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RESUME

Des études chimiques et biologiques ont é&té réalisées avec les

mélanges de saponines extraits des différentes structures anatomiques de
1’étoile de mer Leptasterias polaris .

De ces travaux, les principaux résultats obtenus démontrent que:

la composition des mélanges de saponines varie selon la structure
anatomique _

le xylose, le fucose, le quinovose et le galactose sont les quatre
sucres formant la partie hydrate de carbone des saponines extraites

la quantité totale et les proportions relatives de chaque sucres
different selon 1‘origine du mélange '

il existe une relation prédateur-proie évidente entre Leptasterias
polaris et Buccinum undatum, et que le facteur d’alarme impliqué dans
celle-ci est de nature chimique

la réponse de retrait du pied du buccin et le comportement de fuite
manifestés suite & 1’application des extraits supposent une implica-
tion de ceux-ci dans la relation étudiée

la reaction défensive typique aux gastéropodes face aux étoiles de
mer n’a pu etre provoquée d'une fagon significative par les mélanges
de saponines

l1a réponse de fuite semble etre le comportement défensif préviligié
par le buccin en présence des extraits et que les extraits des struc-
tures externes semblent les plus actifs & ce niveau

la réponse défensive du buccin est spécifique aux étoiles de mer pré-
datrices de mollusques

la taille du buccin influence son comportement défensif.
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PARTIE 1

INTRODUCTION GENERALE




Dans tout écosystéme 1la prédation est le mécanisme de transfert
d’énergie d‘un niveau inférieur & un niveau supérieur de la chatne
alimentaire. La selection d’une proie par un prédateur peut etre influen-
cée par plusieurs facteurs, incluant la détectabilité, 1’accessibilité,
la facilité de capture, le contenu énergétique et le temps de manipula-
tion (Hugues et al., 1984). Les organes des sens impliqués dans cette
sélection fonctionnent & la maniére de filtres hautement sélectifs analy-~
sant une gamne étendue de stimuli chimiques et physiques existants dans
l“environnement. La chémoréception signifie la berception sensorieile et
la discrimination de produits chimiques spécifiques entrafnant des pa-
trons de comportement particuliers (Grant et Mackie, 1974). 111 est
maintenant accepté que des produits chimiques jouent un réle important
comme meédiateurs dans les relations inter- et intra-spécifiques. L’étude
de ces interactions et des substances qui en sont responsables constitue
une partie du domaine de 1’écologie chimique (Sondheimer et Simone,
1970). Une connaissance de ces facteurs est essentielle pour une
meilleure compréhension des paramétres complexes impliqués dans la
seélection naturelle et dans la régulation de 1'équilibre dynamique des
écosystémes naturels (Grant et Mackie, 1974). La complexité des relations
inter-specifigques a conduit & 1’élaboration d‘un langage et d’une classi-
fication permettant une syntheése de ces interactions. Ainsi, Whittaker et
Feeny (1971) proposérent une terminologie ot sont considérés en premier
lieu le caracteére inter- ou intra-spécifique et par la suite, les effets
résultants qui peuvent étre bénifiques ou nuisibles & | ’espece qui émet

ou qui regoit les substances.



la survie est la resultante de la lutte contre le mangque de
nourriture, contre la prédation et contre les différents facteurs
abiotiques. La proie voit souvent et inévitablement son habitat che-
vaucher celui d’au moins un prédateur. La coexistance des proies et des
prédateurs a pour effet de maintenir les populations relativement
constantes. Cette constance dans les populations est attribuable au fait
qu’un méme milieu soit partagé par plusieurs espéces de proies et de
prédateurs. Ainsi, aucune proie n'est consommée exclusivement et il
n‘existe aucun carnivore n‘ayant un droit exclusif sur les proies
présentes. Le nombre d’individus consommés chez une espéce dépendra de
nombreux facteurs biotiques et abiotiques dont |’efficacité de ses sens
de détection est un élément important. La chémodétection et les
comportements adaptatifs de réponse de fuite représentent pour la proie
des facteurs essentiels A& la survie de |’espéce. De plus, bon nombre
d’exemples d’evolution convergente, ol différentes espéces de proies ont
. developpé face aux prédateurs des réponses similaires, démontrent bien

1’ importance et 1’efficacite de la chémodétection et de la réponse

defensive des proies.

La forte réponse de nombreux organismes face aux étoiles de mer
est reconnue depuis plusieurs années (tableau 9). Ainsi, une des plus
spectaculaire réponse de défense fut décrite pour la premiére fois par
Fisher (186%) en étudiant la réaction des pétoncles en présence d’étoiles
de mer. Bauer (1912) démontra que la réponse était induite par un produit
chimique eémi par 17étoile de mer et de plus, Mackie et al. (1968)

identifiérent ce produit comme étant une saponine. Cependant, les



premiéres identifications de saponines dans des tissus autres que ceux de
plantes terrestres ont été réalisées par Yamanouchi (1942) et par
Nigrelli (1952) lors d’études sur le principe toxique présent chez les

concombres de mer Holothuria leucospilata et Actinopyga agassizi. Des

travaux subséquents sur les échinodermes ont également démontré la
preésence de saponines chez d’autres espéces de concombre de mer (Yasumato
et al., 1967) ainsi que la présence d’autres saponines de composition

différente tant au niveau de la partie aglycone que de la partie hydrate

de carbone chez les étoiles de mer (Yasumato et Hashimoto, 1965; Rio et

al., 1965).

L’objectif principal de ce travail portait sur 1‘étude de 1’ im-

portance des saponines émises par Leptasterias polaris dans la relation

Leptasterias - Buccinum undatum et plus particuliérement sur 1’étude de:

1- la distribution des saponines dans les différentes structures anatomi-
ques de 1’etoile de mer;
2- la reéaction de défense de Buccinum undatum face & Leptasterias

polaris ;

3- la réaction du buccin commun en présence des différents extraits.

La méthode expérimentale utilisée portait sur les deux aspects
de 1’écologie chimique: 1a nature des produits chimiques et leur impli-
cation dans le monde vivant. Pour ce faire, une extraction et une
purification de ces produits furent réalisées. Par la suite, une identi-
fication partielle des produits extraits fut effectuée pour s’assurer de

la nature glycosidigue de ces substances. Enfin, 1’implication de ces



saponines fut etudiée par le biais de bioessais ot les comportements du
gastéropode Buccinum undatum en présence de ces produits et face &

1’étoile de mer Leptasterias polaris furent analysés et comparés.

Les principaux résultats obtenus sont les suivants:

l- Les mélanges de produits extraits des différentes structures
anatomiques de Leptasterias sont peu différents dans leur composition
mais différent grandement au niveau des quantités relatives de chague

produit constituant les mélanges.

2- La partie hydrate de carbone des saponines est composeée de
xylose, de galactose, de quinovose et de fucose: les sucres normalement
rencontrés dans les astérosaponines.

3- Le buccin démontre un comportement de défense face &
Leptasterias et ce comportement est initie par des produits chimiques

émis par Leptasterias. De plus, 1’absence de réponse défensive face &

Henricia_ scabrior révéle que la réaction de défense du buccin est
spécifique & son prédateur. Et enfin, les buccins immatures montrent un
comportement de défense différent de celui des buccins matures.

4~ Les saponines sont actives et ce en modifiant d’une fagon
significative le comportement du buccin. Cependant, aucune différence
d’activité au niveau du soulévement du pied n“est observée selon
1‘origine des saponines, mais il semble que le comportement de fuite soit

plus fréquent avec les extraits des structures externes.



PARTIE 11

MATERIEL ET METHODES




2.1 ANALYSE QUANTITATIVE ET QUALITATIVE DES SAPONINES DANS DIFFERENTES

STRUCTURES ANATOMIQUES DE Leptasterias

2.1.1 Mateériel

Tous les solvants utilisés pour la réalisation de ce projet, a
1’exception de ceux employés pour Ila chromatographie liquide & haute
pression phase renversée (CLHPPR), étaient de grade analytique et préala-
biement distillés sur verre. Pour la CLHPPR, le méthanol était de grade

chromatographique et filtré sur un Filtre de nylon (0,454 ).

Les chromatographies sur couches minces (CCM) furent reéalisées
sur des plaques de gel de silice phase normale d’une épaisseur de 0,25 mm
et dont les dimensions du support de verre étaient de 5 cm sur 10 cm. Les
purifications des astérosaponines par chromatographie 1liquide basse
pression (CLBP) furent réalisées sur du gel de silice phase normale LPS5-1
(13-24 u , Whatman). Toutes les études de caractérisation des mélanges de
saponines par CLHPPR furent effectuées sur une colonne Altex Ultrasphére-
obs (b.P. 5u, D.I. 4,6 mm, L. 25 cm, N=20,000). L’analyse par CLHPPR du
mélange extrait de 1a partie aborale, pour fin de comparaison avec les
résultats obtenus par CCM, fut réalisée sur une colonne Whatman Partisil
10-0DS-3 (D.P. 10M, D.I. 4,6 mm, L. 25 cm). Les analyses des sucres par
chromatographie gazeuse ont été réalisées sur une colonne OV-17 (4’ x

0.125" D.E.) et sur une colonne capillaire DBl (30 m).



Pour la realisation des études par chromatographie liquide haute

pression, un detecteur & longueur d’onde variable Varian UV-50 couplé 3a
un intégrateur Hewlett-Packard model! HP33S0A furent utilisés avec une
pompe Altex. Pour les analyses par chromatographie liquide gazeuse, un
appareil Hewlett-Packard model 5730A et un autre de marque

Perkin-Elmer Sigma-3 couplé & un spectre de masse Kratos-AEl MS-25 avec

un integrateur DS-55S (Nova 3) ont été employés.

2.1.2 Les organismes

Les etoiles de mer, Leptasterias polaris, utilisées pour ce

projet provenaient d’une récolte faite en plongée sous-marine &8 la mi-mai
4 1’Anse & la Barque, prés de Les Escoumins sur la Cbte Nord de 1’estuai-
re du Saint-Laurent (fig. l). La profondeur d’"echantillonnage variait
entre 4 et 10.m & marée hasse. La taille des individus récoltés (male et
femelle) variait entre 14 et 28 cm, et selon 1’indice gono-somatique
(Larrivee et Boivin, 1983, comm. pers.) tous les spécimens étaient matu-
res. Les 135 spécimens, en attendant 1a phase de dissection, ont été

conservés dans un aquarium d’eau de mer pendant environ une semaine & une
0
température de | C.

Lors de la dissection, les étoiles de mer, indépendamment du
sexe, ont eété séparées en 5 constituantes anatomiques: la partie
aborale, la partie orale, 1’estomac, les gonades et le caecum pylorique.

0
Par la suite, le matériel fut congelé & -30 C jusqu’d son utilisation
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Figure 1. Carte.de 1‘estualre et golfe du St-Laurent montrant les sites d’e-
chantfllonnage (Les Escoumins) et de realisation des bioessais (HAvre-St-Pierre)
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pour fin d’extraction.

2.1.3 L‘’extraction des saponines

La procédure d’extraction utilisée (fig. 2) pour chaqgue
structure est une version modifiée d’une technique développée par
d’autres chercheurs (Pike et al., 1974; Burns et al., 1977). Les tissus
et organes décongelés furent homogénéisés au mélangeur et extraits avec
du méthanol 70 % dans de 1‘eau. Typiquement, les volumes de solvant
utilisés étaient de 3 ml de solvant par gramme de poids humide. La durée
d’extraction a eté fixée & 2 h avec agitation continuelle. Par la suite,
le méiange fut centrifugé pendant 30 min & 18,000 G. Le surnageant fut
récupéré par décantation et les culots subirent une seconde extraction
avec du méthanol 3 70 % dans 1’eau pendant 1 h, puis furent recentrifugés
aux conditions citées précédemment. Les deux extraits furent combinés et
subirent une extraction liquide-liquide avec du benzéne (1 ml/3 m) de

surnageant) et la phase méthanolique agueuse fut récupérée et évaporée

sous pression réduite & [‘aide d’un rotavapeur.

2.1.4 La purification des saponines

La méthode utilisée pour purifier les mélanges bruts de
saponines obtenus des différentes structures comportait 2 étapes. La
premiére étape consistait & mélanger dans un bécher de 4 1 une solution

aqueuse de saponines & un volume d’environ 600 ml de résine Amberlite
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XAD-2 prealablement lavée au méthanol 100 % et conditionnée & 1’eau

distillee., L’adsorbtion des produits sur la résine se fit pendant une

période de 2 h avec une agitation constante.

L’eau fut ensuite récupérée par décantation et la résine lavée
avec de grands volumes d’eau distillée déminéralisée afin d’enlever les
sels inorganiques. Par la suite, la récupération des‘saponines adsorbées
sur la reésine fut reéalisée en effectuant Z lavages successifs avec du
methanol 50 % dans 1’eau et enfin 2 lavages avec du méthanol 100 %. Les
solutions de lavage avec le meéthano! 100 % furent récupérées et
évaporées & sec nous donnant ainsi une quantité d’extrait brut de
saponines partiellement purifiées pour chaque tissu et organe. I1 est
& noter que 1'ajout d‘une petite guantité de butanol-l lors de toutes les
évaporations par rotavapeur empéche la formation de mousse qu’‘ont
tendance & produire les mélanges de saponines en solution dans du
méthanol et particuliérement dans du méthanol agqueux. De plus, les
mélanges bruts de saponines obtenus ne représentent pas nécessairement le
matériel total qui puisse etre extrait de chacune des structures. En
effet, les extractions faites sur celles-ci et 1’adsorption sur résine
n‘ont pas été réalisées d’'une fagon exhaustive mais seulement dans le but
d’obtenir des quantités suffisantes de matériel brut pour chaque

structure anatomique.

La seconde étape de purification des mé&langes de saponines fut
réalisée par chromatographie liquide & basse pression (CLBP). La procé-

dure consistait & injecter une gquantité connue d’un mélange de saponines
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sur une colonne (36 x 4.5 cm) de gel de silice phase normale LPS~1
produit par Whatman (13-24 um) et d’effectuer 1’ejution des produits &
1’aide d’un mélange de dichlorométhane-méthanol-eau (60: 19,4: 3,4, v/v)
a un débit de 22.4 mi/min et ce, en utilisant une pompe pour chromato-
graphie liquide & haute pression (Altex, model 110A). La séparation des
saponines des autres produits sans interet pour le projet, tels pigments
et stérols, fut suivie par chromatographie sur couches minces (CCM) phase
normale. La migration fut effectuée par un mélange de dichlorométhane-
méthanol-eau (60: 35: 9, v/v) et la révélation des saponines réalisée en
vaporisant sur les couches minces une solution saturée de sulfate
cerrigue dans 1’acide sulfurique 60 % suivi d’un chauffage. Par la
suite, le mélange final de saponines purifiées fut obtenu en regroupant
les produits de R variant entre 0.20 et 0.40 pour chacun des mélanges de
saponines. Le Zhoix des Rf d’intérét fut réalisé en se basant sur le

comportement chromatographique d’autres saponines animales. De plus, chez

Leptasterias, chaqgue extrait présentait une zone ot 1’on retrouvait une

forte concentration de matériel formant un groupe de produits distincts.
Cette région fut considérée comme la zone contenant les saponines. Ainsi,
la quantité de saponine exprimée en pourcentage du poids d’extrait brut
injecte sur la colonne de gel de silice pour chagque structure était: la
partie aborale (54 %), la partie orale (62 %), 1‘estomac (54 %), le

caecum pylorique (35 %) et les gonades (48 %).
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2.1.5 L’extraction quantitative des saponines

Pour ce travail, 19 étoiles de mer ont été utilisées. Celles-ci
furent reécoltées au méme endroit que les précédentes le 14 juin 1983 et
disségquées en leurs différentes constituantes anatomiques, mais cette
fois-ci en formant quatre groupes d’individus. Le poids humide par
structure et pour chaque groupe était: Ila partig aborale (93.8 g,
137.3 q, 268.9 g, 202.2 g), la partie orale (122.8 g, 172.0 g,28i.2 g,
212.0 g), 1’estomac (4.8 g, 6.9 g, 11.3 g, 8.1 g), le caecum pylorique
(69.8 g, 83.7 g, 115.8 g, 95.6 g) et les gonades (l4.1 g, 20.2 g,
87.7 g, 64.0 g). La procedure d‘extraction des saponines utilisées dans
ce cas-ci fut 1a méme que celle employée précédemment avec cette
différence que pour chague structure, l’extraction fut réalisée jusqu’3
ce qu’il n'y ait plus de saponines détectables par CCM dans la derniére
solution d’extraction. Typigquement, pour chague structure trois extrac-
tions successives avec 300 ml de méthanol 70 % dans 1’eau furent néces-
saires. L’adsorption sur résine XAD-Z fut répétée également tant qu’il
était possible\de détecter par CCM la présence de saponines dans la phase
agueuse. Par 1la suite, toutes les fractions de lavage de résine au
méthanol 100 % furent combinées pour obtenir la guantité de matériel brut
pouvant etre extraite de chague structure et pour chague groupe [aborale
(152.4 mg, 268.4 mg, 506.1 mg, 584.1 mg), orale (200.4 mg, 499.1 mg,
685.7 mg, 375.7 mg), estomac (37.2 mg, 5!.1 mg, 74.5 mg, 62.5 mg), caecum
pylorique (257.6 mg, 372.5 mg, 501.0 mg, 363.9 mg), gonade (46.3 mg,
27.7 mg, 93.4 mg, 143.8 mg)]. A partir de ces résulitats et grace aux

estimations par CLBP de 1la quantité de saponine contenue dans chaqgue



15

extrait brut (section 2.1.4), i1 fut possible d’evajuer 1a quantite

moyenne de saponines contenue dans chaque structure anatomigue.

2.1.6 La relation entre la chromatographie sur couche mince
phase normale, et la chromatographie liquide A& haute

pression phase renversée

Pour cette analyse par chromatographie liquide & haute pression
(CLHP), une colonne preéparative Altex 5u (25 cm x 1 cm) fut utilisée
permettant d’obtenir en quelques injections une quantite suffisante de
matériel pour chacun des pics afin d’effectuer la correspondance de

ceux—ci avec les taches obtenues par CCM.

La procedure expérimentale utilisée fut d’injecter successi-
vement des volumes de 100 ul du méiange purifié de saponines extrait de
la partie aborale sur une colonne de gel de silice C-18 et d’éluer 1le
matériel avec du méthanol 60 % dans 1’eau & un débit de 6 ml/min et en
utilisant une longueur d’onde de 202 nm (U.V.) pour la deétection. Par la
suite, au cours de 1'élution, la partie supérieure de chague pic fut
recueillie, concentrée et analysée par CCM en comparant le Rf de chaqgue

produit avec ceux des différents produits qui composent le mélange

initial injecté sur la colonne (Figures 10 et 11).
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2.1.7 L’analyse des meélanges de saponines par chromatographie

liquide & haute pression phase renverseée

Cette partie du projet, qui consistait & comparer d’une fagon
qualitative les meélanges de saponines extraits des différentes
structures anatomiques et gqui servirent lors des bioessais, fut réalisée
par chromatographie liquide & haute pression. Pour ce faire, une
solution de concentration connue pour chaque extrait fut préparée avec du
méthanol 60 % (v/v) dans l’eau (partie aboratlte, partie orale et caecum
pylorique: 16.67 mg/ml, estomac: 15 mg/ml, gonade: 10 mg/ml) et injectee
sur une colonne de gel de silice phase renversée (Altex, ultrasphére
oDS, d.p. 5u, 4.6 mm x 25 cm). Le volume d’injection pour chaque
structure etait de 10 pl sauf dans le cas du caecum pylorique ot 4.5 |
ont eté injectés. L‘élution, dans tous les cas, a été réalisée avec du

methanol! 60 % (v/v) dans 1’eau et & un débit de 1 ml/min.

2.1.8 L’analyse de la partie hydrate de carbone des saponines

L’analyse qualitative et quantitative de l1a partie hydrate de
carbone des saponines fut réalisée par chromatographie liquide gazeuse.
La démarche utilisée, comprenant plusieurs étapes, est dérivée de
celle utilisée par Garneau et al. (1983). Une premiére étape,

consistant & obtenir les monosaccharides sous 1a forme de méthyles

glycosides, fut réalisée par une méthanolyse. Il est important pour

cette reéaction, devant e&tre réalisée en milieu anhydre pour éviter la
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formation de monosaccharides sous les formes hexoses ou pentoses,
d’utiliser du methanol anhydre obtenu selon une méthode décrite par Vogel

(1961).

Typiquement, 1la formation des méthyles glycosides fut réalisée
en utilisant 2 mg d’un mélange de saponine auquel on ajoute une solution
comprenant 850 pul de méthanol anhydre et 150 pul de chlorure d’acétyle
distilleé. La réaction fut effectuée avec reflux & une température de
61 oC pendant 5 h tout en maintenant une agitation permanente. Lorsque
1“’on ajoute le chlorure d’acétyle au méthanol pour former 1’acide chlor-
hydrique, il est important, pour éviter des éclaboussures et la perte de
matériel, de 1le faire trés lentement et de maintenir une agitation
continue. Lorsque le temps de méthanolyse prévu fut atteint, la réaction
a 6été arrétée par neutralisation avec 0,5 g de carbonate d’argent ajouté
au milieu reéactionel refroidi & la température de ia piéce. Par la
suite, la solution neutralisée fut‘filtrée sur filtre de nylon (0.45u ),

évaporée & sec sous pression réduite et conservée sous cet état jusqu’a

la prochaine etape.

L’étape suivante, consistant en 1la silylation des méthyles
glycosides, fut réalisée selon les indications fournises par la compagnie
Pierce (1981) pour 1’agent de silylation utilisé. Ainsi, une quantité
connue du produit de la méthanolyse (aborale: 1.0 mg, orale: 0.7 mg,
caecum pylorique: 1.1 mg, estomac: 0.9 mg, gonade: 1.0 mg) fut solubi-
lisée dans 50 pul de pyridine distillée & laguelle on ajoute par la suite

11 ul de N-triméthylsilylimidazole (TMSl). La solution fut agitée
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vigoureusement pendant 15 sec au debut de la reaction d’une durée de 15

min & 1a température de la piéce.

La troisiéme étape, consistant en 1’analyse par chromatographie
liquide gazeuse des méthyles glycosides pour chague structure, fut
réalisée en injectant ceux-ci sur un chromatographe & gaz muni d’une
colonne OV-17 (4’ x 0.125"° OD). Pour chagque injection, la température
initiale du chromatographe fut fixeée & 120 oC pendant 4 min et suivie
d’une augmentation & un taux de 1} oC/min Jusaqu’a 160 oC. Dans le cas des
ports d’injection et de détection, la température était de 240 DC. Le

débit du gaz porteur (He) était de 30 ml/min.

~La quatrieme et derniére étape fut d’identifier les sucres
retrouvés dans les différents extraits et de déterminer leur guantité
relative & 1’aide de courbes standards obtenues de méthyles D-glycosides.
Pour ce faire, différents sucres commerciaux (galactose, fucose, quino-
vose, xylose) furent utilisés auxquels les mémes procédures de
méthanolyse, de silylation et d’analyse par chromatographie liquide

gazeuse furent appliquées.

L’identification des sucres composant chaque mélange fut par la
suite reéslisée par comparaison des temps de rétention de chague sucre
dans les différents mélanges avec ceux des méthyles D-glycosides
authentiques. La confirmation de 1”identité des sucres a également été
réalisée par une analyse sur chromatographe & gaz couplé a un spectro-

métre de masse sur une colonne capillaire DBl (30 m). Les conditions de



chromatographie étaient une température

19

0
initiale de 60 C pendant 1

0
min, suivie d‘’une augmentation de température jusqu’a 280 C & un

o
taux de 8 C/min.
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2.2 ROLE DES SAPONINES DANS LA REPONSE DEFENSIVE DU BUCCIN FACE A SON

PREDATEUR Leptasterias
2.2.1 Introduction
Cette partie du projet, qui avait comme but 1’étude biologique

et chimique de 1la relation prédateur-proie impliquant d‘une part

1“étoile de mer Leptasterias polaris et d’autre part le gastéropode

Buccinum undatum, fut réalisée & 17é&té 1983 3 Havre-St-Pierre sur la céte

nord du golfe du St-Laurent (fig.l).

La taille des eétoiles de mer utilisées fut déterminée en
mesurant le bras le plus long du centre du disque & 1'extrémité distale

de celui-ci. Ainsi, pour Leptasterias la taille moyenne des individus

¢tait de 102 cm (5=15.3), N=47 et de 93 cm (5=28.7) pour les trois
Henricia utilisées. Elles furent recueillies en plongée sous-marine 3
différents endroits autour des fles de 1’Archipel de Mingan prés de

Havre-St-Pierre.

La procédure utilisée et qui fut inspirée des travaux réalisés
par Mackie et al. (1968) comportait deux grandes divisions. Une premieére
division consistait & étudier les manifestations présentées par le
gastéropode lorsque celui-ci était en présence du prédateur Leptasterias.
Une seconde division visait & déterminer 1’activité biologique des

différents produits naturels (saponines) extraits de 1’étoile de mer en

étudiant leur effet sur le comportement du buccin. Les buccins utilisés
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furent seépares en deux groupes, soit matures (>7 cm) et immatures (<7 cm)

(Martel, 1983, comm. pers.).

Tous les organismes utilises furent capturés au moyen de cages &
une profondeur d‘environ 10 m et provenaient tous de 1’extrémité ouest de
1’tie du Fantéme. Les collectes étaient journaliéres et s’effectuaient
en fin d’aprés-midi. Par la suite, les individus étaient conservés dans
de grands bassins aérés dans lesquels 1'eau était continuellement
renouvelée au moyen d‘une pompe tirant 1’eau directement du fleuve. Le
lendemain, pour 1’expérience prévue, chague buccin était mesuré et placé
seul dans un contenant en plastique de 2 | pour subir le traitement
nécessaire & la réalisation de 1’expérience. Dans la majorité des cas,
chaque expérience fut réalisée dans la méme journée et dans tous les cas

un méme individu n’était utilisé gu’une seule fois.

2.2.2 Les etudes préliminaires sur le comportement du buccin

Ces études préliminaires avaient pour but d’analyser le
comportement du buccin en présence de Leptasterias et des extraits afin
d’en connaftre les différentes manifestations comportementales face aux
différents traitements et, par 1a suite, d’élaborer un plan d’obser-
vations et de manipulations pour 1la collecte des différentes données

nécessaires & la réalisation des objectifs fixés pour cette étude.
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2.2.3 Les descripteurs biologiques

Suite aux études préliminaires, les descripteurs suivants furent

sélectionnés:

Pour

le

L’agitation du buccin représentée par des mouvements
de va-et-vient latéraux de la coquille.

La torsion violente du pied.

La reéaction de fuite manifestée par un changement
de direction et une augmentation de la vitesse de de-
placement.

Le début et la fin d’une réaction.

Le soulévement de 1a partie antérieure du pied choisie
comme site d’application des extraits.

Plissement de 1a marge du pied au site d’application

de l’extrait.

soulévement et le plissement de la marge du pied, une

échelle d’intensité fut déterminée et comportait cing niveaux: (Voir

tableau 8)

Réaction trés forte provoguant la chute du buccin.
Réaction forte se manifestant par une disparition
sous la coquille de la partie antérieure du pied.
Reaction moyenne se traduisant par un soulévement de

1 cm.

Réaction faible avec un soulévement de 0.5 cm & per-

ceptible.
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5. Aucune reaction.

De plus, la reaction fut qualifiée de locale lorsqu’elle se
limitait & 1a partie touchée par |[‘extrait, ou propagée si elle se

déplagait vers 1’arriére du pied.

2.2.4 Les bioessais utilisant des étoiles de mer comme traite-

ment

Pour chaque essai, 30 buccins furent utiliseés et un temps
maximal de 5 min leurs fut alloué pour manifester une réaction. Les
differents traitements appliqués aux buccins furent les suivants:

1. Introduction du buccin mature (>7 cm) seul dans un
contenant o seront réalisés les bioessais afin de
connattre 1‘effet de cette manipulation sur le com-
portement de 1’organisme (organismes témoins).

2. Mise en contact direct du buccin mature avec

Leptasterias pour etudier la réponse défensive du

buccin face & ce prédateur.
3. Mise en présence, sans contact, du buccin mature et

de Leptasterias pour vérifier la rapidité de dé-

tection du buccin.



4. Introduction du buccin mature
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dans un milieu o4 a3 sé&-

Journé pendant 3 h une Leptasterias (eau parfumée),

afin de vérifier 1‘hypothése dune émission par le

prédateur de produits biolog

détection & distance de ces

iquement actifs et d’une

substances par la proie.

5. Mise en contact direct du buccin mature avec 1’étoile

de mer Henricia scabrior produisant des saponines

(Burnell, 1978) et qui n‘e

st pas reconnue comme un

prédateur de mol lusque (Anderson, 1960; Thomas,

1971) pour veérifier la spécif

icité des saponines.

6. Les expériences 1,3,4 furent répétées avec des buc-

cins immatures (<7 cm) pour

de ces derniers.

2.2.5 Les bioessais wutilisant les ext

traitement

Cette partie fut réalisée en utilisant |
différents tissus et organes de Leptasterias .
la proceédure utilisée fut la méme pour chaque
produits furent dissous dans 800ul d’eau de mer
diluées aux concentrations suivantes: 400, 200,
1, 0.5 pug/20 ul. Par la suite, un volume
délicatement au moyen d’une seringue & envi

antérieure du pied du buccin. Pour chaque

étudier le comportement

raits de saponines comme

es produits extraits des
Pour fin de comparaison,
extrait. Ainsi, 16 mg de
filtree et les solutions
1a0, 50, 25, 10, 5, 2.5,

de 20 ul était injecte
ron 3 mm de la partie

structure, 100 individus

-
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furent testés A& raison de 10 organismes par concentration. Par la
suite, pendant une période de 2 min les différents paramétres cités
précédemment furent observés et notés, tout comme pour les bioessais
utilisant des étoiles de mer comme traitement avec la différence que pour

ces bioessais la durée des observations é&tait fixée 3 5 min.



PARTIE 111

L“ANALYSE CHIMIQUE DES EXTRAITS DE SAPONINES
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3.1 INTRODUCTION

Dans le monde végétal, les saponines sont largement répandues.
Cependant, dans le régne animal, on n’a retrouvé ces produits que chez
les echinodermes. Ainsi, de grandes quantités de ceux-ci ont é&té
retrouvées dans les tissus d’étoiles de mer et de concombres de mer,
tandis que chez les ophiures, les échinoYdes et les_crinofdes ces subs-
tances n’ont été retrouvées qu’en traces (Mackie et al., 1977; Yasumoto
et al., 1966a, Rugieri et Nigrelli, 1972). Recemment, Schmitz, F. J.

(1984) (comm. pers.) isolait chez une éponge de mer, Asteropus sp., une

saponine qui serait un dérivé d’une astérosaponine isolée de 1’étoile de

mer Marthasterias glacialis .

Les asteérosaponines ont une structure complexe consistant en une
partie stéroldale A& laquelle s‘ajoute un groupe sulfate ainsi qu’un
oligosaccharide. En général, on s’accorde pour classer les astérosapo-
nines en deux grands types en se basant sur la structure de la partie
aglycone de la molecule. Ainsi, les saponines d’eétoiles de mer se divi-
sent en types cholesténe et prégnéne (figures 3 et 4). Plusieurs de ces
aglycones ont été décrites par différents chercheurs. Cependant, certains
ont émis 1’hypothése gu’un certain nombre de celles-ci seraient des
artéfacts se produisant spécialement lors de 1'hydrolyse acide (Kitagawa
et al., 1975; Shimizu, 1973). De plus, Kitagawa et al. (1975)

demontrérent que 1‘astérone C pourrait &tre un artéfact produit durant
21
les procédures d’isolation. En effet, Jle thornastérol A obtenu d’une

hydrolyse enzymatique des saponines extraites de Acanthaster planci




(GH,)

Figure 3. Asteérosaponine du type cholesténe: Thor-
nasteroside A extraite de Acanthaster
planci (Kitagawa et Kobayaski, 1978).
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Figure 4. Astérosaponine du type prégnéne: Astero-
saponine A extraite de Asterias smurensis
(Ikegami et al ., 1972).
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produisit, lorsque traiteé a |’acide, l’astérone du type prégnéne ainsi
qu’un sterotde du type cholestan. Cependant, certaines observations,

dont 1la transformation métabolique du cholestérol en dérivés prégnénes

chez Astérias rubens, suggérent que les aglycones du type prégnéne
peuvent se retrouver dans les astérosaponines (Teshime et agl., 1977).

Un groupement sulfate, pour la plupart des astérosaponines,
est 1ié au groupement 3 -hydroxyl de 17aglycone, sauf dans le cas de

Patiria pectinifera (Kicha et al., 1983) o0 celui-ci est attaché & un

sucre. Dans le cas de Protoreaster nodosus, il n'y a pas de sulfate

(Riccio et al., 1982). Les sucres sont attachés par un lien glycosidique
en C-6 sur la partie aglycone. La chatne de sucres peut étre simple comme

chez Asterias amurensis (lkegami et Kamiya, 1972) ou branchee comme chez

Acanthaster planci (Kitagawa et Kobayashi, 1977). Les sucres les plus

souvent rencontrés sont le fucose, le quinovose, le xylose, le galactose

et le glucose avec différentes combinaisons seion 1’espéce ou méme 3

1”intérieur d’une méme espéce.

Récemment, trois nouveaux types d’astérosaponines étaient

trouvés. De Simone, et 1. (1981) ainsi que Riccio et al. (1982a)

trouvérent chez deux espéces du genre Echinaster, une astérosaponine du

7
type A -3 5,68 -dihydroxystéroidal sans sulfate et avec un oligosac-

charide formant un cycle entre les carbones 3 et 6 de la partie aglycone.

Riccio et al. (1982b), identifieérent chez Protoreaster nodosus un nouveau
stérofde glycosidique dont la structure inclue une partie stéroYfdale

38,5a,6 f.80,15a ,245 -hexahydroxy et une partie hydrate de carbone
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(2-0-méthyi- 8 -D-Xylopyranosyl-(1-2)~ a~L-arabinofuranosyl) liée en C-24.
La molécule ne contient ni sulfate, ni de double tien 9 (11) normalement
rencontrés chez les astérosaponines. Enfin, Kicha et al. (1983) isolérent

chez Patiria pectinifera ] “astérosaponine P du type cholestane

[5’~-0-sulfate 24-( a-3-0-methyl-L-arabinofuranosyl)-38,6a,88, 15«,
24&3—pentahydroxy—Sa&cholestane]. Le seul sucre present. lié en C-24, est
le L-arabinose auquel est 1ié ie groupe sulfate. La structure ne contient

également pas de lien double 9(11).

Les travaux reéalisés par différents chercheurs sur plusieurs
espéces d’étoile de mer ont démontré gque les astérosaponines n’étaient
pas uniformément distribuées entre les différentes constituantes anato-
migues a J’intérieur d’une espéce et entre les différentes espéces.
Ainsi, de fortes concentrations ont &été trouvées dans 1'estomac, le
caecum pylorique et les gonades chez A. rubens (Yasumoto et al.., 1966b).
Chez A. amurensis, toujours selon Yasumoto et al. (1966b), les concen-
trations les plus €élevées, se basant sur |7activité hémolytique des
extraits, se retrouveraient dans 1’estomac et les gonades. Tandis que
chez M. glacialis l’epiderme, les podia et 1 estomac contiendraient les

1., 1977).

plus grandes quantités de saponines (Feder, 1967; Mackie et
Les oocytes de A. rubens contiendraient également une forte concentration

de ces produits (Voogt et Huiskamp, 1979). Chez Crossaster papposus, les

podia seraient les plus riches en astérosaponines et chez Solaster
endeca, les silions des épines marginales en contiendraient le plus (Mayo
et Mackie, 1976). Selon Voogt et Huiskamp (1979), elles seraient absentes

ou non détectables dans les testicules et le liguide périvicéral de A.
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rubens. Enfin, chez A. planci, Howden et al. (1975) ont demontre que

des saponines du méme type chimique étaient présentes en quantités compa-

rables dans les oeufs, les ovaires et 1’étoile de mer entiére.

Plusieurs auteurs ont montré que les astérosaponines présen-
taient des fluctuations saisonniéres au niveau de leur abondance dans les
différentes structures anatomiques. Gilgan et al. (1976), démontrérent
que la concentration des saponines sous forme d’aglycone aprés hydrolyse
acide, variait chez A. vulgaris en fonction de la période de 1’année. Les
mémes résultats furent obtenus par Burns et al. (1977). Chez A.
amurensis, le contenu en saponines des ovaires atteindrait des valeurs
minimales durant 1"hiver quand 1‘organisme est en période de reproduction
(Ikegami et al., 1972b). Cependant, selon Mackie et al. (1977), la
concentration des saponines dans les gonades de M. glacialis serait au
maximum en eété, durant sa période de reproduction. Voogt et Huiskanp
(L979) démontrérent que les saponines dans les gonades males chez A.
rubens eétaient & de trés faibles concentrations immédiatement aprés la
ponte et qu’elles etajent absentes durant le reste de |’année. Dans les

ovaires, la concentration serait faible en été, augmente en automne, et

est haute en hiver jusqu’a la ponte.

Plusieurs astérosaponines isolées de différentes espéces d’étoi-
e de mer possédent un certain nombre de propriétés pharmacologiques.
Certaines ont démontré une activité antibactérienne, antivirale et
fongicide. Or, toutes les saponines ne présentent pas ces propriétés.

Comme 1’ont démontré Goldsmith et Carlson (1974), une saponine extraite
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de Asterias forbesi ne presente pas ces propriétés, mais démontre des

caractéristiques analgésiques, antiflamatoires et hypotensives.

Selon lkegami et al. (1972a,b, 1973), les astérosaponines
chez A. amurensis seraient des substances inhibant 1la ponte et la
maturation des oocytes. Cependant, Burns et al. (1977), chez A.
vulgaris, et Mackie et al. (1977), chez M. glacialis, montrérent que la
présence de concentrations élevées de saponines dans les organes repro-
ducteurs juste avant et pendant la période de reproduction ne pouvait
donc inhiber la ponte chez ces espéces. Voogt et Huiskamp (1979),
arrivérent aux mémes conclusions en étudiant A. rubens. Mackie et al.
(1877) avanceérent |'hypothése que les saponines pourraient etre des
activeurs de 1’absorbtion des stérols dans 1’estomac et le caecum
pylorique. Pour leurs parts, Lucas et al. (1979) démontrérent que les
saponines contenues dans les oeufs et les larves de A. planci pouvaient

servir de deéfense chimique contre les poissons planctivores.

L’utilisation de 1la chromatographie liquide haute pression
(CLHP) pour 1’etude des saponines stéroYfdales d’é&toiles de mer est trés
peu répandue. Différentes procédures sont généralement utilisées pour
}1’obtention des astérosaponines. Ainsi, la plupart des travaux réalisés
dans ce domaine font mention de la filtration sur différents types de
gel, de la chromatographie |liquide basse pression (CLBP), de 1a
chromatographie sur couche mince (CCM), de 1a dialyse et de la recris-
talisation comne méthodes de purification des astérosaponines. Minale gt

al. (1978), De Simone (197%9a,b), Riccio et al. (1982b) et enfin Komori
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et al. (1983) utilisérent la chromatographie liquide haute pression

phase renversée (CLHPPR) pour 13 séparation et 1a purification

d’astérosaponines chez différentes espéces d"étoile de mer.

Le probléme majeur dans 17utilisation du CLHP est la limite de
détection photométrique des saponines, qui ne‘montrent pas une forte
absorption de la lumiére dans le visible ou dans 1’ultra violet & longue
longueur d‘onde. Dans le cas des saponines, la longueur d’onde utilisée
se situe aux environs de 200 nm. Cependant, dans cette région de 1’ultra
violet, les systemes de solvants utilisables sont trés iimités. Ainsi,
pour la CLHPPR, les seuls systémes pouvant résoudre le problaéme sont des
mélanges eau-acétonitrile ou eau-méthanol. La CLHPPR a été également
utilisée dans |7étude des glycosides cardiaques (Seiber et al. 1981)

et des saponines végétales (Kesselmeier et Strack, 1981).
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3.2 RESULTATS

3.2.1 La caractérisation des extraits

Le but de cette étude était de caractériser & 1’aide de la
chromatographie liquide haute pression phase renversée (CLHPPR) les
différents mélanges de saponines extraits de Leptasterias. Tel gue déja
cité dans 1’introduction, peu de chercheurs utilisent la CLHPPR pour
1’etude des astérosaponines. De plus, parmi ceux cités, trés peu ont
utilisé cette technique pour séparer les astérosaponines (Riccio et al.,
1982), les autres employant cette méthode pour isoler la partie aglycone

de 1a moleécule obtenue par hydrolyse acide ou enzymatique des mélanges de

saponines.

Chez Leptasterias, chaque mélange extrait et purifié et n'ayant

- subit aucune transformation due & des réactions chimiques a été analysé
par CLHPPR. Les chromatogrammes ainsi obtenus représentent le patron de
saponines contenues dans chaque structure de 1’eétoile de mer pour une
période donnée de 1’année (figures 5 a 9). Pour chaque mélange, la
concentration et Ie voiume injecté sont des valeurs connues, ce qui

permet une comparaison qualitative et quantitative entre chague extrait.

L‘analyse de ces chromatogrammes a été résumée au tableau 1. On
y retrouve chacuns des principaux pics pour les différents extraits avec
leur temps de rétention respectif. Pour fin de comparaison, 1’extrait de

la partie aborale fut considéré comme mélange de référence auquel ont é&té
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Figure 5. Chromatogramme par CLHPPR de 1’extrait
de la partie aborale

REPONSE DU DETECTEUR

o) 10 20
MINUTES

Figure 6. Chromatogramme par CLHPPR de 1’extrait
de la partie orale
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Figure 7. Chromatogramme par CLHPPR
de |’extrait de l’estomac
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Figure 8. Chromatogramme par CLHPPR de
1’extrait des gonades
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Figure 9. Chromatogramme par CLHPPR de
1’extrait du caecum pylorique



TABLEAU |

Présentation des temps de rétention des différents produits composant les
mélanges de saponines extraits de Leptasterias polaris

No. Tissus et organes
Pics
Partie Partie Estomac Caecum Gonades
aborale orale pylorique
TR(min) TR(min) TR(min) TR(min) TR(min)
0 3.3 3.4 3.3 3.3
1 3.7 3.7 3.5 3.6
2 4,2 4.2 4.1 4,1 4.0
3 4.5 4.5 4.4 4.5 4.5
4 5.1 5.3 5.1 5.2 4.9
5.6*
5 6.0 6.2 6.0 6.1 6.0
6.5*
6 7.4 7.4 7.0 7.4 7.1
7 8.0 8.4 7.9 7.9 7.7
8 9.0 9.2 8.8 9.2 9.0
9.6*
4 10. 10.2 10.
10 11.8 Il. 11. 11.1 .6
11.4*
11.9*
11 13.4 13.2 13.6 13.3
12 14.1 14.1 _ 14.2 14.0
14.8* 15.0*
13 15.4 15.8 15.8 15.6
14 16.4 16.8 16.4
15 17.4 17.6 17.4 17.8
I18.1* [8.4*
[9.2* 19.6*
16 19.8 .1 20.2
17 21.4 21
18 22.8
19 25.0 24.7
26.4
* : Les temps de rétention n’ayant pas de correspondance dans la partie

aborale.
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compare les autres chromatogrammes. En général, on observe une trés bonne
correspondance entre 1les mélanges au niveau des temps de rétention. De
plus, les chromatogrammes des parties aborale et orale montrent une treés
forte similitude aux niveaux quantitatif et qualitatif avec des pics
importants entre 3 et 26 min de temps de rétention ainsi que deux groupes
de produits majeurs entre 5.1 et 7.4 min et entre 15.4 et 17.6 min. Dans
le cas du caecum pylorique, on ne retrouve qu’un produit majeur a 14.8
min et qui de plus n’a aucune correspondance avec les produits des autres
mélanges. Pour les gonades et l’estomac, on n‘observe qu’un groupe de
produits majeurs de polarité élevée. Ainsi, 1’estomac contiendrait deux
produits majeurs se situant entre 5.1 et 8.8 min, et les gonades, pour
leur part, montrent aussi deux produits majeurs & 4.5 et 4.9 min de temps

de reétention.

3.2.2 La correspondance entre CCM et CLHPPR

La chromatographie sur couche mince a eté utilisée pour
regrouper les fractions obtenues par CLBP lors de la purification des
extraits bruts afin d’avoir, pour chaque structure, un mélange purifié
d’astérosaponines. Or, la CCM est une méthode d’analyse ol la capacité de
détection et de séparation est trés faible en particulier dans les cas de
mélanges complexes. Donc, afin de vérifier l’efficacité du regroupement &
délimiter 1la zone des saponines, une étude par CLHPPR fut réalisée sur le
mélange purifié de saponines extrait de la partie aborale. Ainsi, chaque

pic du mélange obtenu par CLHPPR fut comparé par CCM au mélange purifié
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de saponines. Les résultats obtenus sont présentés aux figures 10 et 11,

od il est possible de voir 1la correspondance entre les deux types
d’analyse. On remarque que ce qui apparait sur couche mince comme un
melange formé de 6 ou 7 produits, selon la qualité de la séparation, avec
des Rf variant de 0.24 3 0.44, s’aveére, par CLHPPR, é&tre un mélange d’au

moins 15 produits dont les temps de rétention (TR) varient entre 2 et

14.05 min.

3.2.3 La quantification du contenu en saponines de chague

structure

Le but de ce travail était d'estimer les quantités de saponines
pouvant eétre extraites des différentes structures anatomiques chez
Leptasterias. Les reésultats obtenus (tableau 2) ont révélé aprés une
analyse de la variance (F = 59.22 pour F = 28.71) et un test de

exp a=0.0]

Scheffé que seul I’estomac contiendrait une quantité plus é&levée de

saponines.

3.2.4 L'analyse des sucres des mélanges de saponines

L’étude des sucres réalisée par 1’analyse des dérivés méthyles
glycosides triméthylsilylés par chromatographie gazeuse & ionisation de
flamme (figures 12 & 16) révéla, aprés comparaison avec les temps de

rétention de méthyles D-glycosides authentiques, que les cing mélanges
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Figure 11. Chromatogramme par CCM des produits
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borale seéparée par CLHPPR
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MINUTES

Chromatogramme par CG des dérivés TMS
des sucres de la partie aborale.

{5): Me-xyloside, (6): Me-quinovoside,
(2), (3), (4): Me-fucoside,

(7), (8), (9), (10): Me-galactoside
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Figure

13.

MINUTES

Chromatogramme par CG des deérivés TMS
des sucres de la partle orale.

(5): Me-xyloside, (6): Me-quinovoside,
(2), (3), (4): Me-fucoside,

(7)., (8), (9), (10): Me-galactoside
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Figure

14.

MINUTES

Chromatogramme par CG des dérivés TMS
des sucres de l‘estomac.

(5): Me-xyloside, (6): Me~quinovoside,
(2), (3), (4): Me-fucoside,

(7), (8), (9), (10): Me-galactoside
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Figure

15.

MINUTES

Chromatogramme par CG des deérivés TMS
des sucres de )‘extrait des gonades.
(5): Me-xyloside, (6): Me-quinovoside,
(2), (3), (4): Me-fucoside,

(8), (9), (10), (11): Me-galactoside
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Figure

16.

MINUTES

Chromatogramme par CG des dérivés TMS
des sucres de 1’extrait du caecum py-~
lorique.

(5): Me-xyloside, (6): Me~quinovoside,
(2), (3), (4): Me-fucoside,

(8), (9), (10), (11): Me-galactoside
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contenaient les sucres sulvants: fucose (TR= 8.4, 9.8, 10.8 ), xylose
(TR= 12.3), quinovose (TR= 14.4) et le galactose (TR= 20.6, 22.5, 24.2 et
26.5). La confirmation de 1’identité des sucres fut également réalisée
par un chromatographe & gaz couplé & un spectrométre de masse (CGSM). Les
sucres suivants furent donc identifiés: fucose: TR=20.8, 21.4; ms m/Z 379
(H+—Me), 363 (M+—0Me); xylose: TR=22.2; ms m/Z 365 (M+-0Me); quinovose:

TR=23.0, 23.3, 23.7; ms m/Z 363 (M+—0ME): galactose: TR=25.4, 26.0, 26.7,

+ =z
26.9; ms m/Z 377 [m ~(Me+ TMSOH)], 361 [M -~ (OMe +TMSOH)].

L’analyse quantitative des sucres (tableau 3) montre que le
quinovose est le sucre le plus abondant dans toutes les structures sauf
dans le cas du caecum pylorique o0 le xylose forme 80.46 % des sucres.
Les quantités totales de sucres pour chague structure par ordre
d’ importance sont les suivantes: caecum pylorique (3393 nmoles), partie
aborale (2744 nmoles), estomac (2218 nmoles), gonades (1584 nmoles) et la

partie orale (1586 nmoles).

3.2.5 L'activite antivirale des saponines

Pour vérifier une activité antivirale possible des saponines de

Leptasterias, les extraits provenant des parties aborale et orale, de

1’estomac et du caecum pylorique furent testés. Les résultats obtenus
(tableau 4) représentent la quantité de virus influenza nécessaire pour

provoquer la degénérescence de 50 % du feuillet cellulaire, soit le
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DICT ., Ces résultats sont exprimés en valeur logarithmique d’un nom-
50

bre de virus par 0.025 ml. En comparant le titre viral pour chaque

mélange de saponines au titre viral du témoin, on note que les extraits,

_aux concentrations utilisées, n‘ont aucun effet sur la croissance du

virus influenza.



TABLEAU 2

Quantité de saponines par structure anatomique pour quatre groupes

d’individus.

Contenu en saponine (mg/g de poids humide)

Tissus et
organes

Groupe Groupe Groupe Groupe Valeurs

I I I11 Iv moyennes
X(S)

Partie aborale 0.9 1.1 1.0 l.6 1.15 (0.27)
Partie orale 1.0 1.8 1.5 1.1 1.35 (0.32)
Estomac 4.8 4.6 3.9 4.8 4.53 (0.37)
Caecum pylorique 1.3 1.6 0.8 1.3 1.25 (0.29)

Gonades 1.6 0.7 0.5 1.1 0.98 (0.42)




TABLEAU 3

Distribution des sucres dans les différentes structures anatomiques chez

Leptasterias .

Partie Partie Caecum estomac gonades
SUCRES aborale orale pylorique

(n mole) (n mole) {(n mole) - {n mole) (n mole)
Galactose 231 64 229 334 211
Xylose 323 176 2730 702 273
Fucose 435 501 68 260 189
Quinovose 1755 845 366 922 916

TOTAL 2744 1586 3393 2218 1589




TABLEAU 4

Données sur 1’effet des saponines de Leptasterias sur la réplication du

virus influenza

Structure Concentration Titre
et organe de saponines viral

pug/mi (1og)
Partie aborale 10 2.5
Partie orale 12 2.5
Estomac 11 2.5
Caecum 15 3.0
pylorique

Témoin - 3.0
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3.3 DISCUSSION

3.3.1 Caracterisation des extraits et correspondance entre CCM

et CLHPPR

Si 1’on considére un des buts de 1’ensemble du projet, soit la
localisation et 1’obtention de produits intervenant dans la relation
prédateur-proie unissant le buccin et Leptasterias, on comprend immédia-
tement 1’importance que reveét la caractérisation des mélanges de saponi-
nes. Yasumoto et Hashimoto (1965) démontrérent que la substance toxique
extraite de A. amurensis était en fait composée de six saponines sépara-
btes par chromatographie sur couche mince. Un composé principal nommé
astérosaponine A fut caractérisé. Par la suite, la structure de 1fastéro-
saponine B fut élucidée par- Yasumoto et Hashimoto (1967). Récemment,
Okano et lkegami (1981) isolérent des ovaires de la meme esp2ce d’étoile
de mer cing nouvelles astérosaponines dont les propriétés physico-
chimiques différent de celles des astérosaponines A et B isolées
précédemment. 11 apparatt donc qu’une structure anatomique peut contenir
différentes saponines. De plus, Voogt et Van Rheenen (1982) démontrérent
que chez A. rubens différentes structures et organes (le caecum
pylorique, 1’estomac, 1la zone ambulacrale et les ovaires) contiennent
différents mélanges de saponines, et ce en se basant sur des différences

d'activite hémolytique et de rapport molaire sucre/sulfate entre les

differents tissus.
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L’analyse des différents extraits par CCM révéla que les mélan-

ges de saponines purifiés par CLBP étaient composés de produits dont les
R varijaient de 0.22 & 0.41 (0.02). Le nombre de produits par mélange tel
qz’obtenu par CCM variait de 2 & 6 selon la structure et également selon
la qualité de la séparation. Etant donné le faible pouvoir de séparation

des couches minces, une étude par CLHPPR fut réalisée.

Les résultats démontrérent aprés plusieurs répétitions la grande
précision de cette méthode pour la caractérisation des mélanges. En
effet, 1’injection répétée d’un méme mélange dans les mémes conditions
expérimentales donna toujours le méme type de chromatogramme. De plus,
une analyse de ‘extrait de 1la partie aborale durant plusieurs mois
démontra que le produit séché et conservé 3 la température de la piéce ne

subissait pas de modification.

Si on effectue une analyse quantitative basée sur 1‘amplitude
des pics, on remarque pour la partie aborale et la partie orale (figures
5 et 6) que la principale différence réside dans les quantités relatives
des composés les plus polaires (pics 4, 5 et 6). En effet, dans la partie
orale, ceux-ci représentent les produits majeurs. Dans les deux
structures, on retrouve un autre groupe de produits majeurs (pics 13, 14
et 15) qui dans les deux cas ont des quantités relatives Ilégérement
diffeérentes, quoique leurs concentrations totales soient comparables. Au
niveau de 1’estomac (figure 7), on ne retrouve qu’un groupe de produits
majeurs dont les deux principaux pics sont en concentrations eéqguivalen-

tes aux pics 4 et 5 de l1a partie orale. Comme dans 1’estomac, les gonades
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(figure 8) ne preésentent qu’un groupe de produits majeurs (pics 3 et 4),
également de polarité élevée. La comparaison du caecum pylorique (figure
9) avec les autres structures est plus difficile dd au fait que le volume
injecte (4 pul) était inférieur & celui des autres mélanges (10 ul).
Cependant, on remarque que ce mélange est en majeur partie composé d’un
produit (TR=14.8 min) de polarité se situant entre les pics 12 et 13 de
la partie aborale. On remargue également que pour chague mélange, une
augmentation de la concentration des produits de polarite élevée (TR= 3 A&
9 min) est accompagnée d’une réduction de concentration des produits de

faible polariteé (TR=14 & 26 min).

Méme s’il1 n'est pas formellement prouvé gue deux produits ayant
le méme temps de rétention dans deux structures différentes soient une
meéme saponine, il devient tout de méme intéressant d’établir une corres-
pondance entre les chromatogrammes en se basant sur les temps de réten-
tion (tableau 1). Ainsi, si on consideére la partie aborale comme mélange
de reéférence et qu'on essaie d’'établir une correspondance entre chacun
des pics de ce mélange et ceux des autres extraits, on arrive & une forte
ressemblance entre ces différents mélanges. De plus, si on conserve, pour
chaque structure les quinze premiers produits (TR= 3.3 & 17.8 min) ce qui
correspond & 1a zone ot l’on retrouve les produits majeurs et ot la sépa-
ration est la plus efficace, cette correspondance est encore plus
marquée, Pour |’estomac (figure 7), les pics 12, 13, 14 et 15 semblent

absents du meélange quoiqu’il soit possible que cette différence ne soit
attribuable qu'd 1a quantité de matériel injecté. Pour ia partie orale,

la simititude est parfaite. Dans le cas du caecum pylorique, le pic 0 est
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absent et, en plus des produits rencontrées dans la partie aborale,
d‘autres dont les temps de rétention sont identifiés par un astérisque,
ne semblent pas avoir leurs eéquivalents dans la partie aboraie. La
différence la plus importante du caecum pylorique se situe au niveau du
pic de temps de rétention 14.8 min. De plus, ce dernier forme le produit
majeur du mélange, et il est & remarquer que seul le caecum pylorique
contient un produit qui atteint une telle proportion comparativement aux
autres éléments du mélange. Dans les gonades, le produit numéro 4, comme
dans les parties externes et 1[‘estomac est une composante majeure du
mélange. On note également que le produit numéro 3 représente pour la

premiére fois un élément important.

La correspondance réalisée entre la chromatographie sur couche
mince (CCM) et la chromatographie liquide haute pression phase renverseée
(CLHPPR) du mélange extrait de la partie aborale nous démontre que tous
les pics obtenus par CLHPPR sont des produits faisant partie du mélange

délimité par CCM (figures 10 et 11).
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3.3.2 Estimation du contenu en saponines de chaque structure

bans d’autres etudes d’astérosaponines, différentes mé&thodes
d’extraction ont eété utilisées. Selon Pike et al. (1974) et Burns et
al. (1977), la méthode d’extraction utilisée dans ce travail, consistant
en l'utilisation d’un mélange méthanol-eau (70/30: V/V) pour |’extraction
suivie d‘une adsorbtion sur résine Amberlite XAD-2 et par la suite d’une
désorbtion pour obtenir 1le mélange brut de saponines, est la plus
efficace. En effet, cette méthode permet d’obtenir des extraits de forte
concentration en saponines et sans sels. Ainsi, Pike et al. (1974)
étudiérent le rendement en terme de quantité de saponines brutes
extraites par trois différentes méthodes couramment utilisées, soit;
1-1’extraction par le n-butanol, 2-1'extraction & 1’eau douce et
3-1"extraction au méthanol/eau avec adsorbtion sur résine XAD-Z. Or, il
s’avéra que |'extraction au MeOH /HZO pouvait extraire plus de trois fois
la quantité extraite avec de 1’eau. La méthode au butanol extrait 50 §
moins de saponines gque la méthode au MEOH/HZO. De plus, 1a résine phase
renversée Amberlite XAD-2 adsorbe 93.7 % des saponines dés le premier
passage de la solution aqueuse sur celle-ci. Donc, il semble que la
méthode MeOH/HZO.-XAD-Z soit celle permettant 1a meilleure estimation du
contenu d’une étoile de mer en saponines. Une autre méthode de quanti-
fication des saponines est 1’utilisation de 1’activité hémolytique de
celles-ci. Cependant, d’aprés certaines études (Voogt et Huiskamp, 1979),
il apparatt qgue les érythrocytes de différents donneurs présentent de

grandes différences dans leur résistance & 1’hémolyse et que ces diffé-

rences existent également pour des cellules provenant d’un méme donneur
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mais & un degré moindre. De ce fait, les valeurs obtenues par la méthode
d’hémolyse ne sont que relatives. De plus, il est mentionné que la
présence de protéines ou d’autres lipides peut fortement influencer les

résultats en augmentant la turbidité de la solution.

I1 devient donc difficile d"évaluer d’une fagon précise la quan-
tité de saponine pouvant étre extraite d‘une étoile de mer. En effet,
plusieurs paramétres peuvent influencer ces résultats. Le type de méthode
d’extraction est un des principaux facteurs influengant le taux d’ex-
traction. Parmi les autres facteurs, on retrouve les méthodes et le degré
de purification, les méthodes de quantification, 1’é&tat du matériel avant
extraction, 1la période de 1’année lors du préliévement des organismes
ainsi que la structure étudiée. Le tableau 5 nous présente les résultats
obtenus par différents auteurs pour plusieurs espéces d’étoiles de mer.
Ce tableau nous montre bien 1'influence des différents facteurs cités
précédemment. En effet, différents auteurs, pour une méme étoile de mer,

obtiennent différentes concentrations de saponines.

Chez Leptasterias, 1les valeurs obtenues, telles qu’exprimées en

mg/g de poids humide au tableau 2, dues aux contraintes mentionnées ne
représentent que des quantités approximatives. Cependant, étant donné que
la méme procédure d’‘extraction et de purification a été rigoureusement
appliquée, alors il est possible de faire une comparaison entre chague
structure, et ce pour un point fixe de 1'année. Ainsi, on remarque gue

chez Leptasterias, la concentration en saponines dans les gonades, le

caecum pylorigue, la partie orale et la partie aborale varie de 0.98 a



TABLEAU 5

Analyses du contenu en saponines de différentes espéces d’étoiles de mer

ETOILE DE MER STRUCTURE SAPONINE REFERENCES

(mg/g)
poids humide

K]

Asterias amurensis ovaire *0.96 Ikegami, 5., Kamiya, Y.,1972
" " " *6.9 Okano, K., Ikegami, S., 198}
" " " 0.55 Ikegami,S. et al., 1972
" " organisme entier 1.44 Yasumoto et al., 1964
Asterias rubens oocyte 134 et *147 Voogt P.A.,Van Rheenen,J.1979
" " testicules 285 Voogt P.A.,Huiskamp R, 1979
" " ovaire 6 & 27.5 " "
Asterias vulgaris organisme entier 1.5 Gilgan M.W. et al., 1976
" " " " 0.17 Owellien, R.J. et al., 1973
Ophidiaster hemprichi " " 8 Elyakov, G.B. et al., 1976
Linckia laevigata " " 4 " "
Luidia sp. " " 2 " "
Archaster angulatus " " 3 " "
Asteropsis corinifera " " 15 " n
Lysastrosoma anthosticta " " 5 " "
Lethasterias fusca " " 0.3 " "
Aplilasterias japonica " " 1 " "
Coscinasterias calamaria " " 8 " "
Evasterias retifera " " 2 " "
Astropecten aurantiacus " " 0.12 De Simone F. et al., 1979a
Marthasterias glacialis " " 0.2 " "

»*

mg/g poids sec.
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1.5 mg/g tandis que dans 1’estomac la quantite de saponines est de 4.53

ma/g.

Si on se référe & la biologie de Leptasterias, il est possible

d’apporter certaines explications aux valeurs obtenues. Ainsi, selon
Mackie et al. (1977) la présence élevée de saponines dans 1’estomac
serait due & |1"implication de celles-ci dans la solubilisation du
cholestérol accélérant ainsi son absorbtion. Ce phénoméne a d’ailleurs
été décrit par Lester et al. (1975) lors de 17étude d’une substance
appelée taurine sécrétée par 1’intestin des crustacés. Or, au mois de
Juin (période de récolte), Leptasterias est en période de nutrition. En
effet, cette étoile de mer étant une espéce couveuse, les femelles
cessent de s‘alimenter & partir de la période de ponte qui a lieu tot a

1’automne et recommencent aprés la fin de la période de couvaison au

printemps. Cependant, aucune étude n’a été réalisée chez Leptasterias au

niveau d‘une variation possible des concentrations de saponines dans
1’estomac au cours de 1’année. Yasumoto et al. (1966b) démontrérent
que chez A. amurensis la concentration de saponines dans 1’estomac était
& son maximum durant la période de reproduction. Cependant, cette étoile

de mer n’est pas une espéce couveuse et donc s‘alimente toute 1’année.

Les faibles valeurs de saponines obtenues pour les gonades et le
caecum pylorique comparativement & 1’estomac pourraient également s’ex-
pliquer par le cycle de reproduction ot 1la période de ponte et de
couvaison alterne avec celle de nutrition. Ainsi, la diminution des

indices gonosomatique et hépatosomatique observée chez Leptasterias
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{Larrivée et Boivin, 1983, comm. pers.) pourrait expliquer les faibles
quantités de saponines contenues dans ces structures si toutefois il
existe des variations annuelles comme chez d’autres espéces d'étoile de
mer. Outre 1’indice gonosomatique faible, la ponte pourrait expliquer,
chez 1la femelle, les résultats obtenus. En effet, chez A. rubens (Voogt
et Van Rheenen, 1979) les saponines sont contenues dans les oocytes ce
qui explique la baisse de saponines dans les ovaires apreés la ponte chez

cette espéce d’'étoile de mer.

3.3.3 L’analyse des sucres

Depuis 1’étude de Rio et 1. (1963) portant sur l’analyse

——

d‘une saponine extraite de 1’étpile de mer Pycnopodia heliantholde de

nombreuses études ont été réalisées sur |'analyse de la partie
oligosaccharidique de différentes saponines extraites de plusieurs
especes d'étoile de mer. Burnell (1978) réalisa la compilation des résul-
tats sur les analyses de sucres d’astérosaponines effectuées entre 1963
et 1981. Depuis 1981, deux nouvelles espéces d'étoile de mer ont é&té

étudiées, Protoreaster nodosus et Patiria pectinifera ainsi gu’une

nouvelle saponine extraite de Echinaster sepositus . Les principales

caractéristiqgues de la partie hydrate de carbone de ces astérosaponines

ont deja &té énumérées dans 1’introduction de cette méme section.
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Dans les mélanges de saponines extraits de Leptasterias, on

retrouve la combinaison suivante de sucres; xylose; quinovose; galactose
et fucose. Ces sucres sont souvent rencontrés chez d’autres espéces
d’étoile de mer (ApSimon et Burnell, 1983). Les données obtenues montrent
que les quantités totales de chague sucre ainsi que leurs proportions
relatives varient selon 1’origine de 1’extrait. Ce phénoméne a d'ailleurs
été observé chez A. rubens par Voogt et Van Rheeven (1982). De plus,
toujours selon ApSimon et Burnell (1983), la partie hydrate de carbone
varie entre les espéces d'étoile de mer, et également pour un méme

individu selon la saponine eétudiée.

Si on compare la composition en sucres de chaque mélange sur une
base quantitative (tableau 3), différents traits peuvent etre mis en
évidence. Ainsi, au niveau des structures externes, on retrouve la méme
distribution des sucres. Au niveau des structures internes {(gonades et
estomac) la distribution est 1a méme mais différente de celle des parties
externes. Dans le cas du caecum pylorique, la principale différence se
situe au niveau du xylose qui représente plus de 80 % de 1a quantité
totale des sucres, et de plus, le caecum est la seule structure ot te

xylose forme 1‘é&l1ément majeur.

I1 est difficile d’établir une correspondance entre 1‘analyse
des sucres et la composition des différents mélanges en saponines puisque
en CLHPPR la séparation des produits s’effectue principalement gréce aux
différences de polarité de la partie aglycone des molécules. Cependant,

dans le cas du caecum pylorique, si le composé marqué d’un astérisque
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(figure 9, TR= 14.8 min) est une saponine, alors ce produit majeur

pourrait peut-etre expliguer la concentration élevée de xylose dans cette

structure.

3.3.4 L‘activité antivirale

Chez |Leptasterias, aucun mélange de saponines n’a présenté

d’activite antivirale (tableau 4). Or, 5Shimizu en 1973, en étudiant
1’activité antivirale d'extraits de trois espéces d’'étoiles de mer;

Asterijas forbesi, Acanthaster planci et Asterina pectinifera, démontra

que parmi les sept saponines e€tudiées, cing démontraient une forte
activité antivirale, les deux autres é&tant nettement plus faibles.
Toutefois, comparativement aux concentrations utilisées par Shimizu
(1973), (0.3 & 0.5 mg/mi), celles utilisées dans ce travail étaient
beaucoup plus faibles. De plus, pour les mélanges utilisés, la pureté de
ceux-ci en saponines n’a pu étre évaluée que par comparaison des R en
CCM avec ceux obtenus par différents auteurs pour d’autres étoile; de

mer. Donc, nous croyons qu’il serait non justifié de conclure & un mangue

d'activité antivirale dans le cas des saponines de Leptasterias .




PARTIE 1V

L‘ANALYSE DU COMPORTEMENT DE Buccinum undatum EN PRESENCE DE

Leptasterias polaris ET DES DIFFERENTS EXTRAITS.
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4.1 INTRODUCTION

De nombreuses evidences démontrent que la réaction d’évitement
de plusieurs invertébrés marins face aux étoiles de mer est un phé&énoméne
largement reépandu & travers les mers du monde, et ce particuliérement
chez les mollusques (tableau 9). De plus, la majorité des réactions de
fuite chez les organismes marins face & ces prédateurs sont produites par
des substances chimiques sécrétées par eux, et ce, que ce soit lors d’un
contact entre la proie et le prédateur ou lors de détection & distance
(Grant et Mackie, 1974). Le comportement habituel manifesté par des
organismes sensibles au contact d’une étoile de mer démontre que cette
manifestation est bien une réponse spécifique causée par les é&toiles de
mer et non pas un mouvement provoqué par un simple contact physique entre
ceux-ci et un élément vivant ou non (Feder, 1967). Plusieurs des réponses
sont efficaces pour réduire ila prédation exercée par les étoiles de mer
et ainsi ont une trés grande importance écologique (Feder, 1963). Donc,
la nécessité de la chémodétection pour la proie est évidente puisgufelle
permet & chague espéce d’éviter ses prédateurs, et ainsi elle limite la

prédation.

Les proies et ies prédateurs étant des partenaires coévolutifs
ont développé des stratégies offensives et défensives (Edmunds, 1974).
Ainsi, la proie aurait développé deux 1lignes de défense; une ligne
primaire opérant continuellement, comme la présence d’une coquille; et
une ligne ‘secondaire, un comportement défensif, utilisée seulement lors

de la detection d’un prédateur. Ainsi, un grand nombre de mollusques
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ont développé des comportements défensifs en réponse aux étoiles de mer
prédatrices (Ansell, 1968). Ces comportements initiés chimiquement ont

été divisés en deux catégories, soit une réaction d’évitement violent
suite & un contact physigue ou une réaction de fuite suite & une détec-
tion & distance de produits chimiques provenant de 1’étoile de mer

(Phillips, 1975, 1977},

Des études chimiques et biologiques sur 1‘effet des étoiles de
mer prédatrices sur des invertébrés marins indigquent gue ces étoiles
contiennent des quantités de produits extractibles concentrés particu-
1iérement dans les surfaces externes, et qui, en contact avec la proie,
causent une reéaction d’évitement violent. Mackie et al. (1968), identi-
fiérent 13 fraction active chez A. rubens et M. glacialis comme é&tant une

saponine et plus précisément comme un stérofde glycosidigue (Mackie,

1970) représenté & titre d’exemple par les structures des figures 3 et 4.

Des etudes sur [’interaction chimique entre proie et prédateur
ont montré que les saponines étaient distribuées dans différents tissus
de 1'étoile de mer et que 1’activité de ces produits différait selon leur
origine. Ainsi, pour la plupart des auteurs, l’activité la plus impor-
tante proviendrait d’extraits des parties externes de 1’étoile de mer et
plus particuliérement des podia (Feder et Arvidsons, 1967; Thomas et
Gruffydd, 1971; Mayo et Mackie, 1976; Phillips, 1978). L’estomac est
également efficace, et le caecum pylorique est faiblement actif voir

méme dans plusieurs cas inactif (Barbier, 1981).
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4.2 RESULTATS

4.2.1 Le comportement defensif du buccin face aux étoiles de

mer

Lorsgu’on place un buccin en contact avec Leptasterias, celui-ci

manifeste un comportement typique des gastéropodes face & un prédateur.
Cette reponse se présente comme un soulévement prononcé du pied accompa-
gné de mouvements circulaires horizontaux de la coguille. Cette réaction
est, par la suite, suivie de la chute du buccin. Le pied ainsi libéré de
son attache avec le substrat est étiré et replié longitudinalement.
Celui-ci est ensuite animé de violentes contorsicns ce qui a pour effet
selon les circonstances de libérer le buccin ou de 1”é&loigner rapidement

du preédateur.

De plus, le contact entre le buccin et Leptasterias n’étant pas

Nécessaire pour provoguer une réaction indique gue des substances émises
par 1"étoile sont détectées et reconnues comme phénoméne d’alarme par le
buccin. Or, il sembie que 1a nature alarmante de ces produits soit
dépendante du type dfassociation existant entre les deux organismes, ce
qui impliguerait une spécificité moléculaire. LaAtaille du buccin semble
également influencer 1le type de réponse ce qui introduit un facteur de
taille relative entre proie et prédateur. Une synthése des résultats
obtenus lors des différents bioessais avec les étoiles de mer est présen-

tée au tableau 6.



Tableau 6

Comportement des buccins en présence d’étoiles de mer

Nombre Comportement délais durée de délais de

d’ind. % de réaction retour &
Traijtements ayant réaction {min) la norma-
réagit Normal Défense (min) le (min)
(sur 30)
X X X

(S) (S) (S)

A- Buccin mature de 7.0 & 10.2 cm de longueur.

1-Simple déplacement du 25 83 3 -- -— 1.99
buccin (témoin) (0.34)

2-Contact entre le buc- 2% 0 97 0.21 0.45 1.10
cin et Leptasterias (0.05) (0.08) (0.24)

3-Buccin en présence de 22 93 7 1.25 - -
Leptasterias (0.5)

4-Buccin en milieu 29 20 77 0.3 0.77 1.19
parfume (0.15) (0.24) (0.71)

5-Buccin en contact 22 70 7 1.71 0.51 2.46
avec Henricia (3.61) (0.9) (0.45)

B- Buccin immature de 2.6 & 6.5 cm de longueur.

1-Simple déplacement 20 67 3 -= -= 1.63
du buccin (témoin) (0.48)

2-Buccin en présence 22 87 13 1.15 2.32 -
de Leptasterias (0.48) (2.62)

3-Buccin en milieu 30 63 37 0.26 0.51 0.95

parfumé (0.1) (0.13) (0.24)
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4.2.1.1 Reéaction défensive du buccin face & Leptasterias

Ftant donné& 1la réponse défensive manifestée par le buccin 3

1"égard de Leptasterias, le comportement de celui-ci, placé en contact

direct avec 1’étoile de mer, fut analysé et comparé & celui de buccins
placeés seuls dans un bassin. Les résultats montrent, que sur un total de
30 individus, 29 buccins (97 %) ont manifesté une réaction défensive
(contorsion) comparativement & 3 % pour les témoins. De plus, les temps
moyens de remise sur pied, dans les deux cas, sont significativement
différents. En effet, en présence de 1'étoile de mer ce temps est de [.!
(0.24) min, comparativement & 1.99 (0.34) min pour les témoins. Donc, il
existe reeilement un comportement défensif manifesté par l; buccin, gui

se traduit principalement par une réaction violente d’'évitement

caractéristique des gastéropodes en présence d’un prédateur.

4.2.1.2 Démonstration de la nature chimique de 17initiation de

la réaction défensive

Le but principal était de démontrer le caractére chimique de la
stimulation. Pour ce faire, les comportements du buccin en contact avec

Leptasterias et dans un milieu parfumé par 1’étoile de mer furent

comparés. Les résultats montrent que dans les deux cas la fréguence de
manifestation du comportement de défense est &levée; soit 97 4 lors du
contact direct et 77 % en milieu parfumé. De plus, méme si la durée

moyenne de la réponse de défense avec 1’é&toile de mer (X = 0.45 (0.08)
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min) est significativement plus courte (P<0.0l1) que celle en milieu
parfume (R = 0.77 (0.24) min) et que les delais moyens de réaction ne
sont pas significativement différents (0.30 (0.15)‘min et 0.21 (0.05)
min, (P>0.05), le temps moyen de remise sur pied dans les deux cas (X =
1.10 (0.24) min et X = 1.19 (0.71) min, P> 0.05) sont semblables. Ces
résultats démontrent deux caractéristigues de la réaction de défense; 1-
elle est initiée par un produit soluble dans le milieu et diffusant du
prédateur; 2- elie représente une réaction initiale probabliement pour
libérer la proie puisqu’elle ne dure pas malgré la présence des produits

dans le milieu.

4.2.1.3 La specificité moléculaire des saponines

Pour verifier 1‘hypothése que des produits particuliers &

1"espeéce prédatrice soient responsables de la reconnaissance du prédateur

par la proie, le comportement du buccin mis en contact avec Leptasterias
fut comparé 3 celui du buccin en contact avec Henricia, une étoile de mer
non prédatrice de mollusgue et produisant également des saponines. La
vitesse moyenne de remise sur pied en présence de Henricia (X = 2.46
(0.45) min) se révéla plus lente gque celle des buccins en contact avec

Leptasterias (X = 1.10 (0.24) min; P<0.00t, ddi= 49) tandis qu’elle ne

différait pas de celle des témoins (X = 1.99 (0.34) min; P>0.05, ddl=
46). De plus, la frequence de Ia réponse de défense en présence de
Henricia (7%) eétait aussi faible que pour les témoins (3%) compara-

tivement & 97% lors d’un contact direct avec Leptasterias. Ces résultats
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demontrent que le buccin est capable d’exercer une discrimination entre

une étoile de mer prédatrice et une autre non-prédatrice et que cette

distinction est basée sur 1a reconnaissance de produits chimiques

particuliers au prédateur.

4,2.1.4 L’influence de 1la taille du buccin sur son comporte-

ment défensif

Chez les gastéropodes, tout comme dans plusieurs autres
relations preédateur-proie, i1 a été démontré gu’en plus des facteurs
chimiques, un facteur de taille relative joue un role trés important dans
la réponse défensive de la proie. En effet, plus la taille d’une proie
sera grande pour un méme prédateur, plus ses chances de survie seront
éievées. Il devenait donc intéressant d’étudier le comportement du petit
buccin (< 7 cm) dans différentes situations et de le comparer avec celui

de buccins de taille supérieure & 7 cm.

La comparaison du temps moyen de remise sur pied dans le cas de
petits buccins placés seuls dans un contenant (X = 1.63 (0.48) min) avec
celui de petits buccins placés dans un milieu parfumé (X = 0.95 (0.24)
min) (P<0.01, ddl= 48) nous montre gue tout comme les individus de grande
taille, les |jeunes sont sensibles & des produits émis par un prédateur.
Ceci est démontré par une augmentation de la vitesse de remise sur pied
en milieu parfumé. De plus, les jeunes sont plus rapides que ne le sont

les gros individus Aagés (X = 1.19 (0.71) min; (P<0.05, ddl= 57) et ce,
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méme si la rapidité de détection du prédateur ne différe pas significati-
vement selon la taille du buccin (X = 1.25 (0.5) min, X = 1.15 (0.48)
min; P>0.05, ddi=40). De plus, les pourcentages d’individus en milieu
parfumé se remettant sur pied d’une fagon normale et ceux manifestant la
réaction de défense pour les jeunes (63% et 37%) sont différents de ceux

rencontrés chez les autres individus (209 et 77%).

4.2.2 Le comportement du buccin en présence des saponines

Comme les bioessais avec Leptasterias ont démontré gue le buccin
manifestait un comportement de défense et que des produits émis par
1"étoile de mer semblaient en étre la cause, alors des bioessais avec les

différents extraits réalisés sur Leptasterias furent entrepris. Ce

travail visait donc & étudier |‘effet de ces extraits sur le comportement

du buccin.

Kittredge (1974) eénoncait que les bioessais, pour étre valables,
se devajent d“eétre simples (i.e. 1ie moins de variablies possible) et
d’étre reproductibies. De plus, les comportements retenus comme indice
g’une activité doivent etre facilement observables et ne pas porter 2
interprétation. Ainsi, le siphon aurait pu e&tre choisi comme site
d’application des produits. Cependant, cet organe servant & la détection
des produits chimiques est continuellement en mouvement. Donc, il
devenait difficile d”interpréter sans ambiguité les modifications d’acti-

vité de cet organe. Par ailieurs, la partie antérieure du pied est une
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structure treés importante pour 1’orientation du buccin (Nielsen, 1975).
En effet, lorsqu’un buccin est pres d‘une proie, il souléve cette partie
du pied pour toucher la proie et ainsi la goutter. De plius, des essais de
sensibilité aux saponines de différentes zones du pied démontrérent gue
la partie antérieure était 1a plus sensible. Donc, cette partie fut
choisie comme site d’application et le comportement naturel de souleéve-
ment du pied fut retenu comme indicateur d’une réaction & la présence des
saponines. Les indicateurs les plus importants eétaient 1a durée du

soul évement du pied ainsi que 17amplitude du mouvement.

Les valeurs moyennes de durée de soulévement du pied sont
compilées au tableau 7. Elles représentent le délai en minute s’écoulant
entre 1’application d’une solution de saponines et 1’arrét de la réaction
de soulévement du pied représentant un retour & la normale. Ainsi, on
obtient pour chaque type d’extrait et & différentes concentrations une
durée moyenne de réaction illustrée graphiquement & la figure 17 ol les
différentes concentrations sont présentées sur une échelle logarithmique
{LN). 11 est & noter que le nombre accompagnant chagque écart-type indique
le nombre d’individus sur dix ayant réagit aux produits. Ces valeurs ont

également é&té compilées au tablieau 7.

L'analyse de la variance nous indique que la durée moyenne de 1a
réaction augmente avec une augmentation de la concentration des
saponines (P>0.05) et que 1le type d'extrait ne semble pas affecte 1a
durée de 1la réaction observée chez le buccin (P<0.0l). Un test de )(2

réalisé sur le nombre de buccins réagissant aux extraits montre que la



Tableau 7

Duree moyenne de la réaction de soulévement du pied chez le buccin en
fonction du traitement applique

Origine de 1’extrait

Logarithme (1n) aborale orale estomac caecum
de 1a concentration X(S)min X(S)min X{S)min pyloriqgue
X{S)min
-0.69 0.54(0.22) 0.67(0.31) 0.32(0.59) 0
N:7 N=8 N=3
0 0.55(0.26) 0.50(0.02) 0.55(0.38) 1.18(0.60)
N=6 N=4 N=4 N=3
0.92 0.93(0.46) 0.77(0.36) 0.69(0.47) 1.94(3.96)
N=8 N=9 N=8 N=3
1.61 0.80(0.25) 0.40(0.35) 1.11(0.67) 0.92(1.15)
N=9 N=6 N=7 N=8
2.3 1.49(1.22) 1.07(0.59) 0.87(0.63) 0.55(0.19)
N=8 N=6 N=6 N=10
3.22 1.47(0.68) 0.67(0.31) 1.02(0.44) 0.82(0.50)
N=10 N=8 N=8 N=10
3.9 1.33(0.55) 1.37(0.54) 0.96(0.35) 0.99(0.33)
N=8 N=9 N=9 N=10
4.6 1.94(0.52) 1.72(0.63) 2.91(1.09) 1.37(0.61)
N=6 N=9 N=7 N=9
5.29 2.62(0.74) 2.14(1.04) 2.04(0.85) 1.70(0.82)
N=10 N=8 N=8 N=8
5.99 3.08(0.93) 4.17(2.83) 3.32(0.89) 2.13(0.30)
N=9 N=5 N=6 N=9

N

nombre de buccins sur 10 individus testés ayant démontré une réaction.
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Figure 17. Durée de 1a réaction de soulévement du pied du buc-
cin en fonction du logarithme de la concentration
de l’extrait. Les fléches indiquent les wvaleurs
réelles des concentrations.
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concentration de saponines pour un extrait n’influence pas le nombre

. - - 2 2
d’individus reagissant ()Cp = 17.55;>( = 46.963, ddl= 27).
a=0.01

Selon Phillips (1976), 1’intensité de la réaction de défense
manifestée par un mollusgue face & un prédateur serait fonction de la
concentration des produits émis par ce dernier. Une autre fagon d’étudier
cette variation de 1’intensité de la réaction fut de coter 1’amplitude du
soulévement du pied. Par la suite, la fréquence d'apparition de chaque
type de réponse fut notée en fonction des différentes concentrations pour

chaque extrait. Les reésultats obtenus sont présentés au tableau 8.

Des tests du Khi carré réalisés sur chague série de données
obtenues pour les quatre types d’extraits (tableau 7) ont démontré une
augmentation de la durée de la réponse avec une augmentation de la
concentration de i1’extrait et ce pour chague structure (partie aborale;
D(i=129.03, ddl= 72 pour P < 0.00l, partie orale; >(§= 160.33, ddl= 81
pour P<0.001, estomac; )ng 102.22, ddi= 63 pour P < 0.01 et caecum

2 2
pylorique; >(p= 116.1, ddl= 49 pour P < 0.001). De plus, des tests du><
réalisés sur la relation qui pourrait exister entre le type de réponse et
le type d‘extrait et ce pour une méme concentration ont démontré qu’ils
étaient indépendants pour toutes les concentrations, sauf a 5 ug/20 ut,

ol la provenance de 1’extrait semblait influencer le type de réponse.



Tableau 8

Comportement du buccin en présence des extraits provenant de
Leptasterias (nombre de buccin demontrant tel type de réponse a
diffeérentes concentrations et selon la provenance de |’extrait)

PARTIE ABORALE

Concentration ( pg/20 pi)
Type de reaction Intensiteé
(voir p.22) 0.5 1 2.5 5 10 25 50 100 200 400

I-Soulévement de la ~trés fort 1 1 1 1 6
partie antérieure -fort 2 Z 3 4 6 3 Z
du pied -moyen 1 2 | 2 3 2 z 2

2-Plissement de la marge du pied

2.1-Reéaction propagée -forte 1 1

-moyenne | 6 3 5 1 1 3
-faible
2.2~-Reaction locale -forte
~moyenne i 3 3 1 l 1
-faible 5 3 2 1 1 1 1
3-Aucune reaction 3 Z 1 1
PARTIE ORALE
Concentration (ung/20 pl)
Type de réaction Intensite
(voir p. 22) 0.5 1 2.5 5 10 25 50 100 200 400

1-Soulévement de 1a ~-treés fort 1 z 3
partie antérieure ~-fort Z z 3 7 ) 7
du pied ~-moyen 1 2 1 € 2 1 1 1

2-Plissement de ia marge du pied

2.1-Réaction propagée -forte 1

~moyenne 3 1 2 3 4 2
~faible

2.2-Réaction locale ~-forte 1 1 1

~-moyenne 2 3 3 6 2
~faible 6 2 1

3—-Aucune reéaction 2 3 1 1




Tableau 8 (suite)

Comportement du buccin en présence des extraits provenant de
Leptasterias (nombre de buccin démontrant tel type de réponse & diffé-
rentes concentrations et selon la provenance de l’extrait)

ESTOMAC
Concentration ( ug/20 pl)
Type de reéaction Intensité
{(voir p. 22} 0.5 1 2.5 5 10 25 50 100 200 400
1-Soulévement de la -treés fort 1 z 3
partie antérieure -fort Z 3 5 4 &
du pied -moyen 1 3 1 2 3 2 3 ! !
2-Plissement de la marge du pied
Z2.1-Reaction propagée -forte 1
-moyenne 1 | 1 1 1
~-faible
2.2-Reéaction locale -forte
-moyenne 2 l 2 3 | 2 1
~-faible 1 3 3 2 2 2 2 2
3-Aucune réaction 6 6 2 3 3 1

CAECUM PYLORIQUE

Concentration (ug/20 pt)
Type de reaction Intensité
(voir p. 22) 0.5 1 2.5 5 10 25 50 100 200 400

1-Souleévement de la ~trés fort I
partie antérieure ~fort 1 z Z 1
du pied ~moyen 1 1 2 1 2

2-Plissement de la marge du pied

2.1-Réaction propagée -~forte 1

~moyenne 2 i Z

-faible 1
2.2-Réaction locale ~forte

-moyenne I 2 3 6 3

~faible 2 4 6 3 3 I 2

3-Aucune reéaction 10 7 5 2 1 1
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Pour les bioessais avec les extraits provenant des parties orale

et aborale, on observe une frequence de réponse de fuite de 51 % et 54 9

respectivement. Un test de student révéla que les résultats ne diffé-

raient pas significativement (t = 0.3067; t = 2.262, ddi= 9).
exp a=0,01

Pour i’estomac et le caecum pylorique, les valeurs obtenues étaient de 37

% et 27 %. Ces dernieres ne sont pas significativement différentes (t =

exp

1.62; t = 2.262, ddi= 9) mais différent de celles des structures
a=0.05

précédentes (aborales vs caecum pylorique; t = 5.2177; t = 3.25,

2 exp o=0,005
ddl= 9). De plus, un test du)( démontra qu’il n’ y avait pas de relation

entre la fréguence de réponse de fuite et 1a concentration de

1"extrait.
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4.3 DISCUSSION

4.3.1. La reéaction de défense du buccin

La fréguence élevée de la réponse de défense manifestée par le
buccin (97 %), ainsi qu’une vitesse accrue de remise sur pied (X = 1.1

(0.24) min) lors d’un contact direct avec Leptasterias comparativement

aux buccins témoins (3 %, X = 1.99 (0.34) min) nous indiquent qu’il
existe une relation prédateur-proie trés forte entre ces deux organismes.

De plus, le buccin et Leptasterias sont des espeéces sympatriques (Jalbert

P. non publié) des communautés infralittorales ol abondent les bivalves
et autres mollusques dont les deux espéces se nourrissent. Or, ce
phénoméne d’habitudes alimentaires convergentes, décrit par Rosenthal
(1971), pourrait expliquer, au niveau evolutif, le besoin pour le buccin
mature de développer cette réponse violente face & un prédateur. En
effet, ce comportement permettrait & 1la proie de cohabiter avec son
prédateur tout en réduisant les réponses de fuites inutiles dues a la
simple présence du prédateur, ce qui entrafnerait une dépense d’énergie

ainsi qu’une diminution de son efficacité d’utilisation du milieu.

4,3.2 La nature chimique du stimulus

Les bioessais avec un milieu, ot Leptasterias a séjourné pendant

quelques heures, démontrent que le facteur déclenchant la réponse de
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défense est de nature chimique. En effet, dans ce milieu, on observe une
augmentation de 1la rapidité de remise sur pied (X = 1.19 (0.71) min),
tout comme dans le cas d‘un contact direct, ainsi qu’une fréguence élevée
du comportement de contorsion (77 %) typique aux gastéropodes face & un
prédateur, comparativement aux buccins témoins o0 seulement 3 % des

individus présentent la réponse de défense.

Donc, il apparatt que le buccin est apte & détecter des substan-
ces diffusant de 1’étoile de mer et & v répondre par un comportement de
fuite ou par une réponse de défense; la fuite étant généralement associée
a4 une détection & distance, tandis gue la réponse de défense se produit
lors d‘un contact direct avec le prédateur. Ces résultats sont d’ailleurs
en accord avec les résultats obtenus chez d’autres espéces d‘astéridés
(tableau 9). Ces substances affecteraient la proie et permettraient ainsi
une deétection du prédateur et de ce fait une diminution de la fréguence

de contact avec celui-ci.

4.3.3 La spécificité moléculaire

La mise en contact de buccins avec Henricia a démontré que la
présence de cette derniére n’influence pas le comportement du buccin.
Cette étude permettait de mettre en évidence deux aspects importants du
comportement de défense des proies: la spécificité moléculaire et la
nature chimique du stimulus. Ainsi, le buccin ne réagit pas aux saponines

émises par une étoile de mer non prédatrice de mollusgues puisque
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Henricia se nourrie d'eponge d’ob la spécificité moléculaire. Par la méme
occasion, ces essais nous permettaient de renforcer 1’hypothése d’un
médiateur chimique impliqué dans cette relation prédateur-proie piutot
qu‘une simple reconnaissance tactile du prédateur par la proie. Les
résultats obtenus sont en accord avec | hypothése émise par différents
auteurs sur la spécificité des produits éemis par les é&toiles de mer
{Thomas et Gruffydd, 1971; Phitlips, 1976; Watanabe, 1983). Ceci entrat-
nerait une absence de réponse aux espéces non prédatrices de mollusqgues.
De plus, Phillips (1975, 1978) énongait que le fait de ne réagir gqu’a
1"espece prédatrice permettait une économie d’'énergie et également une

utilisation maximale des ressources du milieu.

4.3.4 Modification du comportement de défense du buccin reliée

A sa taille

Les bioessais reéalisés avec les petits buccins ont démontré
qu’it y avait une modification du comportement du buccin reliee & sa
taille. Ainsi, 1les petits individus (<7 cm) semblent favoriser la
réaction de fuite en démontrant une vitesse de remise sur pied plus
rapide associée & une fréqguence de réponse de défense plus faible que

chez les buccins plus grands que 7 cm.

Dans le milieu naturel, nous avons pu observer a guelgues
reprises des buccins de grande taille se nourrissant de la proie d'une

étoile de mer. Ainsi, il semble que ceux-ci soient favorisés lors de
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contact avec un prédateur comparativement aux petits individus. En effet,
le buccin mature pourra développer une plus grande force pour se libérer
que ne pourrait le faire le buccin immature (Mauzey et al., 1968; Menge,
1972; Rosenthal et Chess, 1972). Ce comportement devrait permettre aux
buccins de grande taille de tolérer plus facilement ia proximité d’un

prédateur et de ne réagir que lors d’un réel danger.

Une divergence de 1’habitat et probablement du régime

alimentaire entre les petits buccins et Leptasterias (Jalbert, P., non

publie) pourrait également expliguer la différence de comportement
observée., Cette divergence impliquant un degré d’association moindre

entre ces buccins et Leptasterias entratnerait une moins grande

sensibilité et une forme de défense différente chez ceux-ci (Phillips et
Castori, 1982; Doering et Phillips, 1983). De plus, certains auteurs ont
émis 1’hypothése que 17étecile de mer wutiliserait, pour localiser sa
proie, des produits qui augmenteraient l’activité de celle-ci. La proie
ainsi stimulée dégagerait & son tour des substances pouvant 8&tre
détectées par le prédsteur (Ansell, 1968; Doering, 1976). Donc, il est
possible que la reéponse moins violente chez le petit buccin soit une

adaptation pour eviter de signaler sa présence aux prédateurs.

4.3.5 Le comportement du buccin face aux extraits de saponines

Les courbes de la figure 17 représentant la durée de la réaction

de soulévement du pied en fonction de la concentration des saponines
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corroborent 1’hypotheése d’un accroissement de 1’activité des saponines en
fonction d’une augmentation de la concentration de celles-ci. Ces résul-
tats ont d’ailleurs été observés chez d’autres molltusques (Mackie gt al.,

1968; Phillips, 1976, 1978).

De plus, on remarque Qque suite & 1'application de 1’extrait
plusieurs buccins ont manifesté une réaction de fuite (un changement de
direction accompagné d’une augmentation de la vitesse de déplacement). On
remarque également que les structures externes scont plus actives &
provoguer une reaction de fuite chez le buccin et qgue, peu importe la
concentration des extraits, la fréqguence de fuite est sensiblement la

méme et largement prévilégieée comparativement & la réponse de défense.

Les réponses manifestées par le gastéropode et provoguées
chimiquement peuvent eétre divisées en deux catégories en se basant sur la
nature du stimulus, soit une réponse de fuite représentée par un
changement de direction ou une réponse de défense se manifestant par des
mouvements convulsifs involontaires. Avec les extraits provenant de

Leptasterias i1 y a modification de 1’intensité de la réponse avec

1 "augmentation de la concentration de 1’extrait. De plus, pour une méme
concentration, on observe également pour les 10 buccins testés des
variations de 1%intensité de 1la réponse qui sont attribuables 3 la
sensibilite différente de chague individu (tableau 8). A forte
concentration (200 a 400 pg/20 pl), la réaction de contorsion n'a été
provoquée que dans 10 et 15 % des cas pour 1’estomac et la partie aborale

et dans aucun cas pour le caecum pylorigue et la partie orale, cette



derniere étant considérée par différents auteurs comme la structure
contenant e plus de substances actives. Cependant, 1a réaction de fuite
est généralisée et ce méme & de faibles concentrations. Comme dans nos
résultats, les observations de Mackie et al. (1968) sur l’action de
substances extraites de A. rubens et de M. glacialis sur le comportement
du buccin ont démontré que ces extraits pouvaient provoguer & faible
concentration une réaction immédiate de fuite. Cependant, leurs résultats
démontrent également que les buccins manifestent une réaction de

contorsion geénéralisée avec de fortes concentrations d'extraits (400 -~

500 pg/20 pl).

Les wvariations de concentrations utilisées lors des bioessais
sont probablement repreézentatives d’une variation de l1a distance entre le

buccin et Leptasterias. Ceci pourrait expliquer la variabilite (inten-

sité et type) de 1a réponse des buccins face aux extraits contrairement 3
un seul type de reéponse lors d‘un contact direct entre le buccin et

Leptasterigs. Ces reésultats sont en accord avec ceux obtenus par

Phillips (1977) 1lors de son e€tude sur e comportement de Olivella

biplicata face & Pisaster brevispinugs . Celui-ci démontra un changement
de comportement chez QOlivella en fonction de 1a distance du brédateur et
un seul type de réponse lors de contact. L’ interprétation faite par
Phillips est que +trés peu de variabilité ne doit étre tolérée dans le
comportement d’évitement aprés un contact puisque cette réponse immédiate

est essentielle & 1a survie de la proie.
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Toujours pour expliquer la variabilite rencontree au sein d’une
population, Phillips (1975) fait intervenir des considérations évolu-
tives. Ainsi, il semble que les forces de sélection en jeu dans la rela-
tion prédateur-proie inhibent et renforcent le comportement d’évitement
violent. L‘’hétérogénéité dans 1la réponse des individus & 1’intérieur
d’une population pourrait etre |’expression de la variabilité de ces
forces de sé&lection agissant en directions opposées. Ainsi, la pression
de preédation exercée par |1‘étoile de mer agissant pour renforcir le
comportement de fuite peut varier avec la période de 1‘année puisqgue
certaines étoiles de mer présentent une activité de nutrition saisonniére
(Paine, 1969), avec la densité d’étoile de mer dans le milieu et avec la
disponibilite des sources de nourriture préférée par 1’'é&toile de mer
(Landenberger, 1968). Dans la direction opposée, la pression de sélection
s’exer¢ant sur la proie pour limiter la réponse de fuite peut varier
selon le site, 1’abondance de 1la nourriture pour 1la proie, selon
1’environnement physique et la saison. Ainsi, des forces activeraient la
réponse de fuite chez la preoie, lui permettant d’éviter le prédateur et
ainsi diminuer la predation. Par contre, des forces contraires permet-
traient a8 1a proie d'utiliser la méme nourriture et ie méme espace que
son prédateur potentiel. La présence de différents degrés de réponse dans
un méme population permettrait une utiltisation optimale des ressources
durant différentes saisons et pour différents miiieux. Cette variabilité
serait attribuable & 1a fois & la sensibilité de chagque individu et & une
variation de la capacité du prédateur & provoguer la réponse de défense,

ce qui explqueraient les diffeérentes réponses des buccins.
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Le fait de n’avoir pu provoguer avec les extraits qu’une

réaction de fuite comparativement aux fréguences de contorsion obtenues

lors de contact direct avec Leptasterias (97 %) ou en milieu parfumé (77

%), ob la concentration des produits émis par 17étoile de mer pouvait
probablement atteindre celle rencontrée lors d’un contact direct et ol il
y avait tout de méme une perte de contact avec le substrat, tend 3
appuyer 1’hypothése de deux types de réponse en fonction de la distance
du preédateur. Alors, on peut penser que les produits extraits sont
impliqués dans la relation prédateur-proie et que la réaction de
contorsion est provoquée plus particuliérement par le contact physique
avec le prédateur en association avec la détection de produits émis par

celui-ci comme ]’ont démontré les bioessais avec les étoiles de mer.

Les deux types d’expérience avec extraits et avec étoiles de mer
nous aménent & discuter de la contribution du comportement dévitement a
distance et de la réaction de contorsion pour limiter la prédation.
Malgré la faible quantité de données sur 1’importance relative de chaqgue
élément, on doit noter gue si 1a détection a distance est vraiment
efficace, alors le contact et la réponse de contorsion seront rares

(Phillips, 1977). De plus, un contact répété du buccin avec Leptasterias

inhibe la réponse de contorsion ce qui pourrait étre interprété comme une
réduction de 1la sensibilité du buccin & 1’étoile de mer. Donc, la
réaction de fuite & distance revet toute son importance en rendant 1a
localisation du buccin plus difficile et en reéeduisant d‘autant la

prédation (Doering, 1982).
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Les chromatogrammes des differents melanges de saponines

extraits de Leptasterias (figures 5 & 9) nous indiquent gque la

composition en saponines varie selon 1la structure eétudiée. Les
différences se situent & 1la fois au niveau du type de saponine et au
niveau des proportions relatives de chacunes d’elles. Les différentes
analyses statistiques réalisées sur les résultats obtenus lors des
bioessais avec les extraits montrent que 1’activité de ceux-ci ne varie
qu’en fonction de la concentration et non de leur provenance. Or, chez
les etpiles de mer, les saponines reconnues comme causant une réaction
de fuite chez de nombreux gastéropodes et autres organismes marins sont
distribuees dans différents tissus et 1’activité de ces produits différe

selon la structure et selon 1’espéce d’étoile de mer.

Quelques hypothéses de nature chimique pourraient expliquer la
similitude de 17activité des différents extraits. Ainsi, une modification
structurale au cours de 1’isolation a pu diminuer 1’activité des
molécules contenues dans les structures externes entrafnant une
altération de 1la spécificité biologique de ces molécules ou de leur

activité membranaire.

Une autre hypothése impliguerait une dénaturation d’un complexe
entre les saponines et d’autres molécules organiques. Comme 1"on démontré
Voogt et Van Rheenen (1979) chez A. rubens, seulement 3 % des astéro-
saponines sont libres, ta plupart formant des complexes avec des
protéines et des lipoprotéines. Mackie et al. (1968) démontrérent égale-

ment que chez A. rubens et M. glacialis les saponines étaient liées 3
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des protéines ou &8 des polypeptides. Cependant, 'ils démontrérent

gue ces complexes chimiques n’eétajient pas nécessaires pour que les

saponines aient une activité maximale sur le buccin.

Une troisieéme possibilité serait une modification des quantités
relatives des saponines constituants les mélanges. En effet, chez
certains insectes (Barbier, 1976), 1la spécificité d’une réaction est
reliée non pas a la détection d'un produit mais 3 celle d"un mélange de
produits dont les proportions relatives sont fixes. Or, lors de
} “extraction, toutes les saponines contenues dans les differentes
structures anatomiques ont été extraites mais pas nécessairement dans la
méme proportion & laquelle elles sont normalement émises par 1'é&toile de
mer. Ainsi, Jlors des bioessais, les buccins réagiraient aux mélanges

extraits comme ils le feraient & tout agent tensio-actif.

Une derniére hypothése serait que la substance réellement impli-
quée dans la relation étudiée soit de nature autre que celle des
saponines. Ward (1965) a démontré que 1a réaction de fuite provoguée par

17étoile de mer Dermasterias imbricata sur [7anémone Stomphia coccinea

serait causée par un amino-polysaccharide. Cependant, plusieurs travaux
(tableau 9) montrent que les mollusques sont sensibles aux saponines

d’étoiles de mer et manifestent des comportements défensifs.

Le manque de reéaction pourrait étre également reiié & la nature
des bioessais. En effet, tels qu’ils furent réalisés, le buccin n’était

jamais en contact avec 1a surface externe de 1’étoile. Ceci pourrait
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expliquer la similitude des reéponses pour les différents extraits et
appuyer |’importance du contact avec le prédateur pour le declenchement
d’une réponse violente d’évitement. Ce contact avec le prédateur ou un
détachement du substrat comme dans le milieu parfumé pourraient repré-
senter des conditions extreémes de danger nécessitant une réaction

violente et immédiate. En présence de Leptasterias (sans contact) et avec

les différents extraits, la réaction du buccin représente surtout un

simple évitement & distance (changement de direction).

Chaque hypothése posséde des éléments de réponse intéressants et
aucune d’elles ne peut etre rejetée d’une fagon catégorigue. En effet,
considérées une & une, différents +travaux tendent & les appuyer.
Cependant, 1’hypothése émise par Barbier (1976) sur la spécificité des
mélanges de produits est la plus intéressante pour une étude du phénoméne
de cheémodétection impliqué dans une relation prédateur-proie. Ainsi,
1"étude chimigue des produits émis par 17étoile de mer (milieu parfumé)
apporterait probablement des indices intéressants sur la nature des
composés spécifiques & la relation prédateur-proie existant entre

Leptasterias et 1e buccin.




TABLEAY 9

Reaction défensives des mollusques face aux étoiles de mer

ETOILE DE MER

XOLLUSQUES

TRAITEKENTS

REACTIONS

REFERENCES

Asterias forbesi

Asterias rubens

L} o
L] n
n [}
L] ”
" L
L] "
n "
" ]
] )
" "
L] "
LJ L]

Mercenaria mercenaria

Emarginuia reticula

Patella vulgata

Acmaea tessulata

Gibbula cineraria

Patella pellucida

Cantharidus delandi

Calliostoma zizyphinum

Natica intermedia
et N. montagui

Nassarius reticulatus

Nassarius incrassatus

Buccinum undatum

Haliotis tuberculata

Lima loscombi

-pau parfumée

-extrait

-présence de |'étoile
-contact avec i’étoile

-présence de 1’étoile
~eau parfumeée

-présence de 1'étoile

-présence de |’étoile
-extrait

-contact avec épiderme
-présence de |’&toile
et de 1'extrait
-présence de 1’étoile

-contact avec !'étoile

-présence de 1'8toile

-présence de 1’étoile

-extrait

-présence de l’étoile

-présence de 1'étoile
et extrait

-contact avec podia

~contact prolongé

-présence de |’étoile
et extrait brut

-diminution d'activite,
enfouissement

-fuite
~fuite

-battement répétitif
des valves

-1a plupart insensible
-fuite

-forte réponse

-fuite

-soulévement de la
coquille

-fuite immédiate

-fuite et oscillation
horizontale de la
coquille

-fuite
-contorsions violentes

-recouvre la coquille
avec le manteau

-osciliement violent de
la coquille
-fuite et

détachement du substrat

-réaction violente
-réaction négative
a modérée, délais
de réponse long
-soulévement de la
coquille et fuite

-contorsion violente

-réaction faible & nulle

Doering, P.M. (1982,

Feder, H.M.

15916)

{1967)



TABLEAU 9 (suite)

ETOILE DE MER

HOLLUSQUES

TRATTEMENTS

REACTIONS REFERENCES

Asterias rubens

Asterina gibbosa

Asterias rubens

Astropecten
irreqularis

Crossaster paposus

Henricia leviuscula

Cardium ichinatum

Pecten maximus

Buccinum undatum

Patella vulgata

Pecten maximus

Haliotis tuberculata

Pecten maximus

Nassarius reticulatus

Buccinum undatum

Notoucmea ensessa

Henricia sanquinoienta

Collisiila instabilis

Pecten maximus

Leptasterias aequalis

Acmea scutum

Leptasterias hexactis

Collisella instabilis

Luidia ciliaris

Marthasterias
glacialis

Acmea scutum

Pecten maximus

Emarginula reticula

~présence de |’étoile
et extrait brut

~contact avec 1’étoile

-extrait (saponine)

~présence de 1'étoile

-extrait brut
~présence de 1’étoile
~contact avec 1'étoile
et extrait brut

~présence de 1'étoile
et extrait

-contact avec 1'étoile

-contact avec 1’étoile

-contact avec 1'étoile
-extrait brut
-eau parfumée

-contact avec 1'étoile

-eau parfumée

-contact avec 1’'étoile
et extrait brut

-contact avec 1'etoile
et extrait

-fermeture des valves
sortie du pied
fuite, sauts
délais de réponse

Feder, H.%. (1967)

Thomas, G.E. et al .

{1971)

-nage

-soulévement et torsion Mackie, et al .
du pied {1968)
-soulévement de la Feder, H.N. (1967)

coquilie et oscillation

-nage Thomas, G.E. (1971)

-réponse moyenne Feder, H.M. (1967)

fuite aprés 5 min.

-nage Thomas, G.E. (1971)

-réponse faible ou nulle Feder, H.K. (1967)

-pas de réponse Hancock, D.A. {1974)

-réaction trés faible
a nulle

Phillips, D.W, (1982)
-réaction faible ou nulle Thomas, G.E. (1971)
-saut

-fuite iégére Phillips, D.¥. (1976)

-soulévement, oscillation Phillips, D.N. {1982)
et fuite

-fuite légére Phillips, D.N. (1976)

-saut et fermeture
des valves

Thomas, G.E. (1971)

-fuite Feder, H.N. (1967)



TABLEAU 9

(suite)

ETOILE DE MER

MOLLUSQUES

TRAITENENT

REACTIONS

REFERENCES

Marthasterias

glacialis

Patella vulgata

Pateila jellucida

Acmaea tessulata

Gibbula cineraria

Cantharidus clelandi

Calliostoms zizyphinum

Natica intermedia
et N. montogui

Nassarius reticulatus

Nassarius incrassatus

Buccinum undatum

Haliotis tuberculata

Lima loscombi

Cardium echinatum

Pecten maximus

Buccinum undatum

-présence de 1’étoile
-contact avec podia
-contact avec épiderme
-extrait brut

-présence de ]’étoile
et contact avec
épiderme

-présence de ]'étoile,
et extrait brut

-présence de 1'étoile
et extrait

-présence de |'étoile
-extrait

-présence de 1’étoile
-contact avec 1'étoile

-présence de 1’étoile
-présence de 1'étoile
et extrait

-présence de 1’étoile
-présence de 1'étoile,
extrait et matériel

partiellement purifie

-contact avec podia
-contact prolongé

-présence de |'étoile

-présence de |‘étoile
et extrait brut

-contact avec 1'étoile
-extrait brut

-glicosides stérotdaux
"l et H2

-soulévement de la
coquiile

Feder, H.HM. (1967)

-oscillation occasionnelle

-peu de fuite

-fuite immédiate

-fuite

-fuite

-fuite et oscillation

~-fuite et contorsion

-fuite
-contorsion

giisse le manteau par
dessus la coquille

-contorsion et fuite

-trés forte réaction

-réaction trés forte

-soulévement et fuite
-contorsion

-ouverture des valves
et nage rapide

-fermeture des valves

-sortie du pied, fuite
et sauts,

-réaction immédiate

-nage
-saut

-réaction d'évitement
et retrait du pied

Feder, H.H.

Thomas, G.E.

Mackie, A.A.

(1967)

{(1971)

(1978)



TABLEAU 9 (suite)
ETOILE DE MER MOLLUSQUES TRAITEMENTS REACTION REFERENCES
Marthasterias Pecten maximus -Hl et Hz -nage Mackie, A.M. (197B)
glacialis et Chlamy opercularis
" " Patella vulgata -Hl et HZ -souldvement de Ia .
coquille
" " Buccinum undatum -saponine -soulévement de la Nackie, A.M. {1968)

Meyenaster gelatinosus

Enoplochiton niger

Patiria miniata

Pisaster brevispinus

Chiton cumingsii,
Chiton granosus,
Acanthopleura echinata,
Collisella variabilis

Tequla atra

Concholepas concholepas

Notoacmea insessa

Acmea limatula
et A. scutum

Clivella biplicata

Acmea limatula et

Pisaster giganteus

A. scutup

Nassarius fossata

Olivella biplicata

Kelletia kelletii

Pisaster ochraceus

Acmea limatula

Notoacmea insessa

Tegula funebralis

et eau parfumée

-présence de |’étoile
"

]

L

L ]
-présence de 1'étoile

-contact avec |'étoile
-contact avec l'étoile

-eau parfumée

-présence de 1'étoile

-eau parfumée

-contact avec 1'étoile

-présence de 1'étoile
-contact

-contact avec 1'étoile
-eau parfumée

-contact avec 1'etoile

-contact avec les podia

coguille et torsion
du pied

-fuite
-fuite, contorsion

et soulévement du
manteau par dessus

la coquille
-soulévement de la
coquille, oscillation
et fuite
-colle au substrat

-réaction faible

-pas de réaction

-réaction trés faible

-pas de réaction

-sauts répétés

-enfouissement
-fuite

-pas de réponse

-fuite

-souidvement de la
coquille, oscillation

et fuite

-fuite

Dayton, P.K. (1977)

Phillips, D.W. (1982)
Phillips, D.W. (1976)
Phillips, D.W. (1977}
Phillips, D.W. (1976)
Barbier, N. (1981)
Phillips, D.W. (1977)
Rosenthal, R.d4. (1971)
Phillips, D.W. (1976)
Phillips, D.N. (1982)
Doering, P.H. (1983}



TABLEAU 9

(suite)

ETOILE DE NER

NOLLUSQUES

TRAITEMENTS

REACTIONS

REFERENCES

Pisaster ochraceus

Porania pulvillus

Pycnopodia heliantholdes

Tequla brunnea
T. pulligo et
T. montereyi

Acmea limatula

Acmea limatula

Olivella biplicata

Tegula funebralis

Tegula brunnea

Acmea scutum,
A. limatula et

A, pelta

Acmea scabra et
A. digitalis

Haliotis cracherodii

et H. rufescens
Pecten maximus

Tegula brunnea

Tegula pulligo

Acmea scutum

Olivella biplicata

-contact avec 1'étoile

-eau parfumee
-contact avec podia
-présence de |'étoile
-contact ou non

avec |'etoile

-contact avec 1'étoile

-contact avec 1'étoile

-contact avec 1'étoile
-contact avec 1'étoile

-extrait brut
-contact avec 1'étoile

-contact avec 1'étoile

-eau parfumée

-présence du prédateur

-oscillation et fuite

-fuite

-soulévement la coquille

et fuite
-enfouissement
-soulévement de la

coquilie, osciilation

et fuite

-soulévement de la
coquille, fuite

-soulévement de la
coquille et fuite

-aucune réponse

-souldvement de 1a
coquilie et fuite
-saut

-pscillation et fuite

-colle 1a coguille sur
le substrat

-fujte

-enfouissement

Watanabe, J.M. (1983)

Phillips, D.W. (1976)
Phitlips, D.W. (1975)
Barbier, M. (1981)
Phillips, D.W, (1977)
Feder, M.H. (1963)
Thomas, G.E. (1971)
¥atanabe, J.N. (1983)
Phillips, D.W., (1976)
Phillips, D.W, (1977)
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CONCLUSION GENERALE
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Tel que cité dans le titre du projet, celui-ci portait sur

1’analyse chimique des asteérosaponines extraites de Leptasterias et sur

leur implication dans les mécanismes de défense développés par le
buccin. L’analyse et la nature des résultats obtenus dans les différentes
sections ne nous permettent pas d’établir une conclusion unique et
définitive, mais plutét de présenter différentes conclusions possibles

dont 1a solution finale nécessiterait une continuité au projet.

Ainsi, 1’analyse chimique nous a permi d’établir gqu’effecti-
vement le contenu des différents extraits était form& de saponines. En
effet, les sucres retrouvés dans ces mélanges (xylose, quinovose, fucose
et le galactose) sont ceux constituant le plus souvent la partie hydrate
de carbone des astérosaponines. De plus, l1’analyse qualitative et semi-
quantitative réalisée par CLHPPR nous démontra que les cing structures,
aprés identification des différents produits par leur temps de rétention,
présentaient plusieurs produits communs. L‘analyse semi-quantitative
réalisée par une estimation de la guantité de chagque produit par la sur-
face de son pic démontra que cette distribution relative différente était
la caractéristique la plus évidente. En effet, il est possible que dans
certaines structures 1’absence d’un produit soit reliée & la capacité de
détection et de séparation de produits en treés faibles concentrations par

rapport 8 d’autres.

Dans le cas de la relation prédateur-proie entre Leptasterias et

le buccin, celle-ci devient évidente puisque les bioessais ont démontré

clairement que 1le buccin mature présentait un comportement violent de



defense typique aux gastéropodes face aux étoiles de mer. De plus, il a

éte démontré que la réaction provenait d’une reconnaissance par le buccin

de produits chimiques émis par Leptasterias et que la nature alarmante de

ceux—cCi était dépendante du degré d’association entre les deux
organismes. 11 a eété également établi gue le comportement de la proie
face au prédateur était fonction de la taille de celle-ci. Cette diffé-
rence de comportement entre individus matures et immatures a été expliqué
principalement par une intensité moindre d‘association entre les

immatures et Leptasterias. En effet, ceux-ci n’occupent pas le méme

milieu que |"étoile de mer comme le font les buccins matures.

Lors des bioessais avec les extraits, il n’'a pas été possible de
mettre en évidence une activité plus grande pour 1'une ou 1’autre des
structures. De plus, la réponse de défense attendue chez le buccin n’a pu
etre provoguée que dans trop peu de cas. Cependant, il a été clairement
démontré que les buccins étalent sensibies a ces produits et manifes-
taient dans de nombreux cas une réponse de fuite caractéristique d’une
détection & distance et gque la réponse violente de défense serait un
comportement utilisé principalement lors d’un contact direct. Une autre
hypothése apportée pour tenter d’expliquer le manque possible d’activiteé
des structures externes fait intervenir la composition des mélanges. En
effet, rien ne nous permet de dire que les mélanges extraits et plus
particuliérement pour les structures externes ont 1a méme composition gque
celui émis naturellement dans le milieu par |’étoile de mer. Ainsi, la
réaction de défense serait provoquée par un mélange précis et spécifigue

& 1’étoile de mer étudiée.
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Cette étude, nous 1’espérons, aura apporté certains éléments de
réponse aux facteurs chimiques impliqués dans la relation prédateur-
proie. De plus, méme si beaucoup de points demeurent ambiglis et ainsi
témoignent de la complexité du phénoméne, nous souhaitons gque ce travail
contribuera & la compréhension des probléemes reliés a 1 écologie chimique
en stimulant, par les interrogations qu’il souléve, le besoin de les

étudier.
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