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En octobre 1990 le laboratoire de Biologie et d'Ecologie des Invertebres
Marins (LABEIM) a éte cree, il regroupe les anciens laboratoires :

- Laboratoire National Ecosystemes Conchylicoles (LEC)

- Laboratoire Pathologie et Génétique des Invertébrés Marins
(LPGIM)

- Laboratoire Régional Conchylicole Loire-Gironde (REGI).

Le nouveau laboratoire sous la responsabilité de Maurice HERAL est
organise en 4 unités de recherche :

- Unité de Recherche Ecosystemes Aquacoles (UREA), sous la
responsabilité de Maurice HERAL,

- Unité de Recherche en Pathologie Immunologie et Géneéetique
Moléculaire (URPIGM), sous la responsabilité d'Eric MIALHE,

- Unite de Recherche en Geénetique Quantitative et Ecloserie
(URGE), sous la responsabilité d'André GERARD,

- Unité de Recherche Regionale Aquacole (URRA), sous la
responsabilité d'Alain BODOY.

Le rapport d'activité du laboratoire est présenté par chaqgue unité de
recherche. Ce document concerne I'Unité de Recherche en Pathologie
Immunologie et Génetique Moleculaire.
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PRINCIPAUX RESULTATS
1. PATHOLOGIE
1.1 Diagnostic / Epidémiologie

L'activité de préeparation de réactifs specifiques et de leur utilisation
pour le diagnostic et la caractérisation des agents pathogenes a été
poursuivie. Parallelement aux meéthodes immunologiques basees sur des
anticorps polyciohoux et monoclonaux, plusieurs techniques utfilisant des
sondes nucléiques ont été développées en raison de la complémentarité de
leurs applications (ref. Rochefort, Martigues, Vigo). Par ailleurs, il faut noter
qgue cette stratégie de développement de techniques de diagnostic a ete
consideree comme prioritaire par le groupe de ftfravail "pathology and
diseases of marine organisms" du CIEM (ref) ainsi que par la CEE (DG XIV
programme AlR). En effet, la mise en place d'une legislation internationale sur
la prophylaxie des maladies de mollusques repose necessairement sur des
methodes de diagnostic standardisees et efficaces quelques soient les types
d'agents pathogenes. Les travaux de l'unite ont concerne plusieurs agents
dont la nature pathogene est reconnue ou potentielle.

Bonamia osfreqge :

Le clonage partiel du génome de ce parasite de I'huitre plate Ostrea
edulis a pemmis de disposer de sondes nucléiques marquees par la
peroxydase. La sensibilité de ces reactifs utilises selon la technique de dot-
blot s'est averée equivalente a celle des anticorps monoclonaux appliques a
un immunodosage enzymatique de type ELISA. En pratique cela signifie que
les phases préecoces d'infection correspondant environ aux deux premiers
mois ne peuvent étre diagnostiquees. C'est pourquoi le sequengage de
fragments clones et la synthése d'oligonucléeotides spécifiques ont été
entrepris afin de tester la technique de P.C.R. (polymerase chain reaction)
dont la sensibilité theorique est de lordre de 1 genome, ce qui a éte
recemment etabli en pathologie humaine. Cette technique, originale en
pathologie des mollusques, est maintenant parfaitement maitrisee et sa
validation clinique est en cours (ref),
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Une demande de coopération a ete formulée par un collegue de
Nouvelle-Zélande (M. Hine) pour tester I'ensemble de ces reactifs vis—a-vis du
parasite Bonamia sp. qui provogue actuellement des mortalités massives sur
I'huitre Tiostrea lutaria.

Dans le cadre d'une coopeéeration franco-canadienne (Ministry of
Fisheries and Ocean) il a été prévu de tester ces sondes nucléiques sur le
protozoaire Mikrocytos... pathogéne de I'huitre japonaise Crassostrea gigas et
responsable de mo_rfclités sur la céte ouest du Canada.

Marteilia refringens :

Les parasites du genre Marfeilia infectent la glande digestive de
plusieurs especes de bivalves dinterét economique. Leur diagnostic est
aleatoire dans les phases précoces dinfection car les parasites sont alors
difficiles a detecter en histologie. De plus, les relations entre les parasites
associes aux differentes especes hotes sont inconnues, ce qui est
problematique d'un point de vue épidémiologique pour identifier des hotes
reservoirs. Le travail de préeparation et de séquencage de sondes pour
Marteilia refringens a eu pour but de disposer d'une methode de diagnostic
sensible et de comparaison des souches parasitaires. Les résultats acquis en
collaboration avec V. Lubat (Université de Montpellier) ont révélé par ailleurs
l'existence de sequences genomiques repetees similaires a celles
caracterisees chez d'autres groupes de protozoaires d'importance meédicale

(ref).

Des comparaisons taxonomiques entre souches de Marteilia et la
validation cliniqgue des sondes nucleiques sont en cours, ces travaux étant
realises en collaboration avec les pathologistes espagnols (Vigo) et
australiens (cooperation URPIGM/Université du Queensland).

Vibrio P1 :

Le diagnostic du Vibrio P1, responsable de la maladie de I'anneau brun
chez les palourdes Tapes philippinarum et T. decussafus, a ete initialement
etabli sur la base de deux etapes successives de culture sur milieux gélosés,
des colonies devant étre ensuite caracterisees biochimiquement sur galerie
APl. En pratique, ie deélai d'un tel diagnostic necessite plusieurs jours et un
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nombre tres limité de colonies peut étre analyse. C'est pourquoi des anticorps
monoclonaux ont été produits selon la technique dhybridation
lymphocytaire, le criblage des hybridomes éetant realise selon un test Elisa
comparatif de la réactivité des anticorps vis-a-vis-du Vibrio P1 et des
principales bacteéries pathogenes en aquaculture. En bilan ce travail, qul a
été congu en collaboration avec J.L. Nicolas, a conduit a l'obtention de plus
de vingt hybridomes spécifiques du Vibrio P1. Leur application au diagnostic
rapide de ce pathogene a été entreprise selon une méthode de type ELISA
pratiquee sur des colonies bacteriennes transferees sur membrane de
nitrocellulose, la validation clinique de ce diagnostic étant basée sur des
correlations entre identification biochimique et immunologique (collaboration
J.L. Nicolas et D. Blatteau)

Lymphocystis-like virus :

Des mortalités d'huitres ont été plusieurs fois associeées a des virus de
type Lymphocystis (Iridoviridae) ce qui a conduit & les considérer comme des
agents pathogenes majeurs en raison de leur impact potentiel sur les stocks
de C. gigas. Aucune souche virale spécifique d'huitre n'étant actuellement
disponible, des reactifs ont eté prepares a partir d'un Lymphocystivirus de
poisson (LDV) similaire d'un point de vue ultrastructural a ceux deciits chez les
mollusques. Des anticorps polyclonaux et monoclonaux ont ete produits, mais
la specificité souvent stricte des réactifs immunologiques a conduit G
preparer egalement des sondes nucléiques qui ont un spectre de specificite
plus large en raison des homologies de sequences existant entre les virus
d'une méme famille. Ainsi le génome du LDV a été cloné, ce qui permet de
disposer d'une guantite ilimitée de sondes froides applicables egalement a la
recherche de virus de type Lymphocystis dans des echantillons biologiques.
Par ailleurs, sur la base de sequences virales conservees, des oligonucléeotides
ont ete synthetisés et utiliseés en PCR pour mettre en évidence des séquences
virales dans des extraits d'embryons de C. gigas atrtificiellement contaminés
par de I'ADN de LDV. Selon le protocole etabli il apparait possible de
detecter quelgues genomes viraux (ref).

Des contacts sont etablis avec R. Elston (USA) qui a décrit réecemment
la maladie OVVD due a un Lymphocystivirus-like chez des larves de C. gigas.



Rickeftsiales :

La rickettsiose branchiale de la coquille Saint-Jacques Pecten maximus
est une infection dont I'étude mérite d'étre poursuivie afin de comprendre
son impact reel sur cette espece, plusieurs infections de ce type eéetant
reconnues chez les mollusques comme certainement pathogenes, peut-étre
en synergie avec des facteurs environnementaux. Concernant la transmission
de la rickettsiose, qui avait ete etablie étre de type horizontal, il a été mis en
evidence qu'elle devait essentiellement s'effectuer au cours des premiers
mois de la vie de lanimal. En effet, des coquilles pré-élevées en
Mediterranee présentent, apres plusieurs mois d'élevage en zone
contaminee, des taux et des degres dinfection extrémement faibles
comparativement aux animaux témoins directement éleves dans cette zone.

Le diagnostic de la rickettsiose sur frottis de tissus branchiaux selon une
technigue dimmunofluorescence indirecte & Il'aide d'un anticorps
monoclonal a été validée par comparaison a lexamen de coupes
histologiques lors d'une etude clinigue. A partir d'une banque genomique
partielle, des sondes nucleiques et oligonucleotidiques ont eté preparees afin
de disposer des outils nécessaires a des recherches ultérieures sur
I'epidemiologie, la taxonomie et la pathogenicite de ces microorganismes.

Perkinsus aflanticus :

Dans le cadre d'un stage post-doctoral au sein de l'unite, L. Goggin
(Australie) a réalise une eétude épidemioplogique sur les protozoaires Perkinsus
(Apicomplexa). Il a eté montré que le parasite P. aflanticus, responsable de
mortalités massives de |la palourde Tapes decussafus au Portugal, est present
dans plusieurs populations de cette espece en France, les prévalences étant
dans certains cas voisines de 100 %. Grace au soutien de la DRCI le stage de
L. Goggin a éeté prolongeé afin d'associer ses connaissances des parasites
Perkinsus aux compeétences de l'unité pour la purification des parasites et la
preparation de reactifs specifiques. Ce travail devrait étre organisé
ultérieurement avec les pathologistes portugais (C. Azevedo, Porto) et
canadiens (S. Mc Gladerry), ces derniers etant préoccupés par une
parasitose a Perkinsus chez les petoncles.
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Remarques :

Il apparait que des reactifs de diagnostic sont disponibles pour la
majorité des agents pathogenes majeurs de mollusques. Des modalités
d'organisation en développement et production devront étre trouvées pour
assurer la valorisation de ces réactifs de recherche dans le domaine du
diagnostic en conchyliculture (dossier soumis a J. Querellou).

Plusieurs pays (Canada, Australie) ont pris contact avec l'unité pour
développer dans le cadre de collaborations des réactifs spécifiques d'agents

pathogenes indigenes.

Un programme de travail a éte établi avec G. Breuil, M. Comps et J.F.
Pepin (DEVA) en vue de la préparation d'anticorps monoclonaux spécifiques
d'un virus de type Picornavirus du bar.

Des problemes de culture d'hybridomes ont ete observes au cours de la
preparation d'anticorps spécifiques de Baculovirus, ce qui a conduit a devoir
prendre en consideration I'ensemble des facteurs susceptibles d'en étre Ila
cause. Apres renouvellement de la souche de myélome et changement de
lot du milieu de culture, les travaux se sont a nouveau deroulés normalement.,

1.2 Pathologie expérimentale

Bonamiose :

Les travaux de pathologie experimentale ont encore été focalisés sur le
modele de la bonamiose de I'huitre plate et ont eu pour motivation
essentielle d'optimiser les techniques de reproduction de cette maladie, ceci
dans l'optigue de les transferer aux collegues de I'URGE impliqués dans la
selection par genetique quantitative d'individus resistants. Plusieurs résultats
significatifs ont eté acquis, certains grace aux collaborations établies avec
plusieurs equipes europeennes dans le cadre d'un contrat CEE (ref). Les
injections de parasites purifies peuvent étre effectuées directement dans la
cavite peéricardique ce qui évite les septicémies observées suite G des
inoculations dans la glande digestive. L'anesthésie des animaux par
immersion dans de leau de mer additionnée de MgCI2 s'est avérée
particulierement efficace pour O. edulis ainsi que pour C. gigas, bien que
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pour cette derniére il soit nécessaire de pratiquer une entaille dans les valves
afin de favoriser la peénétration de la solution anesthésiante. Dans ces
conditions, les mortalites chez les temoins, liees a l'experimentation sont
quasiment nulles et le developpement de linfection a pu étre précisement
analyse pour differentes doses infectieuses. Pour la premiere fois en
pathologie des mollusques, la notion de dose infectieuse 50 % a été
intfroduite, ce qQui a permis d'entreprendre des comparaisons objectives de la
sensibilité de différentes souches d'huitres vis—-G-vis de Bonamia ostreae,
notamment les huitres F1 "reésistantes" (ref;collaboration N. Cochennec, M.J.
Lecoguic, La Trinité/mer). Ces expérimentations, réalisées a I'échelle de
I'animal, ont aussi révelé une grande variabilité individuelle de la sensibilité au
parasite. L'analyse de ce phénomene est du domaine de limmunologie anti-
infectieuse et basee essentiellement sur des expérimentations in vitro
resumees dans la partie immunologie.

Viroses :

Les viroses de mollusques et de crevettes sont encore peu étudiées,
essentiellement en raison de l'absence de lignees cellulaires permettant la
multiplication des virus et consécutivement leur étude in vifro. Compte tenu
des epidemies virales qui ont dans le passé decime des elevages d'huitres et
de crevettes et du risque potentiel que constituent en permanence les
viroses, un programme de recherche sur linhibition de virus par des
sequences anti-sens a été initie avec le soutien de Sanofi-Elf. Le modele
choisi correspond a un Baculovirus d'insecte (Aufographa californica) pour
lequel il existe une lignee cellulaire permissive (Sf9) et dont la biologie
moleculaire est tres bien connue, notamment en ce qui concerne des genes
precoces regulateurs. En effet, les transcipts de tels genes sont des cibles
privilegiees pour des molecules anti-sens susceptibles d'inhiber leur traduction
et par consequent la multiplication du virus, Il faut noter par ailleurs que des
homologies de sequences ont ete recemment demontrées par nos collegues
australiens entre ce Baculovirus-modele et un Baculovirus de crevette, Les
travaux ont éte initialement consacrés a l'introduction d'/ADN dans les cellules
Sf9 selon différentes techniques : simple diffusion; électroporation ; lipofection.
Cette derniere s'est averée la plus performante d'un point de vue quantitatif
(0.1 pg d'ADN/cellule) mais aussi qualitatif puisque la mortalité cellulaire
resultant de ce traitement est pratiquement nulle a la différence de
I'electroporation qui provoque des alterations cellulaires. La quantification de
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la multiplication du virus a ensuite été prise en considération car son
estimation précise est indispensable a l'analyse de l'effet inhibiteur de
molécules anti-sens differant par leur sequence, leur taille ou leur structure.
La méthode de quantification de I'ADN viral qui a été retenue est basée sur
une hybridation entre une sonde virale froide et 'ADN viral extrait des cellules
et fixé sur une membrane de nylon. Des essais d'inhibition du virus sont
maintenant réalisés avec des desoxyoligonucléotides,normaux ou modifies,
correspondant aux genes I[E-1 et DNA-pol.

1.3 Culture cellulaire :

L'absence de lignee cellulaire de mollusque constitue toujours un
facteur limitant pour I'étude in vitro des agents pathogenes qui sont en
majorité intracellulaires. A la suite du colloque de biotechnologies marines
(Martigues), un réseau de collaborations a commence a s'organiser sur ce
theme de recherches, I'animation de ce reseau etant parfaitement prise en
charge par G. Dorange et ses collegues (Université de Brest). Alors que les
differents partenaires du réseau doivent s'interesser tout particulierement a
'élaboration de milieux de culture sur la base de tests de capacite
fonctionnelle de cellules en primocultures, la participation de l'unité est
focalisee sur I'etude des oncogenes impliques, d'une part, dans une tumeur
hémocytaire de la moule et, d'autre part, dans la multiplication et la
différenciation cellulaires lors des phases préecoces du developpement
embryonnaire. Ces travaux ont pour but de pouvoir aborder limmortalisation
de cellules de mollusques par transformation experimentale avec des
oncogenes heterologues ou homologues, comme cela est maintenant
pratiqué pour de nombreux types de cellules chez les vertebrés et la
drosophile.

L'etude de la tumeur hemocytaire de la moule a été poursuivie par la
caracterisation des anticorps monoclonaux specifiques. En collaboration
avec l'équipe de R. Elston (Battelle, USA) il a été établi que certains d'entre
eux sont specifiques de cellules tumorales 4N et d'autres de cellules 5N, la
signification de ces observations etant encore incomprise. Sur la base de
données cytologiques, il a été montré que plusieurs anticorps spécifiques de
cellules tumorales reagissent avec des épitopes membranaires alors que
d'autres epitopes ont une localisation nucleaire. Ces donnees suggerent qu'il
y ait expression specifique de plusieurs genes pouvant étre assimilés a des
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oncogenes (ref). Des travaux ont eté initiés pour déterminer les poids
moleculaires des différentes protéines reconnues par ces anticorps et
rechercher ainsi des similitudes avec les oncoprotéines caractérisées chez
des vertebres ou des Invertéebres. Parallelement & cette approche
immunologique, l'utilisation de sondes nucléiques a été abordée pour
rechercher des oncogenes. L'hybridation d'une sonde specifique de
lloncogene ras a été suivie par une étude comparative des séguences
etablies pour cet oncogene chez différents groupes zoologiques. L'analyse
des séquences nucléiques et peptidiques des banques de données EMBL et
GENBANK & I'aide des systémes d'exploitation "Bisance" a permis d'identifier
des sequences consensus pour les genes ras dont un représentant a été
recemment caractérisé chez le gastéropode Aplysia. A partir de ces
informations, des oligonucleotides ont ete synthetises en vue de
I'amplification par PCR de l'oncogéene ras de la moule, soit a partir d'ADN
genomique, soit a partir dARNm,

Les recherches sur les cellules embryonnaires visant, d'une part, a
analyser I'expression temporelle des oncogenes et, d'autre part, a transfecter
ces cellules avec de 'ADN exogene, ont porte a ce jour essentiellement sur la
mise au point de meéthodologies expérimentales: protocole fiable de
dissociation cellulaire base sur l'utilisation d'homogeneiseur de tissus de type
Dounce et de milieu antiaggregant de type Alsever ; test de viabilite;
etablissement de primocultures; electroporation et lipofection; traitement des
echantillons cellulaires pour la detection des acides nucleiques a l'aide de
sondes froides selon la technique de dot-blot,

2. IMMUNOLOGIE ANTI-INFECTIEUSE DES MOLLUSQUES ET DES CRUSTACES

Ce domaine de recherches correspond G une évolution logique des
travaux développés en pathologie qui ont conduit a la maitise de
techniques de purification et de dosage des agents pathogenes ainsi gqu'a la
reproduction expérimentale de certaines infections. Ainsi il est devenu
progressivement possible d'aborder I'étude in vitro des interactions entre les
agents pathogenes et le systeme immunitaire des mollusques et des
crustaces.
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2.1 Etude des effecteurs cellulaires et humoraux

Un certain nombre de travaux ont ete focalises sur la caracteérisation
fonctionnelle en chimioluminescence des hemocytes des mollusques Ostrea
edulis, Crassostrea gigas, Mytilus edulis, Tapes philippinarum et Pecten
maximus (ref). Il a ete montre chez toutes ces especes de bivalves que la
phagocytose de particules inertes par les hemocytes s‘accompagne de la
production de radicaux libres de l'oxygene (ref) comme cela a été
precedemment demontré chez des gastéropodes (Equipe d'Amsterdam,
projet de coopération). Les resultats obtenus pour des nombres constants
d'hémocytes se sont révélés trés variables selon l'espéce et selon lindividu,
Cette variabilité individuelle, dont la signification immunologique devrait étre
etudiee en relation avec Il'état physiologiqgue et les conditions
environnementales (équipe espagnole de Villagarcia), a été considérée pour
des huitres d'un méme lot. Des corrélations avec la formule héemocytaire ont
ete alors recherchées et ont rapidement mis en évidence la difficulté
d'identification de différents types hémocytaires sur la seule base de criteres
morphologiques. Les anticorps monoclonaux préparés contre les hémocytes
de C. gigas sont en cours d'exploitation pour essayer de caracteriser des
types antigénigues, plusieurs de ces anticorps pouvant par ailleurs constituer
des réactifs applicables a d'autres especes puisque des réactivités
interspecifiques ont eté mises en évidence. Parallélement, des sous-
populations hemocytaires separees par centrifugation isopycnique sur
gradient de densité de Percoll sont analysees a 'aide de ces anticorps chez
C. gigas.

Des travaux similaires de separation d'hémocytes ont été réalisés en
collaboration avec J.F. Samain pour Identifier les types cellulaires secreteurs
de lysozyme chez T. philippinarum (ref). Ces resultats sont particulierement
interessants dans l'optique d'etudier le geéne de cette protéine
antibacterienne car ils informent sur les cellules G partir desquelles les ARNmM
pourront étre extraits. Des contacts ont été établis par J.F. Samain avec le Pr.
Jolles, specialiste du lysozyme qui dispose de sondes nucléiques. De plus, des
collegues espagnols (Vigo) qui etudient actuellement le lysozyme de
I'némolymphe de la palourde se sont déclarés intéressés par une
collaboration sur ce sujet et sur I'activité du lysozyme vis-a-vis du Vibrio P1
(dossier pour comité mixte franco-espagnol transmis & J. Fuchs).



L'immunologie des crevettes pénéides est un domaine pratiguement
vierge, les connaissances se limitant pratiguement a des descriptions
morphologiques des hemocytes. Par contre, de tres nombreuses donnees
sont disponibles chez les insectes (plusieurs équipes européennes) et
I'ecrevisse qui a acquis le statut de modele d'étude (Equipe de Soderhall,
Suede). Dans le but d'avoir une approche complémentaire, l'unité a choisi
d'exploiter ses competences dans le domaine de la préparation d'anticorps
monoclonaux afin de disposer de reactifs permettant, d'une part, de
caractériser d'un point de vue antigénique et fonctionnel les hémocytes et
leur sécrétions, d'autre part, de tester les réactivités de ces anticorps vis—-a-vis
des protéines immunitaires qui ont été purifiees chez les insectes et I'écrevisse.
Apres avoir etabli un milieu de prélevement de 'lhémolymphe de crevette qui
evite les phenomenes de coagulation et de meélanisation, un protocole de
criblage a eté congu afin de pouvoir selectionner simultanément les
hybridomes specifiques de proteines secretéees ou d'hémocytes de Penaeus
japonicus. Une vingtaine d'hybridomes ont ete obtenus, certains réagissant,
avec tous ou une partie des hemocytes, d'autres avec des secretions. La
caracterisation de tous ces hybridomes est en cours, basee sur des analyses
en immunohistologie et en immunoblotting. Ces anticorps monoclonaux
seront prochainement utilises pour I'etude fonctionnelle des protéines seriques
sur la base de test dimmuno-inhibition.

Les travaux concernant l'activité de type serine protease mise en
evidence dans I'hemolymphe de bivalves et impliquee dans la neutralisation
de virus (ref) ont eté poursuivis par S. Mortensen (Institut de Bergen) sur le
modele Birnavirus/Pecten maximus alors que l'unité a envisageé de purifier
cette protéine. Dés les essais preliminaires, des difficultés techniques sont
apparues qui ont etée considérées comme impossibles a résoudre par l'unité
en raison de son manque de compeétence dans ce domaine. Des contacts
ont ete etablis avec P. Roch (CNRS) qui est a l'origine d'un projet soumis & la
CEE sur les sérine proteases d'invertébrés.

2.2 Recherche de génes ef de protéines immunitaires

En immunologie des vertebrés et des insectes, des progres
gigantesques ont ete realisés au cours des dernieres années, d'une part dans
la purification et la caractérisation de proteines immunitaires et, d'autre part
dans lisolement et le séquengage des genes correspondant. Ces résultats
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commencent a mettre en évidence de nombreuses homologies moleculaires
et fonctionnelles. C'est pourquol lunité s'est attachée & un travall
bibliographique & caractere exhaustif sur les genes codant pour des
protéines a activité antimicrobienne, telles que les cecropines, attacines,
defensines, magainines, et pour des cytokines activatrices des cellules
immunitaires, tels que le TNF, IFN. Parallelement des formations individuelles et
collectives ont été organisées sur l'interrogation des banques de séquences
nucleiques et proteiques (EMBL, GENBANK) et sur les systemes d'exploitation
(Bisance), notamment ceux concernant les comparaisons de sequences et
lidentification de consensus A partir desquels des sondes peuvent étre
synthétisées. Plusieurs techniques de biologie moléculaire adaptées a la
recherche de génes ont été acquises, en pairticulier la synthese
d'oligonucleotides et l'amplification par PCR. Llintégration a l'unité d'un
spécialiste de biologie moléculaire reste cependant une prioriteé dans la
mesure ou de nombreuses techniques de base devront étre maitriseées pour
entreprendre efficacement le clonage des genes immunitaires de mollusques

et de crevettes.
3. TRANSGENOSE

La tfransgenose chez les mollusques et les crevettes est essentiellement
orientée vers la sélection de souches resistantes a des agents pathogenes
consecutivement a l'expression, soit de genes immunitaires, soit de sequences
antisens inhibant la réplication de virus. Cependant de tres nombreuses
autres applications pourront étre envisageées a linstar des travaux realises
chez la drosophile ou la souris transgenique (endocrinologie, oncologie,...).
Ce programme a été axé sur la technique de microinjection retenue
préférentiellement & I'électroporation en raison de sa fiabilité pour
lintroduction de molécules. De nombreuses experimentations ont été
effectueées sur des embryons de moule et d'huitre et ont permis d'atteindre
une reelle maitrise de lensemble des operations (preparation des
microinstruments, micromanipulation et microinjection des embryons
unicellulaires). A ce jour, il est possible de microinjecter en routine plusieurs
dizaines d'embryons avec des taux de survie supérieurs a 50 %. Ce savoir-
faire a eéte ensuite appliquée a la microinjection d'embryons de crevettes
grace au soutien du COB (C. Cahu) et du COP (J. Calvas).
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Cette technigue de microinjection d'embryons, qui pourra étre
ultérieurement trés intéressante pour des essais d'embryoculture d'agents
pathogenes intracellulaires, a été ensuite utilisée pour Introduire de la B-
galactosidase. Cette proteine correspond au produit d'expression d'un des
genes marqueurs les plus fréequemment utilisés en transfert de gene pour
etudier l'efficaciteé et la specificite ftissulaire de promoteurs. Ainsi, la
microinjection de B-galactosidase a permis de simuler lI'expression de ce
gene et de mettre au point une méthode de détection de type
immunologique applicable a des embryons et des larves de mollusques.

Sur la base de ces résultats, des experimentations ont été réalisées pour
tester l'efficacité de promoteurs hétéerologues en microinjectant un plasmide
qui associe le promoteur viral CMV (efficace sur cellules d'insecte) et le gene
codant pour la B-galactosidase. Des resultats preliminaires suggerent gu'il y
ait une expression transitoire de ce gene,

Parallelement G ces expéerimentations sur I'embryon, des travaux ont
eté inities sur 'ADN des crevettes Penaeus japonicus et P. indicus et du
mollusque Mytilus edulis pour rechercher selon la technique PCR des
promoteurs homologues (HSP, heat shock protein) et des sequences repetees
susceptibles de constituer des cibles d'intégration (histone).

4. ENDOCRINOLOGIE

Cet axe de travail est réalisé en étroite collaboration avec M., Mathieu
(Université de Caen), J.F. Samain et J. Moal (IFREMER, Brest), I'implication de
l'unité étant essentiellement d'ordre méthodologique.

Des anticorps monoclonaux spéecifiques de cellules et de secretions des
ganglions cerebroides de la moule ont été préparés selon la technique
d'hybridation lymphocytaire. Le criblage des hybridomes spécifiques a été
realise en immunofluorescence indirecte sur des préparations histologiques
de cellules cytocentrifugees, chaque preparation étant equivalente a une
suspension cellulaire issue de cing ganglions. Une soixantaine d'hybridomes
ont eté selectionnes et ont permis d'entreprendre une cartographie des
ganglions sur la base de la spécificité antigeniqgue des anticorps. Plusieurs
d'entre eux correspondent a des molécules secréetees qui ont été identifiées
dans I'némolymphe de la moule par un immunodosage enzymatique. La
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caracteérisation de ces molécules est en cours, la disponibilité des anticorps
permettant d'envisager leur immunopurification.

L'immunodeétection de moléecule de type insuline dans les cellules
ganglionnaires de Ila moule et lidentification chez plusieurs groupes
d'invertebrés de genes codant pour des protéines de type insuline et
recepteur a linsuline ont conduit a rechercher ces genes chez la moule. Ce
travail est egalement fortement motivé par les activités de linsuline et des
molécules apparentées sur la croissance et la différenciation. Sur la base des
homologies de séquences entre les genes, des amorces ont ete preparées
pour des essais d'amplification par PCR, les sequengages des fragments
amplifiés et clonés n‘ayant pas a ce jour permis d'identifier de fagon fiable
des sequences de type insuline.

5. PUBLICATIONS D'URPIGM (1990)
5.1. Revues avec comité de lecture:

BACHERE E., D.HERVIO and E. MIALHE, 1990. Luminol-dependent
chemioluminescence by hemocytes of two marine bivalve species,
Ostrea edulis and Crassostrea gigas. Soumis a Dis. Aquat. Org..

BACHERE E., D. HERVIO, E. MIALHE and H. GRIZEL, 1990. Evidence for
neutralising activity against T3 coliphage in oyster Crassosfrea gigas
hemolymph. Deviop. Comp. Immunol. Vol. 14 : 261-268.

CHAGOT D.,V. BOULO, D. HERVIO, E. MIALHE, C. MOURTON and H GRIZEL,
1990. Interactions between bonamia ostreae (protozoa . ascetospora)
and hemocytes of osfrea edulis and Crassostrea gigas (mollusca
bivalvia) : entry mechanism. J. of Invert. Pathol. : in press.

GENDREAU S. and H. GRIZEL, 1990. Induced triploidy and tetraploidy in the
european flat oyster, Osfrea edulis (L.). Aquaculture Vol. 90 ; 229-238.

HERVIO D., V. VUILLEMIN, E. BACHERE, V. BOULO, N, COCHENNEC, and E.
MIALHE, 1990. Establishement of an experimental infection protocol for
the flat oyster ostrea edulis with bonamia ostreae parasites : application
to parasite resistant oyster selection. Soumis @ Aquaculture.
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JOUSSET F.X., M. JOURDAN, B. COMPAGNON, E.MIALHE, J.C. VEYRUNES and M.
BERGOIN, 1990. Restriction maps and sequence homologies of two
densovirus genomes. J. gen. Virol.,, 71 : 2463-2466.

LE GALL G. et al, 1990. Purification of Rickettsiales-like procaryotes
associated with Pecten maximus (Mollusca : Bivalvia). Serological and
biochemical characterization. Soumis a Dis. Aquatic. Org..

LE GALL G. E. BACHERE, D. CHAGOT and E. MIALHE, 1990.
Chemiluminescence analysis of the activity of Pecten maximus
hemocytes with zymosan and specific Rickettsiales-like organisms
stimulation. Soumis a Dis. Aquat. Org.

LE GALL G., C. MOURTON, V. BOULO, E. MIALHE, F. PAOLUCCI and B. PAU,
1990. Monoclonal antibody against gill Rickettsiales-like organism (RLO)
of Pecten maximus (Bivalvia) : aqpplication to Indirect
immunofluorescence (lIF) diagnostic. Soumis Dis. Aquat. Org.

LE GALL G., E. MIALHE and H. GRIZEL, 1990. Epidemiological study of the
Rickettsiales-like disease of the St Jacques scallop P. maximus. Dis.

Aquat. Org. :in press.

MOURTON C., BOULO V., D. CHAGOT, D. HERVIO, E. MIALHE and H. GRIZEL,
1990. Interactions between Bonamia ostreae (Protozoa : Ascetospora)
and hemocytes of Osfrea edulis and Crassosfrea gigas (Mollusca
Bivalvia) : In vitro model establishment. Soumis a J. Invert. Pathol.

NOEL D., V. BOULO, D. CHAGOT, E. MIALHE, F. PAOLUCCI, C. CLAVIES, E.

HERVAUD and R. ELSTON, 1991. Preparation and characterization of
monoclonal antibodies against neoplastic hemocytes of Mytilus edulis

(Bivalvia). Dis. aquat. Org. 10: 51-58.
5.2.Revues sans comité de lecture:
GRIZEL H., 1990. Pathologie des palourdes. in :

GRIZEL H. and M. HERAL,1990. Introduction in France of the japanese oyster
Crassostrea gigas. J. du Conseil Internat. Explo...
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5.3. Communications @ des colloques:

GRIZEL H., 1990. Prophylactic strategies and zootechnic measures. Recent
advances. Aquacop, actes colloques n® 9. 227-231.

MIALHE E., 1990. Infectious pathology in molluscs and schrimp hatcheries.
Aquacop, Actes colloques n°® 9: 223-226.

NOEL TH., E.AUBREE, D.BLATEAU, E.MIALHE and H.GRIZEL. Treatment against the
vibrio P1 suspected to be responsible for mortalities In Ruditapes
philippinarum. Abstracts p. 22-23. PAMAQ 4, Vigo (Espagne) 17-21 sept.

COUSIN K., B. DESPREZ, D.SHIRE, M.KHAGAD, E.MIALHE and H.GRIZEL.
Polymerase Chain Reaction, a new method for diagnostics of Pecten
maximum gill rickettsia. Abstracts p. 17. PAMAQ 4, Vigo (Espagne) 17-21

sept.

HERVIO D., V.LUBAT, E.MIALHE and H.GRIZEL. Nucleic acid probes in the
diagnostics and study of Bonamia ostrea (Ascetospora) infrahemocytic
parasite of the flat oyster Osfrea edulis. Abstracts p. 71. PAMAQ 4, Vigo

(Expagne) 17-21 sept.

LUBAT V., D.HERVIO, E.MIAHLE, H.GRIZEL and T.BALTZ Caracterisation of a
potential DNA probe for Marteilia refringens, a parasite of the flat oyster
Ostrea edulis. Abstracts p. 78. PAMAQ 4, Vigo (Espagne) 17-21 sept.

BLATEAU D.,Y.LE COGUIC, E.MIALHE et H.GRIZEL Traitement des moules (Mytilus
Edulis) contre le copepode Myfilicola intestfinalis. Abstracts p. 97-98.
PAMAQ 4, Vigo (Espagne) 17-21 sept.

ELSTON R., D.BONAR, K.BROOKS, A.GEE, E.MIALHE, JMOORE, D.NOEL, and
L.STEPHENS. Studies on pathogenesis and etiology of circulating
sarcomas in Myfilus. PAMARQ 4, Vigo (Espagne) 17-21 sept.

MATHIEU M., J.Y.-TOULLEC, I.LROBBINS et K.COUSIN Recherche de substances
hormonales actives sur la croissance et sur les métabolismes associés
chez les mollusques bivalves. Bases Biologiques de I'Aquaculture, Guidel
5-7 sept.
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MIAHLE E., V.BOULO, E;BACHERE, D.HERVIO et K.COUSIN Nouveaux outils de
diagnostic en pathology des molluscs. E.A.F.P., CNEVA, Maisons Alfort, 20
Nov.

MIALHE E. Deéepistage des maladies des coquillages. 2éme Collogue
Biotechnologie et Developpement, Rochefort 19-20 avril.

HERVIO D., E. BACHERE, V. BOULO, D. CHAGOT, E. MIALHE and H. GRIZEL.
Interactions between Bonamia ostrea (Protozoa : Ascetospora) and
hemocytes of Osfrea edulis and Crassosfrea gigas (Mollusca : Bivalvia) :
In vitro model establishment and study of recognition, entry and survival
mechanisms. 7 Inter, Cong. of Parasi., Paris 20-24 aout 1990.

CADORET J.P.. Electric-field mediated polyploidy induction in commercially
important  farmed species in  Aqguaculture. Intern. Conf., on
electroporation and electrofusion, Mar. Biol. Lab. Woods Hole,
Massachusetts, 28-31 Octobre 1990.

6. ENSEIGNEMENTS

MIALHE E. : Pathologie, immunologie et geénetique des mollusques et des
crustaces. DEA d'Oceanologie, option Biotechnologies, Université de
Marseille.

MIALHE E. : Pathologie des mollusques. Ecole des Administrateurs des Affaires
Maritimes, Bordeaux.

MIALHE E. : Pathologie et génétique des mollusques et des crevettes. Institut
technique de la Mer, Cherbourg.

MIALHE E. : Diagnostic des maladies de mollusques. Direction des services
veterinaires, Nantes.

7. MISSIONS A L'ETRANGER

MIALHE E. : Groupe pathologie et maladies des organismes marins, CIEM,
Vigo (Espagne), mars.
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MIALHE E.: Coopeération franco-équatorienne en pathologie, immunologie et
genetique des crevettes et des mollusques, (Equateur) déecembre.

8. MANIFESTATIONS ORGANISEES PAR L'UNITE
Journees portes ouvertes 21 au 23 avril

Participation & l'organisation du Colloque national de Biotechnologies
marines, Martigues, 31 mal au 2 juin.

MIALHE E. : animateur atelier sondes moléculaires :

- Kristell COUSIN : endocrinologie

- Dominique HERVIO : diagnostic

- Evelyne BACHERE : Immunologie
BOULO V.: Co-animation cultures cellulaires
GENDREAU S. : Transfert de genes chez crustaces.

CADORET J.P. : Transfert de genes chez mollusgues.

Reunion inter-equipes DRV-RA: Présentation des compeéetences techniques et
reflexion sur les collaborations au sein du departement. 15-16 mai.

9. EXPERTISES

MIALHE E. : membre du groupe "Pathology and diseases of marine organisms",
CIEM

10. FORMATIONS
CADORET J.P. : Stage statistiques niveau 1, 4 jours, décembre 1990.
NOEL T. ; Stage statistiques niveau 1, 4 jours, decembre 1990.

NOEL T. : Stage Anglais au CAREL Royan, 15 jours, Décembre 1990.



- 1O =

11. PRINCIPALES VISITES DE L'UNITE PAR DES VISITEURS ETRANGERS

30 mai : 25 étudiants + professeurs, International Institute for Hydraulic and
Environmental Engineering, Hollande.

Julllet : S. Mortensen, Institut des Péches de Bergen, Norvege.
16 octobre : Carlos Fwurmann, coquilles St-Jacques, Chili.

Kenjl Kawamaya, coquilles St-Jacques, Japon.
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