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RESUME

Les activités anthropiques affectent les écosystémes marins, notamment a Kerguelen, un milieu
subantarctique reconnu comme étant trés sensible aux changements climatiques. L'étude des
moules sentinelles présentes a Kerguelen, Aulacomya atra et Mytilus edulis desolationis, permet
d’en évaluer I'impact en raison de leurs capacités de filtration et de bioaccumulation des polluants
et métaux lourds. Les biomarqueurs conventionnels utilisés jusqu’a maintenant pour évaluer leur
état de santé requiérent des prélevements tissulaires sur place ou de lindividu entier. La
logistique complexe de transport tenant compte de la chaine de froid en région éloignée peut étre

compromise.

L’objectif général de la thése visait a comparer leurs mécanismes d’adaptation des moules
sentinelles de Kerguelen face a des stress anthropiques. Pour ce faire, jai utilisé deux approches,
la premiére utilisant des biomarqueurs traditionnels, et la seconde une approche s’inspirant de
I'utilisation des approches multi-omiques basée sur le concept de la biopsie liquide. L’étude des
moules soumises a un stress thermique et a une exposition au cadmium a démontré que les
réponses different entre les deux espéces. En soumettant les deux espéces a un stress
thermique, nous avons également observé que leurs hémocytes quittent le compartiment
vasculaire vers le compartiment intervalvaire pour ensuite étre relachés dans 'eau de mer. Ce
relargage est plus marqué chez A. atra. Ces hémocytes immunocompétents peuvent survivre
plusieurs heures dans I'eau de mer avant d’étre recaptés par une autre moule, favorisant la
dissémination d’agents infectieux. Ces résultats révélent I'existence d’'un nouveau mécanisme
opportuniste pour disséminer I'infection chez son héte en milieu marin en réponse a une élévation
de température. Ceci pourrait expliquer la mortalité de masse rencontrée épisodiquement chez

les bivalves au cours des dernieres années en réponse aux changements climatiques.

En paralléle, nous avons développé une nouvelle génération de biomarqueurs chez la moule
basée sur le concept de la biopsie et une logistique simple qui permet d’outrepasser le besoin de
chaine de froid. En utilisant les méthodes de qPCR et de ddPCR, nous avons mesuré et démontré
que cette approche est aussi efficace pour conserver ’ADN que la congélation. Cette conclusion
est supportée par nos résultats de séquencage a haut débit démontrant que les profils de

microbiome retrouvés dans ’lhémolymphe sont similaires entre les échantillons congelés
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comparativement a ceux conservés sur carte de cellulose FTA qui protége et les acides
nucléiques. Une étude comparative préliminaire du microbiote « circulant » entre les deux
espéeces de moules prélevées dans une méme mouliere a de plus démontré une différence de la
composition et de la richesse du phylum. En dernier lieu, nous avons prouvé pour la premiére
fois I'existence de fragments d’ADN libres circulant (ccfDNA) chez les deux moules en plus d’en
définir les caractéristiques et de mettre en évidence la présence de ccfDNA d’origine du soi et du

Nnon-soi.

En conclusion, nos études nous ont permis de mieux comprendre la réponse hémocytaire des
deux types de moule de Kerguelen face au stress environnementaux. Nous avons également mis
au point une méthode de prélévement (biopsie liquide et cartes FTA) logistiquement adaptée aux
régions éloignées compatible aux nouvelles approches multi-omiques. L’ensemble du travail
servira non seulement a mieux comprendre comment ces espéces sentinelles peuvent réagir face
aux stress environnementaux mais aussi de favoriser la mise en place d’observatoires pour

évaluer les effets a long terme des CC des écosystémes marins en régions polaires.

Mots clés : Changements climatiques, Aulacomya atra, Mytilus edulis desolationis, cartes FTA,

approches multi-omiques, ccfDNA, microbiome, stress thermique



ABSTRACT

Anthropogenic activities are well known to affect marine ecosystems, especially in Kerguelen, a
subantarctic environment known to be very sensitive to climate change (CC). Such impact on
marine ecosystems can be measured using sentinel mussels, Aulacomya atra and Mytilus edulis
desolationis, two mussel species cohabiting in intertidal ecosystems of Kerguelen. The
conventional biomarkers used to assess their health, however, requires logistically complex
biobanking of tissue samples and killing of each individual, two major hurdles for studies in remote
regions and new ethical considerations associated with the use of sentinel species for

environmental monitoring.

The general objective of this thesis was to compare the mechanisms of adaptation of Kerguelen
mussels to anthropogenic factors. For this purpose, | used two approaches, the first based on
traditional biomarkers, and the second a new generation of hemolymphatic biomarkers inspired
the recent progress accomplished in the field of liquid biopsy, a concept that is gaining ground in
medicine. The first approach allowed us to show that both species responded differently to
temperature stress and exposure to cadmium. While conducting these studies, we have also
observed that their hemocytes leave the vascular compartment towards the interval space before
being released in seawater. This release of hemocytes was more pronounced in the case of A.
atra. Interestingly, we observed that hemocytes can survive for several hours in seawater while
retaining their phagocytic functions before being recaptured by another mussel. By infecting the
hemocytes with Mycobacterium marinum, we have followed the path of this recapture and the
infection induced in recipient mussels and revealed the existence of a new opportunistic
mechanism to disseminate infection. These findings may explain, at least in part, episodic mass

mortality events in bivalves observed in recent years in response to CC.

During these studies, which were conducted in part during our research missions at Kerguelen,
we have also developed a logistically-friendly sampling method based on the concept of liquid
biopsy for mussels and well-suited for preservation of samples on cellulose FTA cards tat protect
DNA. Using the gPCR and ddPCR methods, we further showed that FTA cards were as efficient
as frozen samples for DNA analysis. We have shown that this approach overcomes the need for

a cold-chain and well-adapted for multi-omics approaches, most notably high throughput
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sequencing methods. This approach allowed us to carry out preliminary studies of the
comparative microbiota between the two species of mussels taken from the same mussel bed.
Our findings showed a difference in the composition and richness of the bacterial phyla, indicating
that microbiome of mussels depends on intrinsic factors. Finally, we revealed, for the first time,
the existence of circulating cell free DNA (ccfDNA) in the hemolymph of mussels, defined its
characteristics, and revealed the presence of ccfDNA from self and non-self origins including the

possible existence of bacteria and viruses that we had not suspected the presence in Kerguelen.

In conclusion, our studies have enabled us to better understand the hemocyte response of
Kerguelen's mussel populations to environmental stress. We have also developed a new
sampling method logistically adapted to remote regions and compatible with highyl sensitive multi-
omic approaches. All the work will serve not only to better understand how these sentinel species
can react to environmental stresses, but also to promote the establishment of observatories to

assess long-term effects of CCs in marine ecosystems in polar regions.

Keywords: climate change, Aulacomya atra, Mytilus edulis platensis, FTA cards, multi-omic

approach, ccfDNA, microbiome, heat stress
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CHAPITRE 1

1 LES CHANGEMENTS CLIMATIQUES DANS LE MILIEU MARIN

1.1 Le milieu marin : parameétres abiotiques

Les évidences se multiplient a I'effet que les changements de température impactent rapidement
sur le milieu marin. Les océans absorbent les variations de chaleur, de CO, et autres gaz relachés
dans I'atmosphére en neutralisant ceux-ci (Caldeira et Wickett, 2003), rendant moins disponible
le calcium important a la composition des coquilles et enveloppes exodermiques des mollusques
marins tels les bivalves (Perez et al. 2018). De plus, les cycles naturels peuvent étre
désynchronisés. Par exemple, I'apparition hative de chaleur en surface peut favoriser certains
organismes au détriment de d'autres tels les larves de poissons osseux et le zooplancton,
apparaissant 6 jours avant leur réserve de phytoplancton (Poloczanska et al. 2013). Les
scientifiques portent une attention particuliére aux parameétres physico-chimiques comme la
température, I'acidification, la salinité, les polluants chimiques tels les composés dioxines, les
biphenyls polychlorés, les pesticides, les hydrochlorés et les métaux lourds. Ces travaux de
recherche donnent une information sur la qualité de I’environnement de la moule, de son état de
santé ainsi que des risques socio-sanitaires qui y sont associés. L’étude plus particuliére des
écosystémes du littoral sur des décennies, basées sur la mesure de facteurs biotiques et
abiotiques clés, analysés en tenant compte de I'activité humaine environnante constitue un bon
défi (Feyrer et al. 2015). Notre objectif n’est pas de départager I'influence de chaque facteur mais

de connaitre les changements additifs globaux sur un écosystéme en particulier.

1.1.1 La variation de température des océans

La premiére mesure en profondeur de la température de l'océan a été enregistrée lors d'un
voyage de Capitaine James Cook en 1772 (Cook 1777). Depuis, les méthodes de mesure de
températures se sont standardisées en prenant compte de I'effet de la pression de I'eau (Abraham
et al. 2013). Les relevés sont maintenant effectués a l'aide d'un bathythermographe
consommable. Cet instrument est lancé d'un navire et enregistre les données de pression

barométrique et de température au fur et a mesure qu'il progresse vers le fond marin, relayant



les données au navire en temps réel. En 2017, 15 933 déploiements ont eu lieu dans les différents
océans selon les données du programme "Ship of Opportunity" (SOOP). Les données recueillies
ont permis entre-autre de documenter l'augmentation de la température des eaux de surface
(Steinhoff et al. 2019). Ainsi, les trente derniéres années ont montré une hausse soutenue et plus
marquée. De 1901 a 2015, elles ont augmenté de 0.13°F par décennie (NOAA 2016) (Figure 1).
Par ailleurs, les milieux cétiers sont plus susceptibles a des changements rapides de leur
écosystéme (He et Silliman, 2019) car ils sont assujettis a des changements de température
influencés par leur géographie (baies, estuaires, lagons, mers, intérieures, etc.) des effluents
d’eau douce, des vents qui favorisent la resuspension des sédiments marins et des effets
anthropiques régionaux. Dans la Baie de Cheasapeake, aux Etats-Unis, sur une période
s’échelonnant de 1966 a 2002, I'huitre Crassostrea virginica a diminué la surface de son territoire
d’occupation (Mackenzie Jr 2007) au détriment d’autres espéces envahissantes telle le noyer de
mer Mnemiopsis leidyi. La combinaison du changement de la température a la hausse (1°C de
plus en moyenne entre 1960 et 1990) et I'enrichissement des nutriments, qui ont causé une
augmentation de la chlorophyle-a et une hypoxie, sont parmi les facteurs en cause (Kimmel et al.

2012). A long terme, les autres espéces telles les crustacés copépodes Acartia tonsa, les

méduses Chrysaora quinquecirrha (Decker et al. 2007) et les poissons ont également diminué,

témoignant d’'une eutrophisation probable du milieu.

08
0.6
04
0.2
00 I|‘ Hll
w

04

1870 1880 18380 1300 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1980 2000 2010 2020
Year

Global Temperature Anomaly (C) compared to 1801-2000

Figure 1. Température de surface des océans de 1880 a 2015 d’aprés NOAA 2020.



Certaines espéces tolerent mieux les variations de température. Ainsi la fenétre de tolérance aux
extrémes de température de Mytilus edulis provenant de la mer des Wadden en Norvége,
correspond a 41.73°C, soit de -13.4°C a 28.34°C (Compton et al. 2007). Il est surprenant que la
limite de température supérieure, qui correspond a une mortalité de 50%, ne soit pas plus élevée,
d’autant plus qu’elle peut étre exposée au soleil a marée basse. De plus, les différents organismes
provenant du méme endroit démontrent une capacité supérieure a tolérer la chaleur. Cette
tolérance s’explique en autres par la forme de colonie en groupe, qui est attachée serrée avec
ses byssus, et qui lui procure un moyen de conserver une température moins élevée (Helmuth et
al. 2002).

1.1.2 L'acidification des océans

De I'ere préindustrielle a aujourd'hui, le pH des eaux de surface océaniques s'est acidifié de 0.1
unité passant de 8.179 a environ 8.069 (Feely et al. 2010). La quantité croissante de dioxyde de
carbone (CO,) relachée dans I'atmosphére et absorbée par les océans contribue a I'acidification
des océans (Caldeira et Wickett, 2003). Cette acidification diminue la disponibilité de I'Aragonite,
la forme cristalline du carbonate de calcium CaCOj3; qui entre dans la composition de la coquille
de l'ectoderme et de I'endosquelette des animaux marins (Orr et al.2005). La diminution de
I’Aragonite est d’autant plus marquée en Arctique a la Mer de Beaufort (Figure 2) ou la disparition
de la glace a favorisé ce phénoméne (Zhang et al. 2019). Plus prés de nous, dans I'estuaire marin
du Saint-Laurent, une baisse du pH marin s’accentue depuis des décennies, particulierement
dans les profondeurs de 170m et plus (Mucci et al.2011). Ces changements impactent sur
certains mollusques et échinodermes qui possédent des mécanismes lents d'homéostasie acido-
basiques de I'hémolymphe (Whittman 2013), les rendant plus vulnérables a un rapide
changement de pH dans leur environnement. Par exemple, les larves de quelques jours de vie,
n‘ayant pas leur enveloppe minérale (prodissoconch) et soumises au stress des changements
rapides de saturation en CO, des régions coétieres, démontrent une réduction des réserves
d’énergie ainsi qu'un plus grand risque de létalité (Waldbusser et al. 2015). En contrepartie, la
réponse adaptative des bivalves a un changement chronique de CO, se situe au niveau de la
prochaine génération de larves qui posséde un taux de métabolisme standard augmenté par
rapport aux larves des géniteurs non exposés a une CO, élevée, leur proférant une certaine

résistance. Une méta-analyse des embryons et larves de moules étudiant I'effet d’un stress de



température, de pH et de salinité a démontré une sensibilité accrue des larves a un changement

de température et de pH (Przelawski et al. 2015).
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Figure 2. Changements annuels des différents paramétres de la Mer de Beaufort.
Variation de (a) I'acidification, de (b) la température moyenne, (c) la salinité et (d) I'alcalinité.
(Selon Zhang et al. 2019).

L’acidification de la région subantarctique a proximité de I'’Archipel de Kerguelen a fait I'objet de
plusieurs campagnes d’étude via les programmes de recherche de I'lnstitut Polaire Frangais Paul-
Emile Victor (IPEV) dont le programme KERFIX de 1990 & 1995. Il consistait & effectuer des
relevés mensuels des taux d’oxygéne et de CO, marins et a la surface de I'eau, a 97 km au sud-
ouest de Kerguelen. En plus de la température, la salinité et des lectures de P, Si, NO3, NH, et
chlorophylle étaient enregistrés (Jeandel et al., 1998). Des relevés similaires ont continué avec
le programme KEOPS en 2005 et KEOPS/OISO 20 en 2011. Ces études ont pu mettre en
evidence la complexité du blooming du phytoplancton, qui dépend non seulement de la
température (moins de CO, en eau froide) mais surtout de la disponibilité du fer nécessaire a la
fertilisation. Dans la région Sub-Antarctique de Kerguelen, les variations de pH n’ont pas été

retenues comme un élément expliquant le blooming du phytoplancton.



1.1.3 Les variations de salinité des océans

Il est maintenant bien connu que les variations de salinité a la surface de 'eau évoluent selon des
cycles saisonniers, particuliérement dans les régions polaires (Garcia-Eidell et al. 2019). La fonte
et le gel des glaciers, les vents violents qui raménent I'eau plus profonde a la surface, les
différents courants marins, I’évaporation et les précipitations sont des facteurs qui peuvent faire
varier la salinité (Farrar et Plueddemann, 2019). Depuis 1896, en Arctique et Subantarctique, les
données de température et de salinité ont été colligées a partir de bateaux mercantiles et
météorologiques, et ce plus particulierement au sud de Terre-Neuve jusqu’a I'lslande ainsi qu’une
autre voie couvrant la Mer du Nord jusqu’au Groenland. En plus, des échantillons d’eau ont été
prélevés afin de diminuer les biais des thermosalinographes. Selon les données recueillies, la
salinité augmente au sud du 54°N (Terre-Neuve) et a 'ouest du Bassin Islandais, le long du 59°N.
Depuis 1995, au niveau de la Mer du Labrador, un changement de densité de I'eau démontrant
une « eau plus douce » a été enregistrée en profondeur pouvant expliquer une diminution de la
circulation du « Meridional Overturning Circulation » (AMOC) (Bryden et al.2005; Srokosz et al.
2012). L’eau de surface est demeurée plus froide et moins dense dans I'Atlantique Nord et plus
chaude et salée au sud du 54°N (Terre-Neuve) et a I'ouest du Bassin Islandais, le long du 59°N
(Somavilla et al.2012). L’effet net de la diminution du courant serait un refroidissement de

I’Atlantique Nord, corroborant les observations de la derniére décennie (Robson et al. 2016)

Le long du continent Antarctique, quatre sites ont été étudiés afin de déterminer la température,
la salinité et la teneur en CO, des eaux profondes de 1000 a 1500 m (Bindoff et Hobbs, 2013).
La tendance générale est une diminution de la salinité et une augmentation de la température
des eaux profondes. Deux des sites étudiés depuis 1994 montrent une accélération de ce
phénoméne qui pourrait étre lié¢ a I'apport plus important de rivieres glaciéres ou des
changements provoqués, comme ce fut le cas en 2010, par la collision entre le continent et les
glaciers du Bassin Australien-Antarctique, entrainant ainsi des changements dans la morphologie
géographique des lieux (Menezes et al., 2017). Les observations de la salinité en surface ont
eégalement montré que les régions salées deviennent plus salées et que les régions moins salées
deviennent plus « fraiches » (Bindoff et Hobbs, 2013). Ceci peut représenter un stress de plus
pour les organismes marins, notamment chez les bivalves qui doivent s’adapter au nouvel
environnement des écosystémes marins cotiers. Bien que certaines études ont démontré que les

moules bleues (Mytilus sp.) semblent s’adapter au stress de salinité, pouvant survivre en



moyenne 1052 jours a 15.0 unités de salinité (PSU) et tolérer des écarts de salinité de 10.5 a
36.0 PSU (Van der Gaag et al., 2016), des changements de salinité peuvent avoir un impact sur
leur réponse immunitaire et les rendre vulnérables aux infections (Reid et al. 2003; Zuykov et al.
2020). Selon Matozzo et Marin (2011), la phagocytose et les comptes hémocytaires des bivalves
diminuent en hyposalinité alors qu’ils augmentent en hypersalinité. La phagocytose a cependant
été peu étudiée en hypersalinité. Au niveau de 'hémolymphe, I'osmolalité et les concentrations
en ions Na*, Ca?* et Mg®* correspondent aux valeurs du milieu environnant hyposalin auquel on

les a exposées (Shumway 1977).

1.1.4 Les polluants

Les substances qui peuvent nuire ou altérer I'écosysteme du littoral marin font I'objet d’'une
surveillance a long terme par plusieurs organisations, tel le programme américains Mussel Watch.
Ce programme, créé en 1986 par le National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA),
surveille la présence chez la moule de 140 contaminants d’intérét. Les polluants étudiés se
regroupent : 1) Les métaux, tels que le zinc, le cuivre, 'aluminium, I'antimine, I'arsenic, le
cadmium, le chrome, le plomb, le manganése, le mercure, le nickel, le sélénium, I'argent, le
thallium et le tin, 2) les contaminants organiques, tels les congénéres des biphényles polychlorés
(PCB), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), le butyltin, les insecticides ;
dichlorodiphényltrichloréthane (DDT), chlordane et dieldrines, 3) les parasites des bivalves, et 4)
les contaminants microbiens dans les sédiments entourant les moules, tel le Clostridium
perfringens. Les résultats de ce suivi permettent entre-autre de mesurer I'impact de décisions

politiques et des activités anthropiques sur I'écosystéme aquatique aux Etats-Unis.

Afin qu’un métal soit toxique, il doit se trouver sous une forme métabolique active et biodisponible
(Luoma et Rainbow, 2011). L’apport en métal doit surpasser le rythme de désintoxication ou
d’excrétion. De plus la toxicité sur certaines cellules, tissus ou organismes entiers doit en étre
démontrée. Le cadmium est un polluant qui fait I'objet d’un intérét particulier considérant qu’il ne
joue aucun role dans les processus physiologiques de tout étre vivant. On retrouve le cadmium
a I'état naturel en lien avec d’autres métaux, tels les gisements de zinc, en lien avec les activités
volcaniques, lors des processus d’érosion des sols, ou dans les embruns marins. Selon le
programme des Nations Unies pour 'Environnement (UNEP), les sources anthropiques de

cadmium dans le sol sont dans I'ordre décroissant : I'utilisation du charbon, les déchets urbains,



les opérations miniéres et I'agriculture. Au niveau atmosphérique, les émissions de cadmium
proviennent principalement de fonderies produisant des métaux non-ferreux suivi de la
combustion du pétrole. La contamination des milieux marins provient principalement de la
déposition du cadmium atmosphérique ainsi que par I'érosion naturelle. Des études sur la mesure
de cadmium dans I'hémisphére sud a partir de carottes récoltées dans le fond de I'océan et sur
le continent Antarctique démontrent que les concentrations de cadmium actuelles (environ 0.4
nM a la surface et jusqu’a 0.8 nM en profondeur) seraient comparables a celles retrouvées au

cours des cent-quatre-vingt derniéres années (Nolting et al. 1991; Planchon et al. 2002).

Dans la nature, le cadmium n’existe pas sous forme libre. Les formes les plus fréquentes des
composeés sont le sulfate de cadmium (CdSO,), suivi du carbonate de cadmium (CdCO3) et de
I'oxyde de cadmium (CdO). Chez I'humain, une intoxication chronique aux composés du cadmium
peut provoquer une apoptose des cellules tubulaires rénales créant une insuffisance rénale et de
I'ostéomalacie par le biais de la non transformation de la vitamine D en sa forme active (Johri et
al. 2010). De plus une diminution de I'absorption du calcium intestinal va causer de 'ostéoporose
(Bernhoft 2013). C’est le cas des intoxications au Japon qui ont débuté en 1912 suite a des
déversements riverains de rejets miniers et qui a donné le nom de Itai Itai a la maladie en
référence aux douleurs séveres engendrées chez les personnes intoxiquées. En 2012, 'Agence
Internationale de Recherche en Cancer (IARC) a statué qu’elle possédait suffisamment de
preuves fournies par les recherches épidémiologiques chez les patients ayant les taux sanguins
les plus élevés de cadmium ainsi que par les études de toxicité chez les rongeurs pour considérer
le cadmium en tant qu’agent cancérogéne (Garcia-Esquinas et al. 2014). Il peut notamment
induire un cancer du poumon. Le lien avec le cancer rénal et de la prostate est plus difficile a
établir car d’autres composés peuvent étre en cause. Selon 'organisme américain Agency for
Toxic Substances and Disease Registry, la demi-vie du cadmium dans le rein est de 6 a 38 ans
et de 4 & 19 ans dans le foie. Au niveau des mécanismes d’actions cellulaires et moléculaires
chez les vertébrés le cadmium induit la production de superoxyde chez les macrophages pouvant
entrainer des défectuosités dans la réparation de ’ADN et la prolifération cellulaire (Valko et al.
2006). Le cadmium interagit avec plusieurs voies de signalisations mitogénes dont I'inhibition de

la réponse de p53 aux dommages de ’ADN.

Le cadmium a fait 'objet de biosurveillance chez les bivalves depuis les années 80 aux Etats-
Unis (Beliaeff et al. 1997). Le cadmium s’accumule principalement dans le manteau et dans

'organe digestif de la moule. Pour un méme site, il peut exister une Iégére différence dans la



bioaccumulation entre deux mytilidés comme Aulacomya atra et Mytilus chilensis (Tapia et al.
2010). De plus, le cadmium est un contaminant trés utilisé pour I'étude du systéme immunitaire
chez les bivalves. Les courbes doses-réponses d’exposition des hémocytes au chlorure de
cadmium en rapport a la phagocytose ont démontré une variation de I'inhibition selon I'espéce de
bivalve (Sauvé et al. 2002). Lorsqu’il s’agit de I'exposition de I'animal entier, comme chez Mytilus
edulis a des concentrations croissantes de cadmium, 20 a 50 ug/L, sur 11 jours, une diminution
du compte hémocytaire a été observée mais aucun changement significatif au niveau de la
phagocytose ou de la mesure de la concentration de la superoxyde dismutase (SOD) des
hémocytes (Sheir et Handy 2010). Des études transcriptomiques récentes dans un modéle
d’exposition directe des hémocytes au cadmium (Granger Joly De Boissel 2017), ont toutefois
démontré une induction de I'expression des genes codant pour la SOD, la glutathione S-
tranférase (GST), le cytochrome CYP2C8 (impliqué dans la détoxication de xénobiotique), et de
la protéine de la multirésistance aux médicaments (MDR). D’autres transcrits de voies
métaboliques importantes, tels Hsp70, caspase 8, et Toll like receptor (TLR), ont également été
induits. La divergence des résultats entre les deux types d’expérience peut s’expliquer par une
plus grande sensibilité de I'analyse transcriptomique par rapport a un end point de la production
de SOD. La concentration de cadmium de 'hémolymphe des animaux n’ayant pas été mesurée
dans l'étude de Sheir et Handy, il peut s’agir d’'une faible concentration qui n’altére pas la
phagocytose ou la production de SOD. Il est également possible que ces résultats apparemment
contradictoires s’expliquent par le fait que ces études ont été réalisées a des temps d’exposition

différents.

1.1.5 Impact sur les milieux marins

L’impact des stress environnementaux sur les milieux marins doivent tenir compte de l'intensité
du stress, comme le démontre 'augmentation rapide de la température de 'Océan Indien en 1998
ayant mené au blanchiment de toute la barriere centrale de coraux du Bezile. La température
moyenne a augmenté de plus de 2.2°C avec des pointes jusqu’a 4°C (Aronson et al. 2002). Un
autre changement, telle une baisse de >1.5 a <0.5 mL/L de I'oxygene de l'océan pacifique
secondaire a une augmentation de la température entre les différentes éres de miniglaciation (16
100 ans a 3 400 ans) a causé une perte de la biodiversité et un remplacement par des especes
extrémophiles (Moffit et al. 2015). Ces résultats sont corroborés par d’autres études qui

démontrent qu’'une perte de la biodiversité dans les océans actuels peut étre prédite par



linstabilité de la température des eaux de surface (Tittensor et al. 2010). Certaines régions
cétieres peuvent ainsi voir la composition de leur population de poissons et d’invertébrés changer.
Une étude longitudinale de 35 ans de la population de poissons et d’invertébrés a démontré une
migration des poissons tropicaux et des invertébrés vers les zones texanes plus au nord (Fujiwara
et al. 2019). Une des hypothéses avancées par les auteurs pour expliquer ce phénomeéne réside
en la notion de tolérance de température maximale pour les différentes espéces. En utilisant un
modéle basé sur les prédictions des changements environnementaux des prochaines décennies
ainsi gqu’en tenant compte des voies de transport maritime et des capacités d’adaptation des
especes, I'Arctique devient une région a risque d’envahissement par certaines especes (Goldsmit
et al. 2018; (Goldsmit et al. 2020). D’autres facteurs pouvant expliquer une résilience écologique
aux augmentations de la température des eaux de surface lors des phénomeénes E/ Nino, ont été
étudiés chez les foréts de laminaires sur les cbtes australiennes. Le manque de diversité
génétique pourrait expliquer la disparition compléte de la forét de laminaires pour une méme
vague de chaleur (Wemberg et al. 2018). Enfin, 'augmentation des agents infectieux en contexte
d’augmentation des températures marines peuvent également participer a la vulnérabilité
notamment chez les bivalves. Par exemple, deux infections a protozoaires (Perkinsus marinus et
Haplosporidium nelson) ont mené a la mortalité de I'huitre C. virginica des cbtes de I'Atlantique
Nord (Burge et al. 2014). L’extinction de ces mouliéres infectées et le taux de mortalité
correspondaient aux oscillations anormalement élevées de la température enregistrée (Burge et
al.2014).

1.2 Kerguelen

1.2.1 Historique et découverte

L’archipel de Kerguelen a été découvert par Yves Joseph Kerguelen de Trémarec le 12 février
1772. Cet archipel francais représente 7 215 km? d'iles volcaniques qui ont émergé il y a 40
millions d’années. Elles sont localisées a une distance de 2 000 km des cbtes de I'’Antarctique,
entre 48°35’ et 49°54’ de latitude Sud et entre 68°43’ et 70°35 de longitude Est. L’archipel de
Kerguelen est devenu une Réserve Naturelle en 2006. L’ile principale, Grande Terre, abrite la
station de recherche de Port-aux-Francais. Elle est entourée de 300 iles satellites. Son centre est
occupé par le glacier Cook. Ce qui en fait un site particulier pour des études

immunotoxicologiques chez la moule est principalement 'abondance de ses mouliéres mixtes



comprenant la moule bleue (Mytilus edulis desolationnis) et la moule striée (Aulacomya atra). Les
mouliéres sont accessibles par la marche depuis Port-aux-Frangais ou par bateau. De plus, les
moulieres sont constamment en lien avec une faune environnante diversifiée et avec des

particularités propres a chacun des sites (Tableau 1).

1.2.2 Positionnement stratégique

Etant situé & la rencontre de I'Océan Indien, d’une part, et 'océan Austral plus au sud, la
température extérieure a Kerguelen varie peu. La moyenne annuelle est de 4.5°C avec
des minima qui ne dépassent pas -10°C et des maxima ne dépassant pas les 20°C.
Cependant, la tendance de la température terrestre moyenne est nettement a la hausse

depuis les soixante derniéres années (Figure 3). Les vents d’ouest intenses qui poussent
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Figure 3. Température moyenne (°C) a Port aux Frangais.
Données compilées par IPEV 136-UMR 6553
le courant circumpolaire d’ouest en est, rencontre des courants opposés provenant de
courants subtropicaux. Le tout résulte en une mixité chaud-froid des différentes couches
de I'océan qui peuvent atteindre 100 m I'été et jusqu’a 400 m en hiver (Bowie 2015). De

plus, la fonte des glaciers et I'apport de rivieres d’eau douce qui se jettent dans les bras
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d’eau salée donnent des lectures de salinité et de pH qui varient d’un site de prélévement
a l'autre (Morat et al. 2008). La fonte du glacier Cook a démontré un recul de 1 km entre
1799 et 1965 ainsi qu’'une accélération du phénomeéene entre 1966 et 1993 soit 3 km
(Frenot et al. 1993). Comme il y a peu d’activité humaine, ceci en fait des sites propices
a y établir un observatoire de base pour fin de comparaison avec des sites pollués ou
sollicités par les activités anthropiques. Les iles de Kerguelen forment I'étendue marine
protégée la sixieme en importance mondialement. Elles y accueillent une diversité de la
faune et de la flore unique en raison des conditions de température, de pH, de mixité des
eaux salines et d’eaux douces. Les poissons en eau peu profonde se limitent a quelques
grandes gueules et a la truite introduite a Kerguelen. Les mouliéres y sont abondantes,
souvent mixtes et facilement accessibles a marée basse cependant aucune étude visuo-
spatiale n’a encore répertorié celles-ci. Les marnages sont de type semi-diurne et
peuvent atteindre jusqu’a 2.13m (Vidal et al. 2012). Elles c6toient également une faune
marine comportant des colonies d’éléphants de mer et des manchotiéres. Les colonies

d’oiseaux marins y sont variées (cormorans, goélands, pétrels, sternes, etc...).

1.2.3 Base de recherche

La base de Port-aux-Francais, qui existe depuis 1955, est accessible uniquement par bateau. Le
Marion Dufresne, un navire de recherche et de ravitaillement, effectue quatre rotations par an
pour amener le personnel scientifique et de soutien aux différentes bases de recherche en région
subantarctique en plus de permettre la participation a des campagnes océanographiques, autour
des iles et en mer. L'été, on y retrouve une centaine de personnes sur base. L’hiver, il reste
environ 50 “hivernants”. Le laboratoire de recherche de la mer (Biomar) permet de faire des
expériences en laboratoire. L'IPEV, un groupement d’intérét public créé en 2002, facilite la
logistique et appuie les chercheurs frangais et leurs collaborateurs dans les régions Antarctiques,
Subantarctiques et Arctiques. Le programme ImmunotoxKer 409 de I'lPEV étudie les effets de
changements globaux sur les organismes sentinels, en I'occurence les salmonidés et les moules,
dans un but d’établir un observatoire d’écotoxicité dans un continuum eau douce-eau salée a
Kerguelen. Lors de la campagne 2018-2019, ce programme s’est associé avec le programme
Proteker, dont les objectifs sont de conserver et de protéger le milieu marin de Kerguelen en

etablissant une base de données pour un monitorage écologique et génétique. Les deux
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programmes sont complémentaires puisque les especes étudiées different. Le programme
ImmunotoxKer se situe au niveau du littoral jusqu’a 5 métres de profondeur. Les spécimens sont
également péchés dans les rivieres d’eau douce. Les sites d’échantillonnage pour le prélévement
des moules ont été harmonisés avec le programme de Proteker pour des raisons de logistique et

pour obtenir des données d’observation a long terme sur la température et le pH de I'eau.

1.2.3 Sites d’intéréts pour I’étude les moules de Kerguelen

Les sites ont été choisis en fonction de leur situation géographique, I'apport varié en eau douce,

la faune diversifiée ainsi que I'accés au site (Tableau 1).

Tableau 1. Caractéristiques des sites de prélevements de Kerguelen.

Latitude

Longitude

Type de
mouliére

T (°C)
a5Smde
profondeur *

Caractéristiques
du site

Anse
Saint-
Malo

-49.360973

69.854686

Mytilus
desolationis

N/A

Situé sur la
péninsule Courbet,
dans le Golfe du
Morbihan.

Anse des
écueils

-49.507751

69.691277

Mixte

N/A

Colonie de
cormorans, de
goélands et
éléphants de mer en
amont. Albatros et
fuligineux en petit
nombre.

Armor

-49.462654

69.695549

Mytilus
desolationis

N/A

Eléphants de mer,
goélands et
cormorans. Chats,
lapins et rats.
Elevage de truite de
1982 a 1992

flot
Channer

-49.382401

70.185242

Mixte

2.96 a 8.07

Eléphants de mer,
goélands et
cormorans

Tle Haute

-49.374404

69.883314

Mixte

3.11a7.61

Colonie de Chionis,
mouflons introduits
en 1957 sur I'fle. |l
en reste un seul.

Port aux
Frangais

-49.348835

70.219383

Mixte

2.45 2 8.61

Baie en face de la
base de recherche.
Colonie de
goélands.

¢ 2016-2017 (Proteker.net)
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Une des difficultés rencontrées lors de I'’échantillonnage aux sites éloignés demeure la
conservation de la chaine de froid ou bien de ramener les moules entiéres bullées et conservées
dans I'eau de mer froide. Les sites sont soit a quelques jours de marche de la base ou a plusieurs
jours en chaland ou avec la Curieuse, un ancien chalutier converti pour des expéditions
scientifiques dans les Terres Australes et Antarctiques Francgaises (Figure 4). L’utilisation de
glace séche requiert des manceuvres de dissection ou de prélevements d’hémolymphe tout en
etant préoccupé par le temps maximal de conservation de la glace séche de quatre jours. Les
tempétes étant fréquentes, le programme de récupération des manipeurs est toujours sujet a

changements de derniére minute et peut étre repoussé de plusieurs jours, au risque d’altérer la

Océan Indien
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Figure 4. Sites d’échantillonnages communs avec I'équipe Proteker

qualité des échantillons. Le poids des échantillons doit étre réparti sur un plus grand nombre de

manipeurs et représente un plus grand défi pour traverser a pied les chaines de montagnes. Ces
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contraintes sont d’ailleurs communes a 'échantillonnage en région éloignée, notamment en

région polaire.

2. LA MOULE POUR EVALUER L’ECOSYSTEME MARIN

2.1 La moule comme espéce sentinelle

La moule est un animal filtreur répandu partout sur la planéte, en eau douce comme en eau salée.
Elle est facile a récolter et les protocoles de préléevements ont été trés bien établis a travers les
années au point ou les communautés locales peuvent participer a des programmes de
biosurveillance comme Mussel Watch ou le programme européen Mediterrean Mussel Watch
(MMW), qui englobe la participation de 20 pays en Europe depuis 2002, (Baena et Thébault
2007). La moule filtre une grande quantité d’eau de mer, jusqu’a environ 4,8 I/h pour une moule
moyenne M. californius de 25 g de poids humide (Riisgard 2001). Elle peut accumuler des
polluants chimiques, elle posséde une faible capacité a métaboliser les contaminants organiques
et elle survie a des niveaux modérés de pollution (Farrington et al. 2016). Ainsi, les concentrations
des différents polluants des tissus mous des moules sont comparées sur différents sites afin de
mieux comprendre l'impact et I'évolution de ceux-ci sur un écosystéme particulier (Goldberg et
Bertine, 2000). La moule représente également une valeur économique importante avec une
production mondiale annuelle oscillant autour de 200 000 tonnes (FAO 2017). Le Canada a
produit 25 800 K tonnes en moyenne entre 2011 et 2015 dont 80% proviennent de I'lle-du-Prince-
Edouard (Péches et Océans Canada, 2017).

2.2 Le systéme circulatoire des moules

Le systéme circulatoire des moules est considéré comme « semi-ouvert ». Le taux de filtration
dépend de la quantité de nutriment, la grosseur des particules, I'ouverture de la valve, qui peut
elle-méme étre influencée par la présence de métaux lourds et la concentration des algues
(Riisgard et al., 2011). En premier lieu, I'eau entre dans le siphon inhalant qui est un repli du
manteau. Le manteau et ses siphons forment la cavité palléale. L’eau traverse ensuite les
branchies. Les cils des branchies poussent les nutriments vers la bouche. Le circuit continue vers

I'cesophage, la glande digestive puis les nutriments voyagent vers le rectum. L’anus s’ouvre dans
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le siphon exhalant. La cavité péricardique et méme le ventricule sont traversés par le rectum.
Ceci permet I’évacuation rapide d’eau pour assurer que I’'hémolymphe demeure iso-osmolaire et
pour évacuer rapidement des toxines tel le surplus des ions ferreux. Les particules qui sont trop
volumineuses sont repoussées vers le liquide palléal pour étre évacuées par le siphon exhalant

(Figure 5).

. Dorsal i
<4— Posterior Anterior —p

Suprabranchial Cut edge
chamber of mantie

Posterior adductor
muscle g

Exhalent
aperture

Inhalent
aperture . .
G LR % 2 3 Labial
— N . L ; o ¥ palps

Mantle ™Margin gill gill
margin

Figure 5. Représentation du systéme de circulation semi-ouvert des nutrients de I’eau de
mer de la moule Margarifera auricularia (Soler et al, 2019).

En second lieu, il existe un systéme circulatoire avec un cceur qui pompe I'hémolymphe
(équivalent du sang) et les hémocytes (les cellules de 'hémolymphe) dans les différents organes.
Le circuit sanguin débute au niveau de la base du pied, puis passe par les branchies. De I3,
I’lhémolymphe est pompée vers les deux oreillettes et passe dans I'unique ventricule. Deux aortes
sont branchées au ventricule et assurent la distribution de ’hémolymphe dans les différents
tissus. Il n’existe pas de capillaires chez la moule. Seulement des veines, des arteres et des
sinusoides entre I'apport et le retour veineux. L’accessibilité a ces cellules et hémolymphe se fait
en ponctionnant le muscle adducteur. Les comptes lymphocytaires normaux des bivalves

démontrent une grande variabilité individuelle tels les comptes de Crassostrea virgininica variant
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de 4.2 x 10° cellules/ml jusqu’a 15.1 x 10° avec une moyenne de 3.1 x 10° cellules/ml (Ashton-
Alcox et Ford, 1998). Les comptes hémocytaires peuvent varier soit a la baisse lors d’un stress
bactérien avec une modulation du type d’hémocytes telle une diminution des granulocytes (Ciacci
2009). On peut parler d’hémocytose lorsque les comptes sont trés augmentés. Le stress

thermique ou une leucémie peuvent induire une telle augmentation.

La moule posséde également un systéeme d’homéostasie acido-basique qui tient compte des
mouvements des marées et du fait qu’elles sont immergées ou a I'air libre de fagon cyclique.
Lorsque la moule est submergée, elle ferme sa valve et conserve son eau de mer. Elle maintient
ainsi sa glycémie en passant d’'un systéme aérobique (par le cycle de Krebs) a I'utilisation de
I'énergie en anaérobie comme la formation du succinate. De plus I'équilibre du pH est maintenu
en sécrétant des métabolites qui agissent comme tampon du liquide intervalvaire (Guerra-Rivas
et al., 2001). La capacité tampon équivalent a un est sa capacité de changer le pH d’une unité
en ajoutant une certaine quantité d’acide ou de base. Dans le cas de I'eau de mer, la capacité
tampon () est de 3.1725 + 0.7846 alors que la moule M. galloprovincialis soumise a I’hypoxie et
a l'exposition aux biphényles polychlorés (PCB) a une capacité tampon de son liquide
intervalvaire de B = 28.109. Un autre processus « tampon » est d’utiliser le carbonate de calcium
emmagasiné dans la coquille. Sinon, en présence d’un milieu acide ou en anaérobie prolongé, la

moule aura une coquille plus molle et plus vulnérable aux traumatismes.

Bien que I'on connaisse passablement bien le systéme circulatoire des moules, il en demeure
gue nous connaissons peu les processus physiologiques qui gouvernent la circulation intra- et
extravasculaire des cellules immunitaires de 'hémolymphe et comment ceux-ci sont régulés face
a un stress environnemental. Des études seront nécessaires dans ce domaine considérant
'importance de 'immunité pour la réponse aux pathogénes et la fréquence de plus en plus élevée
de mortalité de masse dans les mouliéres causées par des pathogénes en réponse aux

changements de température.

2.3 Immunité des moules

2.3.1 Les hémocytes
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Les moules possédent un systéme immunitaire inné. Contrairement aux vertébrés, elles ne
posseédent pas d'immunité acquise. Elles ne peuvent produire d’anticorps. Les cellules qui
répondent rapidement a une menace d’infection ou face a autre stress sont les hémocytes. La
classification des hémocytes des mytilidés demeure difficile et manque de consensus en raison
du manque de connaissance du processus de maturité des hémocytes. De plus, contrairement
aux études chez 'humain, il y a trés peu de biomarqueurs spécifiques capables de distinguer
les différentes sous-populations d’hémocytes, leur origine hématopoiétique et leur état
d’activation face au non-soi. Contrairement aux hémocytes, les leucocytes chez 'humain sont
bien caractérisés par leurs marqueurs membranaires et leur origine, la moelle osseuse, est

bien identifiée. Leur processus de différenciation dépend du tissu ou ils migrent.

Le Tableau 2 résume les résultats de Pipe et al., de 1997 sur les hémocytes. Globalement, ces
résultats font encore consensus. Une discrimination de trois sous-populations d’hémocytes a
eté realisée en utilisant le gradient de densité au Percoll. En y combinant la microscopie
electronique, la coloration de Wright, la coloration des enzymes lysosomaux, la mesure de
liaison aux lectines et la phagocytose, le groupe de Pipe a mieux caractérisé les trois types
d’hémocytes. Noél et al., en 1994 avaient produit des anticorps monoclonaux afin de bien
distinguer les types cellulaires. Toutefois, sur les cing anticorps produits, un seul identifiait les
granulocytes éosinophiles. Les autres anticorps se liaient a tous les types de cellules, sans
aucune spécificité. En 2010, le groupe de Frank Le Foll (Le Foll et al., 2010) a identifié les
différents hémocytes en utilisant les préparations panoptiques de Pappenheim,
commercialement appelées Hemacolor. En y combinant les techniques d’imagerie de motilité
et de cytométrie en flux, ils purent distinguer les trois populations bien qu’on y retrouve
certaines différences par rapport a la classification de Pipe: A) Les hyalinocytes sont plus
hétérogénes et plus volumineux que les granulocytes basophiles. Le ratio noyau/cytoplasme
étant plus élevé pour les granulocytes basophiles, B) Aucun granule n’est présent dans le
cytoplasme des hyalinocytes, et C) selon 'hypothése de I'auteur, les granulocytes basophiles
ne phagocytent pas. On peut donc constater qu’un certain consensus régne pour la lignée
d’hémocytes granulaires éosinophiles. Cependant, il sera difficile d’arriver a un consensus
concernant les lignées des hyalinocytes et des granulocytes basophiles tant que de nouveaux
marqueurs spécifiques ne seront pas développés et permettront de mieux comprendre leurs

roles.
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Tableau 2. Caractérisation des populations d’hémocytes de Mytilus edulis.
(Adapté de Pipe et al. 1997).

- Petites cellules

agranulaires Cytoplasmique
Souche Agranulocytes : L Aucune ylop q Peu
supérieure - Ratio élevé diffuse

noyau/cytoplasme

' Cytoplasmique
Couche Granuloc.ytes - Petites granules Basophile | diffuse et dans Moyen
moyenne Basophiles | de 0.2 4 0.3um les granules

- Cellules a larges
Couche  Granulocytes granules de 053 | Eosinophile Dans les Elevée
inférieure | EOsinophiles granules

1.5um

2.3.2 L’immunité cellulaire

La phagocytose est une des fonction clé permettant aux hémocytes d’éliminer les pathogénes et
les cellules apoptotiques ou nécrotiques. La phagocytose a été décrite par Underhill et Goodridge
en 2012 un peu comme on décrit les phases de dégustation d’un bon vin que I'on hume, dont on
apprécie I'apreté sur la langue, que I'on oxygeéne en avalant et qu’on évalue la durée des tannins
aprés l'avoir avalé : Le « tasting, feeling, swallowing and digesting ». Le « tasting » correspond
au contact des récepteurs de surface de 'hémocyte avec les substances chimiques du milieu. Le
« feeling » étant un phénoméne dynamique d’invagination de la membrane cellulaire et de ses
récepteurs a des fins de reconnaissance, comme les patterns moléculaires associés aux
pathogénes (PAMP) a la surface des bactéries. Lorsque les récepteurs membranaires ont été
recrutés a la surface via les Toll Like Receptors (TLRs), l'internalisation du complexe bactérie-
récepteurs de surface par invagination se produit (« swallowing »). Le complexe appelé

phagosome digerera ensuite la bactérie. Les fragments digérés recruteront d’autres récepteurs
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membranaires de I'hémocyte. Tout le long du processus de phagocytose, il y a signalement
intracellulaire (Underhill et al. 2012). La signalisation via les récepteurs TLR meéneront a la
production de cytokines pro-inflammatoires et la production de chémoattractants (David et al.
2019). Le tout se termine avec la libération de peptides antimicrobiens dans 'hémolymphe, tels
les defensin, mytilin, mytimycin, etc (Gerdol et al.dé 2015). Une fois le processus de liaison entre
les PAMPs et les récepteurs de la reconnaissance de motifs (PRR) enclenché, les hémocytes
procédent a la phagocytose, a I'élaboration de peptides antimicrobiens et au relachement
d’enzymes lysosomiaux. Parmi les autres facteurs d’inflammation impliqués, on retrouve
l'interleukine 17 (IL-17), le facteur d’inhibition de la migration des macrophages (MIF), le facteur
1 inflammatoire d’allogreffe (AlF-1), et le facteur alpha de nécrose tumorale (TNFa) (Gerdol et al.
2018). D’autres facteurs ayant un effet s’apparentant aux cytokines ont été découverts telle la
Myticin C, bien connue pour son rdle antimicrobien et son pouvoir chimioattractant pour les

hémocytes (Balseiro et al. 2011).

2.3.3 La reconnaissance du non-soi.

A ce jour, nous ne connaissons pas de systéme de reconnaissance du soi et du non-soi de la
moule tel que nous connaissons avec les nombreux génes du complexe majeur
d’histocompatibilité, comme le systétme HLA (Human Leukocyte Antigen) chez I'humain. Le
systeme de reconnaissance des bactéries et des virus par la moule passe par la reconnaissance
des PAMPs, un groupe de molécules diverses partagé par des groupes de micro-organismes
pathogénes. Ces motifs trés conservés dérivent du métabolisme microbien et sont essentiels a
leur survie de sorte que la reconnaissance par I'héte demeure efficace tout au cours de leur
évolution (Milutinovi¢ et al. 2016). La reconnaissance de ces motifs permet aux hémocytes de
reconnaitre les éléments du non-soi, dans un but de destruction (Medzhitov et Janeway Jr, 1997).
Les PAMPs ont des structures diverses comme des lipopolysaccharides, I'acide teichoique, les
dinucléotides (CpG) caractéristiques des bactéries, ainsi que ’ARN double brin des virus. Sur les
cellules hémocytaires, on trouve des récepteurs correspondants aux différents PAMPs, qui sont
appelés « pattern-recognition receptors, PRR » (Paludan et al. 2020). En plus de les trouver au
niveau transmembranaire, certains PRR sont également sécrétés et sont abondants chez la

moule.

2.4 Les différentes espéces de moules de Kerguelen
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2.4.1 Mytilus edulis desolationis et Aulacomya atra

La moule Aulacomya atra (Molina 1782) est communément appelée la moule striée, ribbed
mussel en Afrique du Sud, ou Cholga en Amérique du Sud. Son nom est inspiré des lignes
surélevées sur sa coquille et qui a la forme des cétes d’'un mammifére. Son origine remonterait a
I'ére du Pléistocene (Rabassa et al. 2008). On la retrouve strictement dans I'hémisphére sud,
notamment en Amérique du Sud, en Océanie, aux fles Subantarctiques et en Afrique du Sud. Elle
a été exploitée et cultivée au Chili et en Argentine dans les années soixante-dix, avec une
production annuelle de plus de 10 000 tonnes par an (Gallinato 2009). Une surpéche dans les
années 90 ainsi que 'engouement pour la moule bleue (Mytilus chilensis) ont contribué au déclin

de sa valeur économique.

La « moule bleue », Mytilus spp. selon la classification de Linnaeus en 1758, fait partie du genre
Mytilus formé d'un groupe de nombres d’espéces selon leur distribution géographique.
L’hémisphére nord comprend M. edulis, M. trossulus, M. californiacus, M. coruscus et M.
galloprovincialis. Le groupe de I’hémisphére sud est composé de M. chilensis et M. platensis.
Pour des fins de taxonomie, les mytilidés possédent une caractéristique originale de leur ADN
mitochondrial; le sperme contient TADNmt M hérité des mitochondries paternelles et les ovocytes
contiennent 'ADNmt F hérité de la meére tandis que les cellules somatiques sont
hétéroplasmiques (Milani et al. 2013). L’ADNmt M évolue plus rapidement, ce qui permet des
etudes comparatives et phylogéniques qui ont mené a la conclusion que M. chilensis et M.
platensis seraient la méme espéce de moule et non deux espéces différentes (Gaitan-Espitia et
al. 2016). Concernant 'origine de Mytilus edulis desolationis (M. platensis) de Kerguelen, il existe
un rapprochement avec les moules bleues Mytilus chilensis du Chili et de la Patagonie, en se
basant sur I'étude des marqueurs génomiques mitochondriaux de 'ARN ribosomal 16S et du
locus du cytochrome oxydase sous-unité 1 (Gérard et al. 2008). Les caractéristiques qui

différencient les deux espéces de moules de Kerguelen sont résumées dans le Tableau 3.

2.4.2 Les mouliéres mixtes

La mouliére mixte est un exemple d’adaptation entre deux espéces de bivalves. Certaines
espéeces peuvent bénéficier d’'une cohabitation avec d’autres bivalves, comme dans le cas de

'huitre Crassostrea gigas qui a envahi la mouliere naturelle de Mytilus edulis dans la Mer
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Wadden. Avec le temps, il s’avére que M. edulis, ensevelie sous des couches de C. gigas profite
de cette cohabitation en se protégeant ainsi contre la prédation du crabe vert (Reise et al. 2017).

D’ailleurs, les jeunes moules migrent vers le bas de la mouliére, entre les huitres et les moules

adultes, afin de se protéger.

Tableau 3. Caractéristiques des deux espéces de moules

Particularités

Aulacomya atra

Mytilus edulis

Références

Distribution
géographique

Pérou jusqu'au
Brésil, Nouvelle
Zélande, lles
Australes et
Subantarctiques

Océan Arctique jusqu'en
Caroline du Sud,
Atlantique Nord, Cotes
Frangaises Atlantiques,
cOtes du Japon

World register of marine
Species

FAO

Castilla et al., 2000

Intertidal et jusqu'a

Bay-Nouailhat, 2006

Profondeur 20 m Intertidal et jusqu'a 5 m Cancino et Bacerra 1978
. Bayne et Worral, 1980
Croissance 90 mmen 11 ans 50 mm en 5 ans Griffiths et al., 1979
Taille (mm) 90a 170 jusqu'a 100 Bay-Nouailhat, 2006
PP Stries externes
Distinction

anatomique

prohéminentes
Cétes radiales

Aspect lisse et bleu

Observations générales

Capacités de
filtration

1L/h
(Moule de 50 mm)

1L/h
(Moule de 20 mm)

Riisgard, 2001
Griffiths et King, 1979 b

Adaptation a la

Compton et al., 2007

¢ srat -1°C a 26°C -13.4°C a 28.34°C Urban, 1994
Smperatire Davenport et al.,1984
Adaptation aux I?Iffergnts tphagocytose et de Luengen et al., 2004
métaux lourds mecanismes 'index phagocytaire Caza etal., 2015
d’apoptose "

Réponse
hémocytaire au
stress thermal

Connaissances
fragmentaires

Assez bien connue

Matozzo et Marin, 2007

Profil des protéines
hémolymphatiques

Non étudié

Plusieurs séquences
peptidiques de protéines
caractérisées

Oliveri et al., 2014
Bultelle et al., 2020

Génome

Non séquengé

Partiellement séquengé

Romero et al., 2011

Transcriptome

Non caractérisé

454 transcriptomes
publiés

Philipp et al., 2012

Dans certaines mouliéres mixtes, une espéce peut se montrer supérieure a l'autre. C’est le cas
de la moule envahissante Xenostrobus secures dont les propriétés d’attachement par le byssus
sont plus versatiles et mieux adaptées pour les couches supérieures de la mouliere que M.
galloprovincialis (Babarro et Comeau 2014). Un autre exemple est la moule M. galloprovincialis
qui peut a son tour profiter de 'avantage de thermorégulation a la baisse par « gaping » de la
moule Perna perna et se refroidir en sa présence. De son cbté, P. perna perd de l'efficacité de

refroidissement en la présence de M. galloprovincialis (Lathlean et al. 2016).
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En Afrique du Sud, M. galloprovincialis a démontré les caractéristiques d’'une moule envahissante
principalement dans les zones exposées a des vagues intermédiaires (Zardi et al. 2018). Leur
taux de croissance rapide, leur résistance aux parasites ainsi que leur résistance a la dessiccation
représentent une menace pour la survie de A. afra sur la cote ouest tandis que la moule P. perna
n’'a pas démontré de diminution de la densité de sa population car cette derniere domine la basse
cbte donc ne partage que la zone intermédiaire cotiére avec M. galloprovincialis. De plus, la
densité de population de M. galloprovincialis varie beaucoup annuellement car elle s’attache
moins bien que P. perna. Elle est donc plus susceptible a I'action des vagues et des tempétes
(Hanekom 2006). Une invasion peut se produire trés longtemps aprés l'introduction d’'une espéce
de moule. C’est le cas de Brachidontes pharaonis, native de la Mer Rouge et introduite
accidentellement en Méditerranée lors de la construction du canal de Suez en 1869. Elle a fait
'objet d’observation depuis cette époque. Jusqu'a la fin des années 1980, il était rare de
rencontrer cette moule le long des cotes israéliennes. Soudainement, de 1995 a 1999, elle a
dominé la moule indigéne Mytilaster Minimus dans une proportion de 4 a 7 fois la densité
populationnelle de cette derniére. Ceci illustre une période trés longue de latence pour une
espéce qui attend les conditions propices; réapparition de surfaces d’attachement par diminution

des algues et supériorité des capacités d’attachement de I'espéce invasive (Rilov et al.2004).

En ce qui a trait aux mouliéres mixtes de Kerguelen, leurs longs processus adaptatifs dont
I'origine remonterait a I'ére du Pléistocene, tel que déja décrit, pourraient étre mis a I'épreuve
dans un contexte de changements climatiques rapides. Un changement d’équilibre pourrait

favoriser une des deux espéces.

3. BIOMARQUEURS CELLULAIRES ET CONVENTIONNELS.

Les découvertes en médecine sont souvent une source d’inspiration pour I'écologie. Nous
pouvons en juger par exemple par 'historique de I'apparition de différents tests pour I'analyse du
microbiome dans les deux disciplines (Escobar-Zepeda et al. 2015). Afin d’évaluer I'état de santé
d’'un humain, nous procédons habituellement par I'évaluation de marqueurs généraux tels I'indice
de masse corporelle, la température, etc. Dans un deuxieéme temps selon les facteurs de risques,
une analyse sanguine plus poussée permettra d’évaluer I'atteinte de certains organes par des
biomarqueurs métaboliques, enzymatiques, hormonaux, inflammatoires et hématologiques. De

maniere plus ciblée, des génotypages de cellules tumorales, I'identification de bactéries, virus ou
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parasites pourront également se faire par un prélévement sanguin. Prenons I'exemple spécifique
d’'une femme qui souffre d’'un cancer du sein métastatique dont les antécédents familiaux sont
inconnus. Les biomarqueurs non spécifiques indiqueront une baisse de l'indice de masse
corporelle, une anémie légére en phase avancée, une augmentation des facteurs inflammatoires
et une augmentation des enzymes hépatiques. Grace au séquengage ciblé a haut débit, les
marqueurs hormonaux et les différentes mutations associées a des résistances aux traitements
seront identifiés spécifiquement pour cette patiente (Cho et al. 2012, Miller et al. 2020). Il s’agit

d’'une approche personnalisée.

Parallélement, chez la moule, il existe des biomarqueurs généraux, tel que I'indice de condition,
des biomarqueurs de I'hémolymphe, tel le compte hémocytaire, et des indices biochimiques
comme le dosage de Glutathione-S-Transférase. Cependant, la standardisation et
’harmonisation de ces tests demeurent problématiques bien que certains programmes de
surveillance comme Mussel Watch tente de diminuer les écarts en faisant appel aux mémes

laboratoires (Viarengo et al. 2007, Beyer et al. 2017).

Selon le National Institutes of Health (NIH), un biomarqueur est une caractéristique pouvant étre
mesurée et évaluée de fagon objective comme un indicateur de processus biologique normal,
pathologique ou bien une réponse pharmacologique a une intervention thérapeutique. En ce qui
concerne la santé de I'écosystéme marin, un biomarqueur devrait également mesurer les
interventions environnementales. Idéalement, un biomarqueur se doit d’étre sensible afin de
détecter rapidement la toxicité sous forme de dommages cellulaires, tissulaires ou de I'organisme
entier. Il doit étre a codt faible, facile a utiliser a I'échelle planétaire et basé sur une technologie
reproductible dans le temps. La dose-réponse et le temps de réponse doivent étre connus
(Svendsen et al. 2004). En poursuivant cette optique et afin de pouvoir comparer différents sites
de prélevements, Viarengo (2007) proposait de standardiser la méthode en utilisant des moules
de la méme espéce, en cage et non exposées préalablement a des polluants et de les acclimater
a la température, au pH et a la salinité du milieu. Il ajoutait une approche en deux temps. Un
premier dépistage, consistait a tester un écosystéme par un test de la stabilité membranaire
lysosomale. Ce test est sensible et démontre une bonne corrélation entre la charge de
contaminants et I'état de santé de la moule. Sa spécificité demeure toutefois problématique. Dans
un deuxiéme temps, il s’agissait de combiner plusieurs approches conventionnelles et
biomoléculaires. Ce type d’approche intéressante se bute cependant a des difficultés en lien avec

la nature des biomarqueurs (Tableau 4).
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A ces biomarqueurs physiologiques s’ajoutent les biomarqueurs de contamination chimique.
Ceux-ci peuvent étre divisés en deux groupes : Les biomarqueurs d’exposition et les
biomarqueurs de toxicité (Broeg et al. 2005). Les premiers associés a des enzymes de
dégradation ou de détoxication des polluants. lls permettent une réponse rapide et spécifique de
détection des polluants. Quant aux biomarqueurs de toxicité, ils correspondent a la manifestation
de pathologies induites sur I'animal par un contaminant qui correspond a un niveau aigu ou

chronique d’exposition.

Les difficultés avec les biomarqueurs conventionnels chez la moule sont de plusieurs ordres : 1)
faible spécificité, 2) interprétation des mesures enzymatiques problématiques par manque de
connaissance approfondie des processus physiologiques, 3) difficulté dans la standardisation, et
4) une logistique et des protocoles relativement complexes. La réponse au stress aigu et au stress
chronique peut varier selon I'espece de moule, le tissu impliqué, les mécanismes d’adaptation
passant par plusieurs voies enzymatiques (Tomanek 2015). Certains tests exigent également des
dissections avec cryoconservation rendant plus complexe la logistique d’échantillonnage dans
les régions éloignées avec des conditions extrémes. L'absence de validation des tests et la
reproductibilité des résultats entre les différents laboratoires et les différents expérimentateurs
sont aussi un réel probleme en comparaison aux laboratoires qui traitent les échantillons
humains. Ceux-ci sont soumis a des contrdles réguliers avec des échantillons étalons et un
processus de certification garantissant une normalisation des pratiques. Le grand défi demeure
également d’identifier des biomarqueurs qui auraient un potentiel prédictif, comme ceux
développés en médecine, c’est-a-dire capable d’intervenir avant la manifestation des symptémes

ou d’'une pathologie.

Tableau 4. Résumé des biomarqueurs conventionnels utilisés chez les bivalves. Adapté de

Viarengo et al., 2007.

Méthode | Objectifs | Avantages | Inconvénients
Biomarqueurs de stress
Neutral Red Retention . o Cpmpatlble avec Le colorant est dommageable
. Mesure semi-quantitative | métaux lourds, pour la membrane
Time (NRRT) .
/ . de dommages organochlorés et HAP. lysosomale.
(Lowe and Pipe, 1994; ) " - . g
membranaires. Bonne relation dose- Non spécifique.
Svendsen et al. 2004) . . L
réponse Spectre de polluants limité.
Lipofuscine *Corrélation avec les Variation selon les tissus et
(Viarengo et al.1987 ; Mesure de stress oxidatif. dommaaes [VSosomaux animaux
Viarengo et Nott, 1993) gesly
Catalase, SOD et GST. Me;ure des processus *Essais calorimétriques Ngcessﬂe une chaine de .
anti-oxydants et gestion o froide et une grande quantité
(Tomanek 2015) standardisés L
des ROS. de protéines.
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*Ne tient pas compte du
stress oxydatif mitochondrial.

Oxyradical scavenging
capacity (TOSC) (Gorbi
and Regoli, 2003).

Mesure de la résistance
cellulaire a différents
oxyradicaux.

*Efficacité globale du
systéme antioxydant

Relation non linéaire entre
I'exposition aux polluants et le
TOSC. Dissection de la
glande digestive

Biomarqueurs de génotoxicité

Elution alcaline de 'ADN
(Koch et Giandomenico
1994; Bolognei et al.
2006)

Mesure de l'intégrité de
I’ADN.

Grande sensibilité.

Variabilité et incohérence
dues a la complexité
technique.

Test de Comeéte
(Mitchelmore et al. 1998

Mesure de la cassure de
’ADN.

Sensible et utile pour la
génotoxicité

*Non spécifique.
*La méthode peut induire un
minimum de bris d’ADN

Microméthode
(Batel et al., 1999)

Mesure par picogreen du
taux d’ADN double brin
qui se déroule en
conditions alcalines.

Quantitative

*Complexité et variation du
test.

Test du micronucléus
(Bolognosi et al 2004 ;
Siu et al. 2004 ; Dailianis
et al. 2003)

Mesure des dommages
accumulés au cours de la
vie cellulaire.

Semi-quantitative

*Mesure laborieuse par
microscopie.

*Ne correspond pas au
gradient de pollution.

Biomarqueurs d’exposition a des polluants

Métallothionéines

Mesure de 'homéostasie
des métaux lourds

Corrélation entre le
niveau de certains
métaux lourds et leur
accumulation

*Variabilité.

Activité cholinestérase
(Baron et al. 1995 ;
Valbonesi et al. 2003)

Dosage de I'activité
cholinestérase des
branchies.

Adoptée par des
organismes européens
de bio-surveillance des

écosystemes

*Peu sensible.

*Certaines espéces (Tapes
philippinarum) ont peu
d’activité cholinestérase.

Mesure de « Multidrug
Resistance ou multi-
xenobiotic resistance »
(MDR/MXR), (Luedeking
et Koehler, 2004).

Induction ou inhibition de
I'expression des génes
selon le type de polluant.

Réponse spécifique et
rapide.

*Variabilité.

*Difficulté d’interprétation des
niveaux selon un temps
d’exposition aigu vs
chronique.

Biomarqueurs de fonctionnalité

Adhésion des hémocytes
(Auffret et Oubella, 1997)

Caractériser 'adhésion
des hémocytes en
rponse a un pathogéne
ou un polluant.

Simple et quantitative

*L’adhésion n’a pas été
différenciée entre les
granulocytes et les
hyalinocytes.
*Variabilité.

Phagocytose des
hémocytes (Bilitewski
2008)

Evaluer la capacité des
hémocytes a phagocyter
des billes fluorescentes

Applicables a de
nombreuses espéces.

*Variabilité.
*Standardisation complexe

Au cours des deux derniéres décennies, des approches utilisant une combinaison de
biomarqueurs tel I'lndex Immunotoxicologique a permis de combiner de cinq a sept paramétres
afin de comparer plusieurs sites pollués (Auffret et al. 2004). Le degré de corrélation de chacun
de ces paramétres avec le degré de pollution des sites était variable. Certains biomarqueurs

étaient modulés a la hausse et d’autres modulés a la baisse, rendant I'utilisation d’'un index encore
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plus difficile lorsque le processus de réponse biologique n’est pas entierement connu (Auffret et
al. 2006).

Une fagcon de résoudre le probléme de cette grande variabilité serait d’utiliser une approche
multiomique qui permet de combiner plusieurs approches de métadonnées pour un méme type
de cellule. Par exemple, pour un méme échantillon d’hémocytes, une analyse du génome, du
transcriptome, du protéome peut étre combinée au méthylome (Bock et al. 2016). En tenant
compte d’'un plus grand nombre de génes qui s’expriment précocement ou tardivement suite a un
stress, une « signature » de ces génes démontrerait I'état de santé du bivalve. En y associant
I'analyse du microbiote de la moule, cela permettrait I'identification des pathogénes de la moule
et des bactéries inhérentes a son environnement qui ont été sélectionnées en fonction du type

de polluant qu’on y retrouve (Thomas et al. 2014).

Les approches récentes faisant appel a du séquencage a haut débit d’acides nucléiques et au
traitement informatisé de méga données ont permis d’identifier 'ensemble des génes qui sont
surexprimés ou sous-exprimés en lien avec I'état de santé de l'animal et de stresseurs
environnementaux (Nguyen et al. 2020). D’autres approches telle la spectroscopie par
résonnance magnétique nucléaire ou la spectroscopie de masse couplée a des techniques de
chromatographie ont également menés a la caractérisation du métabolome, i.e. I'ensemble des
métabolites produits au moment d’'un prélévement chez I'animal (Edison et al. 2016). Le méme
principe s’applique pour le protéome, le lipidome et le méthylome. Utilisées de fagon de plus en
plus courante en médecine, ces tests sont devenus plus accessibles et sont présentement en
développement en écologie. Les nouvelles infrastructures et plateformes d’analyses peuvent
maintenant permettre, une analyse de dizaines sinon centaines d’échantillons a la fois, ce qui
diminue les colts des analyses. De plus, I'intégration de ceux-ci permet de mettre a jour de
nouveaux processus biologiques normaux ou pathologiques chez 'lhumain ou dans les modéles
animaux (Ebrahim et al.2016, Golubnitschaja et al. 2018, Rappoport et al. 2018).

4. NOUVEAUX BIOMARQUEURS INSPIRES DE LA RECHERCHE
MEDICALE

Depuis le début de ma pratique médicale, les patients me demandent : « Docteur faites-moi
passer une prise de sang afin que je sache si je suis en santé et m’assurer que je n’ai pas le

cancer ». ll y a une trentaine d’années, il était utopique de penser a un tel concept. Aujourd’hui
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les progrés accomplis dans le domaine de la médecine personnalisée nous rapprochent de cette

quéte peu invasive d’'un bilan de santé.

Afin qu’un biomarqueur présente un intérét, il doit étre facilement prélevable, quantifiable et la
fiabilité du test doit démontrer une bonne sensibilité et spécificité. Idéalement, il aura aussi un
potentiel prédictif. Le développement au cours des dernieres années du concept de biopsie
liguide semble étre une avenue intéressante répondant a ces critéres. La biopsie liquide est
simple et non-invasive; prélévement de sang, de salive, d’urine ou autre liquide corporel. A la
différence de la biopsie tissulaire traditionnelle invasive, la biopsie liquide repose sur I'analyse de
’ADN tumoral circulant (ctDNA) qui permet d’identifier les mutations somatiques inhérentes a la
tumeur (Crowley et al. 2013). La sensibilité et la spécificité dépendent de la technique d’extraction
utilisée. En combinant une approche multi-omique a la biopsie liquide, I'approche déja élaborée
chez I'humain pourra servir a I'évaluation de I'état de santé de la moule et de son milieu

environnant.

4.1 La biopsie liquide

Une biopsie liquide consiste a prélever un liquide biologique, tel le sang ou autre liquide corporel
et en faire l'analyse. La biopsie liquide telle que nous la connaissons aujourd’hui, posséde
'avantage d’étre techniquement facile a prélever, non-invasive et plus accessible que la biopsie
tissulaire. Elle est principalement basée sur I'analyse des acides nucléiques circulants (Crowley
et al. 2013). Elle permet de donner @ un moment « instantané » I'ensemble des empreintes

d’acides nucléiques de l'individu ou celles provenant du non-soi tels 'ADN viral ou bactérien.

4.1.1 Utilisation en médecine

La biopsie liquide est utilisée en oncologie pour le diagnostic, le pronostic ainsi que pour la
détermination du traitement (Neumann et al.2018). Le développement de la détection des
anomalies du ctDNA pour l'identification des mutations par séquengage de nouvelle génération
est au coeur de la médecine personnalisée. A partir du plasma d’un individu, il est possible
d’identifier la présence d’ADN tumoral, d’en connaitre les différentes mutations, les résistances
aux traitements associées a ces mutations et d’identifier le traitement chimiothérapeutique ou

biologique approprié (Schrager et Tenenbaum 2014). En 2016, le premier test approuvé par la
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Food and Drug Agency (FDA) pour une biopsie liquide permettait de détecter les mutations sur
le géne codant pour «epidermal growth factor receptor » (EGFR) associées a une résistance aux
inhibiteurs de tyrosine kinase dans le traitement de I'adénocarcinome a petites cellules du
poumon (Kwapisz 2017). Particulierement, ce test est concordant a la biopsie tissulaire (96.96%)
et il a une spécificité de 100% (Veldore et al. 2018). L’utilisation croissante des analyses de
ctDNA a donné lieu a I'analyse de d’autres formes d’ADN circulant, appelé circulating cell free
DNA (ccfDNA). D’autres applications médicales, comme I'analyse du ccfDNA fétal dans le sang
maternel, ont ainsi été développées et sont maintenant utilisées pour le dépistage d’anomalies
chromosomiques (Wong et Lo 2015). Dans le cas d’une transplantation d’'un greffon, la présence
élevée de ccfDNA du donneur dans le sang du receveur signifie un rejet (Tanaka et al. 2018). La
quantité de ccfDNA peut également avoir une valeur pronostique dans le choc septique
(Chornenky et al. 2019). En ce qui concerne l'augmentation de ccfDNA dans linfarctus du
myocarde et dans les pathologies du foie, les corrélations pour une valeur pronostique sont a

leurs premiers balbutiements (Ammerlaan et al. 2019).

4.1.2 Origine du ccfDNA

La présence d’acides nucléiques libres dans le plasma est connue depuis 1948 (Mandel et
Metais). Nous savons aujourd’hui que le ccfDNA, du moins chez I’humain, origine de la mort
cellulaire apoptotique ou nécrotique des cellules hématopoiétiques et dans une moindre mesure,
des cellules somatiques (Moss et al. 2018). Pour un individu en bonne santé, cela correspond au
diagramme représenté a la figure 6. En centrifugeant le sang en ses deux composantes, le
contenu en acides nucléiques de la couche cellulaire est constitué principalement du contenu
nucléaire des cellules sanguines, de rare cellules endothéliales et possiblement tumorales selon
le cas, ainsi que 'ARN messager des tumor educated platelets (Sol et al. 2017). Hormis le
ccfDNA, la composante plasmatique est également consistituée du circulating tumor DNA
(ctDNA), du circulating cell-free RNA (ccfRNA) (Neumann et al. 2018) et ’ADN mitochondrial dont
la proportion des fragments de mtDNA/ccfDNA total correspond a 0.14% (Zhang et al. 2016).
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Figure 6. Répartition de I’origine cellulaire des fragments de ccfDNA.
(Selon Moss et al. 2018)

4.1.3 Caractéristiques (quantification et longueur)

La quantification des acides nucléiques a été rapportée pour la premiére fois chez des patients
souffrants de Lupus Erythémateux Dissiminé (Tan et al, 1966). Ceux-ci avaient une quantité plus
importante de ccfDNA que les patients en santé. Nous savons aujourd’hui que la longueur des
fragments double brin d’ADN circulants se situe entre 100 a 160bp (Snyder et al., 2016), ce qui
correspond a 'ADN qui est protégé par son lien autour des nucléosomes. La quantité moyenne
de ccfDNA sanguin est de 30 ng/ml chez un humain en bonne santé et 180 ng/ml chez un patient
atteint de cancer, pouvant augmenter jusqu’a plus de 1000 ng/ml chez certains cancéreux
(Schwarzenbach et al., 2011). La demi-vie du ccfDNA peut varier de 15 minutes a plusieurs
heures (Fleischhacker et Schmidt, 2007).

4.1.4 Non-soi

Bien que la majorité de ’ADN circulant origine du non-soi, il est maintenant connu qu’une partie
du ccfDNA origine du non-soi. La présence de ccfDNA du non-soi a été démontrée en 1994
lorsqu’'un phage M13 absorbé par le tractus intestinal de la souris, a été détecté par la suite dans
le sang de l'animal (Schubbert et al. 1994). Des fragments d’ADN étrangers de longueur allant
jusqu’a 1692 pb y étaient présents. La méme démonstration a suivi avec le soya modifié

génétiquement donné a des truites arc-en-ciel. Le promoteur 35S du virus du chou-fleur utilisé
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pour induire la résistance au gluphosate était retrouvé dans les leucocytes sanguins chez les
animaux testés par PCR (Chainark et al. 2008). Chez I’humain, gréace aux nouvelles techniques
de séquencgage, le groupe de Stephen Quake a Stanford a démontré la présence de ccfDNA du
non-soi. Cette étude a notamment mis en évidence une grande diversité ainsi que de nouvelles
souches bactériennes et virales (Kowarsky et al. 2017). En fait, les auteurs ont rapporté que 99%
des fragments d’ADN circulant bactérien émanaient de souches inconnues jusqu’a maintenant.
Or, le plasma qui était considéré jusqu’a tout récemment comme étant « stérile » n’est plus
considéré comme un réservoir étanche depuis que la présence d’ADN circulant bactérien a pu
étre corroborée a des hémocultures positives des mémes micro-organismes (Whittle et al. 2019).
L’ADN du non-soi identifié chez 'humain comprend également 'ADN fétal retrouvé dans le
plasma de la mere (Fan et al. 2012). En fait, il existe maintenant des trousses commerciales qui
permettent d’analyser 'ADN circulant d’origine fétale a des fins de diagnostic (Tsao et al. 2019).
Il comprend également de ’'ADN du donneur du greffon dans le plasma du receveur (Tanaka et
al. 2018) ainsi que les fragments d’ADN des plantes consommées (Spisak et al. 2013). Le ccfDNA
est devenu chez I'humain un biomarqueur qui permet non seulement d’évaluer la santé de
lindividu, mais également d’analyser, du moins en partie, son interaction avec les facteurs

environnementaux.

4.2 L’approche multi-omique

Le terme « génome » provient du botaniste allemand Hans Winkler en 1920 qui a combiné le nom
« géne » et « chromosome » (Cristescu 2019) tandis que le terme « génomique » a été utilisé
pour la premiére fois par Tom Roderick, un généticien, lors d’une rencontre informelle des trois
« B » en 1986, dans le contexte du début de la cartographie du génome humain (Kuska 1998).
Depuis le projet de séquengage du premier génome humain parrainé par le NIH dans les années
quatre-vingt-dix, la diminution des codts et I'efficacité des méthodes de séquencage a haut débit
de nouvelle génération (Next Generation Sequencing, NGS) ont rendu disponible cette
technologie a 'ensemble de la communauté scientifique (Wetterstrand 2013). En utilisant une
extraction ciblée a un acide nucléique et une librairie combinée au NGS, I'analyse obtenue des
fragments d’ADN donnera le génome, d’ARNm, le transcriptome, d’ADN méthylée, le méthylome,
etc. Ainsi, la génomique représente I'étude de la fonction et la structure du génome entier. Par
exemple, elle peut servir a identifier les génes responsables d’'une maladie complexe en

analysant le génome d’'un ensemble d’individus atteints d’'une maladie (Hasin et al. 2017). La
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transcriptomie permet notamment de distinguer les génes exprimés sous certaines conditions et
de mieux comprendre les processus de pathophysiologie sous-jacents. En analysant 80 666
transcriptomes cellulaires provenant de six types différents de cellules du cerveau de 48 patients
atteints et non atteints de la maladie d’Alzheimer, il a ainsi été possible de démontrer qu’une
différence du mécanisme de pathophysiologie est liée au sexe de l'individu (Mathys et al. 2019).
De plus, la perturbation de I'expression des génes est spécifique a certains types de cellules

atteintes précocement dans le processus.

Inspirée par les progrés au niveau des acides nucléiques, les avancées dans les technologies a
haut-débit d’identification des protéines et des métabolites ont permis d’étendre le concept
« omique » au protéome ('ensemble des protéines exprimées) et au métabolome ('ensemble
des petites molécules intermédiaires ou produit final d’'un métabolisme). Par exemple, I'étude du
métabolome chez des femmes enceintes souffrant de pré-éclampsie et/ou prématurité a permis
d’identifier des biomarqueurs importants (Ghaemi et al. 2018). En y combinant les données
phénotypiques, les dosages immunologiques ainsi que le microbiome, l'intégration de toutes ces
données a mené a I'élaboration d’'un algorithme du niveau de risque chez la femme enceinte.
Dans cet exemple-ci, la présence de certaines bactéries (Neisseria) de la flore orale ainsi que la
quantité de bacteroides intestinaux ont joué un role de biomarqueur prédictif de pré-éclampsie.
Nous sommes au tout début du processus de compréhension du réle physiologique et
pathophysiologique des bactéries chez certaines espéces ou dans certains milieux

environnementaux en tant que biomarqueur.

Dans la plupart des études, I'analyse du microbiome se fait par séquencage a haut débit et
analyse d’amplicons générés par I'amplification des régions variables V2 a V4 du géne codant
pour 'ARN ribosomal 16S (Klindworth et al. 2013). Alternativement, la diversité des taxons
bactériens peut étre obtenue par le séquencage a haut débit de 'ARN (RNA-Seq) (Bashiardes et
al., 2016). Dans le domaine biomédical, 'analyse de microbiomes a permis, par exemple,
d’observer que les patients souffrant de diabéte et de pancréatique chronique ont un changement
de la biodiversité de leur flore intestinale en plus d’avoir une surreprésentation de certaines
bactéries (dysbiose) comparé a des individus non diabétiques (Jandhyala et al., 2017). En
écologie environnementale, I'analyse du microbiome est un domaine de recherche en pleine
eémergence. En écologie marine, il a ainsi été possible de démontrer la présence de dysbioses
lors d’'un déversement d’huile brute tel l'incident sur la plateforme Deepwater Horizon. Les

chercheurs ont pu mettre en évidence un changement important de la composition du microbiome
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de l'eau de surface, ainsi que celui des tissus d’huitres au profit de bactéries dégradant les

hydrocarbures (Thomas et al., 2014).

Contrairement a I'étude du microbiome qui repose fréquemment sur I'analyse du géne de 'ARNr
16S, I'étude du virome est basée sur la reconnaissance de séquences nucléotidiques conservées
d’origine virale qui varient selon les familles de virus puisqu’il n’existe pas de séquences virales
universelles. La diversité du virome doit donc étre dérivée du séquengage a haut débit d’acides
nucléiques suivie d’analyses bioinformatiques ciblées. Le développement d’outils
bioinformatiques, comme VIROME, VirFinder, PhiSpy, Phage_Finder, et autres, permet d’en
faciliter 'analyse et d’apprécier la richesse du virome dans un environnement spécifique. Dans
I'océan, par exemple, le virome marin est évalué a 10°-10° particules virales par ml d’eau de mer
(Suttle 2005). La proportion de bactéries:virus est de 1:5 & 1:10 (Suttle et al. 2007). La
composition du virome des océans est similaire selon les quatre océans étudiés; la diversité virale
varie selon la profondeur et la distance de la cote des sites d’échantillonnage (Paez-Espino et al.
2016). Nous commencgons a comprendre le lien entre le virome et son environnement et aller au-
dela de la simple attribution du réle pathogéne des virus. Ainsi, certains virus cyanophages des
Prochlorococcus ont incorporé dans leur génome les génes de la photosynthése, et ceux du
métabolisme de I'azote et du phosphate de facon a tromper la bactérie héte qui continue la
photosynthése et la production d’énergie malgré linfection virale (Brum et al. 2015). Les
cyanophages en association avec la cyanobacterie Synechoccus seraient responsables a eux-
seuls de la synthése du quart de la production de la photosynthése marine (Rohwer et Vega
Thurber 2009). Des études intégrant des métadonnées seront nécessaires afin de comprendre
le rble et le lien virome-microbiome-héte dans un contexte écologique marin. L’intégration des
meétadonnées demeure toutefois une tache délicate puisqu’elle implique I'intégration de données
disparates et la compréhension de leur interprétation (Ebrahim et al. 2016). La différence des
volumes de données, I'effet de lot (jours différents, technicien différent) et la modularité peuvent
induire des biais dans l'interprétation des résultats, malgré des processus de normalisation (Leek
et al. 2010). Il faut surtout tenir compte que I'écosystéme étudié est en constante évolution d’ou
limportance de prélever les données biotiques, abiotiques et les échantillonnages
périodiquement (Muller-Karger et al. 2018). Ceci permet d’établir une « signature de base ». Par
exemple, en étudiant une barriere de corail, ou les bactéries qui y sont présentes en symbiose
sont identifiées, le transcriptome et le métabolome de base sont connus, en partant de cette
« signature », tout changement dans les données biotiques et abiotiques permettra d’identifier les

facteurs responsables advenant un blanchiment des coraux (Gosh et al. 2017). Ultimement, les
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objectifs de telles études « multi-omiques » seront de détecter les changements menacgant les
écosystémes a l'aide de biomarqueurs et de pouvoir intervenir précocement afin de préserver les

milieux aquatiques marins.
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Mise en contexte

Les activités anthropogéniques affectent les écosystémes marins, particulierement en régions
polaires, notamment a Kerguelen, un milieu subantarctique reconnu comme étant tres sensible
aux changements climatiques (CC). L’étude de deux types de moules sentinelles présentes a
Kerguelen, Aulacomya atra et Mytilus edulis desolationis, permet d’en évaluer I'impact et de
mieux comprendre certains aspects des mécanismes d’adaptation. Les moules sont des animaux
filtrants qui possédent de nombreux avantages comme espéces sentinelles: elles sont sessiles,
a vaste distribution géographique, ayant des capacités de bioaccumulation des polluants et
métaux lourds. Elles sont au centre de divers programmes d’observation visant a mesurer I'état
de santé des écosystémes marins, comme le programme américain Mussel Watch. Les
biomarqueurs conventionnels utilisés jusqu’a maintenant pour évaluer I'état de santé des moules
requiérent des prélevements tissulaires sur place et une logistique de transport complexe. Ces
approches compliquent considérablement leur utilisation en régions éloignées, comme I'Arctique
et I'Antarctique d’ou la nécessité de développer de nouvelles approches de prélevement ainsi

que de nouveaux biomarqueurs qui y correspondent.

But de I’étude

Faire une étude comparative de I'état de santé de A. afra et M. desolasionis et de leurs

mécanismes d’adaptation aux CC.

Hypothése

Les moules peuvent étre utilisées comme espéce sentinelle pour étudier I'effet des CC et la
pollution sur I'état de santé des écosystéemes marins cétiers en utilisant des biomarqueurs

moléculaires.

Objectifs spécifiques

1. Comparer la réponse hémocytaire entre les deux espéces face aux polluants et au
stress de température

2. Améliorer les connaissances du « partage immun » entre les moules
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3. Développer une nouvelle plateforme d’échantillonnage logistiquement simple et
compatible aux approches multi-omiques.

4. Développer des approches multi-omiques adaptées au concept de biospie liquide.

35



CHAPITRE Il

5. ETUDE COMPARATIVE DE LA REPONSE HEMOCYTAIRE ENTRE
LES DEUX ESPECES DE MOULES DE KERGUELEN, MYTILUS
EDULIS DESOLATIONIS ET AULACOMYA ATRA

"Comparative analysis of hemocyte properties from Mytilus edulis desolationis and Aulacomya
ater in the Kerguelen Islands." Marine environmental research 110 (2015): 174-182.

RESUME

La capacité des bivalves a répondre a des stresseurs environnementaux dépend de leur immunité
cellulaire. Ainsi, un changement des conditions de I'habitat suite a un stress thermique ou a des
polluants peut nuire a des espéces sensibles et moduler la biodiversité d’un écosystéme en
avantageant certaines espéces plus tolérantes. Dans cette optique, nous avons comparé la
sensibilité des hémocytes de M. edulis desolationis et de A. atra au stress thermique et a
I'exposition au cadmium. Les deux espéces partagent fréquemment la méme mouliére dans
I'archipel subantarctique de Kerguelen. Les résultats démontrent une activité phagocytaire et une
viabilité identique des hémocytes des deux espéces suite a I'exposition de différentes
concentrations de cadmium. Cependant leur profil apoptotique mesuré a l'aide d’'un cytomeétre en
flux et les marqueurs Annexin V et YO-PRO-1 est trés différent. De plus, le compte hémocytaire
d’A. atra suite a un stress thermique, diminue significativement tandis que celui de M. edulis
desolationis ne change pas. Cette réponse différentielle souléve I’hypothése que la diversité des
mouliéres mixtes risque de changer suite a une exposition a des polluants ou a un changement

de température.
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ABSTRACT

The capability of bivalve molluscs to respond to environmental stresses largely depends upon their
cellular immunity. Accordingly, shift in habitat conditions following thermal stress or exposure to pol-
lutants may harm sensitive species differently, thereby modulating the biodiversity of a given ecosystem
by favoring stress-tolerant species. Here, we have compared the sensitivity of hemocytes from Mytilus
edulis desolationis (M. edulis desolationis) and Aulacomya ater (A. ater) to acute thermal stress and
exposure to cadmium. The two subantarctic species are commonly found in the same habitat in the
isolated Kerguelen archipelago. Our results showed that the phagocytic activity and viability of hemo-
cytes from both species were equally sensitive to increasing concentrations of cadmium. However,
although in vitro exposure to cadmium induced apoptosis in hemocytes of M. edulis desolationis and
A. ater, flow cytometric analyses showed that the apoptotic profile of both species differed greatly when
using Annexin V and YO-PRO-1 as apoptotic markers. We also found that the total hemocyte counts
decreased strongly in A. ater but not in M. edulis desolationis following an acute thermal stress. Taken
together, these results showed that stress responses differed significantly in hemocytes from both spe-
cies. This suggests that the co-existence of both species may be at risk following exposure to pollutants
and/or changes in temperature.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Stable co-existence of two or more similar species usually de-
pends on resource availability or predation and other intrinsic
factors, such as growth rate, recruitment intensity, and fecundity.
Disturbance by climatic changes or pollutants are two additional
factors that affect coexistence of multiple species. This is particu-
larly true in marine littoral ecosystems where thermal stress has a
profound influence on biogeographic and local-scale distribution
patterns of many sessile species, including mussels (Stachowicz
et al.,, 2002; Braby and Somero, 2006a; Schneider and Helmuth,

Abbreviations: A. ater, Aulacomya ater; M. edulis desolationis, Mytilus edulis
desolationis; PI, propidium iodide; SSC, side scatter; FSC, forward scatter.
* Corresponding author. INRS-Institut Armand-Frappier, 531 Boul. des Prairies,
Laval, Québec H7V 1B7, Canada.
E-mail address: yves.st-pierre@iaf.inrs.ca (Y. St-Pierre).

http://dx.doi.org/10.1016/j.marenvres.2015.09.003
0141-1136/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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2007 Jones et al., 2009; Jones et al., 2010). For example, previous
studies have reported that some mussel species are more tolerant
to thermal stress than others (Braby and Somero, 2006a, 2006b;
Lockwood and Somero, 2010; Fields et al., 2012). Co-existence
and diversity of mussel populations can also be affected by
habitat disturbances caused by exposure to toxic metals and pol-
lutants (Goldberg and Bertine, 2000). In all cases, the tolerance will
depend on the distinct capacities of the species to cope with
cellular-level damage induced by such environmental stress. This is
particularly true for hemocytes. Their number, viability, and func-
tions are all impaired following exposure to thermal stress or toxic
metals or pollutants, including cadmium (Coles et al., 1995; Pipe
et al., 1999; Sokolova et al., 2004; Brousseau and Fournier, 2013).
Because hemocytes are the first line of internal defense against
infections and non-self particles and play an important role in
disease prevention, they form an integral part of the survival
strategy of mussels. Furthermore, these cells are involved in many
physiological functions of mollusk such as nutrition and
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biomineralisation (Pollero et al., 1985; Donaghy et al., 2009). Not
surprisingly, measure of their functional integrity is often used as a
biomarker to assess the toxicity of environmental contaminants
and their impact on the mollusk health status in a given ecosystem
(Gagné et al., 2008). In the present work, we have compared the
sensitivity of hemocytes from Mytilus edulis desolationis (M. edulis
desolationis) and Aulacomya ater (A. ater) to acute thermal stress
and exposure to cadmium. The two subantarctic species are
commonly found in the same habitat in the isolated Kerguelen
archipelago. Because of its strategically geographical position, the
archipelago is considered an important site to investigate the ef-
fects of global change on regional marine ecosystems (Lebouvier
et al., 2011). In the present study, cellular immune parameters
were compared in both species and stress responses following
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experimental exposure to pollutants and/or changes in tempera-
ture were examined. Overall, our findings suggest that albeit he-
mocytes from both species share some common cellular and
functional characteristics, they also exhibit important differences
that may eventually impact the delicate balance that sustains the
co-existence of these two species.

2. Results

2.1. Flow cytometric scattering profiles and phagocytic activity of
hemocytes

Flow cytometry has become the technology of choice to mea-
sure the vital functions and viability of hemocytes of bivalves. Basic
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Fig. 1. Flow cytometric analysis of hemocyte populations. Left histograms, representative flow-cytometry scatter plot of hemocytes collected from M. edulis desolationis and
A. ater. The forward scatter (FS) is an approximative measurement of mostly diffracted light in the direction of the laser's path, or forward direction. The intensity of this signal is
proportional to cell size and is reported on a linear scale. The side scatter (SC) signal is collected following diffraction at 90° and its intensity is proportional to cell granularity,
reflecting the optical homogeneity of a given cell population. Granulocytes appears at the higher end of the SSC scale while agranular hyalinocytes will appear at the lower end of
the SSC. Combining FSC and SSC thus allows researchers to measure multiple subpopulations of cells from their samples. On the right, phagocytosis of hemocytes subpopulations.
The phagocytic activity for each cell populations is shown. The horizontal axis of the histogram represents the signal intensity of fluorescence (FL1) and the vertical axis represents
the number of events with a given fluorescent intensity. The results are representative of at least ten independent experiments.
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hematological parameters, such as hemocyte subpopulation ratio,
can be established on such subpopulations on such properties as
size and granularity, as obtained from the scattering profiles. Such
flow cytometric profiles, as well as other methods, have shown that
hemocytes are traditionally divided in two main morphotypes, the
granulocytes and the hyalinocytes (agranulocytes) (Carajaville
et al., 1995; Carballal et al., 1997). These populations are function-
ally distinct; the granulocytes harbors an important phagocytic
activity whereas the hyalinocytes do not. Because of their cyto-
plasmic granules, granulocytes have higher side scattering profiles
than hyalinocytes and are capable of phagocytic activity, as shown
by their ability to phagocyte fluorescent (FL1) beads (Sun et al.,
2010; Donaghy and Volety, 2011). These two populations are
readily distinguishable in M. edulis desolationis (Fig. 1). Although we
found that hemocytes from A. ater had distinct scattering intensity
signals, it was also possible to clearly distinguish both granulocytes
and hyalinocytes subpopulations. The in vitro phagocytic activity of
resting granulocytes collected from in M. edulis desolationis and
A. ater were also comparable in terms of percentage of phagocytic
cells and the number of phagocytosed beads per hemocyte (Fig. 2).
Because hemocytes cellular functions, including phagocytosis, have
been shown to be sensitive to salinity conditions and temperature
variations (Parry and Pipe, 2004; Mosca et al., 2013), and given the
wide variety of salinity conditions found in the Kerguelen Islands
(Blot et al., 1989), we have also tested the phagocytic function of
hemocytes form both species in different conditions. For this pur-
pose hemocytes were challenged with fluorescent beads in vitro
and incubated for 16 h at different temperatures (4 °C, 8 °C, 18 °C,
and 31 °C) (Fig. 2b) or salinity conditions (Fig. 3). Our results
showed that the temperature and salinity profiles of in vitro

phagocytosis were similar for both mussels species, even when
salinity conditions and temperatures were combined (Fig. 3b).

2.2. Effect of cadmium on phagocytic activity of hemocytes

Hemocytes play a critical role in the defense of bivalves against
neoplastic disorders caused by exposure to pollutants. Unfortu-
nately, pollutants themselves can suppress the function of hemo-
cytes. This has been particularly well documented in the case of
cadmium, which can suppress the phagocytic activity of hemocytes
from various species of mussels, including M. edulis (Brousseau
et al., 1999; Sauvé et al, 2002); this contaminant has even
become a “reference toxicant” for in vitro standardized immuno-
toxic assays in this species (Rault et al., 2013). Because hemocyte-
mediated phagocytosis is a critical component of the mussel de-
fense system, we have compared the phagocytic activity of hemo-
cytes from both M. edulis desolationis and A. ater following in vitro
exposure to increasing concentrations of cadmium. To minimize a
possible bias by allometrics, phagocytosis were measured in he-
mocytes collected from mussels with similar body mass and shell
length. Our results showed that hemocytes from both species were
equally sensitive to cadmium-induced suppression of phagocytosis
at concentrations ranging from 10~° M to 10~ M (Fig. 4). This effect
was likely caused by its cellular toxicity since cadmium and other
heavy metals are well known to exert severe toxic effects on various
cell types, including cells of the immune system (Bernier et al.,
1995; Fortier et al.,, 2008). We indeed found a significant dose-
dependent increase in dead cells following exposure of hemo-
cytes to increasing concentrations of cadmium (Fig. 5).

B V.edulis

[ ] Aater

100 n=197
90

80 n= 58
70 +

60
50
40
30
20
10

Phagocytosis (%)

M. edulis A. ater

100
B 90
80 -

50
40
30
20
10

Phagocytosis (%)

T4°C T8°C T18°C T31°C

30
25
20 I
15
10

Beads/hémocyte

M. edulis A. ater

20

15

10

Beads/hémocyte

T4°C T8C T18C T31°C

Fig. 2. Phagocytic activity of hemocytes. (A) Constitutive phagocytosis (measured at 18 °C following 16 h of incubation in the dark). (B) Effect of temperature on phagocytosis. In
some experiments, hemocytes were challenged as above for 18 h in the dark at the indicated temperatures (4 °C, 8 °C, 18 °C, and 31 °C). *p < 0.05. The results are representative of at

least three independent experiments.
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2.3. Cadmium-induced apoptosis

In humans, the toxicity of cadmium has been linked to its
ability to induce apoptosis in several cell types, including lym-
phocytes (Shenker et al., 1997; Kondoh et al., 2002; Mao et al.,
2007). A similar scenario has been observed in hemocytes from
other biological species, and collected from the colonial ascidian
Botryllus schlosseri, from the eastern oyster, Crassostrea virginica,
or from the shrimp, Penaeus monodon (Sokolova et al., 2004). To
determine whether hemocytes from M. edulis desolationis and
A. ater responded equally to cadmium-induced apoptosis, we
first used the YO-PRO-1 dye, which is only taken up by apoptotic
cells and excluded from viable cells (Idziorek et al., 1995; Plantin-
Carrenard et al., 2003). Hemocytes were collected from mussels
and challenged in vitro with increasing concentrations of cad-
mium for 16 h at 18 °C in the dark. After this period, two-color
flow cytometric analysis was carried out to measure uptake of
YO-PRO-1 and PI, a membrane impermeant dye which is
excluded from viable cells and commonly used for identifying
dead cells in a mixed population. Our initial experiments using
hemocytes from M. edulis desolationis showed a dose-response
effect of cadmium on the uptake of YO-PRO-1 (Supplementary
figure S1). However, while we found that cadmium induced a
dose-dependent uptake of YO-PRO-1 dye in hemocytes of
M. edulis desolationis, no such uptake occurred in hemocytes
from A. ater in the same experimental conditions (Fig. 6). We
tested whether such difference was observed using Annexin V
staining, another commonly used apoptotic marker. Our results
with hemocytes from M. edulis desolationis confirmed that cad-
mium induced a dose-dependent increase of Annexin V-positive,
Pl-negative (apoptotic) cells (Supplementary figure S2). When we
compared the percentage of Annexin V-positive, Pl-negative
(apoptotic) cells in hemocyte suspensions from M. edulis des-
olationis and A. ater, we found that in this case, hemocytes from
A. ater were preferentially stained with Annexin V (Fig. 7). These
observations suggest that hemocytes from both species were
both sensitive to the toxicity of cadmium. Their distinct response
to markers of apoptosis suggest, however, that they differ in
terms of molecular mechanisms that leads to cell death upon
exposure to cadmium.

2.4. Response of hemocytes to a short term acute thermal stress

Because acute changes in temperature have significant effects
on homeostasis of hemocyte cell number (Yao and Somero,
2012), we next compared the sensitivity of both mussel types
to acute stress response. For this purpose, we used a short term
(1 h) acute thermal stress during which mussels were completely
immersed in water at 30 °C, a condition previously used by
others to study the effect of acute thermal stress on hemocyte
functions between mussels congeners (Farcy et al., 2007; Yao and
Somero, 2012). No death in both mussel species was observed in
these conditions (data not shown), consistent with previous
studies using M. edulis (Yao and Somero, 2012). Our results
showed that while hemocytes counts from M. edulis desolationis
exposed to an acute thermal stress did not vary, those of A. ater
were significantly reduced (Fig. 8). Flow cytometric analyses of
the scattering profiles of hemocytes and PI uptake after this short
acute thermal stress showed that such depletion affected equally
both granulocyte and hyalinocyte populations. Interestingly,
measurements of PI-uptake by hemocytes collected from mussels
undergoing thermal stress was comparable to those collected
from control mussels, indicating that such acute thermal stress
does not affect the viability of hemocytes (Supplementary figure
S3).

40

3. Discussion

The ability to mount cellular defense response to maintain or-
ganism homeostasis under environmental disturbances is crucial
for survival. Here, we report that two species of mussels that often
cohabit in the same subantarctic marine microenvironment have
distinct sensitivity to environmental stresses. More specifically, we
found that while hemocytes from both species had similar
phagocytic activity, they responded differently to cadmium-
induced apoptosis and to acute thermal stress. These results
show that changes in environmental conditions may have distinct
effect on the immune status of different molluscan species and may
alter the delicate balance that sustains the existence in the same
habitat of mixed populations of bivalve molluscs.

To our knowledge, this is the first report that directly compares
the sensitivity of these two subantarctic bivalves species to envi-
ronmental stresses. This is also the first study that specifically ex-
amines hemocyte functions in A. ater. In fact, there are very few
published reports on A. ater. Our flow cytometric analyses showed
that hemocyte populations of A. ater had a similar composition as
found in other species, with a clear distinction between gran-
ulocytes and hyalinocytes. The phagocytic activity and percentage
of phagocytic cells were also similar to that of M. edulis desolationis,
even in presence of cadmium. The inhibitory doses of cadmium
were similar to those previously reported for those collected in the
Northern Hemisphere (Rault et al., 2013). However, our results
suggest that A. ater responded differently to the pro-apoptotic ef-
fect of cadmium when compared to M. edulis desolationis. While we
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Fig. 3. : Effect of salinity on phagocytosis. (A) Percentage of phagocytic cells of he-
mocytes collected from M. desolationis and A.ater after overnight incubation (18 h) in
the dark at different salinity. In situ salinity is approximately 31—34 ppt found at Port-
aux-Frangais where mussels were collected (Blot et al., 1989; data not shown). (B)
Combined effect of salinity and temperature (at 18 °C and 30 °C) on the number
phagocytosed beads per hemocyte collected from M. desolationis and A.ater. Statistical
significance between measures at 18 °C and 30 °C for each conditions and each species
are shown. *p < 0.05. The results are representative of at least three independent
experiments.
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indeed found that hemocytes from both species were equally
sensitive to cell death induced by cadmium (as shown by the up-
take of PI), the use of membrane-specific apoptotic markers, such as
YO-PRO-1 and Annexin V, showed that their membrane behaved
differently to cadmium-induced apoptosis. The results with
Annexin V, for instance, suggest that hemocytes from A. ater may be
more sensitive to loss of plasma membrane asymmetry. When
combined with a live/dead dye such as propidium iodide, Annexin
V staining is used to detect « flipping » of phosphatidyl serine to the
outer surface of the membrane at the early stages of apoptosis
before the loss of membrane integrity in a non perturbating
manner and without the need to penetrate the cell (Vermes et al.,
1995). YO-PRO-1 staining, on the other hand, is a nuclear dye that
penetrates inside permeant apoptotic cells following loss of
membrane integrity. This dye is routinely used to measure mem-
brane permeabilization (Rokic and Stojilkovic, 2013) and is an
effective biomarker of apoptosis when used together with PI
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(Idziorek et al., 1995; Plantin-Carrenard et al., 2013). The use of
these dyes thus allow to capture profound changes occurring in the
structure of cell membrane and serve as a signal for recognition and
elimination of dead cells (Ravichandran, 2010). Whether the dif-
ference in YO-PRO-1/Annexin V staining following exposure to
cadmium is due to different membrane composition or intrinsic
differences in the apoptosis pathway between both mussel species
awaits further investigations, most notably at the molecular level
on the multixenobiotic resistance system, which dictates the
intracellular accumulation of extracellular molecules (Minier et al.,
2002). Moreover, while there has been considerable progress in our
knowledge of apoptotic pathways of M. edulis (Terahara and
Takahashi, 2008; Romero et al., 2011), there is yet no information
on the molecular mediators of apoptosis in A. ater. We are currently
investigating this issue. It is important to remember, however, that
we used experimental conditions based on an in vitro assay using
an 18 h incubation period. This approach has been used by many
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Fig. 4. Phagocytosis following exposure to cadmium. Hemocytes were collected from both species of mussels with similar allometrics (length and body weight, left histograms)
and incubated with fluorescent latex beads at 18 °C in absence (Ctrl) or presence of increasing concentrations of cadmium (from 10—9 M to 10—3 M). After 16 h, hemocytes were
harvested and the percentage of phagocytic cells (upper right) and the number of beads per hemocytes (lower right) were measured by flow cytometry. Statistical significance with
control (absence of cadmium) are shown. *p < 0.05. The results are representative of at least three independent experiments.
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investigators in the past to measure the effect of pollutants on
cellular toxicity of hemocytes collected from mussels (see, for
example, Sauvé et al.,, 2002 and Rault et al., 2013). Whether he-
mocytes from both species have distinct kinetics of response re-
mains to be tested. We cannot also rule out that long in vitro
incubation periods may positively or negatively select for minor
subpopulations of hemocytes. A detailed characterization of he-
mocytes subpopulations using specific biomarkers will help to
address such possibility.

Another difference that seems to distinguish A. ater and M. edulis
desolationis is there response to a short term acute thermal stress.
Thermal tolerance plays an important role in the survival and
growth of mussels in rocky intertidal habitats where temperatures
varies widely due to alternating exposure to the aquatic and aerial
environments (i.e., high and low tides, respectively). The tolerance
of M. edulis desolationis to acute thermal stress is consistent with
previous studies showing that M. edulis is a warm-adapted species
relative to its congeners (Yao et al., 2013). Such difference might
reflect evolution history which is believed to impact on the ability
of a given species to sustain heart function in the cold (Braby and
Somero, 2006b; Fields et al., 2012). The effect of the acute ther-
mal stress on hemostasis of A. ater raises a number of questions. The
thermal stress did not induce any detectable increase in cell death
or decrease in their phagocytic functions, suggesting that heat
stress possibly affected the tissue distribution of hemocytes of
A. ater rather than their viability and cellular functions. Alterna-
tively, our results may reflect distinct molecular pathways, as
suggested by recent observations comparing heat tolerance of
Mytilus galloprovencialis to Mytilus californianus or Mytilus trossulus
(Tomanek and Zuzow, 2010; Lockwood et al., 2010; Yao and
Somero, 2012; Yao et al.,, 2013). Other studies have also shown
that distinct heat tolerance in M. galloprovencialis and in
M. californianus, pro- and active caspase-3 expression increased
rapidly (30 min) following similar acute thermal stresses (cold or
heat) (Yao and Somero, 2012). This would suggest that hemocytes
from A. ater, but not from M. edulis desolationis, undergo changes at
the molecular level when subjected to such acute thermal stress.
This further emphasizes the need to better characterize, at the
molecular level, the genes and molecular pathways involved in cell
survival and apoptosis in A. ater. It will also be important to repeat
these experiments using a range of temperatures to better compare
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Fig. 5. Viability of hemocytes following exposure to cadmium. Hemocytes were
exposed overnight at 18 °C with increasing concentrations of cadmium. After 18 h,
viability of hemocytes was evaluated by measuring PI uptake by flow cytometry. The
results are representative of at least three independent experiments.
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the thermal tolerance for both species. Such information might not
only gives us clues regarding that different responses between
M. edulis desolationis and A. ater following environmental stresses,
but might be useful for the development of biomarkers that could
be useful to better monitor changes occurring in fragile habitats
found in specific marine coastal environment.

A. ater and M. edulis desolationis are often found in the same
marine habitat in the Kerguelen Islands (Supplementary figure S4),
even though A. ater is usually found in deeper marine habitats.
While we found that M. edulis desolationis is normally the dominant
species in most mussel beds in the Kerguelen archipelago, we
found that some mussel beds, such as one found at tide depth at
Port-aux-Frangais, is largely dominated by A. ater. Whether such
dominance results from distinct sensitivity to local environmental
stress is an interesting hypothesis.

4. Materiel and methods
4.1. Mussels and hemolymph collection

Adult specimens (55—70 mm length) of blue mussels, M. edulis
desolationis, and ribbed mussels, A. ater were collected on the
intertidal rocky shore of Port-aux-Francais (Kerguelen Islands,
France). Mussels were immediately transferred to the marine lab-
oratory of Port-aux-Francais and placed in a temperature-
controlled (12 °C) aerated aquarium containing filtered recirculat-
ing seawater maintained on a 12 h:12 h light/dark cycle. The ani-
mals were maintained in these conditions for at least one week
before use. For each experiment, individuals shell lengths and
weight were measured. After breaching the shell with the tip of a
knife, hemolymph was withdrawn from the adductor muscle using
5 mL syringes fitted with 25 gauge needles. Hemocyte concentra-
tions and viability were determined by the use of trypan blue
exclusion using a haemocytometer. Samples were immediately
divided into aliquots and diluted in different solutions, as described
below. In all cases, hemolymph was collected from single in-
dividuals, without pooling and centrifugation.

4.2. Phagocytosis

Phagocytosis was carried out as described by Brousseau et al.,
1999. Briefly, hemocyte suspensions (5 x 10° cells) were distrib-
uted in round-bottomed 96-well plates. Yellow-green latex Fluo-
Spheres (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA; diameter 1.2 pm)
were then added to each well at a hemocyte: bead ratio of 1:100.
Unless otherwise indicated, all experiments were carried out at
18 °Cin the dark. After 18 h, the supernatant was removed by gently
flickering and the plates tapped dry on absorbent paper. The cell
pellets were resuspended in 0.2 ml of phosphate buffered saline
and the percentage of cells containing fluorescent spheres was
determined by flow cytometry using FACSCalibur (Becton Dick-
inson, Mountain View, CA, USA) equipped with an air cooled argon
laser, providing an excitation at 488 nm. Hemocyte cell populations
were defined based on their forward (FSC) and right angle (side)
scatter (SSC) properties. A FSC threshold was used to eliminate cell
debris and bacteria. Fluorescence emission was collected at 520 nm.
The cytometer was usually operated at a medium flow rate. A total
of 5000—10 000 events was acquired for each sample and stored in
the list mode data format. The data were then analyzed using the
WinMDI (Windows Multiple Document Interface for Flow Cytom-
etry) software. A phagocytic index was measured as the percentage
of cells that had ingested three or more fluorescent beads. The
phagocytic capacity of hemocytes was also measured as the mean
number of engulfed beads within the phagocytic hemocytes pop-
ulation. In some experiments, phagocytosis was measured in



180 E Caza et al. / Marine Environmental Research 110 (2015) 174—182

presence of increasing concentrations (10~ to 10~3 M) of cadmium 4.4. Cadmium-induced apoptosis
chloride (Sigma—Aldrich, Oakville, ON, Canada) before addition of

the beads. Suspensions of hemocytes (10° cells/ml) were prepared and
used to distribute 10° cells/well in round-bottomed 96-well plates.
4.3. Cell viability Hemocytes were then exposed to increasing concentrations of

cadmium (10~ to 10~3 M) as described (Sauvé et al., 2002). After an

The viability of cells following exposure to cadmium was 18 h incubation period at 18 °C in the dark, cell suspensions were
determined by flow cytometry using propidium iodide (PI). In brief, transferred to 5 ml polystyrene tubes. Phosphatidylserine (PS)
1 pul of a 1 mg/ml stock solution of propidium iodide (PI) (Sigma- externalization of apoptosis was determined by two-color flow
—Aldrich) was added to each cell suspension and flow cytometric cytometric analysis using Fluor® 488-conjugated Annexin V (Life
acquisition of the cell suspensions was performed as described Technologies, Burlington, ON, Canada) and PI uptake. In some ex-

above except that fluorescence emission was collected at 625 nm. periments, two-color analysis of cadmium-induced apoptosis was
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Fig. 6. Measure of cadmium-induced apoptosis using YO-PRO-1. (A) Two-color flow cytometric analysis of hemocytes exposed in vitro to increasing concentrations of cadmium
(Cad at 10—3 M and 10—4 M). The representative two-dimensional density plots show uptake of YO-PRO-1 (intensity signal reported on the horizontal axis) and PI (intensity signal
reported on the vertical axis) were measured after incubation by flow cytometry. Controls included hemocyte incubated for the same period of time without cadmium. (B) The
histogram shows the percentages of YO-PRO-1-positive/Pl-negative (early apoptotic) cells (upper right quadrants of the two-color density plots shown in (A). *p < 0.05. The results
are representative of at least two independent experiments.
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Fig. 7. Measure of cadmium-induced apoptosis using Annexin V-PI staining. Cells
were exposed at 18 °C for 18 h to increasing concentrations of cadmium before staining
with Annexin V-FITC and PI. The two-colors histogram shows the percentages of
Annexin V-positive/Pl-negative (early apoptotic) cells. *p < 0.05. The results are
representative of at least two independent experiments.
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Fig. 8. Effect of an acute thermal stress on hemocyte counts. Mussels were
immersed in water for 1 h at 30 °C (or at 18 °C as a control) before hemocyte counts.
The results are representative of 4 independent experiments.

carried out using the nuclear impermeant dye YO-PRO-1 (Invi-
trogen, Carlsbad, CA, USA) (Idziorek et al., 1995). Concentrations of
Fluor® 488-conjugated Annexin V and YO-PRO-1 were used ac-
cording to the manufacturer's instructions.

4.5. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad software.
The differences between groups were tested for statistical signifi-
cance using Student's t test. A P value of <0.05 was considered
significant. All data are expressed as the mean =+ S.D. n represents
the number of experiments on individual animals.

Summary statement
we report that two species of mussels that cohabit in the same

subantarctic marine microenvironment have distinct sensitivity to
environmental stresses.
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Forward scatter

Supplementary figure 3
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Supplementary figure 4
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CHAPITRE Il

6. LES HEMOCYTES RELARGUES DANS L’EAU DE MER AGISSENT
COMME UN CHEVAL DE TROIE POUR DISSIMINER L’INFECTION

Caza, F., Bernet, E., Veyrier, F. J., Betoulle, S., & St-Pierre, Y. (2020). Hemocytes released in
seawater act as Trojan horses for spreading of bacterial infections in mussels. Scientific
Reports, 10(1), 1-12.

RESUME

Le réchauffement global impacte sur les écosystemes marins en plus d’étre associé a des
augmentations des épisodes de mortalité de masse chez les invertébrés particulierement chez
les bivalves. Les connaissances actuelles ne nous permettent pas de comprendre les
conséquences pathophysiologiques chez les bivalves, entre la propagation des pathogénes et
'augmentation de la température des océans. Dans cet article, nous démontrons que les
hémocytes de moules soumises a un stress thermique quittent le compartiment vasculaire vers
le liquide intervalvaire pour ensuite étre relachées dans I'eau de mer. Les hémocytes peuvent
survivre plusieurs heures dans I'eau de mer avant d’étre recaptées par une autre moule. Les
hémocytes infectées par le Mycobacterium marinum peuvent entrer dans la circulation d’'une
moule naive et promouvoir la dissémination de l'infection chez son hbte. Ces résultats révelent
I'existence d’'un nouveau mécanisme opportuniste pour disséminer I'infection chez son héte. Ce
mécanisme pourrait expliquer la mortalité de masse rencontrée épisodiquement chez les bivalves

au cours des récentes années.
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Hemocytes released in seawater
act as Trojan horses for spreading
of bacterial infections in mussels

France Caza?, Eve Bernet?, Frédéric J. Veyrier?, Stéphane Betoulle3*? & Yves St-Pierre'™

Global warming has been associated with increased episodes of mass mortality events in
invertebrates, most notably in bivalves. Although the spread of pathogens is one of multiple factors
that contribute to such mass mortality events, we don't fully understand the pathophysiological
consequences of sea warming on invertebrates. In this work, we show that in temperature stress
conditions, circulating hemocytes in mussels leave the hemolymph to gain access to the intervalvar
fluid before being released in seawater. External hemocytes can survive for several hours in seawater
before entering other mussels. When infected by bacteria, externally-infected hemocytes can enter
naive mussels and promote bacterial dissemination in the host. These results reveal the existence

of a new opportunistic mechanism used by pathogens to disseminate in marine ecosystems. Such
mechanisms may explain how thermal anomalies triggered by global warming can favor episodic mass
mortality observed in recent years in marine ecosystem.

Abbreviations

A. ater Aulacomya ater

M. desolationis ~ Mytilus edulis desolationis
M. marinum Mycobacterium marinum
IVF Intervalvar fluid

Because of their ability to accumulate xenobiotics in their tissues, their wide distribution, and their ecological
importance, bivalve mollusks have long been recognized as good biological indicators for monitoring the effects
of pollution and global warming in marine habitats'. They have also been exploited worldwide for their economic
and nutritional values. Given their sensitivity to bacterial pathogens and development of different forms of cancer,
including horizontally-transmitted leukemia®?, there has been increasing interest in studying the physiology of
their immune system, which has until recently received considerably less attention compared to other Metazoans.

All living organisms are constantly threatened by surrounding microorganisms seeking to exploit the same
environmental niche. This is particularly true for invertebrates living in marine costal ecosystems where concen-
trations of bacteria are notoriously high. Survival and spread of marine bacteria, however, have to contend with
several antagonistic factors including light exposure, nutrient deprivation, and physical and chemical properties
of seawater?, notwithstanding viruses, which kill 20-40% of marine bacteria on a daily basis®. When entering into
a host, bacteria further face the innate immune response, a crucial first line of host defense against pathogenic
microorganisms. In bivalves, elimination of infectious pathogens by the innate immune system involves physi-
cal barriers, production of antimicrobial peptides, and phagocytes, which circulate freely in the hemolymph in
direct contact with the animal’s tissues where they perform local immune surveillance activities®. Phagocytic cells
are also endowed with the ability to move to other compartments if necessary where they remain functionally
competent, allowing them to perform a sentinel role similar to leukocytes in vertebrates”®. Several studies have
further shown that such migration of hemocytes through the pallial (or intervalvar) epithelium is bi-directional®.
Unfortunately, for pathogens that resist phagocytosis or the action of hydrolytic immune mediators, such bi-
directional movement provides an ideal gateway for establishing tissue-specific and/or systemic infection in
the host!?. This hypothesis is supported by recent studies showing that infection of hemocytes by some patho-
gens, such as Perkinsus marinus, can upregulate integrin-mediated cell motility of hemocytes, favoring their

1INRS-Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie, 531 Boul. Des Prairies, Laval, Québec H7V 1B7,
Canada. 2INRS-Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie, Bacterial Symbionts Evolution, Laval,
Québec H7V 1B7, Canada. 3Université Reims Champagne-Ardenne, UMR-I 02 SEBIO Stress Environnementaux
et Biosurveillance des Milieux Aquatiques, Campus Moulin de la Housse, 51097 Reims, France. email:
stephane.betoulle @univ-reims.fr; yves.st-pierre@inrs.ca
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trans-epithelial migration and spread of pathogens inside the host!!. Taken together, these studies show that
movement of hemocytes in bivalves plays a central role in the infection process.

Mussel beds found in intertidal coastal shores are formed by dense aggregations of individuals held together
by byssus threads. The density of mussel beds, which can reach up to thousands of individuals per square meter,
varies considerably geographically and temporally depending of substrate type, slope and wave exposure'?.
Abundance of mussels, however, is very sensitive to abiotic stress factors that exert a significant impact on their
community structure. Differences in resistance to thermal stress among species play a central role in controlling
biodiversity within a given ecosystem'?. This is particularly true among mussel populations which often cohabit
in the same intertidal zones'. It is thus critical to better understand how environmental stress factors impact on
the relationship between marine bacteria and invertebrates in marine coastal ecosystems and how such interplay
may affect the community structure. Here, we report that hemocytes from mussels are released in seawater fol-
lowing temperature stress. Hemocytes can survive for several hours in seawater while remaining functionally
competent before entering other mussels. We further show that opportunistic bacteria can infect hemocytes
in seawater and take advantage of the entry of hemocytes into other mussels to spread into naive populations.

Results

Release of hemocytes in intervalvar fluids. This study was initiated during our research missions at
Kerguelen Islands where we conducted experiments aimed at comparing temperature tolerance between two
mussel species occupying the same habitat. During these experiments, we noticed that the intervalvar fluid
(IVF), which normally contains very low numbers of hemocytes, was filled with hemocytes when mussels were
immersed in 30 °C seawater for 30-90 min, an acute stress model used in other studies and this study to inves-
tigate the effect of temperature stress between mussels congeners'>~°. This was particularly perceptible to the
naked eye in the case of Aulacomya ater (A. ater, also commonly known as ribbed mussels or Magellan mussels)
when the IVF was collected into clear polystyrene tubes. Further comparative analyses with Mytilus edulis deso-
lationis (M. desolationis, also known as blue mussels) confirmed that viable hemocytes were present in IVF of
both mussel species following an acute temperature stress (Fig. 1A). No significant number of hemocytes were
detected in IVF of both M. desolationis and A. ater kept at 8 °C, the normal temperature of coastal marine ecosys-
tems at Kerguelen. Concentrations of hemocytes in IVF of mussels incubated at 30 °C were significantly higher
in A. ater compared to M. desolationis, independently of the IVF volume (Fig. 1B) and concentrations of hemo-
cytes circulating in the hemolymphatic system (Supplementary Fig. S1). The viability (>80%) of cells mobilized
in IVF was comparable to that of hemolymphatic hemocytes (Fig. 1C,D). Analysis of the scattering profiles of
hemocytes found in the hemolymph and the IVF were similar, suggesting that the passage of hemocytes from
the hemolymph to IVF is not selective (Supplementary Fig. S2).

Release of hemocytes in seawater. We next found that hemocytes located in IVF were subsequently
released in seawater following the temperature stress (Fig. 2A). The number of hemocytes released in seawa-
ter was time-dependent and still detectable up to 4-5 h after the acute temperature stress. Viability of hemo-
cytes released in seawater was confirmed by standard trypan blue exclusion method (Fig. 2A) and PI-staining
(Supplementary Fig. S3). Release of viable hemocytes in seawater was also observed when the temperature was
gradually increased to 30 °C (Fig. 2B). In the latter case, the release of hemocytes followed a similar pattern to
that observed following an acute temperature stress, suggesting that hyperthermia rather than an acute ther-
mal stress per se triggers the release of hemocytes. We also found that the release of hemocytes by A. ater was
more pronounced when compared to M. desolationis, consistent with our previous observations showing higher
hemocyte counts in IVF of A. ater. The survival of hemocytes in seawater was also time-dependent (Fig. 2C).
Moreover, hemocytes in seawater were immune competent, at least in terms of phagocytic activity, and this for
both mussel species (Fig. 3).

Transfer of hemocytes into mussels. Our observation that hemocytes are released in seawater and the
fact that mussels have a natural tendency to open up their valve? raised the possibility that hemocytes released
in seawater may re-enter other mussels. To address this question, monodispersed suspensions of hemocytes
were prepared from donor mussels and stained with CFSE, a dye that accumulates in the cytosol and which
is commonly used for tracking cells in vivo by flow cytometry?' (Fig. 4A). CFSE-loaded hemocytes were then
added to reservoirs containing mussels. At different times thereafter, IVF and hemolymph were collected from
recipient mussels and analyzed by two-color flow cytometry for the presence of viable CFSE-positive hemocytes
using the PI exclusion dye. Our results showed that CFSE-positive cells were readily detected in IVF of mussels
30 min after addition of CFSE-positive cells and did not vary significantly up to 90 min of incubation times
(Fig. 4B). After 90 min, entry of CESE-positive cells in IVF of recipient mussels was not significantly modulated
by seawater temperature (Fig. 4C). Flow cytometric analysis of hemolymph collected from recipient mussels also
contained CFSE-positive cells (Fig. 4D).

Infection of mussels by Mycobacterium marinum. 1t is estimated that seawater contains more than
10°-10° bacteria per ml*>*. Entry and spreading of bacteria in bivalves, however, faces a strong innate immunity
following recognition of pathogens by immune cells and anti-microbial peptides. We thus investigated whether
bacteria can take advantage of the release/re-entry mechanism to infect mussels. These studies were carried out
upon our return from Kerguelen using Mytilus spp. As a model system, we used Mycobacterium marinum, a
common bacterium found in bodies of fish and seawater*. This slow-growing bacterium is able to infect and
survive for several days in macrophage-like cells including amoeba®. To facilitate tracking of M. marinum-
infected hemocytes, a genetically engineered strain that constitutively expresses the mCherry fluorescent pro-
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Figure 1. Release of hemocytes in the intervalvar fluid. (A) Number of viable hemocytes in the intervalvar
fluid (IVF) of M. desolationis (MD) and A. ater (AA) immediately an acute temperature stress at 30 °C. (B) IVF
volume collected from MD and AA immediately after the temperature stress. The results represent the pool of
two independent experiments. (C) Viability of hemocytes found in IVF after the temperature stress as measured
by trypan blue dye exclusion. The results represent the pool of five independent experiments. (D) Viability of
hemolymphatic hemocytes collected immediately after the temperature stress (black bars). Controls were kept at
8 °C (red bars). Viability was measured by trypan blue dye exclusion test. N.D. non detectable.

tein was used. We first established by confocal and electron microscopy that M. marinum can infect hemocytes
(Fig. 5). A standard amikacin protection assay*® confirmed that M. marinum can enter, survive and multiply
inside infected hemocytes (Supplementary Fig. S4). When infected hemocytes were added to reservoirs contain-
ing recipient mussels, we found that they were as effective as free bacteria to survive and grow in IVF (Fig. 6A).
Hemolymph collected from recipient mussels further showed that infected hemocytes were significantly more
efficient than free bacteria to establish a systemic infection in mussels (Fig. 6B). Taken together, these findings
indicate that hemocytes released in seawater can serve as Trojan horses to infect mussels.

Discussion

The idea that bacteria can use immune cells that circulate into the bloodstream to spread throughout the body,
even in tissues that are protected by physical barriers, has been well documented. This is especially true for myco-
bacteria which infect and survive in phagocytic cells”’. Here, our findings in mussels indicate the existence of a
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Figure 2. Release of hemocytes in seawater. (A) A. ater mussels (n=6) were transferred in 1L tanks filled with seawater at
8 °C (grey bars) and 30 °C (black bars). At different times (minutes) post-transfer, aliquots (triplicates) of 0.5 ml of seawater
were collected, centrifuged at low speed for 10 min at room temperature and resuspended in 50 pl of seawater before
measuring cell counts in an hemacytometer by standard trypan blue exclusion method. These results are representative of
three independent experiments. N.D. not detectable. (B) Comparative analysis of the number of viable hemocytes released
in seawater by M. desolationis (MD) and A. ater (AA) (n=10/group) after a progressive increase of temperature. The x axis
indicates the times (hours) at which hemocytes were collected. The dotted line does represents the temperature (°C) at
different times when hemocytes were collected. (C) Kinetics of survival of hemocytes of A. ater of in seawater at different
times (min) after addition in tanks containing seawater at 8° and 30 °C. Each time point represents the mean of triplicates.
Data are representative of two independent experiments.
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Figure 3. Phagocytic activity of hemocytes released in seawater. (A) Percentage of phagocytic cells and (B)
number of beads phagocytosed by hemocytes released in seawater. The data represent the pool of measures
(n=17) taken between 0.5-6 h. The percentages of phagocytic cells and phagocytosed beads did not varied
significantly within this interval of time for both mussel species. (C) Representative flow cytometric histograms
showing phagocytic activity of hemocytes from A. ater released in seawater 3 and 5 h after thermal stress.

new opportunistic mechanism used by external bacteria to spread into naive hosts in marine ecosystems. This
mechanism is initiated by a temperature- and time-dependent release of circulating hemocytes in IVE. Once in
the IVF (also called “shell cavity”), hemocytes are released in seawater where they can survive for several hours
while remaining functionally competent, at least in terms of phagocytic activity. This was observed for both
A. ater, a mussel species only found in the Southern hemisphere, and in blue mussels (Mytilus spp.) present
in both Southern and Northern hemispheres. We further showed that hemocytes in seawater can enter other
mussels before gaining access to their hemolymphatic system. Finally, we found that hemocytes in seawater can
be infected by M. marinum thereby providing an opportunity for the bacteria to enter and disseminate in naive
mussels while being protected from the humoral and cellular components of the innate immune system. Taken
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Figure 4. Entry of hemocytes in mussels. CFSE-stained hemocytes from Mytilus spp. were added to seawater. After
the indicated times, IVF and hemolymph were collected and analyzed for the presence of CFSE-positive cells. (A)

A representative contour plot showing hemocytes collected from IVF of mussels incubated without (left) and with
CFSE-positive hemocytes (right). In the upper corner of the left contour plot, a representative overlay histogram of
unstained (control) hemocytes in blue and CFSE stained hemocytes in green, (B) Effect of temperature on entry of
CFSE-positive cells in IVF of mussels. (C) Percentage of CFSE-positive cells recovered in IVF of mussels at different
temperatures 90 min after addition of CFSE-stained cells. The autofluorescence controls are shown in red. Its shows
the autofluorescence as measured in (A) generated by unstained hemocytes recovered in IVF of mussels incubated
in the same conditions. (D) Percentages of CFSE-positive cells present in hemolymph of Mytilus spp. maintained at
23 °C for 90 min after addition of CFSE-positive cells. The dotted line represents the average of CFSE-positive cells in
hemolymph. The data are representative of two independent experiments.
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Figure 5. Infection of hemocytes by M. marinum. (A,B) Hemocytes from Mytilus spp. were infected with
mCherry-expressing M. marinum. Cells were incubated with the CFSE and H33342 prior to analysis by
confocal microscopy. (C) Uninfected hemocytes (Control). (D) Transmission electron microscopy showing a
representative hemocyte infected with M. marinum. The insert on the upper right shows an enlarged area of the
infected cell. The data are representative of two independent experiments.

together, these results suggest that temperature stress may play a critical role in spatial dynamics of pathogen
propagation in marine ecosystems.

Although the circulatory system of bivalves is considered a semi-open system, intervalvar fluids of mussels
normally contain very low numbers of hemocytes. Following a temperature stress, however, we found that hemo-
cytes were released in IVF of both ribbed and blue mussels in Kerguelen Islands. Release of hemocytes in the IVF
and outside the shell was particularly perceptible in A. ater compared to M. desolationis. Our findings are thus in
line with previous studies showing that elevated temperature has significant effects on the physiology of mussels.
Elevation of temperature, for example, increases the pumping rate of bivalves, including blue mussels®, possibly
due to changes in physical/mechanical factors, such as water viscosity and/or oxygen depletion®**. A previous
study has shown that incubation of mussels at 33 °C induces behavioral responses, most notably rapid valve
closure for prolonged periods’. Such thermal stress, while may not be as uncommon as we believe given that
mussels, being dark in color, is rapidly warmed by the sun up to high temperatures during low tides. Considering
the impact of climate change on marine coastal ecosystems, it is likely that exposure of intertidal mussels from
Northern and Subantarctic seas to temperature of 30 °C and more will occur with increasing frequency. Several
studies have also shown that such temperature stress induces molecular and cellular changes in hemolymphatic
hemocytes'®*2 Tt is thus logical to hypothesize that when the temperature reaches a critical threshold, hemocytes
emigrate from the hemolymph to be located in IVF and, upon return to normal conditions or gape opening, they
are released in seawater. Our experiments using M. marinum further support the idea that this mechanism could
favor rapid propagation of pathogens in mussel beds. It was noteworthy that entry of bacteria in the hemolym-
phatic system was more efficient when the bacteria was inside the hemocytes compared to free bacteria. Future
investigations will be needed, however, to determine how infected hemocytes trigger systemic infection in the
host. It will be important to determine, for example, whether infected hemocytes cross epithelial lining to gain
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Figure 6. Hemocytes can serve as Trojan horses to infect mussels. Hemocytes infected by M. marinum or
free bacteria were added to mussels. After 8 days, the number of bacteria in IVF (A) and hemolymph (B) were
measured following CFU counts. Each point represents individual CFU counts. The data are representative of
two independent experiments.

access to the vascular system and how and where the release of bacteria from infected hemocytes takes place. The
results of this study, however, clearly show that temperature stress induces the release of hemocytes in seawater
where they survive and are susceptible to bacterial infection, protecting bacteria which can now either enter the
host via a Trojan horse mechanisms and/or in their free form. It is also possible that the passage of bacteria in
hemocytes increases their virulence, as observed in marine marine microbes including several bivalve patho-
gens enhance their virulence in contact with host factors.This observation is in fact consistent with the ability of
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some bacteria to use phagocytic cells to evade the innate immunity. Such mechanism is particularly efficient in
bivalves, and possibly other organisms without MHC class I proteins which normally trigger an adaptive immune
response against non-self peptidic antigens. This could provide an explanation to previous studies suggesting
that climate warming is associated with increased spreading of pathogens and episodic mass mortality in mussel
beds*-%. The increase frequency of mass mortality events in marine coastal ecosystems is indeed attributed, at
least in part, to increases of temperatures®”. Our observation that release of hemocytes is more pronounced in A.
ater, a cold-adapted mussel species, compared to M. desolationis further suggests that such response may impact
local biodiversity of Subantarctic marine coastal ecosystems. Whether this explains the increasing dominance of
blue mussels over ribbed mussels in specific regions of the Southern hemispheres remains an open question'.

Although we still ignore if the release of hemocytes in seawater and their re-entry into other individuals also
occur in other bivalves, we do know that it occurs with Mytilus spp., suggesting that this migratory behavior of
hemocytes is not restricted to mussel populations in Subantarctic regions but rather present in the Northern
hemisphere as well. Future studies will be needed to determine how hemocytes proceed from the hemolymphatic
circulation to IVE. Based on previous studies in humans and animals, it is logical to hypothesize that elevation
of temperature may initiate a cascade of events that include adhesion of hemocytes to activated vascular cells
before extravasation through a more permeable vascular system.

From a physiological perspective, our study raises the hypothesis that sharing of hemocytes among mussels
may help build a “collective immunity”. On the one hand, entry of activated and functionally competent hemo-
cytes secreting humoral mediators, such as soluble lectins, hydrolytic enzymes, pro-inflammatory factors®,
specifically-oriented anti-microbial peptides®®, may be used as an alarm signal to the colony to warn against
environmental stress. Such sharing of "activated" hemocytes would serve to trigger the immune response more
quickly in recipient mussels. In a way, it would be a horizontal transfer of a short term "immune memory". This
possibility leads us to consider that mussel beds have their own immune repertoire and can develop some kind
of a “herd immunity”. On the other hand, it may also be involved in the development of immune tolerance
against specific bacteria, a form of immune memory of the innate response that has been highlighted following
a secondary exposure of Mytilus galloprovincialis to Vibrio splendidus®. Such tolerance would favor systemic
homeostasis with the goal of preserving energy, as suggested by studies in corrals*'. Such sharing of hemocytes
among mussels would not be, however, without a cost. Our study does indeed provide a mechanistic explana-
tion underlying horizontal transmission of cancer of mussels in the Northern and Southern hemispheres, as
recently reported>>*2. Considering that transformation of cells significantly alters their morphology, it will also
be interesting to determine whether cancer cells do behave differently compared to normal hemocytes. There are,
however, multiple factors other than morphology that controls migration, including activation state, adhesion
molecules, chemokine receptors, etc. Seuront et al.** have observed that body temperature of Mediterranean
blue mussels is frequently above 30 °C, and even more than 35-40 °C. It is logical to assume that global warm-
ing will favor external release of normal and leukemic hemocytes, thereby accelerating horizontal transmission
of cancer in mussels.

In summary, our findings reveal the existence of a new mechanism triggered by elevated temperatures that
may have significant impact on the dissemination of pathogens, and possibly other diseases, in marine coastal
ecosystems. Such mechanisms could explain how thermal anomalies triggered by global warming may favor
episodic mass mortality in mussel beds observed in recent years.

Methods

Mussels.  Adult specimens (55-70 mm length) of Mytilus edulis desolationis (M. desolationis) and Aulacomya
ater (A. ater) were collected on the intertidal rocky shore of Port-aux-Francais (049°21.235S, 070°13.490E) at
Kerguelen Islands in December 2018. Mussels were sampled in the intertidal zone and kept in a container con-
taining seawater from the sampling site. The water was oxygenated by aeration and organisms were maintained
throughout the transport phase at a water temperature closed to that measured on field (+7.5 °C). Mussels were
immediately transferred to the marine laboratory of Port-aux-Fran¢ais and placed in temperature-controlled
(8 °C, pH 7.7, salinity ~ 34 %o) aerated 50 1 tanks containing filtered recirculating seawater maintained on a
12 h:12 h light/dark cycle. Other adult blue mussels (Mytilus spp., 55-70 mm length) were obtained from a com-
mercial supplier (PEI Mussel King Inc., Prince Edward Island, Canada) and placed in a temperature-controlled
(4 °C) aerated tank containing 20 1 of 32%o artificial saline water (Reef Crystal artificial marine salt, Instant
Ocean, VA, USA). For each experiment, individuals shell lengths and weight were measured.

Collection of hemocytes from intervalvar fluids and hemolymph. Unless otherwise indicated,
hemocyte samples were collected from single individuals, without pooling and centrifugation. The intervalvar
fluid (IVF) was first carefully and rapidly removed with the tip of a knife to minimize contamination with extra-
pallial fluids and collected into 15 ml sterile Falcon tubes. Hemolymph was withdrawn from the adductor muscle
using a syringe fitted with a 25 gauge needle. The number of viable cells present in cell suspensions was deter-
mined by the standard trypan blue exclusion method and/or by flow cytometry using propidium iodide (PI).

Phagocytosis. Phagocytosis assays were carried out as described". Briefly, hemocyte suspensions (1-5 x 10°
cells) were distributed in round-bottomed 96-well plates. Yellow-green latex FluoSpheres (Molecular Probes
Inc., Eugene, OR, USA; diameter 1.2 pm) were then added to each well at a hemocyte:bead ratio of 1:100. Unless
otherwise indicated, all experiments were carried out at 20 °C in the dark. After 18 h, supernatants were removed
by gentle flickering and the plates tapped dry on absorbent paper. Cell pellets were resuspended in 0.2 ml of
filtered seawater and the percentage of cells containing fluorescent spheres was determined by flow cytometry
using a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipped with an air-
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cooled argon laser, providing an excitation at 488 nm. Hemocyte cell populations were defined based on their
forward (FSC) and right angle (side) scatter (SSC) properties. A FSC threshold was used to eliminate cell debris
and bacteria. Fluorescence emission was collected at 520 nm. The cytometer was usually operated at a medium
flow rate. A total of 5 000-10 000 events was acquired for each sample and stored in the list mode data format.
A phagocytic index was measured as the percentage of cells that had ingested fluorescent beads. The phagocytic
capacity of hemocytes was also measured as the mean number of engulfed beads within the phagocytic hemo-
cytes population as described!*.

Thermal stress and hemocyte transfer experiments. Following acclimatization, mussels (n=6) of
similar length were transferred into 1L tanks containing oxygenated seawater at 30 °C or, as controls, at 4 °C
(Mytilus spp.) or 8 °C (M. desolationis and A. ater). To measure the release of hemocytes in seawater, at different
times (minutes) post-transfer, aliquots of 0.5 ml (triplicates) of seawater were collected, centrifuged at 280xg for
10 min at room temperature and resuspended in 50 yul of seawater. This cell suspension was used for measuring
the number of viable cells present in cell suspensions by by light microscopy using standard trypan blue exclu-
sion method and to measure their phagocytic activity as described above.

Tracking of hemocytes. Hemocytes were collected from 60 to 100 blue mussels (Mytilus spp.) and sub-
sequently washed in seawater by low speed centrifugation at room temperature. To measure survival of hemo-
cytes in seawater at different temperatures, monodispersed cell suspensions were obtained and cells added to
1L tanks (final cell concentration: 0.5x 10° cells/ml). At the indicated times, aliquots (0.5 ml) were collected,
centrifuged at 280xg for 10 min at room temperature and resuspended in 50 pl of seawater. This cell suspen-
sion was used for measuring the number of viable cells present in cell suspensions by light microscopy using
standard trypan blue exclusion method and for measuring phagocytic activity by flow cytometry, as described
above. For measuring entry of hemocytes into mussels, hemocytes were stained with 5(6)-Carboxyfluorescein
diacetate N-succinimidyl ester (CFSE, Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR) at a final concentration of 10°
cells/ml following the manufacturer’s instructions. After an incubation of 10 min in the dark, cells were washed
three times, resuspended and added to 1L tanks containing oxygenated seawater at the indicated temperatures
obtain a final concentration of 0.5 x 10° cells/ml. A total of 15-20 adult mussels (Mytilus spp.) were then added to
each tank. At different times post-transfer, mussels (n=5) were removed and their IVF and hemolymphatic cells
collected, washed in seawater, and resuspended in seawater for analysis by flow cytometry as described above.
A total of 1000-5000 events was acquired for each sample and stored in the list mode data format for analysis
using the CellQuestPro software.

Infection of mussels by Mycobacterium marinum. Mussels were acclimated for two days before the
start of experiment. Hemocytes were collected from adult Mytilus spp. as described above, seeded in six-well
plates (10° cells/well) and incubated with Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep) for 24 h to eliminate most of the
bacteria, washed three times with seawater. After 24 h, hemocytes were infected with M. marinum expressing
mCherry* for 6 h at a multiplicity of infection (MOI) 10:1. A standard amikacin protection assay*! was per-
formed by adding amikacin (200 ug/ml) during 1 h to kill extracellular bacteria. Subsequently, infected-hemo-
cytes were washed three times with seawater and incubated for different time (0 h, 24 h, 48 h in Supplementary
Fig. S4). Cells were lysed with one ml of Triton 0.1% (v/v) and detached using a sterile cell-scraper. Bacteria were
counted using serial dilution on 7H10 agar plate containing hygromycin (50 ug/ml). Colonies on plate were
counted after 2 weeks of growth.

Confocal microscopy. Hemocytes infected with M. marinum genetically engineered to express mCherry
constitutively were stained with CFSE and Hoescht 33342 (LifeTechnologies) and fixed with paraformaldehyde
2% (v/v). Fixed cells were mounted on microscope glass slides using ProLong Gold antifade reagent (Invitro-
gen). Images were acquired in sequential scanning mode on an LSM780 confocal microscope (Carl Zeiss Micro-
imaging) every 370 nm, at a resolution of 200 nm, 63X microscope objective. The 3D images adjustments were
as follow: zoom of 3,16 Pixel (0.04 my) and a pinhole of 1 airy.

Electron microscopy. Cells were fixed in 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer at pH 7.4 with 0.2 M
sucrose overnight and then post-fixated in 1.33% osmium tetroxide in Collidine buffer pH 7.4 for 1 h at room
temperature. After dehydration by successive passages through 25, 50, 75, 95% and 100% (twice) solutions of
acetone in water (for 15-30 min each), samples were immersed for 16-18 h in Spurr:acetone (1:1 v/v). Samples
were then embedded in BEEM capsules using Spurr’s resin (TedPella) before incubation at 60-65 °C for 20-30 h.
After polymerization, samples were sliced using an ultramicrotome (LKB Brooma—2128 Ultratome) and were
put onto Formvar and carbon coated-copper 200-mesh grids. Samples were contrasted with 5% uranyl acetate
in 50% ethanol (v/v) for 15 min followed by lead citrate for five minutes. Cells were visualized using a Hitachi
H-7100 transmission electron microscope with AMT XR-111 camera.

Infection of mussels by Mycobacterium marinum.  For horizontal transfer experiments, mussels were
reared in 10 1 polycarbonate tanks (30 mussels/tank) containing seawater with aeration at room temperature.
The seawater was renewed daily. The algae Platymonas helgolandica var. tsingtaoensis and Isochrysis zhanjian-
gensis were supplied to the mussel as food source as previously described*. Mussels were acclimated for 1 week
before the start of experiment. In parallel, hemocytes were isolated and infected with M. marinum as described
above. Infected hemocytes were then added to a reservoir containing mussels. A second (control) group of mus-
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sels were challenged with M. marinum previously treated with amikacin for 24 h at room temperature. After 2 h,
mussels were removed, washed in seawater and re-cultured for 8 days at room temperature. Another control
group included mussels not infected with M. marinum. At 8-days post-challenge, hemolymph and intervalvar
fluids were collected, centrifuged to collect cell pellets and processed for CFU counts as described above.

Statistical analysis. Statistical significance of the experiments was evaluated using the unpaired Student’s
t-test or the Fisher’s exact test. Results were considered statistically significant at P<0.05. The non-paramet-
ric Mann-Whitney U test was used for comparison of data that were not normally distributed. All data are
expressed as the mean +S.D. n represents the number of experiments on individual animals.
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Supplementary figure 1: Release of hemocytes in the intervalvar fluid. Number of
viable hemocytes (per ml) in the intervalval (IV) fluid of M. trossulus exposed to a
temperature stress.
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Supplementary figure 2: Scattering profiles of hemolymphatic hemocytes and
hemocytes released IVF. The forward scatter (FCS) and side-scatter (SSC)
histograms were obtained from four individual A. ater at 5h post-temperature
stress
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Supplementary figure 3: Viability of hemocytes released in seawater.
Representative forward scatter (FCS) and side-scatter (SSC) histograms (Left) and
fluorescence (FL3, Right) from Pl-stained hemocytes collected in seawater at 90 min
post-temperature stress of A. ater.
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Supplementary figure 5: Staining of hemocytes with Rhodamine 123. Representative forward
scatter (FCS) and side-scatter (SSC) histograms (Left) and fluorescence (FL3, Right) from Pl-stained
hemocytes before (Upper histograms) and after (Lower histograms) staining with rhodamine.

66



CHAPITRE IV

7. LA BIOPSIE LIQUIDE APPLIQUEE A UNE APPROCHE MULTI-
OMIQUE CHEZ LA MOULE SENTINELLE

Caza, France, Philippine Granger Joly de Boissel, Richard Villemur, Stéphane Betoulle, and Yves
St-Pierre. "Liquid biopsies for omics-based analysis in sentinel mussels." PloS one 14, no. 10
(2019).

RESUME

La biopsie liquide du plasma sanguin est une méthode simple et non-invasive trés prometteuse
dans le domaine de la recherche biomédicale. Elle est basée sur I'analyse de biomarqueurs
d’acides nucléiques ayant une valeur prédictive. En combinant le concept de biopsie liquide avec
la technologie FTA, nous l'avons utilisé avec des moules sentinelles. Ainsi, les hémocytes
prélevés lors d’'une biopsie liquide peuvent étre fixés sur carte FTA pour une analyse du
transcriptome. Nous avons démontré que le concept de biopsie liquide est également adaptable
pour une analyse métagénomique du microbiome des moules. De plus, nous avons mis en
évidence la présence d’ADN circulant libre (ccfDNA) représentant un réservoir génomique
facilement accessible. Ces acides nucléiques fixés sur carte FTA demeurent stables a
température de la piéce évitant ainsi les contraintes d’'une chaine de froid. Leur performance sont
comparables aux échantillons congelés. La technique est idéale pour un échantillonnage en
régions éloignées telles les régions polaires. Etant donné que la biopsie liquide est minimalement
invasive et non létale, elle présente un intérét éthique comparativement aux techniques
conventionnelles d’échantillonnage tissulaire. Cette approche devrait faciliter la conservation par
bio-banque ainsi que faciliter I'utilisation de biomarqueurs multi-omiques afin d’évaluer la qualité

des écosystemes aquatiques.
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Abstract

Liquid biopsy of plasma is a simple and non-invasive technology that holds great promise in
biomedical research. It is based on the analysis of nucleic acid-based biomarkers with pre-
dictive potential. In the present work, we have combined this concept with the FTA technol-
ogy for sentinel mussels. We found that hemocytes collected from liquid biopsies can be
readily fixed on FTA cards and used for long-term transcriptome analysis. We also showed
that liquid biopsy is easily adaptable for metagenomic analysis of bacterial profiles of mus-
sels. We finally provide evidence that liquid biopsies contained circulating cell-free DNA
(ccfDNA) which can be used as an easily accessible genomic reservoir. Sampling of FTA-
fixed circulating nucleic acids is stable at room temperature and does not necessitate a
cold-chain protection. It showed comparable performance to frozen samples and is ideally
adapted for sampling in remote areas, most notably in polar regions threatened by anthropo-
genic activities. From an ethical point of view, this minimally-invasive and non-lethal
approach further reduces incidental mortality associated with conventional tissue sampling.
This liquid biopsy-based approach should thus facilitate biobanking activities and develop-
ment of omics-based biomarkers in mussels to assess the quality of aquatic ecosystems.

Introduction

Because of their ability to accumulate xenobiotics in their tissues, their wide distribution, and
their ecological and economical importance, blue mussels (Mytilus spp.) have long been recog-
nized as good biological indicators for monitoring the effects of pollution and climate change
in marine habitats [1]. Not surprisingly, a relatively large number of biomarkers have been
developed, often using a multi-tier approach. They include functional biomarkers based on
enzymatic activities or cellular functions, or on measuring concentrations of specific stress
indicators [2-4]. In most cases, measure of these biomarkers requires on-site analysis or tissue
biopsy performed by trained personnel [5, 6]. It also often requires an uninterrupted cold
chain to maintain sample quality. For sampling in remote areas, such as polar regions, this
implies complex logistical challenges and considerable risk and cost associated with transpor-
tation and storage [7]. The use of formalin-fixed tissue biopsy is an alternative, although
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formalin is known to affect DNA quality. There are, however, novel methods for collection,
storage and shipping of biological samples that offers some solutions to these problems. The
Flinders Technology Associates (FTA) cards, for example, can be used to fix and preserve
nucleic acids for long-term periods at ambient temperature with high stability [8,9]. This
approach has been particularly useful for identification/genotyping and long-term surveillance
of infectious pathogens in remote areas at reduced shipping costs [10-11]. The use of FTA
cards for monitoring marine habitat with mussels as sentinel species, however, will require
concomitant development of nucleic acid-based biomarkers. Fortunately, immense progress
in the development has been achieved thanks to new methods in gene sequencing and the
need for accurate predictive biomarkers in medicine. Nucleic acid-based biomarkers are par-
ticularly well-adapted for liquid biopsies. Liquid biopsy is a concept-based approach that is
gaining significant attention in the biomedical area. The concept is that a clinician is able to
use a small sample of blood collected from a patient to obtain vital genetic information that
can be used: 1) to predict the onset of a disease, 2) to assess the severity of a disease (prognos-
tic), 3) to evaluate and measure with high precision the efficacy of a given treatment, and 4) to
determine long-term survival and relapse. It is designed to replace the use of logistically com-
plicated, high cost invasive tissue biopsies to assess ongoing tissue damage. It is largely based
on the analysis of circulating cell-free DNA (ccfDNA), which is considered as a genomic reser-
voir that is easily accessible for studying genetic traits, including genomic alterations [12].
Recent studies in humans have further shown that ccfDNA can be used to identify damages in
specific tissues [13]. Liquid biopsies are also compatible for metagenomic data analysis. Micro-
biome information is now considered an important component of the biomarker schematic
[14, 15]. With the help of recent advances in next generation sequencing, microbiome-associ-
ated biomarkers, just like ccfDNA, can be used in clinical practice for risk prediction, diagnosis
and progression of a disease, or to predict and modulate response to treatment [16]. In marine
ecology, microbial biomarkers are also being used for measuring the impact of anthropogenic
activities on marine ecosystems [17, 18]. In the present work, we have combined the concept
of liquid biopsy and the use of FT A cards to develop a liquid biopsy-based sampling method
that involves fixation of nucleic acids on FTA cards. This method is simple, does not require
maintaining a cold chain and is compatible with transcriptome analyses. We have also identi-
fied, for the first time, circulating cell-free ccfDNA in hemolymph of mussels and performed
16SrDNA gene-based bacterial microbiota profiles of mussels using FT A-fixed bacterial DNA
collected from liquid biopsies.

Material and methods

Liquid biopsy

Adult specimens (55-70 mm length) of blue mussels Mytilus spp. were obtained from a com-
mercial supplier (PEI Mussel King Inc., Prince Edward Islands, CANADA) and placed in a
temperature-controlled (4°C) aerated aquarium containing 10 L of 32%o artificial saline water
(Reef Crystal artificial marine salt, Instant Ocean, VA, USA). For M. desolationis and Aulaco-
mya ater (A. ater) specimens, they were collected on the intertidal rocky shore of Port-aux-
Frangais (Kerguelen Islands, France) as previously described [19]. In all cases, hemolymph was
collected from single individuals, without pooling and centrifugation. For routine preparation
of liquid biopsies on FTA cards, the intervalvar liquid was removed with the tip of a knife and
hemolymph was withdrawn from the adductor muscle using a syringe fitted with a 25 gauge
needle. This method has been shown to be minimally invasive and non-lethal for freshwater
bivalvles [20]. Samples (< 1ml of hemolymph) were immediately transferred into sterile 1.5 ml
Eppendorf tube and centrifuged for 3 minutes at maximum speed (approx. 3000 x g) at room
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temperature using a battery-powered mini-centrifuge (TOMY, Japan) (Fig 1). After centrifu-
gation, aliquots (50 pul) of supernatants were spotted on individual discs (10 mm diameter) on
Whatman 903™ FT'A cards (Whatman, 7694827, Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). The
remaining supernatant was discarded and hemocyte pellets gently resuspended and spotted on
FTA cards. In some experiments, Whatman FTA Gene Cards (GE Healthcare, Marlborough,
MA) were used. The cards were dried for 15 min at room temperature and stored individually
in small (3” x 4”) clear 2 mil plastic ziplock baggies containing one silica gel desiccant (1gr/
bag) moisture absorber. When indicated, hemolymph were pooled, transferred into a sterile 50
mL and centrifuged for 15 min at 3000 x g on a table low speed centrifuge (Beckman Coulter
Allegra 6R). Unless otherwise indicated, all FTA cards were kept at room temperature in the
dark.

Isolation of ccfDNA from hemolymph

ccfDNA from hemolymph (5 ml) was carried out using the NucleoSpin Plasma XS kit
(Macherey Nagel) with optimized manufacturer’s protocols. Purified DNA was quantified by
the PicoGreen assay according to the manufacturer’s recommendations [21].

Isolation of nucleic acid

For RNA isolation and purification, individual 12 mm?® disks from FTA cards were carefully
placed at the bottom of a sterile 0.6 ml microcentrifuge tube with a hole punctured in its bot-
tom by a 18G needle. The tube was then transferred into a sterile 1.5 ml microcentrifuge tube
before addition of TRIzol (800 pl) to the upper tube. The cards were soaked with TRIzol for 10
min at room temperature and centrifuged for 3 min at high speed (8000 rpm) in a table centri-
fuge (BioFuge Fresco, Heraeus Instrument, Grimsby, ON, Canada). The TRIzol solution was
transferred and topped with 0.2 ml of chloroform. Tubes were incubated 3 min at room tem-
perature and centrifuged at 12000 x ¢ for 15 min at 4°C. The aqueous phase was used to per-
form RNA extraction following a standard protocol. The RNA was dissolved in RNase/DNase
free water and quantified using the Thermo Scientific” NanoDrop™ spectrophotometer. DNA
was isolated using an adapted the prepGEM™ Universal kit for Blood storage cards (Zygem,
Charlottesville, VA). Briefly, 3 mm disc were placed on an eppendorf tube in washed with

100 pl of DNA-free water and DNA recovered with the prepGEM solution following 5 min
incubations at 75°C and 95°C. Nucleic acid samples were stored at -20°C until further analysis.
Purified DNA was quantified by the PicoGreen assay (Lumiprobe, Hunt Valley, MD) accord-
ing to the manufacturer’s recommendations [21].

Thermal stress

Following acclimatization, groups of ten mussels of similar length were transferred into tank
containing oxygenated seawater at 30°C or at 4°C (control). After 30 min, liquid biopsies were
collected. Hemocytes pellets and hemolymph were either fixed on FTA cards or kept frozen at
-20°C.

RT-PCR analysis

Total cellular RNA was isolated from cell pellets fixed on FTA cards using the TRIzol reagent
(Life Technologies) as described above. First-strand cDNA was prepared from 2 pg of cellular
RNA in a total reaction volume of 20 pl using the High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit from Thermo-Fisher. qPCR specificity was carried out with a Rotor-Gene® 3000 (Corbett
Research) with primers listed in Table 1. All qPCR reactions were carried out in 20 pl with the
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A

1

Storage Nucleic acid analysis

Fig 1. Diagrammatic summary of the sampling protocol. Left, for routine preparation of liquid biopsies on FTA cards, hemolymph was withdrawn from
the adductor muscle. Samples (approx. 1ml of hemolymph) were immediately transferred into sterile 1.5 ml and centrifuged at room temperature using a
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battery-powered mini-centrifuge (TOMY, Japan). After centrifugation, aliquots (50 pl) of supernatants were spotted on individual discs (10 mm diameter)
on FTA®) cards. The remaining supernatant was discarded and hemocyte pellets gently resuspended and spotted on FTA cards. The cards were dried for
15 min at room temperature and stored individually in small plastic Ziploc baggies containing a silica gel desiccant moisture absorber. Right, to recover
nucleic acids, discs were carefully placed at the bottom of a sterile microcentrifuge tube with a hole punctured in its bottom. The tube was then transferred
into a larger sterile microcentrifuge tube before isolation of nucleic acids as described in details in the material and methods section.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.9001

QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen). qPCRs were amplified using the following condi-
tions: 95°C for 5 min, followed by 40 cycles at 95°C for 10 s and 60°C for 30 s with a single
acquisition. A final melting curve analysis was performed using at 95°C for 5 s, 65°C for 60 s
and 97°C with a continuous acquisition. To ensure primer specificity, melting temperature
curves were determined for each amplicon. PCR products were run on a 1.5% agarose gel to
visualize the bands and ensure a unique band is amplified. The expression level (log, of the
fold change) was expressed 1) calculating the delta CT (ACT) by subtracting the averaged
threshold cycle (CT) value of the three housekeeping genes (EF1y, EFlor and SNX14) from the
CT value of the target gene and 2) comparing the fold change of non-exposed mussels versus
thermal-exposed mussels [22].

Taxonomic analysis of hemolymph microbiota

Following fixation on FTA cards, DNA was extracted from hemocyte pellets, as described
above. The whole 16S bacterial DNA V2-V3 region was targeted by the primers 28F-519R prim-
ers and pyrosequenced by the Illumina Mi-Seq Next Generation Sequencer at Research & Test-
ing Laboratory (http://www.researchandtesting.com/, Texas, USA). A detailed description of
bioinformatic filters that were used for analysis can be found at http://www.rtlgenomics.com/
docs/Data_Analysis_Methodology.pdf). Briefly, post-sequencing processing of the raw data for
both types of samples (frozen and FTA-fixed cell pellets) was carried out by standard methods
to eliminate low quality readings, contaminants and chimeras. The remaining filtered sequences
were then grouped into Operational Taxonomy Units (OTUs) at a similarity level > 95%. For
each sample, we have obtained approximately 10 000-20 000 OTUs. For taxonomic classifica-
tion, we used the Ribosomal Database Project (RDP; http://rdp.cme.msu.edu/). The metage-
nomic data from this publication have been deposited to the NCBI Sequence Read Archives
with the assigned the identifier PRINA564645. To take into account the problem of contamina-
tion, we used, as controls, template-free FTA cards that were processed with the same DNA
extraction and PCR amplification kits as the real samples, as previously recommended [23].

Statistics

All datasets were validated for normality (with Shapiro-Wilk test) and homoscedasticity (with
Bartlett and F of Fisher test). Student’s t-test was used as parametric test to compare data set
with two groups and a two-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare datasets
with more than two groups. For non-parametric data, Kruskall Wallis test was used to

Table 1. List of primers used in this study.

Gene Sense primers Antisense primers Product
size
EFly 5’ -AAA GCT CAA ATT GCA GCG GA-3’ | 5/ -ATG cAA TCT cCT CCA GCT GT-3’ | 158 bp
SXNI4 | 5’ -AGA GGC GAG GAT CAG ATG TG-3’ | 5/ -ATC TTC ACC ACC ACC AGA GG-3' | 158 bp
HSP70 | 5’ -ACA GAG AGA CTT GTT GGC GA-3’ | 5/ -TTC CGA TCA GTC TCT TGG CA-3"|88bp
SOD 5’ -ACC ATG TGC GTC TAC AGG AT-3’ | 5/ -TTG ATC AGG TTT CCG ATG GC-3’ | 95bp

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.t1001
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compare datasets. All data are expressed as the mean + S.D. Results were considered statisti-
cally significant at P<0.05.

Results
Isolation and analysis of RNA from hemocyte pellets fixed on FTA cards

Because hemocytes are implicated in several physiological functions, such as phagocytosis of
pathogens, homeostasis, and reproduction, there is increasing interest in studying how their
transcriptome is modulated by environmental stress factors [24-28]. We thus developed a gen-
eral framewok procedure for collecting hemolymph samples using FT'A cards without the
need of a cold chain is shown and detailed in Fig 1A. Other than a battery-operated centrifuge,
it does not require specialized equipment and can be easily incorporated into a small, light-
weight portable unit (S1 Fig).

To test whether such sampling framework is compatible for multi-omics analysis of hemo-
lymph samples, we first compared RNA yields obtained from frozen hemocytes and hemocytes
that were fixed on FTA cards. Isolation of RNA from FT'A discs was carried out using a simple
TRIzol-based protocol which consisted of soaking FTA discs in TRIzol for 10 min at room
temperature (Fig 1B). Nucleic acids were then eluted from the discs by brief centrifugation
and RNA purified using standard phase separation with chloroform and subsequent precipita-
tion with isopropyl alcohol [29]. Our results showed that similar amount of RNA was recov-
ered from pellets fixed on FTA discs as compared to pellets frozen at -20°C (Fig 2A). Both
methods yielded similar ratio of the absorbance at 260 and 280 nm. RNA recovery from FTA
discs could also be achieved using a commonly-used silica-based RNA extraction kit, which
resulted in lower yield compared to the TRIzol-based method but provided purer RNA (Fig
2B). We also found that the RNA vyield from hemocyte pellets fixed on FTA was not signifi-
cantly affected by long term storage (up to 6 months) at 4°C or ambient temperatures (Fig
2C). We next compared the performance RT-qPCR carried out using frozen RNA and RNA
fixed on FTA cards and found that both conservation methods performed equally when mea-
suring expression of three commonly used housekeeping genes (EFl1a, EF1y, and SNX14) (Fig
3A). Both methods were also equally efficient measuring the de novo expression of stress-
related genes (Hsp70 and SOD) in hemocytes collected from mussels subjected to an acute
thermal stress (Fig 3B).

Bacterial microbiome analysis

Bacteria microbiome-derived profiles are emerging as potent biomarkers not only in the bio-
medical field, but also in monitoring environmental stress in a vast number of species, includ-
ing marine organisms [30, 31]. For these experiments, we compared the 16SrDNA gene-based
bacterial profiles from frozen and FTA-conserved DNA from cellular pellets. Our results
showed that both methods generated similar bacterial profiles with regards to phylum (Fig
4A). We found no significant differences in genus-level bacterial groups that were most fre-
quently found in hemolymph (Fig 4B). The most common bacteria found in the hemolymph
was from the genus Colwellia. This genius is commonly found in marine habitats, including
the hemolymph of blue mussels [18]. Taken together, these findings show that FTA-fixed
DNA is perfectly compatible with metagenomic analysis of circulating microbiota.

Circulating cell-free DNA

Analysis of ccfDNA from liquid biopsies is another promising avenue for the development of
predictive biomarkers. In humans, it serves as a genomic reservoir that is easily accessible with
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Fig 2. RNA extraction from FTA cards. (A) Recovery of total RNA from hemocytes stored frozen at -20°C or on FTA cards using a
TRIzol-based protocol. (B) Comparative RNA recovery from FTA cards using TRIzol or the RNeasy kit. (C) Stability of RNA fixed on
FTA cards and kept at different temperatures. * p < 0.05. Values are expressed as the total amount of RNA recovered from a 10 mm
diameter sample disc FTA cards.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.9002
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Fig 3. RT-qPCR analysis using frozen and FTA-fixed RNA. (A) Cycle tresholds (Ct) values obtained for expression analysis of three
housekeeping genes in pooled hemocytes pellets that were either kept frozen or fixed on FTA cards. (B) Relative gene expression of Hsp70 and
superoxide dismutase (SOD) in hemocytes following an acute thermal stress at 30°C for 30 min. Expression levels are relative to controls (4°C). No
significant (N.S.) differences were found using both methods.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.9003
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Fig 4. Bacterial profiles of hemolymph. Upper histogram, pie chart representation of the relative abundance (in percentage) of 16SrRNA of the most
common phyla found in liquid biopsies of M. edulis. Lower histogram, bacterial species differentially abundant in frozen and FTA-fixed liquid biopsies.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.9004

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525 October 3, 2019 9/16

77


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.g004
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525

@ PLOS|ONE

Using liquid biopsies in sentinel mussels

Table 2. Concentrations of ccfDNA.

Samples ccfDNA (ng/mL)
Human plasma 8,72 + 1,43
M. edulis 4,23 +0,18

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.1002

a minimally-invasive procedure. To our knowledge, however, the existence of ccfDNA in
hemolymph of invertebrates, and in mussels in particular, has not been reported. Using the
same method that is commonly used for isolating ccfDNA (see material and methods section
for details) from human plasma, we have thus investigated the presence of ccfDNA in mussels.
Our results revealed that we indeed found ccfDNA in hemolymph of Mytilus edulis (Table 2)
at in a range of concentrations (nanograms/ml) that were similar to that found in humans
[32]. Similar results were obtained for M. desolationis and Aulacomya ater (A. ater). To vali-
date the integrity of the ccfDNA fragments in liquid biopsies (cell-free hemolymph) fixed on
FTA cards, we carried out real-time qPCR analysis using primers that generated small ampli-
cons and that were specific for EF1y, HSP70 and SNX14 genes [33] (Table 3). Our results
showed that we could indeed find evidence of ccfDNA fragments encoding SNX14 and HSP70
genes but not EF1y, suggesting that ccfDNA fragments are generated in a gene-specific man-
ner, as observed in humans (Table 3). Indeed, ccfDNA fragments have been shown to derive
from cell-specific nucleosome footprinting from different cell types [13]. These results reveal
for the first time the presence of ccfDNA in mussels and open the door for its use as a bio-
marker in liquid biopsies collected from mussels.

Discussion

Given the growing concerns over the anthropogenic impact on marine ecosystems, it is
increasingly critical to develop biomarkers that can be used as diagnostic and predictive tools,
as well as for monitoring the success of the remediation efforts. The use of multi-omics bio-
markers is a step in that direction. It obliges us, however, to go back to the drawing board to
re-examine our sampling strategy not only for logistical reasons, but for economical reasons as
well. This is particularly true for polar regions where the logistic complexity of tissue sampling
is a major obstacle. In the present work, we have combined the use of FTA cards and the con-
cept of liquid biopsies for the development of novel omics-based biomarkers in mussels, a
widely used sentinel species. More specifically, we have shown that: 1) hemocytes pellets can
be readily fixed on FTA cards and used for gene expression analysis; 2) FTA-fixed cell pellets
are stable for long term periods when stored at room temperature, facilitating the biobanking
activities and shipment to third parties at lower cost when compared to frozen samples; 3) our
sampling strategy is easily adaptable for microbiome analysis of bacterial profiles, and 4)
ccfDNA is present in mussel hemolymph and can be used as a genomic reservoir for the devel-
opment of novel biomarkers. Taken together, this study lays the foundation for a logistically-
friendly, omics-based multi-biomarker approach using mussels to assess the quality of marine
ecosystems.

Until now, the concept of liquid biopsies has been almost exclusively used for guiding clini-
cal practice, especially in oncology, prenatal screening, transplantation and presence of non-
human ccfDNA (virus-derived sequences, for example) [12, 34, 35]. One of the main benefits
of non-invasive liquid biopsies is that it overcomes many of the drawbacks associated with tis-
sue biopsies. It also provides an accurate snapshot of the genomic landscape, bypassing many
problems associated with tissue heterogeneity. In fact, to our knowledge, this is the first report
of the presence of ccfDNA in invertebrates. In humans, the normal plasma concentration of
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Table 3. qPCR analysis of ccfDNA fixed on FTA cards.

Gene Template
EFly ccfDNA
NTC
SNX14 ccfDNA
NTC
HSP70 ccfDNA
NTC

CT MT % of detection
25,31 £0,85 78,50 £ 1,71 0%

25,79 £ 0,67 79,65 £ 0,21

24,64 + 2,44* 83,84 £ 0,47 56%

31,79 £ 0.01 N.D.

21,25+ 1,55 * 81,51+0,14* 89%

32,160 800

NTC, No template control. CT, threshold cycle, MT, melting temperature, and % of amplicon detection obtained for EF1y, SNX14 and HSP70 (n = 9 mussels, with 3

replicates for each sample. ND = no detected.
*p <0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223525.t1003

ccfDNA is generally below 10-20 ng/ml, which is relatively similar to what we found in hemo-
lymph of mussels. while it can increase by 5-10 times in patients with malignant disease or
stress conditions [36]. Future studies will be needed to determine whether measuring ccfDNA
levels in mussels can be used as a rapid stress biomarker as it does in humans [32, 36, 37].
Analysis of ccfDNA is also perfectly adaptable for serial samplings of DNA abnormalities, gene
expression analysis, point mutations, chromosome translocations, miRegulome, epigenetic
changes, etc. For example, analysis of ccfDNA can theoretically be used for measuring muta-
tions in genes associated with hematopoietic neoplasia (such as p53), for rapid identification of
mussel species, or for any genomic traits. It could also be used to detect the presence of para-
sitic and viral DNA to reduce the risk for public human health. From an ethical point of view,
it reduces incidental mortality associated with conventional tissue biopsies. To develop the full
potential of this approach, we are currently using next-generation sequencing to perform a
genomic analysis of the entire ccfDNA found in different mussel populations. The results of
these analyses will be reported in a separate manuscript.

Another benefit of combining both FTA-based technology and liquid biopsy is its compati-
bility with microbiome analysis. In humans, although blood is normally considered a sterile
environment, there is increasing studies showing the circulating cells harbor a rich bacterial
microbiome that can be used as disease biomarkers [38, 39]. This is also true for bivalves. The
microbiome of hemolymph samples collected from the adductor muscle from Pacific oysters,
for example, has been shown to undergo significant changes following abiotic and biotic stress
factors [40]. A recent study showing that bacterial diversity and richness in mussels were
higher in the hemolymph compared to other tissues support the idea that liquid biopsies is a
valid approach for microbiome analysis in mussels [18]. Indeed, Vezzulli and colleagues have
shown that the alpha diversity of the micriobiome of blue mussels was higher in the hemo-
lymph compared to the digestive gland, in both [18]. Our results further showed that the bacte-
rial profiles obtained from DNA of cells fixed on FTA was not significantly different from that
obtained from frozen cells (S2 Fig). We found no significant differences in those bacteria that
are commonly found in marine ecosystems, such as Alteromonadales or Oceanospirillales [41,
42]. In fact, our results showed that DNA from cells fixed on FTA cards was more prone to
detect those rare bacterial DNA, consistent with the ability of the chemical matrix of FTA
cards to stabilize and protect nucleic acids from environmental degradation. Not surprisingly,
one of the most abundant bacterial DNA that we found in both FTA cards and frozen samples
derived from the Polaribacter genus, which species are almost always found in polar or marine
environments [43]. The other most frequently found genus were Colwellia, Oleispira, Cyclo-
clastricus and Neptunomonas. These bacteria are well known to degrade polycyclic aromatic
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hydrocarbons (PAH) or short-chain alkans. Cycloclasticus bacterial DNA has been recently
found in Bathymodiolus heckerae mussels where they have established a symbiosis at a 3000m
depth in oil-rich habitats near asphalt volcanoes in the Gulf of Mexico [44]. They have also
been shown to bloom in marine habitats following the Deep Horizon oil spill [44]. Interest-
ingly, the Oleispira genus, another bacterium that has bloomed following the Deep Horizon oil
spill, was also among the most frequently found bacterium in M. edulis. The third most fre-
quent bacteria found was from the genus Neptunomonas, another bacterium implicated in
degradation of PAHs and normally found in contaminated sediments [45]. Whether the pres-
ence of this microbiota reflects a symbiotic relationship with M. edulis is unclear at the present
time. Overall, our findings indicate that microbiome analysis in liquid biopsies collected from
cellular pellets of mussels is an interesting avenue to study dysbiosis in mussels following expo-
sure to environmental stress.

Our study showed that combining liquid biopsies and the FTA technology could be useful
for long-term biobanking and retesting of omics biomarkers collected from sentinel mussels,
particularly in remote regions. This approach is also economically viable, especially when
using the Whatman 903™ FTA cards. Although we have used for this study 10 mm diameter
circular FTA discs, we obtained similar RNA yield using smaller discs (S3 Fig). If necessary,
one could use the the Whatman FTA Gene Cards, which have been adapted for cature on
nucleic acids. Although more expensive than regular Whatman 903™ cards, we found that they
are more performant for DNA recovery (54 Fig). It is important to note, however, that there
are multiple options for isolating nucleic acid from FTA cards. In our hands, we have found
that TRIzol was an adequate, low cost, and versatile method for routine RT-qPCR analysis. It
can also be combined with commercial kits to obtain purer RNA preparations (S1 Table).
TRIzol is also suitable for isolation of small RNAs (<200 nucleotides) as compared to the sil-
ica-based methods which do not retain small RNAs [46]. This has to be taken into consider-
ation for future studies aimed at testing the possibility of using non-coding RNAs as putative
biomarkers in hemolymph of mussels. In humans, non-coding RNAs have shown great prom-
ise as potential cancer biomarkers for liquid biopsies.

Another clear benefit of combining liquid biopsy and the FTA technology is from a logisti-
cally-point of view. We can now collect samples at remote site with a minimal amount of
equipment (S1 Fig). Moreover, this approach addresses increasing concerns in field work eth-
ics [47]. Liquid biopsies require sampling of a very small volume of hemolymph and does not
lead to animal death. We believe that such approach could also be extended to other marine
and freshwater organisms and offers many advantages for the development of long-term eco-
logical observatories in polar regions threatened by anthropogenic activities.

Supporting information

S1 Fig. Portable laboratory carrying case used for liquid biopsy sampling. The case contains
a battery powered minicentrifuge and a portable solar panel battery charger for long term
expeditions. The case also contains all necessary reagents and equipment to collect biopsies on
site.

(TIFF)

S2 Fig. Relative abundance of order-level bacteria in frozen and FTA-fixed liquid biopsies.
Data are shown as mean * SD from duplicates.
(TIFF)

S3 Fig. RNA extraction from FTA cards. (A) Recovery of total RNA from a 10 mm disc
(100%) and a quarter of a disc (25%). (B) RNA recovery following soaking for 10 min versus
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overnight at room temperature before centrifugation. Results are representative of two inde-
pendent experiments. RNA recovery was carried out using the TRIzol-based method.
(TIFF)

S4 Fig. Comparative analysis of the performance of two different types of FTA cards. DNA
recovery from hemocyte pellets that were fixed on the Whatman 903™ cards or the Whatman
Gene FTA cards. Values are expressed as the total amount of DNA recovered from a 3 mm
diameter sample disc using the PropGEM-based protocol. Results are representative of two
independent experiments (n = 12/fgroup). * p < 0.05.

(TIFF)

§1 Table. RT-qPCR analysis of RNA extracted from frozen or FTA-fixed cell pellets.
(DOCX)
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CHAPITRE V

8.DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Au tout début de mon doctorat, nous cherchions des biomarqueurs permettant de détecter les
changements induits par les polluants et le réchauffement global dans les écosystémes marins
cétiers de Kerguelen en utilisant la moule comme espéce sentinelle. Pour ce faire, nous avons
utilisé des biomarqueurs fonctionnels et moléculaires traditionnels de la réponse hémocytaire
suite a une exposition au cadmium et a un stress de température. Ces études ont été effectuées
chez deux espéces de moules qui cohabitent dans les mémes mouliéres de Kerguelen. Nous
avons porté une attention particuliere a la moule striée, une espéce encore peu connue
comparativement a la moule bleue. Bien que nos premiéres études utilisant les tests de
phagocytose et de sensibilité a I'apoptose aient permis de mettre en évidence des différences
fondamentales dans les réponses chez les deux espéces de moules, la lourdeur logistique (e.g.
chaine de froid au Kerguelen) et les problemes de standardisation ont rendu difficile I'utilisation
de ces biomarqueurs pour le suivi a long terme des effets des CC sur la santé des moules. Il était
donc impératif de revoir nos approches. Les résultats les plus prometteurs sont venus des
analyses des métadonnées geénérees a partir d’approches basées sur le séquengage a haut
debit. La suite de mon projet a été consacrée au deéveloppement d'une méthode
d’échantillonnage logistiquement simple et compatible avec I'utilisation de métadonnées pour des
études en régions éloignées. Globalement, cette thése a permis d’établir des fondations solides
pour le développement de nouvelles générations de biomarqueurs pour la mise en place
d’observatoires visant a évaluer I'état de santé des écosystémes marins cétiers en utilisant la

moule comme espéce sentinelle.

8.1 Comparatif de la réponse hémocytaire entre les deux espéces

Dans la premiére partie du projet, nous avons démontré que : 1) I'activité phagocytaire des
hémocytes des deux espéces de moules était comparable, tant au niveau de base qu’en réponse
a des changements de salinité et/ou de température ou d’exposition a des concentrations
croissantes de cadmium; 2) les hémocytes de A. afra montrent toutefois une plus grande
sensibilité que ceux de la moule bleue face a un stress thermique combiné a I'exposition au

cadmium; 3) l'utilisation de sondes Yo-Pro et '’Annexin V a permis de démontrer que les
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hémocytes des deux espéces semblent posséder des différences fondamentales au niveau des
mécanismes apoptotiques. L’'ensemble de ces résultats représentent une premiére comparaison
physiologique entre deux espéces de bivalves provenant de la méme mouliére plus
particulierement A. atra, une espéce de moules peu étudiée jusqu’a maintenant et que I'on
retrouve uniquement dans ’hémisphére Sud. Plusieurs études ont d’ailleurs démontré que cette
espéce est menacée par la présence de plus en plus omniprésente de la moule bleue (Caza et
al 2016). La plupart des études chez les bivalves qui ont tenté d’établir un lien entre temps
d’exposition, I'espéce étudiée et le stresseur ont utilisé la moule bleue comme espéce sentinelle
(Matozzo 2016), d’ou l'intérét de comparer deux espéces de moules vivant dans les mémes
conditions environnementales. Nos études avec des variations de facteurs abiotiques ont
eégalement démontré que les hémocytes de ces deux espéces semblaient avoir une grande
capacité d’adaptation puisque les variations de salinité de 16 a 38 ppt n’'ont démontré aucun effet
détectable sur la phagocytose et qu'il fallait pousser les températures a 30°C pour voir un
changement significatif au niveau des hémocytes d’A. afra. Ces effets étaient plus marqués en
combinant le cadmium, illustrant 'importance de combiner plusieurs stresseurs dans de telles
analyses comparatives afin de bien connaitre les espéces sentinelles étudiées et d’approfondir
les mécanismes de régulation de la réponse hémocytaire. Etant donné la différence de
mécanisme d’apoptose que nous avons observée entre les deux espéces de moules, il sera
intéressant d’en connaitre les mécanismes sous-jacents, notamment en ce qui a trait a la

composition de la membrane cellulaire.

8.2 Le relargage externe d’hémocytes face au stress thermique.

Durant notre premiére campagne a Kerguelen, nous avons constaté que des hémocytes étaient
présents dans le liquide intervalvaire. Ce résultat est hautement original car il n’a jamais été
rapporté dans la littérature. En fait, nous avons démontré la présence d’hémocytes viables et
fonctionnels en nombre significatif dans le liquide intervalvaire aprés un stress thermique. Cet
effet était particulierement observable chez A. atra comparativement a M. desolationis.
Egalement, nos résultats ont mis en évidence un relargage dans I'eau de mer des hémocytes
viables et fonctionnellement compétents (du moins au niveau de la phagocytose), en plus de
démontrer que les hémocytes libérés dans I'eau de mer peuvent entrer dans la circulation

hémolymphocytaire ainsi que dans le liquide intervalvaire d’'une moule héte. Finalement, nous
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avons mis en évidence que ce mécanisme de recapture d’hémocytes pouvait favoriser la
dissémination de bactéries d’'une moule a l'autre.

Le modele du relargage/recapture d’hémocytes a été validé avec trois espéces de moules, ce qui
permet d’avancer I'hypothése que ce mécanisme pourrait en étre un commun possiblement utilisé
par 'ensemble des bivalves. Ce modéle ou la bactérie s’infiltre dans I’'h6te a I'aide d’'une navette
(hémocyte) nous améne a poser davantage de questions : Est-ce que d’autres types de
stresseurs peuvent induire le relargage d’hémocytes? Dans une mouliére naturelle, a quelle
fréquence et dans quelles conditions le phénoméne se produit-il? Pourquoi un tel partage de
cellules immunes? Chez les mollusques, et en particulier les coques, il existe un transfert de
facteurs immuns de la mére a sa progéniture (Yue et al 2013). Des exemples bien connus sont
les PRR comme des lectines, des effecteurs tels des lysosymes, ou des antioxydants (Wang et

al. 2015) qui conférent une protection antibactérienne supplémentaire.

Le principe de « mémoire immune collective » peut également étre illustré par un changement de
la réponse immunitaire innée qui est décrite comme une immunotolérance (Novoa et al, 2019)
lors d’une deuxieéme exposition au Vibrio splendidus chez M. galloprovincialis. Dans cet exemple,
la premiére exposition induit la transcription de génes d’inflammation, de migration et de réponse
antibactérienne alors que la réexposition au méme agent infectieux résulte en un transcrit inhibant
la production de ROS et inhibant la réponse inflammatoire. De plus, la distribution de la population
d’hémocytes est différente entre les deux inoculations. A I'échelle d’'une mouliére, on peut
soulever I'hypothése que le partage d’hémocytes « activés » servirait a déclencher plus
rapidement la réponse immunitaire et a la moduler. En quelque sorte, il s’agirait d’'un transfert
horizontal de la « mémoire immune ». Ce concept nous améne a considérer la mouliére comme
un répertoire immun partagé et non comme un bagage immun propre a chaque individu. Un tel
partage de populations hémocytaires représente également des désavantages tels les risques
encourus de transmission horizontale de cancer dans toute la mouliére. Les bivalves ne
possédent pas de systéme de reconnaissance du soi basé sur la discrimination entre le soi et le
non-soi via les génes du CMH, comme on le voit chez I'humain et la plupart des vertébrés. Cette
absence apparente de mécanisme de reconnaissance du non-soi explique la transmission
horizontale d’hémocytes néoplasiques entre les myes d’'une méme espéce (Metzger et al. 2015)

ainsi qu’entre différentes espéces de bivalves (Metzger et al. 2016).

Le mécanisme utilisant ’lhémocyte comme une navette, tel que nous avons démontré, permettrait

non seulement la propagation de la leucémie, mais également celle de pathogénes bactériens ou
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viraux. Certains virus, comme les virus de I'hépatite A et le norovirus humain peuvent résister a
un pH acide et survivre dans les hémocytes de bivalves (Provost et al. 2011). Nos résultats
pourraient expliquer que les bivalves représentent un réservoir de virus connus pour provoquer
des zoonoses chez I'humain. lls pourraient également expliquer que des stress thermiques, et
possiblement d’autres formes de stress, pourraient favoriser la dissémination du rétrovirus
Steamer observée chez les myes le long des Cbtes Atlantiques (Arriagada 2014). Le méme
mécanisme pourrait aussi permettre a des parasites intracellulaires, tel que Perkinsus marinum,
ou des bactéries, telles que Vibrio parahaemolyticus, sous sa forme encapsulée (Canesi et al.
2002), de « voyager » avec les hémocytes. Des études seront nécessaires pour mieux
comprendre le réle des hémocytes capturés par une moule naive et comment il module la réponse
immunitaire de la moule héte. Afin d'y parvenir, une approche multi-omique en étudiant le
transcriptome, le microbiome, le métabolome chez la moule receveur d’hémocytes « activés »
permettrait de mieux comprendre les échanges immunitaires et leur implication sur les voies de

signalisation.

8.3 Nouvelle logistique d’échantillonnage et approches multi-omiques

La premiére campagne a Kerguelen nous a appris que la logistique d’échantillonnage en région
subantarctique peut étre éprouvante et éreintante. Les efforts reliés au transport de bombonnes
d’azote liquide et de moules (bullées dans I'eau de mer) dans des sacs a dos et la conservation
des échantillons dans des congélateurs de -20°C et -80°C sur la base et sur le bateau se sont
malheureusement souvent avérés vains en raison, que ce soit par le bris de la chaine de froid
sur la base, durant le transport en bateau et en avion, ou méme a la douane. Il devenait donc
impératif de développer une méthode d’échantillonnage répondant aux conditions difficiles du
travail de terrain ne nécessitant pas de chaine de froid et qui pourrait étre adaptée a I'utilisation
d’'une nouvelle génération de biomarqueurs de stress. En s’inspirant de la technologie pour traiter
les traces d’ADN sur les sceénes de crime en médecine légale et en I'adaptant a une approche
multi-omique, nous avons : 1) optimisé l'utilisation de cartes FTA pour le transport et la
bancarisation de biopsies liquides constitutées de culots cellullaires ou d’hémolymphe; 2) mis au
point des méthodes d’extraction d’acides nucléiques pour I'analyse de transcriptomes et de
microbiomes en comparant les performances de cette approche a l'utilisation d’échantillons
congelés; et 3) utilisé cette méthode pour mettre en évidence, pour la premiére fois, la présence

de ccfDNA chez la moule.
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Les cartes de papier buvard de la technologie Flanders et associés (FTA) sont composées d’'une
base monovalente faible (Tris), d’'un agent chélateur (EDTA), un détergent anionique (SDS) et de
I'acide urique qui capture les radicaux libres afin de protéger a long terme la base guanine de
I’ADN qui y est particulierement sensible (Ames et al. 1981). Les cartes permettent de conserver
les protéines ainsi que les acides nucléiques pour de longues périodes (testées jusqu’a 16 ans)
avec une qualité suffisante pour amplifier des brins d’ADN de quelques centaines de nucléotides
(Rahikainen et al 2016). Contrairement a la préservation par congélation des acides nucléiques,
il est difficile toutefois d’amplifier de longs fragments de quelques kilobases comme le permet la
congélation. La congélation ne dégrade pas 'ADN cependant elle affecte la quantité d’ADN
extraite suite a un dégel par prés de 25% (Ross et al. 1990). L'utilisation de cartes FTA doit donc
étre adaptée aux objectifs poursuivis, notamment ceux qui nécessitent une analyse de longs
fragments. Elle est cependant parfaitement adaptée a lanalyse de microbiomes, de
transcriptomes et de ccfDNA, dont la longueur de fragments se situe généralement dans les 150
pb. L'utilisation de cartes FTA requiére aussi une optimisation des méthodes d’extraction de
I’ADN afin d’obtenir une bonne quantité et qualité de 'ADN. A cet effet, nous avons utilisé
différentes méthodes d’extraction a partir de cartes FTA. Nos études ont démontré que les
méthodes basées sur le phénol/Chloroforme (comme le TRIzol) ou Il'utilisation de la trousse
DNeasy Blood and Tissue de Quiagen sont peu optimales pour I'extraction de 'ADN de moules
a partir de culots ou de ccfDNA. La trousse prepGEM Blood de ZyGEM a donné quant a lui des
résultats mitigés pour I'extraction de culots a partir de carte FTA. Bien que cette trousse soit trés
simple a utiliser, il s’est avéré trés difficile a se la procurer. Nous avons opté au final pour la
trousse QI/Aamp DNA Investigator de Qiagen qui donnait une bonne quantité d’ADN de qualité

(Annexe 1).

L’extraction de trés faibles quantités de ccfDNA a partir de carte FTA posait également une
difficulté pour sa quantification. En utilisant un spectrophotométre Nanodrop 2000C, nous
obtenions des résultats erronés pour des quantités de moins de 25ng/ul méme si la littérature
suggeére 5 ng/ yl comme étant la limite inférieure de cet appareil (Yu et al. 2017). C’est pourquoi
nous recommandons d’utiliser le dosage de ’ADN double brin avec la méthode Picogreen basée
sur une courbe standard de différentes dilutions du Picogreen (intercalant de I'ADN). La
concentration minimale mesurée est de 25 pg d’ADN total par échantillon (Anantanawat et al.
2019). Cette méthode nous a permis de constater que I'extraction de ccfDNA a partir

d’hémolymphe fraiche avec la trousse QIAamp DNA Investigator est supérieure a celle obtenue
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avec la trousse Nucleosnap DNA Plasma de Machrey-Nagel, une approche couramment utilisée
chez 'lhumain (Annexe 1). De plus, cette derniére méthode est plus difficile a utiliser en raison de
'appareillage requis pour stabiliser les pressions d’aspiration et le fait que les membranes
bloquent frequemment. Les deux techniques sont néanmoins relativement colteuses (environ
$7.00 par extraction). Le point négatif de ce type d’approche demeure néanmoins la difficulté
d’obtenir de longs fragments d’ADN. Dans un tel cas, afin de répondre a ce probléeme dans un
contexte de prélévements en régions polaires, il serait a propos de considérer l'utilisation du
MinlON, un séquenceur miniaturisé développé par la compagnie britannique Oxford Nanopore et
qui est adapté pour le « séquencage terrain » en région polaire. Cette technologie permet un
séquencage de qualité avec une identification adéquate des séquences nucléotidiques dans un
ordre de 94-95% (Tyler et al. 2018). La marge d’erreur de 5% permet certaines analyses telles
I'identification d’espéces et le microbiome mais ne permet pas la recherche par exemple de
mutations génomiques (Bowden et al. 2019). Egalement, la durée de vie de la cellule a
écoulement (flow cell) est de trois mois. Celle-ci consiste en une membrane imprégnée de
protéines possédant des nanopores au travers duquel passe la chaine de nucléotides. Ces
nucléotides changent 'amplitude du signal de courant qui est captée et analysée en temps réel.
L’alignement des séquences peut donner une profondeur convenable de 18 équivalents génome

dans I'exemple du séquencage du génome de I'anguille européenne (Jansen et al 2017).

En ce qui concerne la conservation et I'extraction de 'ARN sur carte FTA, a notre surprise, nous
avons eu d’excellents résultats avec les techniques d’extraction au Trizol ou avec la trousse
Rneasy de Qiagen. L’ARN est sensible a 'humidité qui peut accélérer le clivage du lien
phosphodiester (Fabre et al. 2014) d’ou I'avantage de I'environnement FTA qui est conservé avec
un sachet dessicant qui en préserve l'intégrité. La fixation de 'ARN sur cartes FTA pourra donc
faciliter les études transcriptomiques visant a mesurer, par exemple, I'expression de genes de
stress chez la moule en réponse a des stimuli environnementaux. En fait, nos études plus
récentes ont démontré qu’il était possible de procéder a I'analyse de TARNm sans avoir recours
a I'extraction. Il suffit tout simplement de synthétiser ’ADNc directement a partir de la carte FTA,
simplifiant considérablement les analyses transcriptomiques. Nous pouvons également amplifier

I’ADN directement a partir d’'une carte FTA (Annexe 2).
La conservation de TARNm sur cartes FTA ouvre aussi de nombreuses portes pour des études

futures sur les bivalves. La conservation d’échantillons sur FTA est devenue un modéle étendard

en le combinant a la RT-PCR pour I'identification de virus a ARN tel le virus de la rage pour les
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régions qui ont difficilement accés a un laboratoire (Léchenne et al. 2016). Elle pourrait donc
faciliter I'identification de virus a ARN chez les bivalves. De plus, elle pourrait étre utilisée pour
identifier les petits fragments d’ARN d’intérét tels les microARN (miRNA). Ces petites séquences
non-codantes d’un peu plus d’'une vingtaine de nucléotides possédent un réle de régulateur post-
transcriptionnel de I'expression d’'un géne (Mello et Conte 2004). La forme pré-miRNA d’origine
nucléaire migre vers le cytoplasme ou elle se lie a des protéines. Le complexe ainsi formé ira
empécher la traduction de la protéine. Chez les bivalves, les protéines qui y sont associées, telles
Argonauts et Piwi, ont été identifiées chez C. gigas et M. galloprovincialis (Rosani et al. 2016).
De plus, des centaines de miRNA ont été identifiés chez les hémocytes de C. gigas soumis a un
stress thermique et une inoculation bactérienne. L’analyse comparative de ceux-ci a permis de
mieux comprendre la modulation de la réponse immunitaire de I'huitre soumise a ces mémes
stress (Zhou et al. 2014). Egalement, suite a la stimulation a I'épinéphrine et I'acéthylcholine
d’hémocytes de C. gigas, des miRNA ont été identifiés en lien avec des génes impliqués dans la
fonction immunitaire et la mort cellulaire. Au niveau physiologique, une baisse de la phagocytose
et de 'apoptose tardive y était associée. Il s’agit d’une illustration de l'intérét suscité par I'étude
du répertoire des miRNAs dans une approche intégrée qui améne un début de compréhension

de la modulation de la réponse immunitaire par des neurotransmetteurs (Chen et al. 2015).

Une autre application utile de la carte FTA concerne I'étude du microbiote du compartiment
hémolymphatique de la moule tel qu’obtenu lors de I'analyse des microbiotes de A. atra et M.
desolationis prélevés au méme moment a Port-aux-Francais et dans la méme mouliére (Annexe
2). En conservant les culots hémocytaires sur carte FTA, il est possible d’en obtenir tout ’ADN
du soi (ADN génomique de la moule) et du non-soi comme le bactériome a la maniére d’une
« capture instantanée » du paysage génomique. Etant donné que la moule posséde un systéme
circulatoire semi-ouvert, I'analyse du microbiote de 'hémolymphe revét une double importance,
soit de connaitre le microbiote de base (signature) afin de pouvoir identifier les dysbioses i.e. un
changement important du microbiote de base en lien avec des changements environnementaux
ou des problémes ded santé de la moule. En second lieu, le microbiote peut servir a identifier des
bactéries pathogénes chez la moule ou chez d’autres espéces environnantes terrestres ou
marines (Ferchiou et al. manuscrit en préparation). L’identification du microbiote est possible en
séquencant les génes de 'ARNr 16S dans les régions variables V2-V4 (Klindworth et al. 2013)
ce qui représente quelques centaines de nucléotides et qui est bien adapté pour les cartes FTA
(Morales et al. 2019). Les cartes FTA sont toutefois peu compatibles aux analyses d’'un génome

entier bactérien en raison de la faible longueur des fragments d’ADN. L’utilisation de culots
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hémocytaires sur cartes FTA est néanmoins intéressantes et ce méme si la plupart des études
de microbiotes, méme chez les bivalves ont été, historiquement, réalisées a partir du systeme
digestif des bivalves, comme c’est le cas chez ’lhumain. En comparant les microbiotes de C. gigas
et M. galloprovincialis provenant d’'une méme zone d’élevage en ltalie, des chercheurs ont
toutefois déterminé que : 1) les microbiotes digestifs sont moins riches et moins diversifiés que
les microbiotes de 'hémolymphe, 2) les microbiotes des hémolymphes des deux espéces de
bivalves different et sont mieux adaptées pour la détection de pathogenes comme vibrio, et 3) le
microbiote des bivalves difféere du microbiome marin environnant (Vezzulli et al 2018). Il est donc
important d’établir une « signature » du microbiote de base du bivalve afin de suivre I'évolution
de celui-ci lors de stress environnementaux. Un exemple de l'utilité de cette approche est I'étude
microbiote du liquide palléal des huitres afin de mesurer la marée noire causée par I'accident sur
la plateforme Deep Water Horizon (Thomas IV et al, 2014). L’établissement d’'une signature de
base est d’autant plus important puisqu’il est logique de croire qu’il existe des variations
saisonniéres du microbiote reliées, par exemple, a des changements de température ou
d’activités anthropiques (Lockmer et Wegner 2015). De plus, il existe des changements spatiaux
directement en lien avec le micro-environnement immédiat des bivalves C. gigas (Lockmer et al.
2016). Enfin, plus d’études seront requises, idéalement sur une année, en y notant les périodes
de pontes afin d’établir véritablement la signature de base selon I'espéce avant d’aller de I'avant
avec des études plus sophistiquées d’évaluation des impacts anthropiques avec des observations
a long terme. Ce n’est que lorsque ces conditions préalables seront atteintes que nous pourrons

parler de dysbiose.

8.4 Biopsie liquide et ccfDNA : vers une approche multi-omique.

A partir d’'une biopsie liquide, i.e. une prise d’hémolymphe chez la moule de fagon non invasive
et en utilisant ’lhémolymphe acellulaire, nous avons : 1) extrait 'ADN circulant de A. atra et M.
edulis desolationis, 2) identifié, annoté et caractérisé le « génome circulant » (« soi ») de A. atra
et, 3) identifié et caractérisé la composition du « non-soi » circulant. Ces études sur le ccfDNA
ont été inspirées des études chez I'humain ou la mesure de I’ADN circulant représente une source
d’information intéressante pour le clinicien (Aucamp et al. 2018). Par exemple, la concentration
de ccfDNA plasmatique chez I'humain est significativement plus élevée chez des patients
souffrant de maladies inflammatoires et souffrant de cancer (Ye et al. 2019). L’origine du ccfDNA

peut également étre utilisée pour détecter de fagon précoce le rejet d’'organes ou pour détecter
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de fagon non-invasive des anomalies génétiques chez le foetus (Skrzypek et al. 2017). Dés le
début, nous avons toutefois fait face a un défi de taille consistant a amplifier et comparer de
petites quantités de ccfDNA de l'ordre du picogramme, poussant la qPCR a la limite de son
spectre. Pour y parvenir, nous avons utilisé la technique de la PCR digitale en micro-
compartiment (ddPCR). Cette technique utilisant une émulsion d’huile équivaut a obtenir une
PCR unique pour chaque microgouttelette. Nous avons ainsi comparé le nombre de copies de
geénes entre échantillons par une analyse « copy number variant ». De plus, afin de s’assurer de
la qualité des résultats, nous avons utilisé un oligonucléotide synthétisé de concentration connue
du géne EF1a. Celui-ci nous a servi de témoin pour tester nos différents protocoles autant en
gPCR qu’en ddPCR. Avec cette information en téte, nous avons mesuré la quantité totale d’ADN
totale chez M. edulis soumise a un stress thermique durant 90 minutes. Nous n’avons pas
constaté de différence dans les concentrations de ccfDNA entre le groupe témoin et le groupe
soumis au stress de température (résultats non publiés). Ces résultats ne sont pas surprenants
considérant que les moules évoluent dans des écosystemes marins dont les températures
peuvent osciller entre -8.2°C et +30.5°C (Davenport et al. 2005). Durant nos expériences de
stress thermique, nous avons également quantifié '’ADN mitochondrial (ADNmt) puisque celui-ci
sert de marqueur de valeur pronostique d’une infection, d’'une inflammation ou d’un cancer tel
celui de I'ovaire (Boyapati et al. 2017). Ainsi, TADNmt peut étre considéré comme une alarmine
en plus de moduler directement la réponse immunitaire. C’est pourquoi nous avons mesuré la
quantité relative d’ADNmt par rapport a la quantité d'un gene de ménage (EF1a). Toutefois,
comme dans le cas du ccfDNA, aucune augmentation de 'ADNmt sous condition de stress
thermique n’a été détectée, possiblement pour les mémes raisons qu’avec le ccfDNA, ce qui

suggeére que les mécanismes de tolérance des bivalves sont trés efficaces.

Les études sur le ccfDNA ne sont toutefois qu’au début et il reste a déterminer si d’autres stress
pourront induire une augmentation de la concentration de ccfDNA dans ’hémolymphe de moules.
Nous croyons, en fait, que le potentiel de I'analyse du ccfDNA chez la moule se situe surtout
autour de l'origine des fragments d’ADN circulant. C’est pourquoi la derniere partie de ma thése
s’est consacrée a la caractérisation du ccfDNA du soi et du non-soi. Ces études du « non-soi »
ont été inspirées notamment de I'étude de Kowarsky chez ’humain (Kowarsky 2017) démontrant
que le plasma est une riche source d’'information pour y détecter la présence de fragments d’ADN
plasmatiques dérivés de pathogénes viraux et bactériens qui constituent jusqu’a 1% du ccfDNA.
Considérant que I'écosystéme marin contient jusqu’a 10’ bactéries par ml d’eau de mer et plus

de 10® (Suttle 2007) particules virales, il est logique de croire que I'analyse du non-soi du ccfDNA
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de la moule représente une riche source d’information sur I'écosystéme marin. Nos analyses de
séquencage aléatoire a haut débit ont en effet permis d’identifier des bactéries
meéthanotrophiques et thiotrophiques vivant en symbiose dans les cellules épithéliales du
manteau des moules. Elles se trouvent habituellement en profondeur prés des évents
hydrothermaux océaniques (Cavanaugh et al. 2006; Petersen et al. 2009). Ces mémes bactéries
pourraient utiliser le méthane produit par 'ensemble des archaes méthanogeénes identifié a partir
du méme séquencage. Ceci souléve la question a savoir pourquoi les retrouvons-nous dans les
moules de Kerguelen? Aucun suintement froid (cold seep) a été décrit a Port aux Frangais mais
une grande concentration de méthane contenu dans les dépbts quaternaires de la région de Port
aux Francais a été décrite (Vasiliev et al. 2015). Ces bactéries sont également connues pour vivre
dans des zones de décomposition organique avec un apport faible en oxygéne (Bienhold et al.
2013). Le nombre élevé d’éléphants de mer ainsi que la grande quantité de macrocystis
pourraient favoriser les bactéries thiotrophiques. La réflexion mérite d’étre approfondie en
déterminant si les bactéries méthanotrophiques et thiotrophiques sont intrinséques aux moules
striées de Kerguelen ou s'il s’agit davantage d’'une composante environnementale commune des
écosystémes subantartiques littoraux. En mesurant la quantité d’oxygéne, de méthane ou de
crocétane, un marqueur de l'activité anaérobique de I'oxydation du méthane, dans I'eau de la
Baie de Port-aux-Frangais, nous pourrions obtenir une meilleure compréhension sur I'importante
quantité d’ADN bactérien obtenu dans le ccfDNA de A. atra et qui sont impliquées dans le cycle

du méthane.

Les résultats de séquencgage du ccfDNA du virome circulant ont par ailleurs généré des résultats
intéressants. Sans surprise, le nombre de séquences assignées aux Myoviridés, en I'occurrence
les bactériophages (Caudovirales), était élevé comparativement aux autres familles de virus. Les
phages, qui possédent un ADN double-brin dans 95% des cas, sont les particules virales les plus
adondantes dans I'eau de mer. Cette domination des Myoviridés a d’ailleurs été rapportée dans
plusieurs études de viromes marins réalisée a partir d’ADN environnemental (€DNA), notamment
dans I'étude récente de Gregory et al (2019) dans le cadre du projet « Global Ocean Viromes
2.0 » qui rapporte les données de I'expédition Tara Oceans Polar Circle. Cette étude, effectuée
a partir d’échantillons recueillis dans la zone mésopélagique dans les différents océans de la
planéte, a recensé plus de 200 000 espéces de virus. Comme eux, nous avons également
retrouvé plusieurs fragments d’ADN dérivés des membres de la famille des Mimiviridés, une
famille de virus récemment identifiée et connue pour infecter les protistes (Claverie et al. 2018).

Comme dans I'étude de Gregory et al (2019), on retrouve plusieurs types de virus géants a ADN
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nucléocytoplasmique (NucleoCytoplasmic Large DNA Viruses, NCLDV), comme les
Pandoravirus, le Pithovirus, le Marseillevirus, de méme que des virus de plantes
(Phycodnaviridés). A la différence des résultats de Gregory, toutefois, nous retrouvons une plus
grande représentation de Baculovirus, une famille de virus dont les membres sont bien connus
pour infecter les insectes. Cette différence s’explique sans doute par la richesse des populations
d’'insectes que l'on retrouve dans les écosystémes marins alors que I'étude de Gregory s’est
concentrée sur les écosystémes plus profonds (150 a 1000 m). Cette hypothése est supportée
par une proportion relativement importante de Nudivirus, connus eux aussi pour infecter les
insectes de méme que les crustacés (Wang et al. 2007). Il reste que ces résultats ne représentent
que la pointe de I'iceberg en ce qui a trait a la diversité de la virosphére en milieu marin. L’étude
récente de Gregory démontre notamment que parmi les 3.5 Tb de séquences virales analysées

lors de leurs études, plus de 90% de celles-ci ne peuvent étre taxonomiquement classées.

Etant donné que la moule est un organisme filtreur, nous avons également émis comme
hypothése que son hémolymphe pourrait contenir des fragments d’ADN d’autres organismes
eucaryotes présents dans l'environnement marin. Cette hypothése tirait son origine de la
recherche de la biodiversité d’'un écosystéme a partir de 'analyse de eDNA et du fait de la grande
capacité de filtration de I'eau de mer par les bivalves et de leur systéeme semi-ouvert. Nos
assignations préliminaires suggérent la présence de fragments d’ADN de métazoaires dans 18%
des contigs annotés a partir d’'un séquengage a haut-débit du ccfDNA de A. atra (Annexe 3).
Nous avons tenté de confirmer cette présence en utilisant une paire d’amorces dégénérées qui
amplifie une partie du géne codant pour la Cytochrome oxydase sous-unité 1 (CO1) jumelée a la
technique d’amplification par codes a barres de ’'ADN (metabarcoding). En utilisant des critéres
stringents de I'annotation des reads ainsi obtenus (> 80% d’homologie et une valeur e <-20) nous
avons obtenu respectivement 2.7%, 6.4% et 6.6% des reads annotés a des métazoaires autres
que les bivalves (Ferchiou, Caza et al., manucsrit en préparation). Ces résultats rejoignent les
analyses de ccfDNA humains ou le pourcentage d’ADN non humain se situait autour de 1%
(Kowarsky et al. 2017). L’étude de 200 primates en Afrique a démontré un taux semblable de
1.2% dont 0.29% pouvant étre assignés a du non-soi aprés une deuxiéme ronde de Blast pour
éliminer les séquences du soi (Kowarsky et al. 2018). Cette étude permettait de mettre en
evidence le caractere géographique de la distribution du microbiome des primates sans égard a
leur espéce contrairement a celle des virus non-phages qui suggérait une association selon

'espéce . Il sera intéressant de pousser les recherches chez la moule dans cette direction en
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postulant que l'identification des fragments d’ADN du non-soi de la moule pourrait étre le reflet

de la biodiversité et la santé du milieu cotier marin.

Globalement, il est permis de croire que nos analyses du ccfDNA chez la moule pourront faciliter
d’autres analyses de types « omiques », nhotamment au niveau du méthylome. La méthylation
d’ADN est d’ailleurs bien connue pour étre trés sensible aux stress environnementaux (Szyf,
2009). L'utilisation du MINion, qui permet de caractériser rapidement le méthylome d’'un génome
(Zink et al. 2018; Simpson et al. 2017) sans avoir recours a des traitements de '’ADN (comme au
bisulfite, par exemple), pourrait s’avérer un outil efficace dans ce contexte. Nous avons d’ailleurs
intention au cours de nos prochaines campagnes a Kerguelen de mettre a profit cette
technologie afin de poursuivre nos études comparatives sur I'épigénome entre la moule bleue et

la moule striée en regard des différents sites et sources de stress.

CONCLUSION GENERALE

Nos études comparatives des moules de Kerguelen ont apporté de nouvelles connaissances sur
la moule striée. Nous avons maintenant une meilleure compréhension de sa réponse au stress
thermique et des mécanismes physiologiques fondamentaux qui la distingue de la moule bleue.
Nous avons mis en évidence le partage d’hémocytes entre deux moules de la méme espéce. Ce
modele permet d’expliquer la propagation de bactéries ou parasites intracellulaires ou de
leucémie chez la moule. De plus, nous avons mis au point une méthode d’échantillonnage simple
adaptée aux conditions extrémes des régions polaires. Cette méthode permet de faciliter la mise
en place d’'un observatoire a long terme. Cette méthode est compatible avec une approche multi-
omique. En s’inspirant des avancées technologiques de séquengage a haut débit utilisées en
meédecine, nous avons développé une nouvelle génération de biomarqueurs tel I'analyse du

microbiote, du transcriptome, du génome circulant du soi et du non-soi.

Nous croyons que le développement de telles approches multi-omiques permettra de détecter de
fagon précoce des changements moléculaires induits par des stress environnementaux, bien
avant I'apparition de problémes. Elles permettront également de suivre avec précision les
processus de remédiation, comme elles sont utilisées chez le patient pour suivre I'efficacité d’un
traitement. La « démocratisation » des approches basées sur le séquencage a haut débit sera

essentielle afin d’assurer le succes de telles approches.
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9. ANNEXE 1

COMPARAISON DE DIFFERENTES METHODES D’EXTRACTION DE L’ADN CIRCULANT
DE L’HEMOLYMPHE

Punch (mm) ou Concentration| ADN Total | Ecart
Moule Trousse .
\Vol. Hémolymphe (ul) (ug/ml) (ng) type

M. edulis sp. 4°C  Nucleosnap 1500ul . 57.0 0.67
M. desolationis 8°C DNA Inv Kit 9 5mm = 10.36ul 0.366 47.5 0.239
A. ater 8°C DNA Inv Kit 10 5mm = 10.36ul 0.496 29.8 0.395

70 pl hémolymphe

M. edulis sp. 4°C DNA Inv Kit 10 "
fraiche

3.22 193.2 1.19

Différentes techniques d’extraction du ccfDNA. La méthode basée sur la trousse Nucleosnap
requiert de ’hémolymphe liquide alors que la méthode basée sur La trousse DNA Investigator

s’adapte aux cartes FTA ou a 'hémolymphe liquide.
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10. ANNEXE 2

AMPLIFICATION DE L’ADN A PARTIR D’UN PUNCH DE CARTE FTA

e /s

4

PCR

Ctrl Pos.
Ctrl Neg.

—

[}
o
o
0
<
P
(@]

M. trossulus M. desol. A. ater

400 bp»
300 bp»

18S rRNA (296bp)

Amplification d’acides nucléiques de type PCR directement a partir d’'un disque FTA.
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11. ANNEXE 3

RESULTATS PRELIMINAIRES COMPARATIFS DU MICROBIOTE DE A. ATRA ET M.
DESOLATIONIS PROVENANT DE LA MEME MOULIERE
(Port-aux-Francais, Kerguelen)

Simpson .3651 .3101
Dominance

Shannon 1.2397 1.4410
Entropy

Résultats préliminaires de I'analyse comparative du microbiote (phylum) de 'hémolymphe de
moules de Port aux Francais.
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12. ANNEXE 4

BIOSURVEILLANCE DES CHANGEMENTS CLIMATIQUES ET DE LA POLLUTION DANS
LES ECOSYSTEMES MARINS : UNE REVUE SUR LA MOULE SENTINELLE
AULACOMYA ATER

Caza, F., Cledon, M., & St-Pierre, Y. (2016). Biomonitoring climate change and pollution in
marine ecosystems: a review on Aulacomya ater. Journal of Marine Biology, 2016.
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The sedentarism and wide global distribution of the blue mussel Mytilus edulis have made it a useful bioindicator to assess changes
in the health status of the marine ecosystem in response to pollution and other environmental stresses. Effective biomonitoring
of an ecosystem requires, however, that multiple biomarkers be used to obtain an accurate measure of the cumulative effects of
different sources of environmental stress. Here, we provide a first integrated review of the biological, economical, and geographical
characteristics of another species of mussels, the ribbed mussel Aulacomya ater. We discuss the use of Aulacomya ater as a
complementary biomonitor to the blue mussel to assess the impact of pollutants and climate change. Recent findings have indeed
shown that Mytilus edulis and Aulacomya ater have distinctive anatomy and physiology and respond differently to environmental
stress. Monitoring of mixed beds containing blue and ribbed mussels may thus represent a unique opportunity to study the effect
of environmental stress on the biodiversity of marine ecosystems, most notably in the Southern hemisphere, which is particularly

sensitive to climate change and where both species often cohabitate in the same intertidal zones.

1. Introduction

Historically known as the Magellan mussel, Aulacomya atra
(A. ater) belongs to the genus Aulacomya. Today, this mus-
sel species is commonly known as “cholga” in Chile and
Argentina and as “ribbed mussel” in South Africa and other
countries. The New Zealand form (Aulacomya maoriana)
is smaller than its South American counterpart and has a
finer radial sculpture, suggesting that it could be a distinct
species [1]. It should not be confused with Geukensia demissa,
a native mussel species from the Atlantic coast of North
America also commonly called “ribbed mussel.” In South
America and South Africa, the presence of A. ater is found on
Pleistocene deposits, suggesting it has been in these regions
for at least 2 million years [2]. It has probably evolved from
Aulacomya anderssoni, which originated from the Antarctic
during the Paleocene-Early Oligocene [3]. Its dispersion is
likely to have been favored by kelp-rafting of juvenile and/or
adult individuals and not by an anthropogenic dispersal
mechanism [2].
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A. ater is well known for its presence in deep water. In
Punta Arenas Cove in Chile, for instance, natural banks of
A. ater are found at depths of 15 m to more than 30 m, where
temperatures vary from 12 to 16°C [4] (Figure 1). A. ater is also
commonly found in nearshore kelp-bed communities and
algae holdfasts in Central Chile, subantarctic and Antarctic
waters [5-7] and South Africa [8]. We found some specimens
in the cold and deep water of Port-aux-Frangais, in the
Kerguelen Islands.

2. Anatomical Features of Aulacomya ater

In contrast to other mussel species, such as M. edulis and
M. galloprovincialis, which have been studied in detail for
many years, descriptions of anatomical features of A. ater
remain relatively scarce. The biomechanical properties of
its byssus have been reported by Troncoso et al. [9] but
without comparison with other mussels species. Bivalves
are well known to have a wide range of sensory organs
for orientation, synchronization of gamete emission, and



FIGURE 1: Aulacomya ater. A specimen of A. ater collected in the
deep subtidal water at Port-aux-Frangais, in the Kerguelen Islands.

mechanical reception of water currents [10]. They are also
known to have light-sensitive cephalic and (in more evolved
species) pallial eyes that are used to measure proximal light
intensities emitted from different directions [11]. Zaixso et
al. [12] have shown that A. ater has distinct anatomical and
histological features with regard to its sensory organs. While
the cephalic eyes are highly uniform among bivalves, the
pallial eyes are structurally more varied and are localized on
the outer, middle, or inner mantle folds. A. ater has a paired
“pallial sense organ” that has no equivalent in Mytilus [12].
These eyes are located in the suprabranchial chamber of the
pallial cavity, extending from the base of the foot to the anus,
on the posterior adductor muscle.

3. Reproductive Cycle and Growth

In Northern Chile, A. ater spawns more than once a year,
with variable intensities. The most intense spawning periods
occur at the end of October/early November and during
December/February, which coincide with periods of lower
daily temperatures (recorded at 16 m depth) [4]. But spawn-
ing still occurs in winter (end of May/end of July). In
Southern Chile, continuous gamete release has been reported
over several months during the year, with clear peaks of
prespawning stages in April (fall), August (early spring),
November, and February (summer); this coincides with
fluctuations in phytoplankton levels [20]. In females, the
spawning stage peaks in July and December, while males
release gametes from May to January [20]. Compared to other
species, however, A. ater grows more slowly under optimal
conditions and its growth is proportionally more sensitive
to exposure to air than is the case for M. galloprovincialis
[21, 22]. For example, while the growth rate of A. ater is
approximately 35-40 mm in the first four years, that of M.
galloprovincialis is approximately 70 mm for the same period
of time. Moreover, while M. galloprovincialis is basically
unaffected to continuous exposure to air for a period of
one week, nearly all A. ater mussels will die following such
an exposure [21]. To attain a minimum commercial size of
50 mm, M. chilensis will thus take approximately 7-8 years
while A. ater will take 8-10 years, although the growth rate
may vary depending of the regions and temperatures [23].
Thus Griffiths and King [24] reported a much faster growth
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of A. ater at Ouderkraal, located just South of Cape Town in
South Africa.

4. Geographical Distribution

The distribution of A. ater is widespread in both the Atlantic
and Pacific coasts of South America, the Falkland Islands,
and the Kerguelen Islands [2]. It is also found in a variety of
different coastal environments (estuaries, harbors, sheltered,
and exposed rocky shores) in New Zealand. A. ater is present
along the Pacific Ocean from El Callao, Peru, to the Strait
of Magellan in Chile, extending along the Atlantic Ocean
from the south of Argentina to the south of Brazil. It is
also present along the Atlantic coast of Africa, from Rocky
Point in Northern Namibia to Port Alfred in the southeastern
coast [8]. It is completely absent in the Northern hemisphere,
although its presence has been reported in 1994 and 1997
in the deep water of the Moray Firth in Scotland, possibly
following the passage of ships or barge hulls originating
from South America [25]. The southernmost limits of its
distribution are in the Beagle Channel (Tierra del Fuego,
Argentina) and in the Kerguelen Islands, where they inhabit
the intertidal and subtidal zones (Figure 2) [26].

5. Population Dynamics

A. ater used to dominate the lower midlittoral banks in Patag-
onia. There are increasing indications, however, that it is grad-
ually disappearing there. At least three reasons may explain
such decline: (1) changes in the climate of marine ecosystems;
(2) competition with invasive alien mussel species; and
(3) shifts in the commercial production of mussels. For
instance, its population has severely declined in many areas
of South America, as suggested by the observed declines from
natural banks in Peru and Patagonia during severe El-Nino
Southern Oscillation (ENSO) or following competition with
B. rodriguezii [20, 27, 28]. In Chile, its culture has declined
steadily from 1991, being replaced by M. chilensis [29]. In 2014,
it represented less than 2,000 tons as compared to more than
20000 tons in the 70s-90s and more than 220,000 tons for
M. chilensis. In South Africa, where A. ater is indigenous, its
existence is compromised in many areas by the presence of
alien species, such as the Mediterranean M. galloprovincialis,
which was introduced in South Africa in the late 1970s
and represents now the most abundant mussel species in
South Africa [30]. Such dominance by M. galloprovincialis
on exposed and semiexposed shores is attributed to multiple
factors, including a faster growth rate and a higher resistance
to exposure to air, compared to A. ater [22]. Only on sheltered
shores is A. ater able to resist the increasing dominance of
M. galloprovincialis [30]. The geographic overlap between A.
ater and M. galloprovincialis is almost complete and both are
often in the same intertidal zones. Because of its significantly
higher filtration rate (approximately 3-4 times that of A. ater),
its resistance to air exposure, and its faster growth rate and
higher reproductive output, M. galloprovincialis threatens the
existence of A. ater [30]. The coastline of South Africa is
not the only site where A. ater faces competition. On the
beach of Puerto Madryn, in Patagonia, up to four species of
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FIGURE 2: Global distribution of Aulacomya ater. In red, hypothetical origin of A. ater from Antarctic coasts and actual coastal distribution
of A. ater. In South America, it is found in Chile, Peru, and Argentina. It is also found on the Atlantic coast of South Africa, in the Kerguelen
Islands (Port-aux-Frangais and other sites), New Zealand, and the Falkland Islands. In blue, invasion of the mediteraneen M. galloprovincialis
worldwide (adapted from [30]). M. galloprovincialis has colonised and formed naturalised populations at nine localities outside of its native
range. These include Hong Kong, Japan, Korea, Australia, America, Mexico, Canada, Great Britain, and Ireland. M. galloprovincialis has been
listed as one of the World’s Worst 100 Invasive Alien Species (GISD 2012).

native mussels are found at the same site, including A. ater, M.
edulis, Perumytilus purpuratus, and Brachidontes rodriguezii
[31]. Mixed beds of A. ater, Choromytilus, and others have also
been reported on the rocky intertidal shore of Central and
Southern Chile [32]. Our team found mussel intertidal beds
containing approximately equal numbers of M. desolationis
and A. ater at Port-aux-Frangais, in the Kerguelen Islands
[33] (Figure 3). To our knowledge, however, there is no data
showing that such diversity is permanently maintained as
in the previous cases. It is logical to believe, however, that
the presence of pollutants or other sources of stress may
alter such equilibrium. For example, when compared to other
mussels species, A. ater has been shown to be very sensitive
to copper when measuring mortality following exposure to
concentrations of 62.6-125 ug/mL for 48h whereas other
mussel species, such as Choromytilus chorus, have shown
higher copper tolerance [34]. This equilibrium may also be
threatened by distinct sensitivity to diseases, such a leukemia.
This epidemic transmissible disease is caused by the insertion
of retroviral sequences in the genome of the mussels and
has recently been shown to spread horizontally 35, 36]. It
is well known to affect many bivalves species, including Mya
arenaria and Mytilus spp. Whether A. ater is more sensitive or
resistant than other bivalves to the development of leukemia
is currently unknown.
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6. A. ater as a Sentinel Organisms for
Marine Ecosystems

Marine bivalves have long been recognized as good biological
indicators for monitoring the presence of a wide range of
xenobiotics in marine environments. They are also used to
monitor the effect of climate change. Although the majority
of studies have used M. edulis as a sentinel organism to
measure the presence of contaminants in marine ecosystems,
several studies have used A. ater for assessing exposure and
effect of pollutants in mussels [37]. In Northern Patagonia,
where A. ater forms extensive beds on the rocky shores
along the Patagonian coast of Argentina [38], this species
has been used to monitor levels of metals (Fe, Cd, Zn,
etc.) and activation of antioxidant enzymes. The authors
found that the concentration of metals in the gills of A.
ater varies according to the seasons, an observation similar
to that which has been previously made with M. gallo-
provincialis [39, 40]. Measurement of the enzymatic activity
of acetylcholinesterase present in the hemolymph has also
shown to be potentially useful to detect the presence of low
concentrations of organophosphate pesticides. Furthermore,
A. ater has also been used for assessing the presence of
cadmium in polluted marine environments on a more than
2000-kilometer-long coastline that extends from Walvis Bay



FIGURE 3: Mixed bed of M. desolationis and A. ater. The specimens
were found in mixed beds located at Port-aux-Francais in the
Kerguelen Islands. On the left, the blue mussel M. desolationis. Each
valve is elongated with a relatively smooth external surface that
displays concentric growth rings. The anterior end is pointed and
the posterior end is well rounded. The dorsal margin is convex and
the ventral is weakly concave. On the right, A. ater, also known as the
ribbed mussel, or Cholga or Cholgua, in South America. Its shell is
multiform, with a concave ventral edge in most of the specimens.
The dorsal edge is notoriously more prominent towards the rear
half leaflet. Externally, it presents concentric grooves growth and
marked ribs radials with band width decreasing progressively with
increasing size.

in Namibia to Port Alfred on the coastline of South Africa
[37].In Chile and Argentina, A. ater is often used as a sentinel
species to detect the bioaccumulation of pollutants, such as
copper or cadmium, or toxic chemicals at different sites or
following seasonal variations [14, 41-44]. It has also been
used to study the disruptive effect of the natural estrogen
E2 on male and female bivalves [45]. Natural hormones,
such as 17f-estradiol (E2), are well known for their potent
endocrine disrupting effects on marine organisms and are
released in the marine environment via domestic effluents
[46, 47], livestock manure [48], and agricultural runoff [49].
A study in Argentina has also shown that A. ater can be
used to monitor pollution from urban sewage [31]. The
authors have shown that A. ater, M. edulis, and other bivalves
(Perumytilus purpuratus and Brachidontes rodriguezii) seem
to be equally sensitive to pollution by sewage [50]. Up to
now, however, most of the biomarkers have been developed
using M. edulis as the sentinel species. In the case of
A. ater, most of the stress biomarkers have been focused
on cellular (phagocytosis, apoptosis, oxygen consumption,
oxidative damage, ammonia excretion, and lipid radicals)
or enzymatic (acetylcholinesterase, superoxide dismutase,
catalase, and glutathione S-transferase) activities [14, 33,
38, 51, 52]. Our knowledge of its immune functions also
remains limited. Yet, biomarkers of the immune response
are emerging as being extremely useful sentinels to monitor
environmental stress in marine ecosystems. Only recently
have we been able to get a glimpse of hemocyte functions in
A. ater and the effect of cadmium or acute thermal stress in
their viability and phagocytic activities [33]. The description
of genes or sequence data in the case of A. ater also remains
anecdotic at best or has been restricted to descriptions of
partial DNA sequences aimed at rapidly identifying mus-
sel species present in food products [53]. Yet, the use of
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TaBLE 1: Comparison of heavy metal mean content in whole A. ater
with related bivalves.

Cd Cr Pb Cu Zn Mn Mn

A. ater 174 25 74 0575° 13650° 0.84° 0.31°
M. chilensis L5° 20 4% 0.678 1575 2858 —
M. edulis 1265 — — 098 61° 447° 5

M. galloprovincialis 1.3* 16% 18% 21  183¢ 141° 56.3°

Values are given in pg/g dry weight. Data was taken from Tapia et al.,
2010 [13] *(Chili), Di Salvatore et al., 2013 [14] b(Argentina), Phillips, 1976
[15] “(Australia), Birch and Apostolatos, 2013 [16] d(Australia), Catsiki and
Florou, 2006 [17] ¢(Greece), Szefer et al., 2002 [18] f(Baltic Sea), and Espafia
et al., 2007 [19] &(Chili).

A. ater as a sentinel species may provide some interesting
benefits since it is one of the rare mussel species that is
found in both subtidal and intertidal habitats, a property that
could be very useful to assess the effect of environmental
stress in two physically distinct habitats at a single site.
Such difference in habitat is believed to explain the different
sensitivity to copper and cadmium between A. ater and
Perumytilus purpuratus in the Bay of Coliumo in Chile [41].
Because such distinct habitat is likely to make a difference
in exposure, ingestion rates, and overall bioenergetics, it
may also explain why the accumulation of toxins, such as
paralytic shellfish poison, is less variable in A. ater than in
M. chilensis [54]. Comparing the amounts of metals reported
for M. edulis, M galloprovincialis, and A. atra (Table 1), the
last species has a similar rate of accumulation and can be
seen as an ecological equivalent from this point of view.
Moreover, both genera have similar life span, reproductive
cycles, and growth functions. In consequence they can be
used equivalently to compare individuals of the same size. A.
ater could be especially useful to monitor the impact of CC
given its distinct physiology, reproductive cycle, and response
to thermal stress when compared to other commonly used
sentinel species. For example, it could be a convenient
indicator of stressors that have limited impact on sentinel blue
mussels. Such complementarity in biomarkers can provide
significant benefits for monitoring of complex and high-risk
ecosystems with borderline climatic conditions, such as the
Kerguelen Islands.

7. Impacts of Climate Change and Pollution
on Mixed Mussel Beds with A. ater

After changes in climatic conditions, invasive plants and
animals are among the greatest threats to ecological diversity.
Because they provide a habitat for other benthic macroin-
vertebrates, mussels are essential to maintain interrelated-
ness and persistence of associated organisms in aquatic
ecosystems. Any major disturbance in their populations
may thus have severe consequences in the biodiversity of
these ecosystems. In North America, for example, Zebra
mussels (Dreissena polymorpha), which were transported
from Europe to North America in the ballast water of
ships in the mid-eighties, have been shown to negatively
impact aquatic ecosystems by harming native organisms by
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outcompeting other filter feeders or by adhering to shells
of native mussels, turtles, and crustaceans [55]. Another
example of invasion is the introduction in the Parana basin
of an even more dangerous species, Limnoperna fortunei,
which has a glochidia larvae that can attach to fishes to be
transported upstream [56]. According to The Global Invasive
Species Database (GISD), however, the most aggressive alien
mussel species is probably M. galloprovincialis, a native from
the Mediterranean coast and the Black and Adriatic Seas.
It has successfully invaded numerous marine coastal lines
around the globe, most notably those near important seaports
where ship hull fouling and transport of ballast water are
suspected to release alien mussel species [30]. A case in point
is its dominance over the indigenous A. ater in South Africa.
The question therefore arises as to whether climate change
could exacerbate or revert the ability of an alien species such
as M. galloprovincialis to invade a region like South Africa.
One could easily envisage that extreme desiccation of rocky
intertidal ecosystems, caused by strong dry winds and low
rainfall, would provoke a selective pressure on these mussel-
dominated beds that will impact their biodiversity. Such effect
might be irreversible since we now know that biodiversity
helps protect ecosystems from extreme conditions. This
could be particularly important at sites with a rich diversity,
such as the Wellington Harbour, where the endemic ribbed
mussel A. maoriana and Perna canaliculus, together with M.
galloprovincialis, dominate the intertidal zone in terms of
their cover and biomass [57], or in Southern Chile, where
rocky intertidal are dominated by Perumytilus purpuratus,
Semimytilus algosus, M. edulis, M. chilensis, Choromytilus
chorus, Brachidontes granulata, and Aulacomya ater [28]. It
is also plausible that climate change will impact the ability of
mussels to escape the effects of natural control agents such as
parasites. In South Africa, for instance, it is well known that
M. galloprovincialis is particularly sensitive to Mastigocoleus,
an endolithic cyanophyte that contributes to the mortality of
young (less than 40 mm shell length) M. galloprovincialis by
weakening its shell at the point where the adductor muscle
is attached and shell repair is impossible [58]. Because A.
ater is less sensitive to Mastigocoleus, any environmental
changes that favor the propensity of this bacteria will put
M. galloprovincialis at a disadvantage relative to A. ater. In
contrast, conditions that would favor growth of Polychaetes
may have a more detrimental effect on A. ater than on M.
edulis. While weak infestation by Polychaetes is usually not
a threat for bivalves, heavy infestation can cause serious
shell damage, reduce growth, and impair reproduction. The
rough surface of the valves of A. ater, compared to smooth
periostracum of M. edulis, probably explains why it is much
more sensitive to polydorin (Polydora rickettsii) infestation
[59].

Another factor to consider is how climate change will
affect the vulnerability of mussels to predators, which play
a critical role in the control of the structure and diversity
of local mussel beds [60]. As suggested by Grifliths and
Hockey [61], because predators attack younger and smaller
mussels, M. galloprovincialis is less susceptible to predation
compared to A. ater, which has a significantly lower growth
rate in exposed and semiexposed sites [21]. However, because
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A. ater has a significantly higher growth rate in sheltered
sites, changes in the sea level that would impact the physical
habitat of the mussel bed may favor A. ater, although one
may argue that predation is likely to be more intense at
sheltered sites. The rock-lobster is another predator that is
particularly sensitive to environmental factors such as water
temperatures, strength of the Leeuwin Current, and westerly
winds [62, 63]. The scarce distribution of A. ater at Malgas
Islands is indeed attributed to intense predation by rock-
lobsters [64]. Changes in the population of Nucella cingulata,
commonly found on the coast of South Africa, may also
have a strong influence on the biodiversity of mixed beds
with A. ater since this sea snail drills wider boreholes and
preferentially selects bigger mussels such as A. ater [65].

8. Economical Perspective

Aquaculture is a rapidly growing economic sector that
has shown a steady increase over the last 50 years [66].
According to a report published in 2013 by Transparency
Market Research, the global market for aquaculture was
valued at $135.10 billion in 2012 and is expected to reach
$195.13 billion in 2019. Aquaculture provides half of the
seafood products worldwide. Production of mussels is the
third most important among bivalves, after clams and oysters,
reaching approximately 1.5 million tons in 2010. This market
is largely dominated by the blue mussels, which have a
wide geographical distribution and which have been cultured
by intertidal wooden poles for several centuries in Europe.
Given the extreme southern geographical distribution of
A. Ater, its production is much more limited. Historically,
the production of A. ater has been exclusively derived
from artisanal capture methods along the coast of Chile.
Its commercial potential had steadily grown since the end
of 1950s, reaching a plateau of approximately 15 000 to
20000 tons in the seventies [67]. This method has been
gradually replaced by aquaculture production. Production of
A. ater is usually done using suspended systems and takes 14—
24 months before harvest [68]. Despite such new methods,
over the last 15-20 years, its overall production has steadily
declined (http://www.fao.org/fishery/species/3533/en) [69].
In 2005, the production of A. ater barely reached 800 tons.
This is extremely low compared to productions of M.
edulis and M. galloprovincialis (approximately 400 000 and
115000 tons, resp.) [70]. In South America, the production
of M. chilensis reaches more than 80000 tons, exceeding
hundredfold that of A. ater. In countries such as Chile,
where mussel production concentrates around three distinct
species, M. chilensis, Choromytilus chorus, and A. ater, and
exceeds that of the Pacific oyster and the Northern scallop,
the industrial development and the greatest commercial
potential are now focused on M. chilensis [26]. In 2010, the
production of M. chilensis reached 221,522 tons, 1,736 tons
for A. ater, and 757tons for C. chorus. Considering that
the global market of bivalves is consistently increasing,
reaching 13.6 millions metric tons (mt) in 2005, and that
mussels dominate the global trade, it is clear that A. ater
captures only a small share of the bivalve market tak-
ing into account consumer’s preference for blue mussels.



A. ater, however, may still have some unexploited potential
when considering the emergence of bioinspired engineering
research for the development of innovative biotechnological
applications. The global market for such plant and animal
biological adhesives is believed to reach more than $6
billion in 2019 (http://www.marketsandmarkets.com/). Like
other mussels, A. ater possesses some highly developed
macroadhesion mechanisms that are extremely efficient in
a humid environment and that are necessary to resist the
shear force of turbulent intertidal zones. A gland in the foot
of byssus-forming mussels produces adhesive polyphenolic
proteins rich in dopa, lysine, and other hydroxylated amino
acids. These proteins, which have low immunogenicity and
are nontoxic, biodegradable, and nonpolluting, have been
considered as potentially attractive for coating different types
of surfaces for biotechnological usage, including immobi-
lization of antigens on solid support for ELISA testing [71].
Compared to other mussels species, A. ater contains 15—
20 times more adhesive polyphenolic proteins than any
other mussels [72]. Protocols aimed at optimizing large scale
production of these biological adhesive for their industrial
usage have recently been developed and may accelerate the
use of such bioinspired proteins in various biomedical and
tissue engineering fields [73, 74].

9. Perspectives

Compared to A. ater and other mussel species, blue mussels
have received much more attention from scientists and
aqua farmers not only because their global production is
increasing at a rapid pace, but also because it is found
almost everywhere in the world and is capable of dominating
indigenous mussel species, which will eventually face local
and regional extinction. In contrast, A. ater, which has been
historically a driving force in the economy of many countries,
has seen its position in the global market of bivalves steadily
declining in favor of other mussel species. This is largely
due to several factors, including the fact that its geographical
distribution is restricted to the Southern hemispheres and
that its growth rate is slower than that of the blue mussel.
For scientists, the wide distribution of blue mussels also
makes it a very useful tool for monitoring the effect of
environmental stress on marine ecosystems on a global scale.
It is clear, however, that more attention needs to be paid to
A. ater. Its progressive disappearance from the coast of South
Africa is an indication of its sensitivity to the dominance by
the blue mussels. Given its limited geographic distribution,
one could wonder whether such dominance by the blue
mussel may severely compromise the existence of A. ater.
Whether climate change and pollution will exacerbate this
trend is a question that deserves attention. Because of their
distinctive anatomy and physiology, it is logical to believe
that both species will respond differently to climate change
and exposure to pollutants. Our recent comparative study
between A. ater and M. desolationis supports this hypothesis
[33]. Monitoring of mixed beds containing A. ater may thus
represent a unique opportunity to study the effect of climate
change and pollution on the biodiversity of marine ecosys-
tems. In fact, a better knowledge of A. ater could provide a
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new and complementary tool for monitoring global climate
changes in marine ecosystems in the Southern hemispheres,
which is particularly sensitive to climate change.
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Introduction

Circumpolar studies have provided strong
evidence of the vulnerability of marine ecosys-
tems in response to anthropogenic activities.
Such ecological disturbances are particularly
impactful on biodiversity, which helps protect
ecosystems from extreme conditions. It is thus
imperative to develop biomarkers for long term
monitoring of changes in marine biodiversity
and to better assess comparative responses of
different species. Because of their wide geo-
graphic distribution and their seeding and fil-
ter-feeding nature, mussels, such as Mytilus
edulis and its closely related species, have
been commonly used as sentinel species in
ecotoxicological monitoring programs around
the globe.'® Extensive research has been per-
formed on their physiology and their genetic
content in order to develop sensitive and spe-
cific biomarkers. This is especially true for M.
edulis, which has been extensively character-
ized at the cellular and molecular levels, not
only because of their ecological importance,
but also because of their economical impact.*$
However, because of their distinctive anatomy
and physiology, it is logical to believe that
other mussel species will respond differently to
climate change and exposure to pollutants.”
Our recent comparative study between Mytilus
desolationis (M. desolationis) and Aulacomya
ater (A. ater) supports this hypothesis.? A bet-
ter knowledge of A. ater could thus provide a
new and complementary tool for monitoring
global climate changes in marine ecosystems,
most notably in the Southern hemisphere,
which is particularly sensitive to climate
change.

Because of its strategically geographical
position, the Kerguelen archipelago is consid-
ered an important site to investigate the
effects of global change on marine

OPEN aACCESS

ecosystems.’ Although M. desolationis is nor-
mally the dominant species in most mussel
beds in the Kerguelen archipelago, we found
that some mussel beds, such as one found at
tide depth at Port-aux-Francais, is largely dom-
inated by A. ater® Whether such diversity is
permanently maintained or will change follow-
ing environmental parturbation will depend on
the ability of mussel species to respond to
environmental stress. Because heat shock pro-
teins (Hsps) play an important role of protec-
tion and maintenance of many vital cellular
functions in response to thermal and toxic
stress, they are commonly used as stress bio-
markers.!*!! Their structural features are high-
ly conserved among eukaryotes and prokary-
otes, especially in the case of hsp70, a widely
used biomarker to monitor the impact of envi-
ronmental factors on various animal species,
including mussels.'*1® Unfortunately, while a
considerable amount of data exists on blue
mussel stress response genes, our knowledge
on A. ater remains fragmentary. In the present
work, we report a detailed comparative analy-
sis of hsp70 stress response gene from Mytilus
desolationis (M. desolationis) and Aulacomya
ater (A. ater).

Materials and Methods

Collection of specimens

Adult specimens (55-70 mm length) of
blue mussels, M. edulis desolationis, and
ribbed mussels, A. ater were collected on the
intertidal rocky shore of Port-aux-Francais
(Kerguelen Islands, France). Mussels were
immediately transferred to the marine labora-
tory of Port-aux-Francais and placed in a tem-
perature-controlled (12°C) aerated aquarium
containing filtered recirculating seawater
maintained on a 12 h:12 h light/dark cycle.
Mussels were dissected, tissues frozen in lig-
uid nitrogen, and stored at —80°C until further
analysis.

RT-PCR and sequencing

Tissues (gills) were homogenized by soni-
cation and total cellular RNA was isolated
using the TRIzol reagent (Life Technologies)
according to the manufacturer’s instructions.
Ultraviolet (UV) absorbance was used to
assess the quality and the concentrations of
RNA. First-strand cDNA was prepared from cel-
lular RNA using the reverse transcriptase
Omniscript (QIAGEN, Mississauga, ON,
Canada). cDNAs were amplified using specific
primers (Table 1) with the following condi-
tions: 94°C for 3 min, followed by 30 to 35
cycles of the following: 94°C for 40 sec, 60°C
for 40 sec (unless otherwise indicated), and
72°C for 40 sec, followed by a final extension
step at 72°C for 10 min. PCR was performed in
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a thermal cycler (MJ Research, Watertown,
MA). The amplified products were analyzed by
electrophoresis using 1.5% [w/v] agarose gels,
SYBR Safe (Life Technologies) DNA gel stain-
ing and UV illumination. Sequencing of the
amplicons was performed by the Genome
Quebec sequencing platform. Structure figures
were prepared in PyMOL (The PyMOL
Molecular Graphics System).

Results

Stress-induced ATP-bound hsp70 binds to
newly synthesize unfolded or partially folded
proteins via interaction with hydrophobic pep-
tide segments and prevents their aggregation
into nonfunctional structure. Once the entire
protein is synthesized, it binds to nucleotide
exchange factors (NEFs), such as BAG, thereby
inducing the release of ADP and binding of
fresh ATP, opening the binding pocket
(reviewed in'?). Hsp70 binds ATP via its N-ter-
minal ATPase domain (NBD), which consists
of two lobes with a deep cleft between them, at
the bottom of which nucleotide (ATP and ADP)
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binds. The substrate binding domain (SBD) of
hsp70 is responsible for binding to neutral,
hydrophobic amino acid residues in a groove
made of subdomains containing sheets and
helical segments in a manner that is reminis-
cent of the MHC peptide binding groove.'® This
groove is closed by an alpha helical-rich C-ter-
minal «lid» that opens and closes to allow for
substrate binding and release.

hsp70 from M. desolationis and hsp70 from A.
ater and Septifer virgatus was 95% and 94%
respectively. The major differences at the
amino acid level between hsp70 of A. ater and
hsp70 of the blue mussels were located in the
N-terminal NBD domain (Figure 2). Most of
these differences involved conservative of
semi-conservative substitutions, although a
number non-conservative substitutions were
found, most notably on the external surface of

CPress

the SBD, suggesting that hsp70 from the
ribbed mussel A. ater differs from the blue
mussel in its functional activity (Table 3).
Because of cellular abundance and high
degree of conservation, hsp70 is perhaps the
best-studied stress biomarker in all taxonomic
groups. In the present work, we provide the
first molecular characterization of hsp70 in A.
ater. In contrast to other mussel species, such
as M. edulis and M. galloprovincialis, which

To study hsp70 in A. ater, we performed
PCR amplification of hsp70 gene fragments
using specific primers designed following
analysis of multiple sequence Asp70 coding
sequence alignment with the purpose of PCR
amplifying the coding region of hsp70.
Following PCR, amplicons were directly
sequenced and analyzed using BLASTn and

BLASTp hosted by Web servers of the National Phylogram

Branch length: @ Cladogram = Real

Center  of l.3i0tech.nology Information At 0.08509
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). At the ]' Septiver 0.10079
DNA level, we found that the sequence of Gallo 0.0183
hsp70 of M. desolationis was 98% homologous 4|—: Mdesol 0.00386
to that of M. galloprovincialis, a well-charac- Mcorus 0.02663
terized cosmopolitan Mediterranean mussels Celegans 0.20489
species. By comparison, the percent homology 4‘_: Crasso 0.15392
of hsp70 sequence from A. ater was 81% with 3’“0 U-Eg::ﬂ
M. galloprovincialis. The sequence of Asp70 of - LT L
A. ater was closer to that of Septifer virgatus, e homos 0.06042
the black mussel, than that of the blue mussel Oty Gu1t8eq
Perna 0.09802

(Figure 1). At the amino acid level, Hsp70 from
M. desolationis was very close (99% identity)
to that of its closely related species, M. gallo-
provincialis and M. coruscus (Table 2). By
comparison, the percent of identity between

Figure 1. Simplified cladogram showing relationships between mussel species based
upon Hsp70 sequence. The cladogram was constructed using the CLUSTAL W (1.83)
multiple sequence T-coffe alignment software (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/).

Table 1. List of oligoprimers used for amplification of hsp70 of A. ater and M. desolationis.

Hsp70gallo467F 5'CTGCAGCTGCTATTGCTTATGG3’ 62°C 603-625 467

Hsp70gallo467R 5’ CATGGACAGCAGCCTTGTCT3’ 1050-1070

Hsp70gallo448F 5’AGACAAGGCTGCTGTCCATG3’ 62°C 1051-1070 448

Hsp70gallo448R 5'TTCAATCTGGGGCACACCTC3’ 1479-1498

Hsp70gallo351F 5’ CAGAAGGACCGTATCACCGCY’ 60°C 1667-1687 351

Hsp70gallo351R 5’GGTTGGTCCACCACTTCCAC3’ 1997-2017

Hsp70gallo487F 5’AGGCAGCCATTTTGTCAGGTS’ 60°C 1200-1219 487

Hsp70gallo487R 5'GCGGTGATACGGTCCTTCTG3’ 1667-1686

Hsp70gallo829F Hsp70gallo829R ‘5’CAAGGAAGAACAAAGCCCAACGAAACY 63°C 35-61 829
5’'CTAAGTCGTCGGACAGCACGCS’ 843-864

Hsp70ater265F 5" ATCACTGCCAAAAACTCTCTGGA 3’ 61°C 278-299 205

Hsp70ater353R 5’ATGGTTGGTCCACCACTTCC 3’ 482-461

Hsp70ater265F 5’ATCACTGCCAAAAACTCTCTGGA 3’ 60°C 1686-1708 265

Hsp70ater366R 5’GTCGACCTCTTCAATGGTTGGT 3’ 1950-1931

Hsp70ater220bF 5'TCCACAGTAGGAGATGAAAAGCS’ 59°C 1681-1703 220

Hsp70ater353R 5’ATGGTTGGTCCACCACTTCC 3’ 1950-1931

Hsp70ater220bFF 5'TCCACAGTAGGAGATGAAAAGCS’ 59°C 1667-1686 366

Hsp70ater366R 5'GTCGACCTCTTCAATGGTTGGT 3’ 2032-2011

Hsp70ater366F 5'TCAGAAGGACCGTATCACCGC 3’ 61°C 1667-1686 353

Hsp70ater353R 5’ATGGTTGGTCCACCACTTCC 3’ 2019-2000
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have been studied in details for many years,
molecular characterization of A. ater genes
remains anecdotic at best. Our results showed
that hsp70 from A. ater is significantly differ-
ent from that of M. desolationis. Such differ-
ence can be exploited as a tool to discriminate
between M. desolationis and A. ater samples at
the molecular level. The technique is simple to
perform and can be implemented in all set-
tings where PCR is available. The molecular
characterization of hsp70 in both species thus
provides a new tool to better assess in the
future the ability of both species to environ-
mental stress. Our recent study did indeed
show that both species respond differently two
cadmium-induced apoptosis.® Although hsp70
is among the most highly conserved gene dur-
ing evolution, at the protein level, our results
also showed that hsp70 of A. ater harbors more
than 30 amino acid substitutions when com-
pared to hsp70 of blue mussels. Because the
substrate specificity of chaperones like hsp70
is dictated by minor changes in the primary
amino acid sequence,” these changes may
indicate fundamental differences between
hsp70 activity in M. desolationis and A. ater.
Whether such differences may alter their abil-
ity to respond to environmental stress is an
interesting possibility given the progressive
disappearance of A. ater from many marine
habitats.” The development of novel molecular
stress biomarkers of A. ater could provide a
new and complementary tool for monitoring
global climate changes in marine ecosystems
in the Southern hemispheres, which is partic-
ularly sensitive to climate change.

In conclusion, we report the molecular
characterization of hsp70 in A. ater and high-
light major differences at the nucleic acid and
protein levels with M. desolationis. This infor-
mation will be useful for the development of
new molecular tools to monitor the effect of
environmental stress on both mussel popula-
tions, which are well known for their ability to
co-exist in the same marine habitat. This
information will also be useful for learning the
phylogenetic relationships between both mus-
sel species and with other A. afer populations
present in various marine ecosystems in the
Southern hemisphere.

Discussion

Because of cellular abundance and high
degree of conservation, hsp70 is perhaps the
best-studied stress biomarker. In the present
work, we provide the first molecular character-
ization of hsp70 in A. ater. In contrast to other
mussel species, such as M. edulis and M. gallo-
provincialis, which have been studied in
details for many years, molecular characteriza-
tion of A. ater genes remains anecdotic at best.

OPEN aACCESS

N-terminal
ATPase domain

C-terminal substrate
binding domain

Figure 2. 3D structure of hsp70 from M. galloprovincialis. The location of mutated
residues from A. ater are shown. Yellow and orange spheres represent conservative and
semi-conservative substitutions. Iz red, non-conservative substitutions.

Table 2. Percentages of identity of hsp70 at the amino acid level between species.

M. desolationis 100% 95% 99%
M. galloprovincialis 99% 95% 100%
M. coruscus 99% 94% 99%
S. virgatus 93% 93% 94%
Aater 95% 100% 95%
P viridis 94% 93% 94%
C. fluminae 91% 90% 91%
H. sapiens 90% 88% 90%
M.musculus 90% 88% 90%
C. gigas 91% 90% 91%
C. elegans 68% 67% 70%
D. melanogaster 4% 3% 76%

Table 3. Amino acid substitutions in hsp70 of M. desolationis and A. ater as compared to
hsp70 of M. galloprovincialis.

Ala? — Ser? Lystts — Glu2 Ser'—Thr"
Thr* — Ser* [le*® — Val*? Val ™ — Ile
Pro® — deleted® Glu215556—> Asqf)é”‘ Thr'"— Ser'"
lle® —Val* Ala™ — Ser®! Gly "— Arg
Val®s — Serts Ala#0 — Gly Lys"’— Glu™* T
Asp” — Glu™ Ala®! — GlIn#! GIn™ — Asn
Thr® — Asp® GIn%6 — Asn? Lysiz§—> Glnz;2
Asn® — Ser® Lys®? — Arg® Ala™"— Pro
Ser* — Gly*GlIn*? — Sers
Vall#t — [le!® Glus% — Gl
ThrllZ — LYSIIZ Glu565 — Ala565
Tle!20 — Vai20 Serst — Agpis
Leu" — GIn' Glu’™ — Val
Val'® — [le! Glu*™ — Val*™
Serl43 — Alal43 Asp577 — Glu577
Gly's — Arg! 1165 — Va5
> Serl9%—s Agp—> Ala!® Gy — Sert
[Journal of Xenobiotics 2016; 6:6721] [page 43]
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Our results showed that hsp70 from A. ater is
significantly different from that of M. desola-
tionis. Such difference can be exploited as a
tool to discriminate between M. desolationis
and A. ater samples at the molecular level. The
technique is simple to perform and can be
implemented in all settings where PCR is
available. Most importantly, the molecular
characterization of hsp70 in both species pro-
vide a new tool to better assess the ability of
both species to environmental stress. Our
recent study did indeed show that both species
respond differently two cadmium-induced
apoptosis®. Although hsp70 is among the most
highly conserved gene during evolution, at the
protein level, our results also showed that
hsp70 of A. ater harbors more than 30 amino
acid substitutions when compared to hsp70 of
blue mussels. Because the substrate specifici-
ty of chaperones like hsp70 is dictated by
minor changes in the primary amino acid
sequence', these changes may indicate funda-
mental differences between hsp70 activity in
M. desolationis and A. ater. Whether such dif-
ferences may alter their ability to respond to
environmental stress is an interesting possi-
bility given the progressive disappearance of A.
ater from many marine habitats’. The develop-
ment of novel molecular stress biomarkers of
A. ater could provide a new and complementary
tool for monitoring global climate changes in
marine ecosystems in the Southern hemi-
spheres, which is particularly sensitive to cli-
mate change.

Conclusions

In conclusion, we report the molecular
characterization of hsp70 in A. ater and high-
light major differences at the nucleic acid and
protein levels with M. desolationis. This infor-
mation will be useful for the development of
new molecular tools to monitor the effect of
environmental stress on both mussel popula-
tions, which are well known for their ability to
co-exist in the same marine habitat. This
information will also be useful for learning the
phylogenetic relationships between both mus-
sel species and with other A. ater populations
present in various marine ecosystems in the
Southern hemisphere.
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