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I - INTRODUCTION

« Les phénoménes d'eaux colorées sont communs sur les cStes francaises
comme dans les autres pays européens. Mais, a la différence des Etats-Unis,
du Canada, du Japon, de La Grande Bretagne, de la Scandinavie et de L'Espagne,

(%)

aucun phénoméne d'intoxication paralytique (PSP) par des dinoflagellés

n'‘a été recensé jusqu'ici en France. —

En fait, ce n'est qu'a partir de 1978 que les''eaux rouges'" & dino-
flagellés ont alerté L'opinion publique francaise avec les grandes eaux
colorées du Calvados en juin-juillet. Néanmoins, les risques encourus par les
consommateurs de coquillages contaminés par des espéces phytoplanctoniques
supposées toxiques, ont moins préoccupé les pouvoirs publics qu'une éventuelle
relation avec la pollution industrielle propre aux zones estuariennes.

Ce n'est qu'en 1983 que L'on commence & considérer que les moules,
huitres et palourdes de culture sont tout aussi exposées & des risques de
contamination par dinoflagellés toxiques que dans les autres pays : les into-
xications diarrhéiques de type DSP(**) rencontrées en 1983, puis en 1984
chez les consommateurs du sud Bretagne et de la c6te normande se trouvent
liées & la présence dans L'eau et les bijvalves d'un dinoflagellé :

Dinophysis acuminata.

Il se trouve gw personne n'aurait soupgonné cette espéce capable
de rendre toxiques des mollusques (par ailleurs nullement inhibés eux-mémes)
si des travaux hollandais (KAT, 1981) et surtout japonais, n'avaient mis

en garde les phytoplanctonologistes.

Considérant le peu d'expérience au niveau frangais en ce qui concerne
les biotoxines marines d'une part, et L'écologie/physiologie des dinoflagellés
marins d'autre part, il a paru des plus urgents de combler ces lacunes en
profitant des connaissances accumulées par les scientifiques japonais dans

ces domaines, et ce, depuis plus de 12 ans.

(x) PSP : Paralytic Shellfish Poison
(%%x) DSP : Diarrhetic Shellfish Poison

=t



Des contacts avaient été pris dés 1983 avec le Pr YASUMOTO
(Université de Tohoku - Sendai) afin de perfectionner Le "test-souris"
permettant d'analyser rapidement le niveau de contamination des mollusques
par le DSP.

IL était dés lors logique de procéder a une collaboration plus

étroite et & un échange d'information.

Par ailleurs, au Japon,le contrSle des phénoménes d'eaux colorées,
la prédiction de leur apparition, et L'étude des facteurs de L'environnement
pouvant jouer un rdle,étant des thémes de recherche coordonnés par la
Fisheries Agency et le Laboratoire de Nansei (Hiroshima),il s'est rapidement
avéré utile d'entrer en Liaison avec le Département 'Red Tides" dirigé par
Lle Dr ANRAKU. "

Les questions posées aux scientifiques japonais pouvaient s'énumérer

comme suit :

état de la réglementation et du réseau de surveillance
en matiére d'eaux colorées toxiques,

parametres utilisés dans les modéles prédictifs,

lien entre les eaux colorées et le déséquilibre des facteurs
physico-chimiques de L'environnement marin,

origine du développement des espéces toxiques pour L'homme,
seuils toxiques (concentrations cellulaires),

tests toxicologiques utilisés pour le contréle de la salubrité
des coquillages,

- moyens de lutte contre les eaux colorées.

Avant d'aborder les résultats de cette enquéte dans différents Llabo-
ratoires préfectoraux ou universitaires (une dizaine au total), il convient

de rappeler quelques notions importantes :

1°) Le terme d'eaux rouges, ou '"eaux colorées' s'applique exclusivement
a des proliférations massives (millions de cellules par litre) en
zone cotiére d'organismes phytoplanctoniques appartenant généralement
au groupe des dinoflagellés.
Lorsqu'il y a prolifération identique de diatomées il s'agit plutét

d'une conséquence possible d'un phénoméne d'eutrophisation.



2°) Les eaux colorées, selon Les organismes qui les composent,
peuvent &tre =

. hon toxiques, ;
. toxiques pour les animaux marins (ichthyotoxines, brevetoxine),

. toxiques pour l'homme aprés concentration par les coquillages
ou les poissons (PSP, DSP, VSP (1), ciguatoxines,
prymnesine, etCaeu.),

. néfastes pour les animaux marins en provogquant une anoxie
du milieu.

3°) Sj certains phytoflagellés et dinoflagellés peuvent &tre toxiques

2 a 103 cellules/litre) - et c'est le
cas des Protogonyaulax et Dinophysis - d'autres doivent atteindre des concen-
trations importantes (106 cellules/Litre) comme par exemple Chattonella,

Gyrodinium, Gymmodinium.

4 faibles concentrations dans L'eau (10

De ce fait, sans schématiser outre mesure, il pourra étre facile de
distinguer Les problémes du sud du Japon (mers intérieures, Péninsule de Kii)
davantage marqué par les eaux colorées & Chattonella, toxigques pour poissons
et coquillages, de ceux du nord (Préfectures d'Hokkaido, Aomori, Iwate,

Miyagi) concernés par des espéces toxiques pour L'homme & faibles concentrations

dans L'eau (Protogonyaulax et Dinophysis).

II - EAUX COLOREES A Chattonella ET Gymmodinium

1.- Les problémes d'eaux rouges dans les mers intérieures

Les dommages occasionnés par les eaux rouges a Chattonella a la
péche et & L'aguaculture (poissons - coquillages) sont énormes dans cette
région. La production aquacole dans la mer intérieure de Seto est de l'ordre
de 320 000 tonnes, soit le tiers de la production nationale, avec 60 % pour

les cultures d'algues, 15 % pour les coquillages et 15 % pour lLes poissons.

Du fait de cette "concentration aquacole' dans des zones maritimes
semi-fermées & faible circulation d'eau, les risques sont aigus. La figure 1
donne une idée, pour 1978, du nombre d'eaux colorées enregistré dans un secteur
englobant les baies de Sud Nada, Hiroshima, Hiuchi-Nada, Harimanada et l'est
de la grande ile de Shikoku, de méme que la frégquence annuelle des eaux rouges
entre 1976 et 1978.

(1) VSP : Venerupine Shellfish Poison
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Fig. 1.- Eaux rouges en mer intérieure de Seto en juillet 1978 et nombres de cas

d'eaux rouges par espéce et par année (plaquette du Laboratoire Régional
des Pé&ches de Nansei =~ Hiroshima).



‘ De méme (figure 2) il est facile de constater & la fois L'importance
économiques de ces eaux colorées et lLa prédominance du genre Chattonella dans
ces manifestations, malgré une certaine diminution du nombre de développements
phytoplanctoniques aprés 1978.

L'ensemble du systéme d'information/surveillance est régulé par la
Fisheries Agency, & Tokyo, avec la participation du Bureau de régulation des
péches pour les mers intérieures, & Kobé, et le Laboratoire de recherche de
Nansei, prées d'Hiroshima.

Ce dernier a la double tdche de promouvoir des études & caractére
fondamental sur les eaux colorées et de recevoir et analyser les informations
transmises par les laboratoires préfectoraux.

De plus, des études sont sous-traitées aux laboratoires universitai-
res, tandis qu'une formation scientifique '"légére' permet de compter avec la
participation des producteurs conchylicoles (mesure des températures, examens

microscopiques).

Deux systémes de régulation ont été mis en place selon qu'il s'agit
d'eaux rouges & Chattonella ou de contamination des coquillages par des dino-
flagellés toxiques (figure 3). Dans ce dernier cas, il s'agit des cas de PSP,
développés au Japon depuis 1948 et dus principalement a Protogonyaulax
tamarensis et P. catenella, et plus récemment (depuis 1977) des cas de DSP
dus a Dinophysis fortii. Cependant, nous traiterons plus loin des problémes

propres aux biotoxines.

La place impartie au département 'eaux rouges' dirigé par le
Dr ANRAKU est de ce fait trés 1importante au sein du laboratoire maritime de
Nansei, lequel comprend également des départements péche et aguaculture. Cette
place apparalt dans L'organigramme de lLa figure 4, lorsque l'on sait que
150 chercheurs pour un budget d'un million de yens sont attribués aux programmes
rattachés & ce département, contre 5 chercheurs et un bugdet plus réduit

pour Lle laboratoire de Sukuba.
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1.

Le contrdle des eaux colorées dans les mers intéprieures peut étre
poursuivi toute L'année grdce aux 14 laboratoires préfectoraux répartis sur

Leur pourtour et aux 300 stations de prélévement (figure 5).

132" 1337 134" 135°

347

33

i

: oY
HiRo SHIMA », Hp2MA OSAKA

»A g PR g;;} NADA 1
ivoshina . e o sy S|

LY a
SUHS -NADA .’Qf
oY N\
o é

Kit-suineg
Yo . NADA

L | [ I L 1 I

Fig. 5.- Répartition des différentes baies contrdlées par les laboratoires
préfectoraux en mer intérieure de Seto.

Les paramétres analysés (T°, S°/,., PO4, NO3) sont mesurés a 0 et
10 m non seulement grdce aux personnels des laboratoires mais aussi, d'avril
a novembre, au moyen de divers navires sillannant les baies et avec L'aide
des pécheurs (comptages microscopiques des Chattonella marina et antiqua). La

fréquence des prélévements varie de 1 par mois a 1 par jour selon Ll'opportunité.
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Bien que Les dommages sur les pécheries et centres aquacoles soient
en régression depuis 1972, le nombre annuel d'eaux colorées est relativement
constant. De ce fait, des modéles prédictifs ont été développés (plus de
500 000 données sur bandes magnétiques) en particulier en utilisant les para-
métres Lles plus faciles a obtenir régulierement comme la température ou la
salinité. Dans le cas de Chattonella, phytoflagellé dont le développement
est trés corrélé a L'augmentation thermique (seuil fixé & 20° C), cette
facilité permet actuellement de prévoir les eaux colorées estivales & partir
du 15 mai.

2.— Etudes fondamentales

Un certain nombre d'études a caractére fondamental sont développées
aussi bien dans les laboratoires préfectoraux que dans les universités. Nous

en donnerons quelgues exemples.

a) Laboratoire de Nansei

Le Département 'eaux rouges' comprend essentiellement 5 chercheurs
dont les secteurs d'activité sont trés divers. Outre le recueil et le traite-
ment des données transmises par les laboratoires préfectoraux, différents

thémes de recherche ont été développés par chacun :

La pression trophique exercée par L'échelon secondaire sur la
production primaire est étudiée au moyen de cultures pures de Chattonella
marina et de copépodes adultes prélevés dans Le milieu (principalement
Calanus sinicus et les genres Centropages, Acartia, Paracalanus,

Oithona et Oncaea).

Les expériences durent 24 h aprés quoi on estime le taux de '"grazing"
des copépodes sur des cultures dont la concentration initiale varie de 0 a
15 000 cellules/ml. La production de boulettes fécales, L'estimation des frag-
ments cellulaires aprés ingestion, permettent de mettre en évidence une nette
diminution du taux de ''grazing" lorsque la concentration cellulaires excede
15 000 cellules par mL. Ce taux tend & étre constant entre 200 et 3 000 cellules
par ml et est grossiérement proportionnel & la concentration cellulaire en
phase exponentieLLe de développement.
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- Le schéma général des expérimentations est représenté dans
la figure 6. Notons que ces résultats sont actUeLLement sous presse et que selon
le stade (copépodites, adultes) et les espéces de copépodes,le type de "grazing“‘
vpeut'bhanger.

ZOOPLANKTON
Net sampling at Hiroshima bay

I\
( sorting )

i

COPEPODS
Calanus sinicus and othrs
maintenance under 18 C

~ FEEDING EXPERIMENT
Chattonella —— | beginning

r'cgllr\»concentration
( Co.)

( feeding; 20 - 25 hours )

|

LChattonella —— | ' end COPEPODS,
cell concentration REMOVE

(Ct) l

FECAL PELLET
COUNT

FILTERING RATE and
GRAZING RATE

Fig. 6.~ Schéma expérimental permettant d'estimer L'impact de la concentration cel-
Llulaire de Chattonella sur le taux de filtration de différentes espéces
de copépodes (ITOH - 1985 sous presse).

Un aspect trés intéressant de ce projet de recherche concerne le
dépistage des cellules "dormantes'" de Chattonella dans les sédiments. Des échan-
tillons de créme de vase (granulométrie inférieure a 63 microns) sont ainsi
stockés & 11° C aprés avoir été prélevés dans le secteur de Harimanada. Du fait
de Lla difficulté a identifier facilement ces kystes, une incubation & tempéra-

ture plus élevée (20° C) permet la germination des flagellés et la vérification
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de la détermination. Les cellules "dormantes" de Chattonella antiqua et
marina sont étudiées depuis 1981 et certaines observations semblent prouver que :

« plus de 80 % des kystes se trouvent dans les sédiments vaseux
inférieurs a 63 He , ‘

. aprés dépdt des kystes sur Lle fond ils sont transportés par des
courants profonds vers la cdte,

. La thermocline aurait moins d'effet sur la distribution des
kystes que la turbulence qui les remet en suspension dans la
colonne d'eau.

Rappelons que le genre Chattonella appartient au groupe des
Chloromonadines et que trois espéces se rencontrent sur les cdtes japonaises :

. Chattonella antiqua,

. Chattonella marina (proche de C. subsalsa Biecheler),
. Chattonella sp.

En ce qui concerne les bactéries marines, leur comptage s'effectue
au microscope a épifluorescence aprés fixation au Bleu Indol. Un systéme simple
d'analyse par ordinateur de photographies microscopiques permet au Dr IMAI
d'estimer rapidement les proportions relatives des principaux groupes bactériens

de son échantillon (bacilles, coccies, etc...).

Des études devant étre publiées font état d'une augmentation du nom-
bre de cellules de Chattonella en présence de bactéries marines (populations

naturelles mixtes) jusqu'a un point de rupture & partir duquel on assiste

a un brusque déclin.

Trois autres chercheurs (Drs KOGA, MATSUO et YAMAGUCHI) se partagent
ces activités ainsi que le traitement des données '"eaux rouges'". Les espéces
Les plus étudiées, pour ce qui concerne la mer intérieure de Seto, sont :

. Gymnodinium spp (large développement en 1974 en baie d'Osaka),

. Protogonyaulax catenella (trouvés preés des Préfectures de
Wakayama, Kagawa et Miyazaki),

. Dinophysis fortii et D. acuminata.

Un récent développement (1984) de Gymnodinium sur la cSte de la
Préfecture de Wakayama a entrainé des dommages sur le stock de poissons de

L'ordre de plusieurs millions de yens.
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En ce qui concerne Dinophysie fortii les concentrations maximales
se situent davantage vers 10 m de profondeur qu'en surface, mais aucune
‘intoxication de type DSP n'a été constatée, pour des concentrations similai-
res dans l'eau (rarement supérieures 3 103 cellules par Llitre), a la diffé-
rence de la cOte nord du Japon. Cependant, si une bonne corrélation existe
entre L'abondance de D. fortii et une marge étroite de température/salinité,
il n'en est apparemment pas de méme pour D. acuminata. C'est ce qui apparaft

de toutes les données des laboratoires préfectoraux compilées en 1983 (fig. 7).

Des essais de culture sur D. fortii (Dr MATSUO) n'ont pas abouti :

peu ou pas de divisions aprés 3 & 6 mois de "'survie".

Les modéles prédictifs ont été orientés entre 1983 et 1984 vers
des modéles '"écologiques'" lourds, & trés grand nombre de paramétres et
nécessitant la sous-traitance a une compagnie privée pour la partie informa-
tigue. Ils ont été développés a partir des données recueillies en baie de

Su6-Nada, puis d'Osaka.

Actuellement, on cherche a définir les paramétres les plus
significatifs afin de simplifier le modele.

Quant aux cultures, de nombreuses souches de phytoflagellés et
dinoflagellés ont été isolées récemment au laboratoire, citons notamment :
Chattonella marina (Chloromonadine) isolée pendant L'été 1984 en baie

de Subé-Nada - taille 30 a 70 H
Protogonyaulax sp. (dinoflagellés) isolé en avril 1984 en baie d'Harima Nada
Heterocapsa triquetra (dinoflagellé) isolé en avril 1984 en baie d'Harima Nada

Heterosigma akashiwo (Raphidophycée) isolée en juin 1984 en baie d'Hiroshima.
Taitle ¢ 10 3 20 p.Provoque des eaux rouges tous les étés
avec des effets toxiques légers sur les poissons -

Forme des cellules '"dormantes'.

Prorocentrum triestinum (dinoflagellé) isolé en juin 1984 en baie d'Hiroshima.

Prorocentrum minimum (dinoflagellé) isolé en avril 1984 dans le secteur
d'Harimanada

Prorocentrum sp. (dinoflagellé) isolé en juillet 1983. Taille : 35 - 40 u
Prorocentrum compressum

Gymnodinium nelsoni (dinoflagellé) isolé en juillet 1984 en baie de Sud-Nada
Gymnodinium instriatum (dinoflagellé) forme des kystes hivernaux

kY

Toutes ces cultures se développent facilement & fortes densités.
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b) Laboratoires préfectoraux_d'Hiroshima_et_de_Kagawa

Deux chercheurs sont impliqués L'un dans la taxonomie et Lla
description des dinoflagellés nus (Gymnodiniens) par MEB (Dr TAKAYAMA) et
L'autre dans L'étude de modéles prédictifs multiparamétres (Dr OUCHI).

Le Dr TAKAYAMA serait trés intéressé par l'expédition de souches »
européennes de Gyrodinium aureolum fixées & L'acide osmique a2 %. Cette espéce
réputée ichthyotoxique en Manche et Mer du Nord serait probablement identique
au Gymmodinium 65 ou G. nagasakiense responsable de mortalités de

poissons au Japon.

De méme , deux chercheurs étudient les phénoménes d'eaux colorées,
un taxonomiste : Dr ONO et un physiologiste végétal Lle Dr YOSHIMATSU. Ce der-
nier étudie plus particuliérement le cycle biologique de Protogonyaulax
catenella, dinoflagellé toxique produisant Le PSP ; ce qui implique des cultures
de souches produisant des cellules sexuelles, L'isolement de celles—-ci et
L'obtention d'hypnozygotes aprés conjugaison. Les espéces de dinoflagellés
d'eau rouge en culture sont également nombreuses et le Dr YOSHIMATSU entretient
entre autre a 23° des souches de Prorocentrum gracile, Protogonyaulax
catenella, Gonyaulax polyedra, Gymnodinium brevis, Gymnod%nium 65, Chattonella
marina, C. antiqua, Prorocentrum triestinum, Ceratium furca, Prorocentrum

minimum, etc...., la plupart d'entre elles entretenues sur Milieu E.S.Okaichi.

Le Dr YOSHIMATSU a fait de nombreuses observations de Dinophysis
fortii et D. acuminata sur des échantillons vivants (malheureusement aucune
culture n'a abouti). Certaines formes proches de D. acuminata mais réduites
de moitié en longueur évoguent des types similaires observés dans le phytoplanc-
ton de la baie de Vilaine pendant les plus fortes concentrations de L'été 1983.
Il pourrait s'agir soit d'une variété de D. fortii soit de D. lapidistrigili-
formis selon Le Dr YOSHIMATSU.

MEB : Microscopie électronique a balayage
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¢) Université de Kagawa_(Takamatsu, ile de_ Shikoku)

, Une équipe de 5 a 6 chercheurs, sous la responsébilité du Dr OKAICHI
s'est attachée plus particuliérement au secteur de lLa baie d'Harimanada (fi. 8)
et au déterminisme des eaux colorées a Chattonella antiqua dans cette 2zone.Ces
recherches fondamentales ont pour but de définir les seuils critiques de cer-
tains paramétres du milieu en vue d'une approche globale du budget en sels
nutritifs de Lla baie. Les facteurs anthropiques dus & L'industrialisation
(effluents de papeterie, raffineries, etc...) sont également pris en compte,
en particulier Le réle du fer (sous forme dissoute et particulaire). En effet,
la gangue muqueuse de Chattonella antiqua produit des substances chelatrices

capables de rendre ''consommable' lLe fer particulaire adsorbé.

Rappelons qu'en 1972 des eaux colorées & Chattonella antiqua ont pro=-
vogué lLa mort de 14 millions de poissons, principalement de la Sériole (Yellow
Tail), dans la baie d'Harimanada. Il en a été de méme, de fagon plus réduite,
en 1977, 1978, 1979 et 1982.

Les observations réalisées par L'équipe du Dr OKAICHI ont conduit &
une surveillance réalisée principalement sur deux stations. Quelgues données
essentielles se dégagent :

- la concentration minimale entraTnant la mort des poissons est de

500 cellules de C. antiqua par mb ;
- les seuils & partir desquels les risques d'eaux rouges sont les
plus grands correspondent & :
7 patg/l pour Ll'azote total
0,3 " " pour le phosphore total
200 pg/L de fer chelaté (FeEDTA) ;
- des observations sur un cycle journalier montrent que les cellules
ont une concentration maximale &8 - 10 m la nuit et remontent
en surface (- 2 m) aprés le lever du soleil ;
- une relation entre L'utilisation de La vitamine B12, du fer

particulaire et la croissance de Chattonella, semble exister ;
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On peut la résumer ainsi,

Fer particulaire

Bactéries

] +
3 Vit. B12 LAY Chattonelila
A

Chelateurs produits
par lLes cellules

E————
adsorption

Diatomées

- L'étude de la répartition des acides nucléiques dans la colonne
d'eau (bases puriques et pyrimidiques) entre le matériel particulaire des
sédiments ou en suspension montre (thése en cours de réalisation) une distri-
bution préférentielle dans le matériel en suspension. Ce paramétre jouerait

un rdéle important dans le déterminisme des eaux colorées & Chdatonella.

Une autre équipe universitaire, sous la direction du Dr IWASAKI
travaille également sur Les problémes d'eaux colorées, en particulier dans la
zone cOtiére de la Péninsule de Kii. Les thémes de recherche sont essentiel-
Lement regroupés sur la physiologie des organismes et un grand nombre de
publications & caractére général ont été realisées par le Dr IWASAKI sur
ce sujet.

Les questions essentielles abordées sont donc :

. une meilleure connaissance de la biologie des organismes,

. étudier plus précisément leur provenance (transport, etC....),

. étudier les cycles vitaux (formation de kystes par exemple),

. utilisation de cultures pour lL'examen en laboratoire des
réponses spécifiques aux modifications des facteurs

de L'environnement (salinité, température, pH, etCeoc..).

Ces c¢ing derniéres années, peu ou pas d'eaux colorées néfastes

ont été observées dans ce secteur, excepté récemment, en 1983, avec un
"bloom" & Gymnodinium nagasakiense (= Gymnodinium 65), le dommage total
s'élevant dans ce cas a 50 millions de dollars US. De méme, L'été 1984 (juin -
juillet) a été marqué par une large eau colorée dans le sud de la péninsule
de Kii, toujours due & G. nagasakiense. La perte a été cette fois de 15 mil-
lions de dollars pour environ 106 poissons tués, principalement de la sériole
et de la daurade japonaise. Les dommages ne concernant que la Préfecture
de Mie s'élévent & eux seuls a 7 millions de dollars.
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Actuellement, les eaux colorées & G. nagasakiense se développent
géographiquement de plus en plus au cours du temps : la premiére manifestation
en 1965 avait eu lieu en baie d'Omura, puis plus tard en mers intérieurs
de Seto, sur les cdtes de la Péninsule de Kii, de ta Mer du Japbn, le long

de L'ile de Kyushu et méme récemment en Corée du sud (fig. 9.

AA7707 P Z22BBILAR 1T (1984) | |

PACIFIC OCEAN

1 1 A i 1 L ) N L 1 [ [\ 1 1 1 1 L

Fig. 9 .- Map showing the localities where the speciemens of Gymnodinium nagasakiense
sp. nov. were collected (summarized after FISHERIES AGENCY OF JAPAN, 1979).
1. Mikawa Bay, 2. Ise Bay, 3. Gokasho Bay, 4. Owase Bay, 5. Kii Channel, |

6. Bungo Channel, 7. Inland Sea of Seto, 8. Fukuoka Bay, 9. Imari Bay,
10. Omura Bay, 11. Aso Bay, 12. Jinhae Bay. ‘

De ce fait, les recherches actuelles sur G. nagasakiense a L'Uni=
versité de Mie concernent particuliérement L'influence des facteurs de
L'environnement sur La croissance de L'algue en culture (fig. 10)

- effets de métaux lourds chelatés, de substances organiques
et de vitamines,

- effets de La composition chimique des sédiments.
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Fig. 10, Représentation schématique des mécanismes conduisant
3 Lla multiplication des flagellés (IWASAKI, 1973).

Un autre secteur d'activité concerne les essais sur des substances
absorbantes capables de fixer les cellules pendant une eau rouge et de les
faire sédimenter rapidement. Le Dr ADACHI est chargé de ces travaux qui
ont également donné Lieu & publications.

Le principe est simple : des argiles de type différent fixent
les organismes (principalement les phytoflagellés) puis un agent floculant

rajouté au milieu provoque la sédimentation.

Un certain nombre d'essais ont été réalisés en Llaboratoire sur des
cultures unialgales,et en mer (cylindres perméables) avec vérification de

la toxicité de ces substances sur des poissons.

Quelques résultats (tableau 1) montrent un effet réel de ces
substances vis-a-vis de Dunaliella et Olisthodiscus tandis que les diatomées
ne sont pas fixées. IL en est de méme (effets absorbants) avec d'autres
flagellés tels que Chattonella et Monochrysis ; les meilleurs résultats

étant obtenus dans ce cas avec L'Attagel Na2C03.

Espéces Effets absorbants et agglomerants

Skeletonema Dunaliella Olisthodiscus

i Matériaux P costatum : sp. : luteus °
: Kaolinite : - : + : + :
 mica A
: Vermiculite : - : + : ot :
" Attagel 50 : - ; + : + ;

Tableau 1. - Effets de quelques substances sur la floculation de
- cultures unialgales (ADACHI, 1985 sous presse).
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Cependant, quelques doutes subsistent quant & L'effet toxique
éventuel vis-a-vis de la faune marine. Ainsi, un essai en laboratoire effectué
pendant la visite & L'Université a partir d'une culture de Chlamydomonas
a montré que le pH des essais reste bas : 5.54 a3 5.80 contre 8.37 pour le
témoin. '

3.~ Modéles prédictifs

La "Fisheries Agency'" a mis au point, aprés trois ans d'étude,
un modéle prédictif des eaux rouges & Chattonella en baie de Harima-Nada.
Un premier modéle, reposant sur des paramétres simples : température et
salinité, a été développé grdce aux données journaliéres obtenues & partir
de divers organismes (Fisheries Agency, Metéorologie Nationale, Agence de
L'Environnement, Sécurité Maritime, Ministére de L'Education Nationale). De
méme les 14 laboratoires préfectoraux bordant la mer intérieure de Seto

ont largement contribué a cette collecte de données.

Le principe repose sur l'enregistrement & long terme (données
historiques) des températures//salinités mesurées par quatre laboratoires
préfectoraux jouxtant Harimanada et a leur traitement statistique : la fonc-
tion discriminante pour les indicateurs tels que :

- température initiale (TD)
- salinité initiale (sD)
- déviation thermique (TDV)
- déviation saline (sbv)
permet de distinguer les années avec eaux colorées des années sans eaux

colorées, et ce depuis 1971 (fig. 11 et tableaux 2 et 3).

Toutes ces données ont été exposées par le Dr ANRAKU dans un
document rédigé pour un groupe de travail international (Nansei Fisheries

Research Reg. Laboratory).

La distance généralisée de Mahalanobis est ici assez large
(seuil significatif & 5 %) pour indiquer une bonne discriminance et les

résultats du tableau 2 correspondent a la réalité des observations.
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Fig. 11.- Traitement statistique des fonctions discriminantes correspondant & la
température et & la salinité de surface entre 1971 et 1984 (années
japonaises 46 a 59).
Extrait du Symposium 'Toxic and noxious aspects of marine pLankton” Dr ANRAKU
cercles clairs : années sans eaux colorées
cercles pleins : années avec eaux colorées

92
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Group average of Coefficlentis of discriminant Discriminated
varijiables function result )
Group - . -
Conslant DiIscrimination
TDV TD SDhV SD TDV TD SDV SD Year |[Resul i
" term probability
1972 (L ] 0. 999
With o 1977 ® 0. 99
0.49]0. 66 0. 09]0. 46
outbreaks : 1978 (-] 0. 99
1979 [} 0. 96
9.761-11.82|10.8]|—-38.8)24. 18
1971 O 0. 86
1973 o] 0. 9986
Without .
0.00j0.70}|-0.1210.6561 1974 (@] 0. 999
outbreaks
1976 (@] 0. 999
1976 Q 0. 70
1980 (@] 0.87
Mahalanobis' generalized distance : 24.28
Test: Fg = 9,105 > Fg (0.05) = 5.192
Tableau 2. = Discriminance entre les années avec (o) et sans (o) eaux colorées

a Chattonella (d'aprés ANRAKU, 1984).

Coefficients of discrimlinanl o

. Discriminant Mahalanobis’

Indicator fTunction o )
- probabiiity general ized

period Conslant .
TDV Shv TD SD of erroneus distance
term

3/1~6/31 6. 921 16. 485 -13. 280 -31. 2789 22. 6871 0. 063 20. 886
3/1~6./31 3. 036 6. 211 — — -0. 400 0.1786 6. 92
4/1~6/31 21. 071 35. 487 -98. 121 -36. 887 20. 274 0.010 a4. 03
4/1~5/31 12. 45685 16. 1856 T— —_ -1. 086 0. 046 22. 68
5/1~65/31 2565. 234 24. 521 9. 647 8. 744 |—-10. 7006 0. 009 14. 16
5/1~5/31 19. 862 21.718 — — —-1.898 0.0186 36. 19

Tableau 3. - Fonctions discriminantes obtenues & partir des données collectées
de 1971 a 1982.
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cette méthode, en utilisant les variables TDV et SDV du
est possible de prédire les eaux rouges & Chattonella

deux mois avant leur apparition, méme si les causes réelles du phéenoméne

ne sont évidemment pas interprétées parallélement. D'aprés la figure 11 il

apparait que le modéle n'a pas conduit a une estimation erronée pour 1984

(pas d'eaux rouges) tandis qu'en 1983 Lla prédiction s'est révélée fausse.

Les formules utilisées sont les suivantes :

TD

* SD

* TDV

¥ SDV

avec

= [ S(T-Ta)%) 7/ (N-1) 1172
= [ S(5-5a)%) / (N-1) 1172
= (T-Ta) / N
= (5-5a) / N

T = température journaliére

Ta = température moyenne a long terme pour ce jour
S = salinité journaliére

Sa = salinité moyenne & long terme pour ce jour

N = nombre de jours de la période indicatrice

Un autre modéle, défini comme '"écologique'" est actuellement a

L'étude, reposant
1.
2.

3.

4.
5.

sur les paramétres suivants :
Rose des vents en hiver (février)

Changements de salinité & 20 m de profondeur dans une coupe
radiale de la mer de Seto (avril)

Fonctions discriminantes pour les conditions météorologiques
(juin et juillet)

Changements de températures / salinités (juin)

Apparition de Ll'eau rouge prévue d'aprés les températures
cumulées

Concentrations cellulaires de Chattonella

Fin du phénoméne d'aprés lLes modifications de la
situation météorologique.
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Dans lLe tableau 4 (ANRAKU, 1984) la structure du modéle

écologique est résumée.

La complexité de ce modéle s'explique par L'introduction de paramé-
tres récemment déterminés comme importants dans l'apparition des eaux colorées
& Chattonella. Il s'agit entre autre des populations de cellules dormantes
(ou kystes) et de leur répartition sur les sédiments benthiques.

aNMNG’
UPTAKE o v
NUTRIENT | | | PHYTOPLANKTON (i)
. RESPIRATION A | (:Size Category )
'Chattonello' «OTHERS
EXTRA-
CELLULAR SINKING
SINKING |PROBUCTION
¥
< DECOMPOSITION ¢ BACTERIA
SINKING
SINKING GRAZING
DETRITUS <% DEATH oo oo oo Ioooa
: < EGESTION _Z_QQE)L‘.’A‘_[_\]_K!_O_N_(_J_J_)A
SINKING REPRO - DDEVELOPMENT
EXCRETION ey
ZOOPLANKTON (k).

B . . . . j:Species, k:Categor
Tableau 4.~ Descriptif du modéle écologique. (j:Spec gory)
Des améliorations futures, en vue de simplifier cette méthode,
sont & L'étude et s'inscrivent dans un programme coordonné par la Fisheries
Agency pendant 5 ans (1984 a 1988). La zone prospectée devrait étre plus petite
gue la baie d'Harima Nada et les réponses données par le modéle plus précises :

quand, ol, avec quelle intensité ?



28

4.~ Télédétection

IL semble qu'il soit difficile de faire un bilan des études utilisant
la télédétection satellitaire au Japon pour lLe probléme particulier des eaux
colorées. Le Dr FUKUSHIMA, Faculté des Sciences et Technologies de la Mer -
Université de Tokai, a bien voulu résumer L'état des moyens et des connaissances

4 ce sujet (tableau 5).

Type de satellite Caractéristiques du détecteur couleur

f NYMBUS f Systéme CZCS - bande spectrale f
. . étroite et définition large .
5 LANDSAT f Systéme MSS - bande spectrale f
i . large et définition réduite .
: . : Résolution : Largeur de la :
. DStecteurs . :_(taille du pixel) _: bande spectrale _:
: LANDSAT : 80 m : :
: MSS : 50m : 100 nm :
: ™ : 30m : 40 a 50 nm :
: CZCs : 800 m : 20 nm :

Tableau 5.- Caractéristiques des détecteurs couleurs équipant
les satellites utilisés au Japon
TM : Thematic mapper
MSS : Multispectral scanner

En fait, le probléme majeur demeure inchangé quelle que soit Lla
résolution du détecteur : il s'agit du décalage temporel important entre
L'obtention de L'image satellitaire et son interprétation par L'intermédiaire
des données obtenues lors de la '"vérité terrain'. Cette derniére devient
évidemment complexe et colteuse lorsque la dimension du site surveillé est

importante.

Il semble plutdt que le systéme de télédétection par avion soit
4 la fois le plus utilisé et le plus prometteur. Une équipe de trois cher-
cheurs, dont le Dr MATSUMURA est responsable (Far Seas Fisheries Res.
Laboratory. Tokai University) a pour tache d'améliorer le systéme

d'intervention existant.
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Celui-ci a été utilisé en premier de 1979 & 1981 en baie de
‘Yashima (Préfecture de Kagawa), puis de 1982 a 1984 dans les baies de
Yashima et d'Hiroshima. Le détecteur, du type M S S (Multispectral Scanner)
est embarqué & bord d'un avion de L'Asia Aerial Survey Company. Le délai
entre les photos prises en vol et leur traitement & Tokyo était d'abord de
10 jours, puis a été réduit a & heures. La chlorophylle a et les phaeopigments
sont détectés en surface par analyse de deux bandés spectrales(canaux 3 et 7),
mais les cartes d'isodensité en pigments chlomphylliens ne peuvent &tre tracées
qu'aprés utilisation des données terrains recueillies dans la méme unité
de temps. Dans L'avenir, la mise au point d'un "modéle optique" pourrait
éventuellement réduire L'effort de mesure in situ encore nécessaire aujourd'hui

[y

du fait des corrections atmosphériques différentes & chaque sortie.

Les canaux et leurs longueurs d'onde correspondantes sont représentés

dans le tableau 6 et le schéma des opérations dans le tableau 7.

Band Wavelength (nm) Band HWavelength (nm)
1 380 - 420 7 650 - 690 '
2 420 - 450 8 700 - 790 |
3 450 - 500 : 9 800 - 890
4 500 - 550 10 920 - 1100
5 550 - 600 11 8000 - 14.000
6 600 - 650

|

Tableau 6.- Canaux et longueurs d'onde du MSS d'aprés MATSUMURA, 1984.

Survey by surface Survey by MSS
Vessel (Sea-truth) (DS-1250) Laboratory Experiment
!
Imaging by DS-1850 i
T
Extraction of
CCT-data at the
Observation Point A/D Transform
T |
Correlation Analysis Selection of Image
between Chlorophyll to Map, the Distri-
Concentration and bution of Chlorophyll
MSS Data Concentration
Regress . Slicing of Image '
g sion Equation Density ;
[ {
Chlorophyl1
Distribution Map

Tableau 7.- Ensemble des opérations réalisées par lL'analyse aérienne
des chlorophylle a par MSS.
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De méme, nous avons représenté (d'aprés MATSUMURA, 1984) La
superficie couverte en baie de Yashima, le nombrekde stations (18) et les

cartes d'isoconcentrations en chlorophylle a correspondantes sur la fig. 12.

Une amélioration trés sensible de la méthode est actuellement
a L'étude : il s'agit de comparer la réponse spectrale de cultures unialgales
de différentes algues microscopiques selon leur état physiologique
(phase exponentielle, plateau, phase de sénescence). Ces données, comparées
a des enregistrements terrain, devraient permettre de déterminer le stade
de développement d'uneeau colorée (fig. 13). Les espéces expérimentées
sont représentées dans le tableau 8.

Year Species %?lgr?q?é}})concentra- |
1977 Monochrysis sp. 8000
1978 Skeletonema costatum 1188
Heterosigma inlandica 597
Gymnodium sp. 545
Hornellia marina 76
1979 Skeletonema costatum 377
Chaetoceros deblis 228
Gymnodinium sp. 395
Hornellia sp. 541
Heterosiama inlandica J47 424

Tableau 8.- Espéces utilisées pour les expériences en laboratoire
(MATSUMURA, 1984).

Notons que malgré L'utilisation routiniére de la télédétection
aérienne lors d'eaux colorées, cette méthode comporte quelques difficultés

a résoudre :
- un coQt élevé,
- un délai d'au moins 24 a 48 h pour L'interprétation des photos,
- pas de valeur prédictive : seule L'évolution éventuelle de
L'eau colorée et sa répartition peuvent étre appréhendées,
- sans modéle optique on ne peut se passer d'une vérité terrain
qui nécessite en mer L'intervention de plusieurs navires,
méme pour de petites baies,
- il ne semble pas que d'autres secteurs que les baijes de
Yashima et d'Hiroshima (mers intérieures) aient été prospectés.
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Takamatsu |

B: September 7, 1978

Fig. 12.- Couverture aérienne par MSS de la baie de Yashima et exploitations
Dig. _le
graphiques des chlorophylles a en surface pour aolt 1977 et
septembre 1978 (MATSUMURA, 1984).
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IIT - DINOFLAGELLES TOXIQUES : Protogonyaulax ET Dinophysis

1.- Dinoflagellés responsables du PSP

A Lla différence des c8tes francaises les intoxications paralytiques

provoquées par des dinoflagellés du groupe Protogonyaulax ont été observées

de nombreuses fois au Japon. Les deux especes les plus courantes sont

Protogonyaulax tamarensis et P. catenella.

Leur distribution, La formation de kystes et leur taxonomie, ont

été étudiées par FUKUYO (Unijversité de Tokyo) et un certain nombre de travaux

sur ce sujet ont été publiés (fig. 14).
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Fig. 14.- Distribution des kystes et formes végétatives de P. tamarensis
P. catenella Lle long des cdtes japonaises (FUKUYO, 1985)
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Fig. 15.- Extension géographique des intoxications par coquillages. Extrait du

Symposium "Toxic and noxious aspects of marine plankton' Dr ANRAKU.
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du systéme de surveillance décrit auparavant, un certain

nombre d'études fondamentales sont en cours :

variations des proportions des différentes gonyautoxines
entre différentes souches des deux espéces (Dr OSHIMA,
Université de Sendai),

production de cultures axeniques de Protogonyaulax tamarensis
et influence sur La toxicité (Dr ISHIMARU Ocean Research
Institute Tokyo),

distinction (ou confusion ?) taxonomique entre P. tamarensis
et P. catenella. RGle de la température dans leur réparti-
tion saisonniére respective (Dr FUKUYO - Université de
Tokyo),

origine intra-nucléaire de La production des gonyautoxines
(Dr KODAMA, Kitasato University, Préfecture d'Iwate),

cycle sexuel de P. catenella (Dr YOSHIMATSU, Lab. Préfectural

de Kagawa).

En ce qui concerne les critéres taxonomiques, ils ont évidemment

leur importance,

en particulier pour ce groupe a part au sein du genre

Gonyaulax strict. Selon FUKUYO un certain nombre de critéres distinctifs

peuvent étre retenus :

La forme de La plaque porale apicale avec la position du

pore de liaison antérieur (réle dans la formation de chafine),
la position du pore de liaison postérieur,

la présence ou L'absence de pore ventral sur la plague 1°

au milieu de la suture (s'il y en a : P. tamarensis, dans le

cas contraire : P. catenella).

En dehors de ces trois critéres, il faut noter que les kystes sont

pratiquement identiques et que si la Longueur des chaines est slrement d'au

meins 8 cellules

pour P. catenella et d'environ 1 & 2 pour P. tamarensis,

ce n'est pas toujours un critére déterminant.

La dissection des plagues et leur fixation est réalisée par le

Dr FUKUYO au moyen d'hypochlorite de sodium, puis d'une solution de Von

Stoch modifiée.
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L'écologie de ces espéces, étudiées par FUKUYO, montre que
P. tamarensis a une affinité pour les températures basses et la mi-profondeur,
alors que P. catenella se développe & température plus élevée et en surface

(OGATA et al., 1982). Cela apparait dans la distribution observée en 1979 en
baie d'Ofunato (Préf. d'Iwate) par FUKUYO (fig. 16).

100 500 1.000 5000 10.000 cellsf)

E12X P tamarensis DKFEFEES

=
(197963183
- o 0o 0O
100 %00  1.000  5.000 10000 celis/y

#13X P catenelle DKEMESE
(1979 9/58)

Fig. 16.- Distributiors bathymétriques de P. tamarensis et P, catenella
en baie d'Ofunato en septembre 1979 (FUKUYO, 1983).
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Dans d'autres sites, comme la péninsule de Kii, il n'y a - au con-
traire - pas de discontinuité dans la succession de ces deux espéces qui
pourraient dés lors &tre plutdét assimilées & deux variétés d'une méme
espéce (en accord avec ANDERSON).

Quelques remarques paraissent importantes :

- la toxicité de P. tamarensis est maximale pour de faibles concentrations
cellulaires pendant les températures basses de mars - avril,

- Lles toxines de cette espéce semblent plutdt produites a partir de cellules
"larges'" & taux de division réduits : en juin, pour un taux de division
élevé, la toxicité reste constante, donc sans relation avec la concen-

tration celtulaire,

- La toxicité relative des kystes et des formes végétatives, en culture
ou "in situ" ne serait pas la méme entre P. tamarensis et P. catenella,

- la dissémination des kystes pouvant étre dues aux courants profonds mais
également - dans certains cas - a la réimplantation de coquillages, des
mesures ont été demandées par certaines préfectures afin d'arréter Lles
opérations de transplantation,

- les différentes souches de P. tamarensi et P. catenella cultivées a partir
de prélévements géographiquement différents montrent une répartition
trés variable des différentes gonyautoxines (OSHIMA et al., 1985) sans que

L'on puisse y trouver une réelle explication (tableau 9).

P. tamarensis P. catenella
TOXINS -
0F-796 MOG-835 0F-799 MK-823 Bloom organisms

from Kitaura Bay__:

: 6T 4

: (Gonyautoxine) 18.6 2.5 - 4.7 14.9

E sGTX1’4 .

P (dérivé de la 1.5 0.7 - 25.8 4.9 :

PoGTX 1,40 :

L aTX, 1.3 2.5 0.2 - -

* epiGTX 19.8 20.5 28.1 13.0 11.3

. (EpimeFe

11X de la GTXB

; GTXy 3.3 5.2 5.0 3.0 2.2

: GTXg 51.7 50.0 59.7 23.1 23.0

PosTx - _ _ _ _

© (Saxitoxine)

;6T - - 1.6 26.9 38.4 :

* neoSTX _ ) ) ) :

. {(Necsaxitoxine) 14.8 :

; 6TX, 3.9 3.7 5.4 3.4 5.3 :

; Total of carbamoyl 76.9 75.4 94.8 92.2 82.9 :

. N-sulfo toxins

Tableau 9.~ Composition toxinique de plusieurs Protogonyaulax en %
(OSHIMA et al., 1985).
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2.~ Dinoflagellés responsables du DSP

a) Distribution de Dinophysis fortii _dans le nord_du_dJapon

En premier Llieu il convient de rappeler la différence étonnante
dans la relation : concentration en Dinophysis / toxicité des mollusques,
entre Le nord et le sud du Japon. La carte de la fig. 17 précise cette notion

et met déja en évidence le réle important de la dérive nord du Kuroshivo.

;.»A?o 4

l

! = !
|

= YXXXX
7 [En]

XXXXX

S

Y E Correlgtion betwzen D, fortii and shellfish toxicity

J
No shellfish toxicity despite presence of D. fortit

J or D. gcuminata. One X denote 1,000 cells/ml

Fig. 17.- Distribution de Dinophysis fortii le long des cStes japonaises
et relation avec La contamination des mollusques par DSP
(YASUMOTO, 1984).



En effet, & partir de deux sites "initiateurs' semble=-t-il d'une

prolifération de souches toxiques de D. fortiZ, un grand nombre d'observations

réalisées tant par les laboratoires préfectoraux que par les universités,
montre une diffusion dans le temps de cette espéce depuis la c8te nord ouest
(mer du Japon) jusqu'a Hokkaido et enfin La cGte nord est (Pacifique), apreés
passage dans L'isthme séparant le Honshu du Hokkaido. Cette séquence apparait
- plus nettement dans la figure 18 (FUKUYO, 1983), ou, pour L'année 1981, Lles

plus fortes concentrations de D. fortii se déplacent le long de ce courant
(Préfecture d'Aomori) du 2 juin_au 15 juin.

i W E /"'

-

1B1gs6ES /118

200 cells Al |
i &k MK
BRNIS6RE6A108 f
1400 cellis /1
' 131567868
) = I8 FIgS6E6 3158
* WI056E6 A28 l"ﬁ/’ﬂ\i’i 360 celis/ 1
e 1 V 3
620 ceils/ N I Sens .
™ 68388 /1
2640 cells
/1 \.j
g g9 ki)
(T W Rk
6818 6075cells /1)
BTIS64:6F38
510 cells /|

£29 Dinophysis fortii O REHER

Fig. 18.- Relation entre l'abondance de D. fortii en zone cétiere et La
branche nord ouest du Kuroshiwo (FUKUYO, 1983).
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Par ailleurs, le degré de contamination de la c6te nord-est (Préfec-
tures d'Aomori, Iwate et Miyagi) est fonction du courant froid lLongeant L'est
de L'Hokkaido et repoussant plus ou moins vers la c8te Le Kuroshiwo selon son
extension (Oyashiwo, T° < 5°C et localisation bathymétrique : - 100 m).

Un assez grand nombre d'observations ont été réalisées a ce sujet par
IGARASHI au Laboratoire préfectural de Kesennuma (fig. 19), mais également dans
les Laboratoires des Préfectures d'Aomori (Dr OSAKA) et d'Iwate. Les résultats
sont consignés dans les rapports annuels des préfectures et permettent d'établir
des cartes de courants assez complétes, telle que celle montrée pour la
Préfecture de Miyagi sur la figure 20 (juin 1983).

13

OEFTALBRPE LK U 2km
SEFHAMBRESMBRIUMIM 2o —205
TR AMSHIBAONRB X UK 2km
OTHZBEHIF/NRE K UK. 2km

—
et

Situation du Laboratoire préfectoral de Kesennuma (Préfecture de
Miyagi).

Fig. 19.-
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Fig. 20.- Cartographie des isothermes - 100 m et concentrations en
D. fortii le long de deux radiales (IGARASHI - 1984 - Rapport annuel
des laboratoires préfectoraux).

De méme, pendant la période d'apparition de Dinophysis, des
prof{Ls intégrant les concentrations de dinoflagellés toxiques et les

isothermes et isohalines selon des radiales & la c8te permettent de constater
plusieurs faits importants :

1°) Le préférendum thermique de D. fortii se situe vers des
températures basses (10 & 12° C) et des salinités élevées (33.5 é

34.0 °/,,) pour une profondeur préférentﬁeLLe de - 10 3 - 20 m (fig. 21).




‘tandis que L'éloignement vers le large
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2°) Les concentrations maximales se trouvent en zone trés cétiére

est grossierement proportionnel a

une diminution des densités. C'est ce que L'on observe sur la figure 21 pour

la Préfecture d'Iwate en mai 1983.
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Fig. 21.- Distribution bathymétrique de D. fortiZ le long de deux radiales
(rapport annuel des laboratoires préfectoraux - Prefecture

d'Iwate, 1984).
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3°) Dans certaines occasions (Préf. de Miyagi) les apparitions
de D. fortii sont précédées par celles de D.acuminata qui serait alors consi-
déré comme espéce "indicatrice' par rapport & D. fortii, le laps de temps
entre les maxima de chaque espéce étant(d'aprés IGARASHI, 1984) & peu prés
constant (de L'ordre de 20 & 25 jours). C'est ce qui apparait dans le
tableau 1C.

: : D. acuminata : D. fortii S :
: , S : : Délai

Année’ . - , e L
: . Dates ! Concentrations . Dates . Concentrations . "“jours):
1980 * 23 mai 12 " 28 mai - 58 - T
:1981 : 13 avril : 20 : 11 mai : 44 : 28 :
1982 ° 8 mai - 19 P20 mai G 280 P22
21983 : 19 avril : 11 : 10 mai : 213 : 22 :
11984 ; ; ; Do

Tableau 10.- Concentrations cellulaires (cell/Ll) en D. fortii et
D. acuminata et délai d'apparition respectif
(Préf. de Miyagi - IGARASHI, 1984).

4°) Etant donné la distribution bathymétrique de D. fortii en
fonction de sa concentration et la coincidence avec la culture des
pectinidés ( = 15 m) il est envisagé, sur le plan conchylicole, de recommander

lors de bloom une immersion plus profonde des coquillages.

Deux types de modeles sont actuellement a l'étude pour essayer
de prédire les manifestations cdtiéres de D. fortiti.

Le premier, basé sur L'utilisation de paramétres simples (tempéra-
ture / salinité) a été développé au Laboratoire préfectoral d'Aomori. Le
second, Lié exclusivement a L'extension profonde du courant froid Oyashiwo,

a été testé par IGARASHI au Laboratoire préfectural de Kesennuma (Miyagi).
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1°) Modéle proposé sur une base T/S

Le tableau 11 montre les concentrations maximales en D. fortii
moyennées sur 5 ans (1979 - 1983) en fonction de la température et de la
salinité (OSAKA, 1984).

T AN S 316 31.8 32;0 32.2 32.4 32.6 32.8 33.0 33.2 33.4 33.6 33.8 34.0 "

0 1 1 0 1 9 0 - 3 l

0 0 4 3 2 4 0 2 2 1

3 - 19 0 o 2 11 11 18 4
- - 2 15 16 11 37 11 14 27 2
4

0

l o |

20 35 0 3 38 565 208 12 17 50
30 — 138 15 144 137 414 326 87 134
08 10 ~340 239 2088 766 182 105 257 795 28
185 87 648 1018 196 773 211 20 36
- — 23 5 70 293 605 144 388 139 —

=11 11 l o = | o |
= cloccuwmowe l o
)
X
>

I I

~ — 208 58 115 174 109 293 201 2107 1825

— 0 2 0 4 2 24 68 67 219 988 25
— 5 8  — 5 42 8 48 4 9 723 30
0 0 8 0 2 3 9 710 2 327 0
— — 11 0 0 4 1 2 20 4 0 7
— — 5 0 28 8 1 3 0 0 28 5
0 9 18 4 4 23 1 2 1 6 3 2
0 1) R— 310 3 0 1 0 3 0 6
5 17 30 3 0 1 3 3 4 3 -
- — 0 — 10 0 1 4 0 0 0 —

Tableau 11.- Moyennes sur 5 ans des concentrations en D. fortii en fonction
de la température et de la salinité. Préfecture d'Aomori.

A partir de ces observations, un modéele prédictif a été proposé,
intégrant non seulement la température et lLa salinité mais également la
toxicité des coquillages, L'état physiologique de ces derniéres ainsi que

les concentrations en D. fortii dans l'eau.

Les taux de filtraticn sont intégrés a la toxicité des coquillages

par La formule :
Ti () = F (t) x L () x A

MU/g hépatopancréas/jour,

avec Ti (t)

F (t) = concentration de D. fortii en cellules/litre
L (t) = filtration en Llitre/g/jour
A = taux de filtration par individu
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Un modéle de base (tableau 12) a servi & construire un modéle
simplifié (tableau 13), ce dernier ayant permis en 1984 de comparer sur
deux stations des résultats "terrain" & ceux donnés par le modéle. C'est
ce qui est représenté sur la figure 22. On peut noter une certaine concor-
dance entre les résultats réels et calculés pour les densités cellulaires,
cependant L'écart se creuse en ce qui concerne les prévisions de toxicité,
en particulier & la station 2.

Salinité

l—-—— Température
T 1
v ] v

Concentrations
en D. fortii
et D. acuminata

Régime alimentaire

Physiologie
des mol lusques

l

Substances
toxiques sub-
sistant depuis
L'année
précédente

Accumulation
par les mollusques
de DTX et Acide
Okadaique

Quantite
de substances
toxiques

excrétées

v v

Concentration
totale en toxine
dans les pectinidés

Acides gras
insaturés

Tableau 12.- Modéle initial

] !

Substances toxiques
mises en évidence par Lle
test souris

Température

Salinité

—_— |

r

Concentration
en D. fortii

!

Volume d'eau filtré

par les pectinidés

en DTX

Concentration

DTX dans le contenu
stomacal des pectinidés

!

Concentration
résiduelle en DTX

dans L'eau

Valeur réelle
en DTX dans
les pectinidés

Jableau 13.- Modéle simplifié
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Fig. 22.- Densités cellulaires calculées (en haut) et observées (en bas)
pour deux stations, et variations du niveau de DSP dans les coquil-
lages (MU/g) calculées (en haut) et observées (en bas) pour deux
stations (0SAKA, 1984). Rapport annuel des laboratoires préfectoraux.
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L'évolution de la surface & = 100 m du courant froid a été
comparée, pendant lLa méme période, & la toxicité des pectinidés exprimées
en UM/g hépatopancréas dans le méme temps. IGARASHI trouve une corrélation

trés significative et utilise cette relation de La fagon suivante :

7[]L

6ot

50p

404

30t

MO DHTERAT Se A RSE

2071

10}

HIRTET L S O B % =
B TRHHEROSES &, glols & oME

C2~THOW

3.34x-2609 r=0.77 '
L2~ G ok 0.05<<P<C0.1

o Y=
O ¥=478x-3614 r=08 0.05

: ) . . =0 .05<CP<C0.1
ﬂ: C~5SHOWN  ¥=425x-1572 r=0.80 0.1 <<P<0.2
D: 2~4NIDWN  ¥=479x-29 r=0.73 0.1 <P<0.2
l. 2~3)IDHTE  ¥=809x+545 r=054 0.2 <P<0.3

'RVQWiTGEHEMW%EQQ%§%%.Eﬁﬂ@?ﬂ%bt%@

Fig. 23.- Corrélations en fonction de la période d'observation entre
L'extension du courant froid profond et la toxicité des
coquillages (IGARASHI, 1984. Rapport annuel des laboratoires
préfectoraux).

- construction de la droite de régression intégrant (de 1978 a 1982) la
variation en DTX dans les pectinidés et Lla surface du courant froid
(aprés calculs) pendant 6 mois (de février & juillet). C'est ce qui

apparait sur la figure 23, signalé par un cercle plein ;

- construction des mémes droites de régression extrapolées de la premiére
mais en diminuant la période considérée (de février & juin, puis mai,

avril et enfin mars) .,
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A partir de ces relations on peut estimer la concentration globale
en DTX prévisible dés mars ou avril, par simple examen de L'extension du
courant froid.

Cependant ce modéle a un écueil : lorsque L'extension de L'Oyashiwo
est maximale et touche la cBte est, le courant chaud ne peut redescendre et
D. fortii n'apparait pas sur la cbte, alors que le modéle devrait évidemment

dénoncer un risque élevé de contamination. C'est ce qui est arrivé en 1984.

Cette difficulté devrait étre aplanie en utilisant (& L'étude
actuellement) non plus l'extension du courant froid mais lLa distance qui le

sépare de la cote.

Les premiéres études sur la nature chimique de la toxine diarrhéique
produite par D. fortii ont été réalisées a la Faculté d'Agriculture dans L'équi-
pe du Dr YASUMOTO.

Trés rapidement (1983) il apparaissait que la toxine dominante
était un dérivé méthyl de L'acide okadaique, & savoir la DTX ou dinophysistoxine
Cependant, Lle Dr YASUMOTO (publication 1984) mettait également en évidence
quelques mois plus tard la présence d'autres toxines,soit dérivées de Ll'acide
okadaique (A.0) comme la DTX3, soit complétement différentes comme les
pectonotoxines (effets neurotoxiques) 1 et 2. Les propriétés tharmacologiques

de ces toxines étaient également déterminées (fig. 24 et tableau 14).

Cependant, des problémes similaires (intoxications diarrhéigues
par les coquillages) survenus en 1982 en Hollande puis en 1983 en France
ont conduit les équipes scientifiques de ces deux pays & collaborer étroite-
ment avec le Dr YASUMOTO afin de vérifier lLa nature chimique des toxines

produites par une autre espéce de Dinophysis, a savoir : D. acuminata.
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Pectenotoxin-1: R==CH2OH
Pectenotoxin-2: R= CHs
Fig. 24.- Structures of Diarrhetic Shellfish Toxins
(YASUMOTO, 1984)
Compound Mousc Diarrheal Contraction
lethality property of intestine
Okadaic acid + + +
35-Methyl okadaic acid + + +

35-Methyl-7-0-palmitoyl okadaic acid - -
+ 6-Hydroxy~5-methylene-2-hexenyl okadaate + -
Methyl okadaatex* -

Pectenotoxin-2 + - relaxation

* Not planktonic origin
p

Tableau 14.~ Propriétés biologiques des polyéthers provenant
de dinoflagellés (YASUMOTO, 1984).
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Pour ce faire, des échantillons d'hépatopancréas de moules conta-
minées ont été envoyés a Sendai (Université de Tohoku) d*abord par KAT
~ (Pays-Bas) en 1982, puis par le Laboratoire E.B.N. (IFREMER - Nantes) en
1984. Dans les deux cas, L'analyse révéle une apparente similitude de compo-
sion toxinique : seul L'A.0 serait présent. Lors du stage effectué & {'Univer-

sité de Tohoku les objectifs étaient donc les suivants :

-~ connaitre et vérifier Les résultats de L'analyse chimique sur Les
moules contaminées d'Antifer (été 1984),

- apprendre - en théorie et en pratique - les procédés de purifi-
cation applicables aux extraits acétoniques d'hépatopancréas
de moules afin de n'obtenir que L'A.0.,

- pratiquer le test toxicologique : "souriceau de & jours'" afin de
comparer son niveau de sensibilité & celui du test "souris blanche
adulte de 20 g" décrit par YASUMOTO en 1981 et utilisé en
France pendant les épidémies de 1983 et 1984,

- avoir des informations récentes sur L'extension des intoxications
diarrhéiques au niveau mondial. En effet, Le Dr YASUMOTO a regu
pour analyse de nombreux échantillons de plancton ou de coquillages
venant de divers pays. Les résultats sont résumés dans le tabl. 15
tandis que les différentes espéces de Dinophysis réellement toxi-

ques au simplement '"suspectes' sont représentées dans la fig. 25.

De ce fait, deux étapes ont été marquantes lors de ce stage,
les procédés de purification et d'analyse d'une part, et L'amélioration

du test biologique d'autre part.

La purification des extraits acétoniques d'hépatopancréas de
coguillages contaminés (pectinidés au Japon et moules en Europe) passe par
trois étapes avec pour chacune L'utilisation d'au moins trois passages de
solvants dans le cas de D. fortit.

Le nombre de toxines étant apparemment réduit a une seule dans Lle
cas des moules frangaises, un seul type de solvant par colonne peut étre utili-
sé, C'est ce gque nous avons résumé sur la fig. 26 en prenant en compte les

deux espéces toxiques : D, fortii et D. acuminata.
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Toxin
Country Organism Okadaic acid 35-Me-okadaic acid Pcctenotoxins
D. fortii - 4 +
Japan D. acuminata -
P. lima* - -
France D. acuminata + - -
Netherland D. acuminata + - -
Sweden ? + - -
Norway ? ? ? >
b. acuminata
Spain D. fortii - - -
D. acuta
Chile D. acuta ? ? ?
India D. fortii ? ? ?

* Prorocentrum

lima was collected at Okinawa and 1s not involved in poisoning

Tableau 15. - Organismes et toxines impliquées dans le DSP

Sq

Dinophysis fortii

Dinophysis caudata

[~

; . ) g L
Dinophysts acuminata Dwnophysis acuta

5T,

Dinophysis tripos

Fig. 25.- Espéces de Dinophysis reconnues ou soupgonnées de produire
des biotoxines (YASUMOTO, 1984).
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Extrait
acétonique
Colonne Aluminate (AL203)
Woelm grade III (ou SEP PAK
cartouche Millipore)
v
| | 1

CHCL3/ Me OH MeOH MeOH / NH4 OH 1 %

971 171

Extraction des PTX &
et élimination de la DTX et A.O

plupart des Llipides

Colonne Silicate
(SEP PAK Millipore)

f 1
CHCL

Extraction PTX,DTX

CHCL,/MeOH

3
9 /1

et une partie A.O

1
CHC

L
8

3

/ MeOH

/

2

Extraction A.O

l

A.O

Colonne 0.D.S
(SEP PAK)

MeOH 60 %

Complexation avec ADAM (9 Anthryl
diazométhane & 28° C pendant
4 heures

1

Analyse en

|
MeOH 80 %

Y

A.O

spectrofluorimétrie

MeOH

Fig. 26.- Procédé de purification des extraits acétoniques de moules
contaminées par des Dinophysis.
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L'ensemble des opérations réalisées sur cartouches SEP PAK et
seringues 10 ML au lieu des colonnes classiques,permet d'écourter L'opération
de purification. Néanmoins, il faut s'entourer d'un maximum de précaution

dans ce cas pour obtenir un bon niveau de récupération.

Le dernier extrait, aprés passage sur colonne 0DS, est complexé
avec un réactif fluorescent, L'ADAM,qui a le défaut d'étre instable & la
chaleur et & La lumiére. Son obtention en Europe ou aux USA semble d'ajlleurs
poser de gros problémes.

Il est indispensable cependant, pour passer & L'étape suivante :

analyse en spectrofluorimétrie,selon les normes suivantes :

colonne : Develosil ODS ~ 5

phase mobile i CHyCN/H,0 3 95/5 valable pour
débit : 1,0 ml/minute ADAN = OA
longueurs d'onde : 365 nm en excitation ADAM - DTX 1

412 nm en émission

La réaction de combinaison avec le réactif et le chromatogramme
type sont représentés sur la fig. 27.

Les rendements de l'étape '"purification' peuvent €tre intéressants
puisqu'avec environ 3 kg d'hépatopancréas trés contaminés on peut obtenir

jusgu'a 5 mg d'A.0.

L'avantage de l'analyse chimique de routine réside dans le faible
volume de la prise d'essai (2 ml d'extrait acétonique pour 200 gr d'hépato-
pancréas extraits dans 450 ml d'acétonedqui, ramenée & une quantité donnée
de moules, permet de diminuer notablement leur nombre par rapport au

test souris : de 2 kg a 200 g environ.
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CHN2 CH20CO-R
GO min
R-COOH + @@@ SLILEN @@ + N2
room teunp.
‘ 9-anthryldiazomethan , Ix 365nm
- { ADAM )7 Fm 412nm

WHW ADAM-0A

ADAM-DTX
1
Column : Develosil 0DS-5

Mobile phase: CHBCN—Hzo (95:5)
Flow rate : 1,0 ml/min

Monitor ¢ Ex 365 nm
Cm 412 nm

P

0 5 10 15 20,

mind

Fige 27.- Elution chromatogram for ADAM-OA and ADAM-DTX 1
(YASUMOTO, 1984)

Ce test est utilisé couramment pour La mise en évidence des toxines
diarrhéiques d'origine bactérienne. Il est décrit en 1972 par DEAN et al. Le
principe est simple, il suffit, & partir de 0,1 ml de l'extrait acétonigue
tamponné dans du Tween & 60 % de faire ingérer a des souris de & & 5 jours
ce mélange (par voie orale) et de mesurer lLes effets diarrhéiques obtenus
en & heures (photos 1 et 2).

Ceux—-ci sont décelables par une diffusion plus ou moins prononcé
d'un liguide clair dans L'intestin. La pesée du tractus intestinal et
son rapport au poids total de L'animal permet de définir un indice. Selon
La valeur de cet indice (F.A.R) le résultat du test est interprétable
de la fagon suivante :
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Photo 1 : Incubation & 25° C des souriceaux intoxiqués expérimentalement.

Photo 2 : Dissection du tractus intestinal aprés &4 heures d'incubation.
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Poids intestinal
si FeA.R. =

(Poids total - Poids intestinal)

F.A.R. < 0.07 : test négatif
0.07 < F.A.R. < 0.09 : test supposé positif
F.A.R. > 0.09 : test positif

Le contrdle d'une ingestion correcte du bol alimentaire par les
souriceaux se fait au moyen d'un colorant neutre : le Bleu Evans. En L'absence

de coloration du tractus digestif, Le cobaye n'est pas utilisé pour lLa moyenne
des résultats.

Ce test présente quelques avantages par rapport au test-souris

précédemment utilisé :
- mise en évidence d'un effet diarrhéique,

- pas d'interférence avec les acides gras insaturés provenant
du métabolisme du coquillage,

sensibilité plus élevée,

rapidité de la réponse : quatre heures aprés ingestion
au lieu des vingt—gquatre heures du test-souris.

A titre d'exemple, un essai réalisé a partir d'un extrait acétonique

des moules contaminées de juillet 1984 a Antifer a donné les résultats

suivants :
Pcids Poids Total -~ E_AR "
intestinal P.intestinal e
Témoins 0.2111 3.1986 0.0660
0.3770 2.8286 0.0770
0.3879 2.9708 0.0661 0.0697
0.A.Standard 0.2486 3.2694 0.0760
0.3324 3.6086 0.0921
0.2789 3.6121 0.0772 0.0818
Moules 0.3151 3.3842 0.0931
francaises 0.2333 3.2673 0.0714

(extraits) 0.3271 3.1600 0.1035 0.08993



56

IV - COMPARAISON AVEC LA SITUATION FRANCAISE ET APPLICATIONS POSSIBLES

1.- Dinophysis acuminata

Comme il a déja été mentionné, les intoxications diarrhéigues
observées depuis 1978 sur les cBtes japonaises touchent principalement Lles
consommateurs de pectinidés, ces derniers étant contaminés par D. fortit,
dinoflagellé produisant plusieurs types de toxines dont la principale est
La dinophysistoxine (DTX 1). En revanche, si les symptémes sont trés compara-
bles sur les cGtes frangaises et hollandaises, L'espéce responsable :

D. acuminata ne secréterait qu'une toxine : L'acide okadaique.

Cet état de fait implique déja une relative facilité a purifier

les extraits de moules contaminées, dans un temps assez court.

La technique de purification et de complexation de L'A.0 par
ADAM pour analyse spectrofluorimétrigue, telle gu'elle est décrite par le

Dr YASUMOTO, peut donc étre mise en oeuvre immédiatement.

Quelgques points restent cependant a préciser :

- la ou les toxines accumulées par les coquillages francais en 1983 et 1984
sont-elles identiques, guelle que scit la provenance ?

(c8tes normandes ou bretonnes);

- L'identification de D. acuminata peut~elle étre confirmée ? & ce sujet il
est important de noter la différence morphologique entre {'espéce 'européenne'
et L'espéce japonaise (50 - 52 u de long contre 44 - 46 P respectivement).
IL convient de rappeler qu'entre des descriptions récentes de D. acuminata
par des taxonomistes européens (DREBES, DODGE) et les premiéres mentions
dans Lla Littératurg plus d'un demi-siécle s'est écoulé sans que cette espéce
fasse L'objet d'un intérét particulier, ce qui explique l'absence de données
trés précises. La détermination de L'espéce européenne est remise en cause
par FUKUYO (communication personnelle);

-~ Lla relation entre L'abondance de D. acuminata et une marge étroite de
température / salinité - comme dans le cas de D. fortii - demande a
8tre confirmée ou infirmée. L'utilisation d'un modéle prédictionnel simple
(tel que celui a L'étude par le Laboratoire préfectoral d'Aomori) pourraft'

étre, alors, envisagée ;
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La distribution bathymétrique de D. acuminata sur les cdtes francaises

reste & préciser également. Notons qu'en 1983 Lles moules de Barfleur ont

été fortement contaminées & des profondeurs variant de = 20 &8 - 40 m

(PAULMIER et al., 1985) ;

aucune donnée ne permet actuellement de contrdler L'ubiquité de la toxicité

de D. acuminata sur les cdtes francaises : la "variété'" méditerranéenne

est-elle aussi toxique ou différe-t-elle comme dans

du sud du Japon ?

le cas des D. fortii

la vitesse de contamination des coquillages semble varier d'une espéce

& L'autre. Il reste & le démontrer, comme cela a été réalisé au Japon

pour D. fortii (fig. 28) ;

reste Lle dernier probléme : celui de la mise en culture de cette espéce,

mise en oeuvre gqui n'a rencontré jusqu'ici gue des échecs.

Rappelons que les essais pratiqués au Japon sur D. fortii semblent donner

des résultats encourageants :

. en utilisant des cellules isolées du milieu en début de phénoméne

(divisions les plus nombreuses '"in situ'),

. avec le milieu F de Guillard dilué au 1/10e.

2.- Gyrodinium aureolum

Trop peu de données ont été obtenues en France sur cette espeéce

alors qu'en 1978 et 1983 des eaux colorées en baie de
des mortalités de coquiltages. Il est invraisemblable
travaux anglosaxons et scandinaves aient été réalisés
Gyrodinium en Manche et Mer du Nord, en utilisant les

priés (télédétection, cultures, tests toxicologigues)

Douarnenez ont provoqué
que de trés nombreux
sur les "blooms" de
moyens les plus appro-

et qu'aucune recherche

francaise sérieuse sur cette espéce n'ait été envisagée. Rappelons encore gue

selon les taxonomistes japonais ce gymnodinien est trés proche - voire

identique - & Gymmodinium nagasakiense responsable de mortalités énormes

de poissons dans les mers intérieures.
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Japanese name

Scientific name

LR
~ @ LIvEANA
= O: 7a#A4
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= {174y
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~ Tl FavkvnTTY
fac | * =Y
P P
) T 3gTHA
= (BRO®F DR
g‘: b
ot
r L
0 [ \\T
7178 7H29Y4 8 Hi3d 9Hza

Common naine

® Murasaki-igai Mytilus edulis Mussel

© Akagai Anadara broughtonii Ark shell

# Akazara Chlamys nippoensis Scallop
akazara

I Asari Tapes japonica Short necked clam

4 Hotategai Patinopecten yessoensis Scallop

A Magaki Crassostrea gigas Oyster

¥ Hokkigai Spisula sachatinensis Surf clam

77 Chosen-hamaguri Meretrix lamarckii Venus clam

¥ Hamaguri Meretrix lusoria Venus clam

4% Kotamagai Gomphina melanaegis Clam

Fig. 28.- Contamination et décontamination expérimentale "in sjtu” de
diverses espéces de coquillages par D. fortii. Les différents
Llots expérimentés ont été calibrés de facon & obtenir un taux
de filtration comparable.
(Rapport du Laboratoire préfectoral de Keseruma, 1983 -~
Préfecture de Miyagil.
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V _— CONCLUSIONS

Cette mission au Japon a été d'un intérét particulier : pour une
premiére prise de contact ''globale' avec les laboratoires les plus concernés
par Le probléme des eaux colorées et des dinoflagellés toxiques, L'ampleur
et Lla complexité des t3ches restant & entreprendre en France pour aboutir

a des moyens prédictifs ou interventionistes laissent pensif.

Néanmoins, douze ans d'expérience en la matiére ont permis aux

scientifiques japonais d'étre opérants dans deux domaines :

1°) Lle développement d'un réseau de surveillance extrémement serré,
d'avril & septembre, et de modéles prédictifs utilisant des paramétres
simples. Ces mesures ont surtout pour but de diminuer dans L'immédiat

les dommages subis annuellement ;

2°) l'approfondissement des connaissances fondamentales telles que
la physiologie des espéces et Le déterminisme de leur apparition. Ce
type de recherche est généralement dévolu & des éqguipes universitaires
pluridisciplinaires coordonnées par des organismes publics comme la

Fisheries Agency.

Les thémes de recherche Les plus importants & ce jour semblent étre :

. L'étude des biotoxines marins, sous la direction du
Pr YASUMOTO,

. le réle des facteurs du milieu et des substances favorisant
La croissance, sujets examinés par L'équipe du Dr OKAICHI,

. L'utilisation d'agents '"mouillants' contre les eaux colorées,
théme original développé dans L'équipe du Dr IWASAKI,

. La taxonomie des espéces (Dr FUKUYO).

Les deux domaines de recherche précités ne se contredisent pas
ils se complétent mais ne procédent pas des mémes objectifs et n'ont pas
les mémes contraintes de temps.

Il serait hazardeux de se risquer a vouloir confondre les problemes
frangais actuels & la situation japonaise, cependant quelgues pistes de recher-
ches semblent utilisables, et non pas dans quelques années mais tout de
suite : l'analyse chimique routiniére de L'acide okadaique, la prédiction
des eaux colorées en zdne cdtiére semi-fermée, Le rdle de la courantologie

dans L'endémicité des phénoménes.
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