concentrations were less than 0.2 pg.L* (LADROME laboratory,
Valence, France). P. minutus were easily identified in the field since the cystacanth stage
appears as an intense orange dot through the cuticle, while microsporidian parasites D.
roeselum are mainly localized in the gonadal tissues and are therefore “hidden” for observers.
Experiments were therefore made in blind for D. roeselum infection whose detection was
carried out afterward (see 2.3 for methods). We sampled 600 females infected with P.
minutus and 600 females uninfected with this parasite. Female gammarids were sorted in
field thanks to the sexual dimorphism on gnathopod size. Animals were transferred to the
laboratory in large containers filled with river water, acclimated 5 days at 15°C in EDTA-free
Elendt M4 solution, and fed ad libitum with alder leaves.

Test solutions were prepared using EDTA-free Elendt M4 solution with addition of
CdCl, to obtain three cadmium conditions: 0, 2 and 8 pg Cd.L™ (respectively control, C1 and
C2 treatments). These concentrations were defined according to Gismondi et al. [6]. The two
sets of females (infected or not by P. minutus) were divided in three sub-sets, each exposed at
15°C for 96hrs at one cadmium concentration in aquaria previously saturated during 5 days to
avoid cadmium adsorption. After the exposure, gonadal tissue of each individual was
dissected and stored at -80°C awaiting DNA extraction. In addition, in series infected with P.
minutus, the acanthocephalan was removed and stored at -80°C awaiting markers analysis.
All gammarid bodies were individually frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C awaiting
the biomarkers analysis.

4.2. Determination of D. roeselum presence

After the DNA extraction from the gonads, the microsporidian status of each G.
roeseli individual (i.e. presence or absence of D. roeselum) was determined using a PCR-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method, as described in Haine et al.
[29]. The PCR products were digested by the restriction enzyme Bst11071 following the
manufacturer’s instructions (MBI Fermentas) in order to identify specifically the presence of

D. roeselum. Four different groups (thereafter called infection status) were then established:
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(1) uninfected females (U females), (ii) P. minutus-infected females (Pm females), (iii) D.
roeselum-infected females (Dr females) and (iv) co-infected females (Pm/Dr females). A few
females were found infected by another vertically-transmitted microsporidia (Dictyocoela
muelleri, see Gismondi et al. [6]). Since the sample size was too small to allow a statistical
analysis of biomarker results (n = 21 among females infected with P. minutus and n = 48

among uninfected females), they were removed from further analyses.

4.3. Biomarker measurement in G. roeseli

Assaying antitoxic defences is impossible to perform on individual gammarids, a
minimum number of six gammarids being necessary to have enough tissues to analyse. The
number of replicates was therefore calculated from the minimal sample size obtained for a
given infection status. The lower sample size obtained was n = 40 for Dr females in the C2
treatment. Therefore, for each exposure condition, 6 replicates of 6 individuals with the same
infection status were made to measure energy reserves and antitoxic defences as described
below. For series with large sample size (e.g. uninfected females) the 36 animals used for

these measures were taken at random.

4.3.1. Sample preparation

Each replicate was homogenized with a manual Potter Elvejhem tissue grinder in 50
mM phosphate buffer KH,PO4J/K,HPO, (pH 7.6) supplemented with 1 mM
phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF) and 1 mM L-serine-borate mixture as proteases
inhibitors, and 5 mM phenylglyoxal as a vy-glutamyl transpeptidase inhibitor. The
homogenization buffer was adjusted at a volume two-fold the wet weight of the sample pool
(e.g. 200 pL of homogenization buffer for 100 mg of wet weight tissue). The total
homogenate was divided into seven parts to measure the different parameters. For each

replicate, two independent measures were made for each biomarker.

4.3.2. Energy reserves

The measurement of total lipid and glycogen contents was adapted from Plaistow et
al. [49]. Twenty microlitre of 2% sodium sulphate (w/v) and 540 pL of chloroform/methanol

1:2 (v/v) were added to 40 pL of the total homogenate. After 1hr on ice, the samples were
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centrifuged at 3,000 x g for 5 min at 4°C. The resulting supernatant and the pellet were used
to determine the total lipid and glycogen contents, respectively.

One hundred microlitre of the supernatant were transferred into culture tubes and
placed in a dry bath at 95°C to evaporate the solvent. Then, 200 pL of 95% sulphuric acid
were added in each tube and left for 10 min. The culture tubes were cooled in ice and then 4.8
mL of phosphovanillin reagent were added. After a 10-min reaction, the optical density was
measured at 535 nm. Commercial cholesterol was used as a standard and total lipid contents
were expressed in mg.mL™.,

Total dissolution of the pellet was performed in 400 pL of deionized water for 10
minutes in an ultrasonic bath. One hundred microlitre of each sample were placed into culture
tubes and 4.9 mL of Anthrone reagent were added. The mixture was placed in a dry bath at
95°C for 17 min and then cooled on ice. Optical density was measured at 625 nm. Glucose
was used as a standard and concentrations were expressed in pg.mg™ tissue.

The total protein content of each sample was quantified according to Bradford [50]

with bovine serum albumin (BSA) as a standard. Results were expressed in mg.mL™.

4.3.3. Antitoxic defence capacities
4.3.3.1. GSH concentration and GCL activity

Reduced glutathione (GSH) concentration was adapted from Leroy et al. [51] using
High-Pressure Liquid Chromatography (HPLC) separation. The proteins of 40 pL of the total
homogenate were precipitated with 10% perchloric acid (v/v). After a 10-min centrifugation
at 20,000 x g at 4°C, the resulting supernatant was diluted 40-fold in 0.1 M HCI. Commercial
GSH diluted in 0.1 M HCI was used as a standard and GSH concentrations were expressed in
nmol GSH.mg™ protein.

GCL activity was assayed using an HPLC method adapted from Parmentier et al. [52].
Measurements were carried out on the S12000 fraction obtained after centrifuging 40 pL of
the total homogenate for 15 min at 500 x g and then centrifuging the resulting supernatant at
12,000 x g and 4°C for 30 min. The resulting S12000 fraction was diluted 20-fold in the
homogenization buffer and 40 pL of this diluted solution were added to 112 pL of incubation
cocktail (0.5 M Tris-HCI, 200 mM MgCl,,6H,0, 500 mM KCI, 45 mM glutamic acid, 90
mM cysteine, 1 mM DTT, 90 mM ATP, 0.5 mM phenylglyoxal, pH 8.25) to initiate the

reaction. After a 20 min-incubation period at 25°C, the reaction was stopped by a four-fold
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dilution with 0.1 M HCI. Commercial glutamylcysteine (GC) solution prepared in 0.1 M HCI

was used as a standard and GCL activity was expressed in nmol GC.min . mgprotein.

4.3.3.2. Metallothionein assay

Metallothionein (MT) concentrations were determined with an HPLC method adapted
from Alhama et al. [53]. Forty microlitre of the total homogenate were centrifuged at 3,500 x
g for 10 min. The resulting supernatant was centrifuged at 22,000 x g for 30 min and 4°C to
obtain the S22000 fraction. A ten-fold dilution of the S22000 fraction was prepared in 100
mM Tris buffer (pH 9.5) supplemented with 1 mM DTT and 100 mM PMSF as a protease
inhibitor. To reduce and denature the protein, 125 pL of diluted sample were added to 108 pL
of incubation cocktail (230 mM Tris pH 9.5, 300 mM DTT, 100 mM EDTA and 10% sodium
dodecyl sulfate) in a water bath at 70°C for 20 min. Then, the incubation mixture was
supplemented with 17 puL of 180 mM monobromobimane (mBBr) and incubated in the dark
at room temperature for 15 min, to mark MTs. Commercial rabbit-liver MT | solution
prepared in 230 mM Tris, pH 9.5, was used as a standard and MT concentrations were

expressed in nmol MT.mg™ protein.

4.3.3.3. Carotenoids concentrations

Carotenoids concentrations were measured by spectrophotometry method adapted
from Rauque and Semenas [54]. Fifty microlitre of the total homogenate were diluted in 450
pL of ethanol 96% and kept 6 hrs in the dark at 4°C, before being centrifuged 10 min at 3,500
X g. Optical density of the resulting supernatant was measured at 422, 448 and 476 nm using
a commercial mixture of carotenoids as a standard. Carotenoids concentrations were

expressed in ng carotenoids.mg™ lipid.

4.3.3.4. Biomarker of toxic effect

Malondialdehyde (MDA) levels were measured using an HPLC method adapted from
Behrens and Madere [55] with UV detection at 267 nm. Seventy microlitre of the total
homogenate were diluted four-fold with 95% ethanol (HPLC grade) and cooled on ice for 1.5
hrs to deproteinize them. The mixture was then centrifuged at 18,000 x g for 30 min at 4°C.
One hundred microlitre of the resulting supernatant were injected into the HPLC separation

system. MDA levels were expressed in ng MDA.mg™ lipid.
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For the MDA measurement in P. minutus, four replicates of 5 cystacanths of P.
minutus were pooled according to the infection status of their respective hosts (e.g. single or
double parasitism), for each cadmium conditions. Each replicate were crushed in 350 pL of
ethanol 95% and kept 1.5 hrs on ice. The measurement was then performed as described

above.

4.4. Integrated Biomarker Response

To enable a global view of the effect of the interaction parasite/cadmium, an
Integrated Biomarkers Response was estimated according to the method of Beliaeff and
Burgeot [56]. Only antitoxic defence responses were taken into account in the IBR
estimation. The IBR estimation was briefly described here. The mean (m) and the standard
deviation (s) of each biomarker were calculated for all exposure conditions; then, data were
standardized for each exposure condition: Y = (X-m)/s, where Y represented the standardized
value and X is the mean of each biomarker for each exposure conditions. Standardized values
allow estimating Z which is equal at +Y when biomarker was increased and Y in the case of
a decrease. Then, the minimum value for all exposure condition of each biomarker was
obtained, and was added to Z, to obtained the score S: S = Z + |min|. Finally, the IBR value
for each exposure condition was determined, thanks to the following formula, where n

represented the number of biomarkers:

IBR =% Sin (2/n) x S1 X Sp + ... + ¥ Sin (2/n) x Sn-1 X Sy

4.,5. Statistical analysis

Our data meet the normality and the variance homogeneity conditions. Comparisons
were performed by using an ANOVA test, followed by post-hoc HSD Tukey test.
All tests were performed using R 2.9.0 and were two-tailed with significant

differences considered at the level of p-values < 0.05.
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