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INTRODUCTION

-

Les habitats essentiels d’une espece sont définis comme des zones géographiques ou
physiques indispensables a la réalisation du cycle biologique. Chez la plupart des poissons
marins ce cycle comprend quatre stades (embryon, larve, juvénile, adulte) correspondant
aux différentes étapes du développement de I'individu. Les besoins des organismes varient
au cours de leur développement et le passage d’un stade ontogénique au suivant
s’accompagne le plus souvent de la recherche d’un biotope particulier dit aussi habitat
essentiel. Si toutes les étapes et les habitats essentiels associés sont indispensables a la
réalisation compléte du cycle biologique, certaines phases sont critiques et déterminent le
recrutement, c’est a dire la participation d’une classe d’age au renouvellement de la
population adulte. C’est le cas pour les poissons plats des zones tempérées comme la sole
commune du Golfe de Gascogne (Solea solea (L.)), pour lesquels les stades larvaires et
juvéniles déterminent la variabilité du recrutement.

Si le cycle de cette espece est connu, il est néanmoins important d’étudier de plus
preés les stades critiques et tout particulierement la période juvénile. En effet, la sole
exploite au cours de son cycle biologique les milieux cotiers et estuariens ou la production
est élevée : ce sont les zones de nourriceries pour les juvéniles (Van der Veer et al., 2000).
Les conditions de survie et de croissance y sont normalement optimales (Miller et al.,
1998). Cependant, ces zones cotiéres subissent des pressions anthropiques croissantes qui
risquent d’affecter la qualité de ces habitats-clés nécessaires au déroulement du cycle
biologique. Ceci peut affecter le recrutement et finalement la taille de la population
(Ferber, 2001). Or, la sole est une espece d’intérét majeur pour le Golfe de Gascogne, tant
en raison de son abondance que pour son importance économique. Cette espéce de 1% rang
en valeur marchande, pour les pécheries atlantiques soutient aussi une activité de petits
meétiers en particulier dans les pertuis Charentais. Depuis les années 90, la biomasse
féconde et le recrutement annuel sont en diminution et actuellement, le stock de cette
espece est déclaré en danger.

Les pertuis Charentais représentent une zone de nourricerie majeure pour la

population de sole du Golfe de Gascogne. Les abondances et les densités de juvéniles y
sont parmi les plus fortes (Le Pape et al., 2003 a). Cependant, la taille moyenne automnale
des juvéniles d’dge 0 semble étre parmi les plus faibles des nourriceries du Golfe de
Gascogne (e Pape et al., 2003 b) alors que les facteurs climatiques ne sont pas limitant a
la croissance. Il semble donc que d’autres facteurs interviennent, d’autant plus que le site
des pertuis Charentais soutient de nombreuses activités humaines notamment la
conchyliculture. De possibles interactions entre ces activités conchylicoles et le
fonctionnement de la nourricerie des pertuis sont d’ailleurs en cours d’étude. Ceci a mené a
la découverte chez les juvéniles d’un parasitisme important par un digéne du genre
Prosorhynchus de la famille des Bucéphalidés (Laffargue et al., 2004) déja connu pour
infester et stériliser les moules (Coustau et al., 1990). Comme tous les Digénes, ce parasite
a un cycle biologique complexe (Matthews, 1973) passant par trois hotes différents
(figure 1).
Dans les pertuis Charentais un des hotes définitifs est le congre (Conger conger). 11 est
parasité en consommant la sole, I'un des seconds hotes intermédiaires existants. Nos
campagnes dans les pertuis ont permis de confirmer le parasitisme du premier hote
intermédiaire (Mytilus edulis (L.)) déja identifié dans la littérature.
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Figure 1 : Schéma du cycle biologique de Prosorhynchus spp. dans les pertuis Charentais.

On se propose d’estimer la condition générale des soles a leur arrivée sur le pertuis
Breton. Dans un premier temps |’analyse lipidique et I'immunologie sont étudiés et mis en
relation avec le parasitisme afin de trouver un effet éventuel du parasitisme sur les
juvéniles.

Ce travail s’integre donc dans un ensemble de travaux initiés en 2002 sur le
parasitisme des juvéniles de sole et plus particuliérement dans le contexte d'une these sur
les « Performances biologiques et écologiques de la sole dans les pertuis Charentais ».
L’objectif de mon stage est de déterminer la condition, au sens large, des juvéniles de soles
a leur arrivée dans les pertuis et de suivre son évolution saisonniére.

Pour ce, différentes analyses sont menées en utilisant la biométrie, 1’épidémiologie, 1’étude
des réserves lipidiques et I’immunologie.

La biométrie permet de suivre la croissance des individus depuis leur arrivée sur la
zone de nourricerie et de suivre leur condition grice a I’indice de condition de Fulton.

L’épidémiologie permet d’évaluer, de qualifier et de suivre I'infestation des
juvéniles. Le parasitisme entraine souvent un surcolit métabolique pour I’hdte ce qui peut
provoquer une altération physiologique non négligeable. De plus il a été montré que de
nombreuses espéces de digénes peuvent altérer le phénotype du 2°™ hote intermédiaire (ici
la sole) en influengant différentes fonctions physiologiques (systtme nerveux central,
communications hormonales) de fagon a modifier le comportement ou la morphologie.
Ainsi ’hdte intermédiaire est plus facilement soumis a la prédation par 1’hdte définitif du
parasite.

Les dosages lipidiques permettent d’évaluer 1’état nutritionnel des juvéniles de
sole a partir du rapport triglycérides sur stérols libres. Il y a différentes familles ou classes
de lipides qui assurent plusieurs fonctions biologiques importantes. Elles contribuent en
effet a la structure des membranes cellulaires, ce sont des formes de réserves et de transport
des métabolites énergétiques, ils ont un rdle de protection a la surface des organismes et
participent & I’immunité cellulaire.

Les lipides de réserve sont essentiellement des triglycérides, encore appelés
triacylglycérols. Ils constituent une source d’énergie trés importante pour I'individu et selon
leurs besoins, les animaux vont soit les dégrader soit les stocker.

Les lipides de structure sont essentiellement les phospholipides et les stérols. Ces molécules
entrent dans la composition des diverses membranes et enveloppes cellulaires des étres
vivants. Pour un individu donné la quantité de stérols varie peu car ils ne sont dégradés
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Figure 2 : Les différentes fonctions du complément.
La premiére fonction du complément est d’altérer les membranes de pathogénes par
lyse ou opsonisation (1).
La seconde fonction du complément est de déclencher ['inflammation (2).
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Figure 3 : La voie classique et la voie alterne du complément chez la carpe (Cyprinus carpio)
d’apreés Yano (1996).

=3

I - & N & N I N N T O = O & R .



qu’en dernier recours lors d’un jetine prolongé et les stérols sont bien corrélés au pids sec
des individus.

L’immunologie permet d’évaluer ['état des défenses immunitaires non
spécifiques par I’étude des différentes populations de leucocytes en cytométrie en flux et
par le dosage de I'activité du complément en spectrophotométrie.

Les leucocytes ou globules blancs, malgré leur diversité ont tous pour fonction principale
de défendre l'organisme contre l'invasion par des corps étrangers. Leur réle est trés
important dans la défense immunitaire de l'organisme : les granulocytes, les monocytes et
les macrophages (différenciation des monocytes dans les tissus) éliminent directement par
phagocytose les agents infectieux tels que les bactéries. Les lymphocytes synthétisent les
anticorps spécifiques dirigés contre les agents infectieux.
Le complément est un élément du systéme humoral non spécifique. Il joue un rdle tres
important dans les systémes de défense de 'organisme contre les pathogénes. En effet il
est constitué d’un ensemble de protéines plasmatiques capables de tuer les pathogénes par
lyse cellulaire et de déclencher les mécanismes d’inflammation (figure 2). De plus le
complément peut étre activé avant que n’apparaisse la réponse immunitaire.
Alors que le systéme du complément est bien défini chez les mammiféres, sa caractérisation
chez les poissons est encore incompléte. Son activité a été décrite chez le poisson en 1945
par Cushing. Plus récemment, une étude sur les poissons osseux a permis d’isoler et de
purifier 11 composants du complément chez la carpe, Cyprinus carpio (Yano, 1996) (figure
3). Le systéme du complément est constitué de deux voies principales :

¢ la voie alterne est indépendante du complexe antigéne-anticorps mais dépendante de

constituants chimiques présents a la surface des cellules étrangéres.

¢ la voie classique activée par le complexe antigéne-anticorps.
En cas d'activation persistante du complément, les granulocytes sortiront des réserves
situées dans la moelle osseuse pour circuler dans le sang. Aussi les composants du
complément forment un enzyme puissant (la phospholipase) qui perfore les parois
cellulaires des pathogénes, ce qui les rend trés vulnérables aux attaques chimiques des
phagocytes.
L’état des défenses immunitaires des individus est trés important. En effet une déficience
immunitaire peut fortement affaiblir les individus (infections répétées, maladies). L’énergie
normalement allouée pour la croissance est alors utilisée pour la survie ce qui peut étre
fatal aux jeunes stades de développement.

Mon travail a donc consisté a faire un suivi saisonnier de ces critéres indicateurs de
la condition des juvéniles de sole : croissance, infestation parasitaire, réserves lipidiques,
composition de la communauté leucocytaire, activité du complément. Ainsi nous avons
réalisé une premiere évaluation de I"'impact du parasitisme sur les performances biologiques
et écologiques des juvéniles de sole. Ce travail permet d’obtenir les premiers résultats pour
des animaux aussi petits (trés jeunes GO) et permet ainsi de voir quelle approche est la
mieux adaptée a ce genre de matériel biologique.

DESS Dynamique des Ecosystémes Aquatiques 3
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Figure 5 : Localisation géographique des pertuis Charentais et de la zone de prélévements.
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MATERIEL ET METHODE

1. Matériel biologique et échantillonnage :

1.1 Présentation de la sole (Solea solea) :

La sole commune, Solea solea (Linné, 1758), est un Vertébré de la classe des
Osteichthyens, de 1’ordre des Pleuronectiformes et de la famille des Soleidae. Son aire de
répartition s’étend de la Norvége jusqu’au nord de I’ Afrique ainsi qu’en Méditerranée. Ce
poisson plat a perdu sa symétrie latérale en raison de la migration de I’ceil gauche sur la
face opposée afin d’adopter une vie benthique. La face aveugle et blanche (flanc gauche)
est posée a plat sur le substrat. L’autre face, dite zénithale, est pourvue de pigments lui
permettant une homochromie avec le milieu dans lequel il évolue. Ce poisson vivant sur les
fonds de sables fins, sablo-vaseux ou vaseux présente une bonne tolérance a la dessalure
des eaux ce qui permet de le rencontrer toute I’année en zone cdtiére et dans les estuaires.
D’une maniere plus générale, les habitats essentiels de la sole se retrouvent sur I’ensemble
du plateau continental. A maturité sexuelle, 3 ans pour les femelles et 4 ans pour les males,
la reproduction a lieu sur des frayéres situées sur des fonds de 30 & 100 m de profondeur.
En ce qui concerne le Golfe de Gascogne, elle se déroule au large des pertuis Charentais, de
’estuaire de la Loire et de la Gironde ainsi que le long des cotes landaises. Aprées éclosion,
les larves pélagiques migrent passivement 1 a 2 mois avant de devenir benthiques suite a
une métamorphose complexe. Dans le Golfe de Gascogne les juvéniles rejoignent des zones
de nourriceries cdtiéres localisées soit dans des baies (pertuis Charentais, Bourgneuf) soit
dans des estuaires (Vilaine, Loire, Gironde) susceptibles de leur apporter des conditions
plus favorables a leur croissance (zones riches en nourriture, refuges contre les
prédateurs...). A maturité sexuelle, les jeunes quittent ces zones pour rejoindre les frayéres

(figure 4).

NOURRICERIES
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Figure 4 : Schéma du cycle biologique de la sole commune.

1.2 Provenance et échantillonnage des soles :

Le matériel biologique de cette étude provient des eaux peu profondes des pertuis
Charentais. Ces pertuis (pertuis Breton, pertuis d’ Antioche et pertuis de Maumusson) sont
situés & proximité de I’importante frayére de Rochebonne . Nos échantillonnages ont eu lieu
plus précisément dans le pertuis Breton. Ce dernier est un détroit de 360 km* de superficie
qui se situe entre la cote vendéenne et la cote nord est de Iile de Ré (figure 5). Les soles




Zone de

péche a pied

Figure 6 : La plage de la Dive : zones de péches en fonction de la technique utilisée.

Figure 7 : A. Haveneau utilisé pour la péche a pied. Maillage : 2 mm.
B. Chalut utilisé pour la péche en bateau. Maillage 5 mm en téte, 2 mm au niveau
de la poche terminale.
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sont péchées en Vendée a proximité de la plage de la Dive (figure 6), zone ou I’activité
mytilicole est importante.
Deux techniques de péche sont utilisées :

— A pied : cette méthode est utilisée & marée basse au début des coefficients de vives
eaux (coefficient supérieur a 80). Un haveneau de maille 2 mm (figure 7) permet de
capturer les juvéniles posés sur le substrat depuis le milieu de la zone de bouchots jusqu’au
bord de la plage de la Dive au fur et & mesure que la marée monte. Cette technique permet
de capturer les jeunes soles dés leur arrivée sur la zone de nourricerie bien qu’elles soient
encore tres petites et trés proches des cotes.

— En bateau : le chalutage permet de pécher les animaux a la limite de la zone de
bouchots, coté océan. Cette technique permet de pécher les juvéniles alors qu’ils
commencent a s’éloigner de la zone intertidale. Elle est mise en ceuvre a partir d’aoit et le
maillage du filet est de 5 mm et 2 mm en fond de chalut ( figure 7).

Afin d’établir un suivi, les prélévements sont effectués tous les débuts de mois a
I"occasion des grands coefficients de marée. La période d’échantillonnage commence au
mois de mai, avec I’arrivée des juvéniles, jusque fin septembre 2004.

Le présent rapport ne traite pas I’ensemble des campagnes, mais uniquement les trois
premiéres péches a la suite desquelles deux lots sont constitués :

- le premier lot comporte les soles destinées aux dosages de lipides soit environ 20
soles GO sur lesquelles sont effectuées les mesures biométriques, la parasitologie et les
dosages lipidiques. Les soles sont congelées a -80°C dés le retour de la péche afin d’éviter
toute dégradation des tissus.

- le second lot comporte les soles destinées a I’analyse de certains paramétres
immunitaires soit environ 20 soles sur lesquelles sont effectuées les mesures biométriques,
la parasitologie, 1’étude de I’activation hémolytique du systétme du complément (voie
alterne et classique) et I’étude de la taille complexité des cellules immunitaires. Ces
animaux sont conservés vivants en aquarium jusqu’au moment de la prise de sang, cinq
jours apres la péche. Ils sont ensuite congelés a —20°C jusqu’a la dissection.

2. Protocoles analytiques :

La figure 8 récapitule chronologiquement 1’ensemble des analyses effectuées. La
totalité des animaux subissent les mesures biométriques et la parasitologie. Les lipides sont
uniquement dosés sur les animaux du premier lot alors que I"approche immunologique se
fait sur le second.

2.1 Dissection parasitologie
2.1.1 Relevés biométriques

La longueur totale (Lt en mm), la longueur standard (Ls en mm) ainsi que le poids
frais (Pf en g) sont mesurés avec une précision respective de 0,5 mm et de 10™ g. Une
seconde mesure du poids frais est effectuée apres retrait du bol alimentaire. L’indice de
condition de Fulton (K=100 Pf (en g) / Ls (en cm)) est ensuite calculé a partir de la seconde
valeur de poids frais. Un second indice de condition est calculé a partir du poids sec (Ks
=100 Pf(en g) / Ls (en cm).

2.1.2 Parasitologie : extraction des kystes, identification et localisation
des métacercaires

DESS Dynamique des Ecosystémes Aquatiques 5
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Figure 8 : Schéma récapitulatif des manipulations exercées sur les soles depuis la péche.
En gras apparaissent les étapes identiques pour les deux lots.
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La peau des soles est retirée, puis ’ensemble des tissus est examiné, sous la loupe
binoculaire (grossissement 16), afin d’en extraire tous les kystes. Pour chaque individu les
kystes sont stockés dans une boite de pétri avec de I’eau distillée selon cing zones
d’extraction :

- latéte : kystes localisés dans les joues, le museau, la gorge, les yeux.
- les nageoires
- les muscles ptérygiens
- les muscles latéraux
- autres : cette catégorie regroupe toutes les autres localisations rencontrées (cavité
abdominale ...) qui sont précisées sur la feuille de relevé associée a chaque individu.
Le contenu de chaque kyste est examiné et la métacercaire est identifiée a I’espéce. Les
observations sont notées sur une feuille de relevé (annexe 1).
Ainsi il est possible de déterminer les tissus infestés pour chaque individu et d’établir une
cartographie d’infestation pour chaque zone grace a un indice d’occurrence (O) tel que :
- O zone% = (N/P¢) * 100 ou N = nombre de poissons parasités au moins une
fois dans la cible
Pé = nombre de poissons parasités

yuantiication de Ninfestation
Différentes caractéristiques de I’infestation sont prises en compte :

- son intensité (I) c’est a dire le nombre de parasites par individu parasité.
I =Pa/Pé ou Pa estle nombre de parasites
et Pé le nombre de poissons parasités

- son abondance (A) c’est a dire le nombre moyen de parasites dans chaque individu.
A=Pa/T  ouT estla taille de I’échantillon.

- sa prévalence (P) qui est le pourcentage de poissons parasités dans 1’échantillon.
P% = (P¢é/T) *100 ou P% = A/l *100

1 1.4 ldentification du sexe

Le sexe, trés dimorphique, est facilement identifiable chez les adultes lors de la
dissection. Les femelles possédent des ovaires tubulés logés le long du prolongement de la
cavité abdominale. Les males ont des testicules plus antérieurs, de petite taille et de forme
ovoide. Cependant il est assez difficile de sexer les individus GO car, bien que le sexe soit
déja différencie, il n’était pas encore bien visible en raison du trés jeune age des animaux. Il
est donc identifié a chaque fois que cela est possible.

Les otolithes, concrétions calcifiées de I’oreille interne des poissons, sont prélevées
sous la loupe binoculaire et nettoyées des tissus adhérents. Deux des trois paires (Sagittae et
Lapilli) sont extraites afin de déterminer I’dge journalier des juvéniles nécessaire pour la
suite de I’étude.

Aprés la dissection, les soles destinées aux dosages lipidiques sont découpées en morceaux
et replacés au congélateur a —80°C, avec leur tube digestif vidé du bol alimentaire.
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2,2 Mesure des reserves lipudigues

1.2.1 Preparation des échantillons

Les soles découpées en morceaux apres la dissection et placées a -80°C subissent
une lyophilisation c’est a dire I’élimination de I’eau des échantillons par sublimation. Grace
a un vide poussé pendant au moins 48 heures, cette technique permet le passage direct de
I’état de glace a celui de vapeur. La vapeur est aussitot piégée sous forme de glace par un
serpentin réfrigéré. Le poids sec des individus est alors mesuré puis les morceaux de sole
sont broyés a sec jusqu’a obtenir une poudre trés fine et homogéne stockée dans un tube a
-20°C jusqu’au moment de |’extraction.

Extraction des lipdes

Les lipides étant des biomolécules organiques insolubles a I'eau, ils sont extractibles
des cellules et des tissus par des solvants non polaires tel que le chloroforme.

L’extraction des lipides se fait a partir d’une masse séche d’environ 100 mg. Les individus

ayant une masse corporelle séche inférieure a 100 mg sont totalement utilisés. A chaque

fois la masse exacte prélevée est notée. Afin d’extraire I'ensemble des lipides de

I’échantillon, la méthode de Folch et al. (1957) modifiée est utilisée. Le mélange des

solvants apolaire utilisé est composé :

- d’un solvant organique hydrophobe, le chloroforme (polarité = 0,4) qui permet de
retenir les lipides dans la phase apolaire.

- d’un alcool, le méthanol, (polarit¢ = 0,95) qui permet de rompre les liaisons
électrostatiques (forces de Van Der Waals) entre les lipides et les protéines. De plus il
permet aussi de solubiliser les composés polaires.

- d’une solution de chlorure de sodium (polarité = 1) qui solubilise les composés non
lipidiques, favorise la formation de deux phases et permet de maintenir les
phospholipides dans la phase hydrophobe et non a I'interphase.

En respectant les proportions déterminées dans la méthode de Folch et al. (1957), on obtient

apres 4 heures de décantation un mélange biphasique constitué :

- d’une phase supérieure ou I'on trouve I’eau et I’alcool et qui contient tous les

contaminants non lipidiques

- d’une phase inférieure chloroformique contenant I’ensemble des lipides et qui est donc

récupérée.

2,23 Concentration des lipides tatans

Cet extrait contient peu de lipide (environ 6,3%). Afin de le concentrer il est
évaporé a chaud sous flux d’air et d’azote afin d’obtenir un culot. Le culot est ensuite
redissout dans un volume de Chloroforme / Meéthanol (9: 1) calculé (Galois,
communication personnelle) de fagon a obtenir un extrait de concentration égale a
20 pg pl”', valeur optimale pour le bon fonctionnement de I’appareil de lecture. La
concentration exacte de I’échantillon est mesurée lors du dosage de lipides totaux.

2.2.4 Dosage des hipides au latrascan (Latroscean TH 1))
a. Dosage des lipides totaux

Le latroscan permet le dosage des lipides grace a un détecteur a ionisation de
flamme (figure 9). Un dépot de 1 pl d’extrait (soit environ 20 pg de lipides totaux) est
déposé a I'aide d’une seringue Hamilton 2 pl sur des baguettes de quartz de 75 pum de



diameétre enrobées de silice micro granuleuse : ce sont des Chromarods. Dix baguettes
disposées sur un portoir sont utilisées pour la lecture au latroscan. Chaque dépét brile en
traversant la flamme, dégageant des ions. Le signal électrique induit est lu, amplifié et
traduit lors de la sortie papier des dosages sous forme d’aire proportionnelle a la quantité de
lipides briilés.

Les lipides totaux de Iextrait sont dosés afin de savoir quel volume exact doit étre préleve
pour faire le dosage des classes de lipides tout en restant dans la gamme de concentrations
optimales a la détection (de 20 a 40 pg pl™).

b. Dosage des classes de lipides

Apres le dosage des lipides totaux |’extrait est de nouveau évaporé puis redissout
dans un volume de Chloroforme / Méthanol (9 : 1) de fagon a déposer exactement 20 pg sur
chaque baguette. Le latroscan est aussi utilisé pour la lecture des classes de lipides mais les
lipides totaux doivent préalablement étre séparés en différentes classes ( hydrocarbures,
acides gras libres, triacylglycérols, stérols libres, lipides polaires, diacylglycérols). Cette
séparation se fait par chromatographie sur couche mince selon la polarité des composés
pour deux phases :

- une phase stationnaire (polaire) qui est la phase siliceuse recouvrant les chromarods
- une phase mobile (apolaire) qui est un mélange de solvants dans les proportions :

- Hexane a 85%, polarité 0

- Diéthyléther a 15%, polarité 0,28

- Acide formique a 0,05%, polarité 0,98
Sur chaque baguette est déposé 1 pl d’échantillon grice a une seringue Hamilton de 2 pl
Le portoir est déposé pendant 30 minutes dans une cuve de migration contenant 100 ml de
solvant (figure 10).
La lecture se fait ensuite grace au latroscan de la méme fagon que pour les lipides totaux
(annexe 2).

Mesure de Peffer du parasitisme sur les systemes de défeases non

specifigques

Les manipulations décrites ci-dessous s’effectuent avant la dissection pour la parasitologie

(2.1) car les animaux doivent étre vivants. Ils sont ensuite conservés congelés jusqu’a la
dissection.

Les soles destinées aux analyses immunitaires sont transportées vivantes au
laboratoire IFREMER de La Tremblade (17). Le sang de chaque animal est préleve au
niveau de 'aorte dorsale griace a une seringue | ml (munie d’une aiguille de 0,45 mm )
contenant 0,2 ml d’héparine (héparine choay®, 25000 U.I /5 ml, Sanofi-synthelabo). Le
sang est ensuite transféré dans un tube stérile contenant 0,2 ml d’héparine et auquel il est de
nouveau ajouté 0,2 ml d’héparine pour éviter la coagulation des hématies. Le tube est
plongé dans la glace tout au long des manipulations afin d’éviter la dénaturation du
prélévement,

= Pour chaque individu un volume de 165 pl de ce mélange sang-héparine est
transféré dans un tube conique stérile. Une centrifugation de 15 min est effectuée a 1500
tours min™ a 4°C. Le surnageant, contenant les globules blancs, est récupéré dans un tube
conique stérile aussitdt placé dans I’azote liquide (-183°C). Deés le retour au CREMA ces
échantillons sont conservés a -80°C afin de ne pas dénaturer les cellules. Ce prélévement
est utilisé par la suite pour le dosage du complément en spectrophotométrie.
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= Le mélange sang-héparine restant est dilué au 10™ avec du milieu Leibowitz 15
(L15, VWR International) stérile. Ce milieu présente des caractéristiques similaires a celles
du milieu interne du poisson. La solution obtenue est utilisée pour 1’étude taille-complexité

des leucocytes et leur activité estérasique en cytometrie en flux.

La cytométrie en flux est une technique d’analyse qualitative et quantitative qui
permet de discriminer des cellules en suspension selon plusieurs parameétres simultanément.
Un cytometre en flux est constitué d’un systéme d’écoulement des fluides, d’une source
lumineuse excitatrice, d’'une chambre de mesures, de circuits optiques acheminant les
faisceaux lumineux et de photodétecteurs (figure 11). Le cytometre est relié a un systéme
informatique permettant le stockage des données, leur analyse ainsi que la représentation
des résultats.

Les cellules en suspension (des leucocytes dans notre étude) sont injectées dans une veine
liquide. Elles sont ainsi guidées et défilent individuellement devant un faisceau laser. Les
cellules émettent alors différents types de signaux lumineux. Chaque cellule va d’une part
diffracter la lumiére et d’autre part émettre des fluorescences. La fluorescence peut étre
naturelle ou résulter de [Iincorporation ou de la fixation de sondes spécifiques
(fluorochromes, anticorps marqués...). Lorsque la diffusion de la lumiére est mesurée selon
un petit angle par rapport a I’axe du rayon incident alors I’intensité lumineuse est corrélée a
la taille de la cellule. Lorsque la diffusion de la lumiére est mesurée selon un angle droit par
rapport a ’axe du rayon incident alors I'intensité lumineuse est corrélée au contenu interne
de la cellule. Les signaux optiques émis par chaque cellule sont ensuite séparés par un jeu
de miroirs et de filtres puis acheminés vers les photodétecteurs ou les signaux optiques sont
convertis en signaux électriques. Les paramétres étudiés sont représentés a |’écran sous
forme graphique (histogrammes et cytogrammes). Sur les cytogrammes (taille-complexité
par exemple) chaque cellule est représentée par un point. Les histogrammes indiquent en
abscisse I’intensité du signal et en ordonnée le nombre de cellules.

L’analyse morphologique des leucocytes (basée sur leur propriété de diffusion de la
lumiere) est réalisée sur un cytogramme représentant la taille en fonction du contenu interne
de la cellule (cytogramme taille-complexité). Cette analyse permet de séparer les leucocytes
en différentes sous-populations (monocytes, granulocytes, lymphocytes) et d’en obtenir les
proportions respectives pour chaque individu (en %) (annexe 3).

Un essai sur 'activité estérase des leucocytes est également effectué afin d’essayer
d’encore mieux discriminer les différentes sous populations de leucocytes a partir d’une
fluorescence induite par marquage.

Les étapes suivantes se sont déroulées au laboratoire de génétique et pathologie de
I'IFREMER de La Tremblade en collaboration avec T. Renault.

a. Préparation des échantillons
— Elimination préalable des hématies, isolement des leucocytes :

Grace a une pipette graduée 10 ml stérile et une pipetboy chaque solution est déposée
lentement sur un coussin de 3 ml de Percoll 40% (Percoll 40%, tampon phosphaté PBS
60%). L’ensemble est centrifugé 2 2000 tours min™ pendant 20 min & une température de
3°C. Les leucocytes sont alors prélevés a I'interface Percoll-milieu grace a une aiguille
montée sur une seringue. Ils sont remis en suspension dans 5 ml de milieu L15 puis




centrifugés (10 minutes a 1500 tours min™ a 4°C) afin d’éliminer le surplus de Percoll. Les
leucocytes sont de nouveau récupérés et remis en suspension dans 0,5 ml de milieu L15.

— Calibration des échantillons

40 pl de chaque échantillon est déposé sur une cellule de Malassez afin d’effectuer un
comptage cellulaire. Chaque concentration est ainsi ajustée a I'aide de L15 stérile a 1,5
million de leucocytes par millilitre.

b. Etude de la taille complexité par la cytométrie de flux (logiciel Expo 2X1.4)

Un volume de 200 ul de suspension cellulaire est testé pour chaque échantillon. Le nombre
d’événement est réglé a 3000. Les cellules sont discriminées en fonction de leur taille et de
leur contenu cellulaire plus ou moins complexe.

c. Etude de I'activité estérasique des leucocytes

A un volume de 200 pl de suspension cellulaire de leucocytes est ajouté 1 pl de substrat de
I’enzyme estérase (solution mére de Fluoresceine diacétate : FDA, 400 uM, DMSO comme
solvant, 490/514 nm, Molecular probes). Ce substrat, la fluoresceine diacetate (FDA), est
associé a une molécule qui devient fluorescente lorsqu’il est hydrolysé par I'estérase. La
réaction a lieu pendant 30 minutes a I’obscurité & température ambiante. Le tube est ensuite
placé 5 min dans la glace afin d’arréter la réaction. La fluorescence verte (FL1) est alors
dosée par le cytométre ce qui permet d’estimer I’activité estérase des cellules. Cette activité
étant différente pour chaque type cellulaire, ceci devrait permettre de discriminer les
différentes sous populations de leucocytes sur un cytogramme.

2.3.3 Etude de différentes activités immunitaires par spectrophotométrie

Ces dosages, réalisés au L.B.E.M (Université de La Rochelle) en collaboration avec
H. Thomas, sont effectués sur les échantillons mis de coté a -80°C aprés la prise de sang
(chap.2.3.1) destinés aux dosages de I'activité hémolytique du complément. Il y a donc
1 échantillon de plasma par individu.

a. Dosage de I"activité hémolytique spécifique du complément : Voie classique

Ce dosage permet d’évaluer la capacité du sérum a lyser des globules rouges de
moutons sensibilisés (GRMs), c’est a dire recouvert d’anticorps de sole anti-GRM.
Ici la CHS0 est le volume de plasma en ml nécessaire pour lyser 50% des GRM pendant
1 heure a 20°C.

— Préparation des tampons et solutions (Yano, 1992)

Deux solutions méres (solution mére de tampon-véronal (SVB) et solution mere de
calcium et magnésium) ainsi que trois solutions tampons (tampon gélatine-véronal
(GVB*"), tampon glucose-gélatine-véronal (GGVB®"), tampon EDTA-gélatine-véronal
(EDTA-GVB) sont préalablement préparées (annexe 4).

Les tampons sont conservés a 4°C et utilisés dans la semaine suivant leur préparation.
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— Préparation du sérum spécifique anti-Globules Rouges de Moutons (GRM)

Les GRM 50% sont lavés et leur concentration est ajustée a 10% dans de ’eau
physiologique stérile. Cinq poissons adultes regoivent chacun 0,5 ml de suspension de
GRM par voie intrapéritonéale. Trois inoculations sont réalisées a une semaine d’intervalle.
Deux semaines apres la derniére injection le sang de ces animaux est prélevé a I’aide d’une
seringue stérile non héparinée. Le sang est laissé une heure a 20°C puis 16 h a 4°C. Les
sérums (surnageants) sont alors récupérés, regroupés, filtrés par passage sur un filtre stérile
de porosité 0,2 um puis répartis en flacons stériles (0,5 ml par flacon) et placés a —80°C.

— Préparation d’une solution de GRM a 2% :

Trois lavages de GRM 50% sont effectués dans de 'EGTA-GVB selon la méme
méthode que pour la voie alterne. Une solution de GRM a 2% est ensuite préparée dans le
tampon EGTA-GVB.

—> Sensibilisation des GRM

Cette étape permet la fixation des anticorps anti-GRM sur les globules rouges de
mouton.
La suspension de GRM 2% est mélangée a volume égal avec le sérum hémolytique
spécifique anti-GRM préalablement décomplémenté selon la méthode suivante :

- un flacon de sérum est placé au bain-marie a 45°C pendant 30 min afin d’inactiver
I’activité du complément de fagon a empécher la lyse des GRM pendant 1’étape de
sensibilisation. Le sérum est ensuite dilué au 1/200°™ dans I'EDTA-GVB.

Le mélange sérum décomplémenté - GRM est ensuite incubé 30 min a 30°C. Une agitation
réguliere est nécessaire pour optimiser le contact entre les anticorps et la surface des
hématies de moutons. La solution est ensuite centrifugée 5 min a 3000 tours min”' 4 4°C. Le
surnageant est éliminé. Le culot est lavé deux fois avec du GGV*" afin d’éliminer les
anticorps en exces dans le mélange.

Une solution a 2% est préparée dans du GGVB* a partir du culot obtenu au dernier lavage :
c’est la solution de globules rouges de moutons sensibilisés (GRMs).

— Méthode de dosage

- Dilution des plasmas

Les échantillons sont conservés dans la glace pillée tout au long des manipulations, le
complément étant trés thermolabile.
Afin d’éviter Iactivité hémolytique naturelle du plasma il est dilué au % dans du GVB?".

- Préparation des plaques

Des dilutions progressives de plasma dans un volume total de 100 pl sont effectuées dans
les puits d’une microplaque a fond rond comme suit :

Tableau 1 : Dilutions progressives du plasma avec le tampon GVB**. Huit lignes comme

celles ci sont réalisées sur une méme plaque.
Puits V23| Fl-&]6F | 19| 307511 12

Has 1
P’asma(‘:llll)“ea“”‘ 102030 (40(50 60| 70 | 80 [90[100| O | O

Tampon GVB*(ul) |90 |80 |70|60|50(40| 30 |20 |10 O | 0 [100
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Le 12°™ puits est le témoin 0% d’hémolyse. Le 11™ puits est le témoin 100%
d ‘hémolyse qui sert de référence pour les calculs de ’ACHS0. Ce puits contient 100 ul
d’un mélange d’eau distillée et 0,1 ml de sérum de truite arc-en-ciel anti globule rouge de
mouton (SH, fabrication artisanale de I’Agence Francaise de Sécurité des Aliments
(AFSSA)).

Ensuite 50ul de GRMs sont ajoutés dans chaque puits. La plaque ainsi préparée est
incubée une heure 4 20°C puis centrifugée 5 min 4 800 t min™' .

- Lecture de la densité optique

75 pl du surnageant de chaque puits est transféré sur une microplaque a fond plat
contenant 75 pl de GVB*' dans chaque puits.

La densité optique (DO) est mesurée a 540 nm grice a un spectrophotomeétre (iIEMS,
Labsystems) piloté par le logiciel GENESIS.

- Détermination de I’activité hémolytique 50% du complément (CH50)

La lecture de la DO permet de déterminer pour chaque échantillon et dans chaque
puits le pourcentage d’hémolyse h tel que :

valeur de I'absorbance a 540 nm dans un puits
moyenne des absorbances a 540 nm du 100% d’hémolyse (colonne 11)

Une régression linéaire sur les quatre valeurs encadrant le 50% d’hémolyse (soit
h=0.5) est effectuée. L’équation de cette régression est de la forme y=ax+b ou x = log(h/(1-
h)) et ot y est le log du volume de plasma dans chaque puits.

Lorsque h=0.5, y=b donc b correspond au log du volume nécessaire pour lyser 50% des
GRMs.

Le nombre d’unités CH50 est calculé par la formule de Sakai (1981) en prenant en
compte un terme correctif (0,15 ml/ 7,5 ml) car le volume total de la réaction a été modifié
pour s’adapter aux microplaques. Soit :

1 (ml) 0,15 (ml)
Unités ACHS0 = *
Volume de plasma nécessaire pour lyser 50% (ml) 7.5 (ml)

b. Dosage de I'activité hémolytique spécifique du complément (ACH) : Voie alterne

Cette méthode est réalisée en évaluant la capacité du sérum de chaque individu a
lyser les globules rouges de lapins (GRL). Ici I'unit¢é ACHS50 est le volume de plasma (en
ml) nécessaire pour lyser 50% des GRL pendant une heure a 20°C (Kéllner et al., 2002 ;
Zarkadis et al., 2001). L’ACH est en effet activée en présence de GRL et de Mg®* (Iwana et
al., 1996 ; Nonaka et al., 1981 ; Ellis, 1981).

— Préparation des tampons et solutions (Yano, 1992)

La solution mére de tampon Véronal (5 VB), une solution meére d’EGTA-Mg (0,1
M) et une solution tampon EDTA-Mg-gélatine-véronal (EGTA-Mg-GVB) sont

préalablement préparées (annexes 4).
Les globules rouges de lapins (1 ml) sont lavés trois fois dans 'EGTA-Mg-GVB (24 ml)

par centrifugation & 1500 tours min" pendant 10min 4 4°C. A chaque centrifugation le
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surnageant est éliminé et le culot est repris dans 24 ml d’EGTA-Mg-GVB. Une solution a
2% de GRL est ensuite préparée dans ce tampon.

— Méthode de dosage :

La méthode de dosage de I’activité du complément de la voie alterne est la méme
que pour la voie classique. Cependant, les échantillons de plasma sont préalablement dilués
au ¥ dans EDTA-Mg-GVB, puis sont dilués sur microplaque dans ce méme tampon et 50
ul de la suspension de GRL a 2% sont ajoutés dans chaque puits. Lors du transfert sur
microplaque a fond plat les 75 pl de GVB®" sont remplacés par du PBS.

2.4 Analvse des donnees

L’ensemble des analyses n’a pu étre effectué sur la totalité des individus ce qui
explique les différents lots. Le traitement des donnés se fait de la méme fagon pour les
différentes variables, cependant les effectifs des échantillons sont variables.

Cing groupes sont définis selon le mois d’échantillonnage afin de faire le suivi mensuel :

— péche du 4 mai ~ mai Lot 1
—  péche du l: juin ~ juin (lipides) et
—  péche du 17 juillet ~ juillet g ‘
- géche du 30}uillet et':'i aout » aout }(munologle)

— péche du 31 aolt » septembre

Le traitement se fait sur les trois premiers groupes sauf pour I'immunologie ou les analyses
sont faites pour juin, juillet, et aoit.

Afin d’examiner les liens avec I'infestation, des classes sont définies selon de la
charge parasitaire des individus telles que :
— 0 parasite » classe 0
— 1220 parasites » classe |
— 21 a 40 parasites » classe 2
— > 40 parasites » classe 3

Les analyses multivariées

Les individus ayant des valeurs manquantes (tubes cassés...) ne sont pas pris en
compte dans les analyses (soit 4 individus).

Afin d’explorer I’ensemble des variables de fagon descriptive, de faire apparaitre
des variables discriminantes et des regroupements d’individus, deux ACP; ont été réalisées.
La premiére avec les individus et les variables du lot 1 (biométrie, parasitologie, indices
lipidiques), la seconde avec les variables et les individus du lot 2 (biométrie, parasitologie,
immunologie).

Les tests non paramétriques

Les variables sont comparées mois a mois. Les distributions de données ne suivant
pas une loi normale, les échantillons sont comparés grace a un test non paramétrique de
Kruskal-Wallis. Les hypothéses posées sont les suivantes :

Ho=il n'y a pas de différence entre les échantillons

H,= au moins un des échantillons différe des autres
Le risque a est fixé a 5% et Hy est rejetée si p < 0,05.

Ce test est utilisé pour diverses variables :



Jacteur mois

* comparaison des variables biométriques (Ls, Lt, Pf, Ps, indices de condition).

- comparaison des indices lipidiques (indices LT/Ps, TG/LT, STL/LT, PL/LT, TG/STL.
TG/PL).

- comparaison des leucocytes (% lymphocytes, % granulocytes, % monocytes).

Jacteur « classe parasitaire »

Certaines variables (K, LT/Ps, TG/ST, % Ilymphoctes, % monocytes,
% granulocytes) sont confrontées avec la classe parasitaire afin de voir si elles évoluent en
fonction de la charge en parasites. Pour ce, les variables présentant des variations au cours
des mois sont analysées mensuellement, pour les autres les données sont regroupées pour
les trois mois.
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RESULTATS

Le suivi des données biométriques (109 individus), de I'infestation parasitaire (109
individus) et des indices lipidiques (67 individus) s’étend sur 57 jours. Le suivi des
défenses immunitaires non spécifiques s’étend sur 60 jours.

1. Suivi saisonnier :

1.1 Mesures biométriques :

Les variables biométriques de taille et de masse ainsi que les indices de condition
associés varient de facon significative (Pxw < 0,05, N = 109, ddl = 2) au cours des trois
mois d’échantillonnage (figure 12).

La longueur totale des juvéniles (Lt) passe en moyenne de 21,93 mm en mai a 54,27 mm en
juillet soit une croissance moyenne de 0,56 mm " sur la période considérée. La longueur
standard augmente quant 4 elle en moyenne de 0,47 mm .

Sur cette méme période le poids frais (Pf) augmente en moyenne de 79 mg a 969 mg soit un
accroissement moyen journalier de la masse corporelle humide de 15 mg ' et de la masse
séche (Ps) de 3,37 mg ™.

L’indice de condition de Fulton diminue de 1,08 g cm™ en mai 4 0,87 g cm™ en juillet. Bien
que des différences significatives apparaissent, le second indice de condition, calculé a
partir du poids sec des individus, reste assez stable autour de 0,18 g cm™ en moyenne.

Bien que la différence soit plus visible entre mai et juin, elle reste significative entre juin et
juillet pour la longueur totale et standard, le poids frais et le poids sec (Puw < 0,05). Seul
I’indice de condition de Fulton tend a se stabiliser entre juin et juillet (Pyw = 0,6758).

1.2 Infestation parasitaire :

Lors des dissections, les métacercaires de deux especes parasites (E. Plathelminthes, C.
Trématodes, O. Digénes) ont été observées : Prosorhynchus crucibulum (famille des
Bucephalidés) et Timoniella praeteritum (Looss, 1901 )(famille des Acanthostomatidés).
Sur 109 poissons étudiés, un total de 1321 kystes sont extraits, soit 141 kystes de
Prosorhynchus crucibulum (figure 13)et 1180 de Timoniella praeteritum.

Figurel3 : Exemples de Prosorhynchus crucibulum a l'intérieur des tissus de soles d'aprés
Laffargue et al., 2004. A. Kystes (x16) B. Métacercaire dekystée (x40)
C. Métacercaire dékystée de Timoniella praeterita.
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Alors qu’en mai, a leur arrivée sur la zone de nourricerie, aucun animal n’est parasité,
I’infestation se fait de facon progressive jusqu’en juillet ou tous les individus sont alors
infestés.

Prévalences de ’infestation (P%):

La figure 14 met en évidence une infestation croissante qui débute par Timoniella
praeteritum courant mai pour atteindre des pourcentages de juvéniles parasités dans
I’échantillon de 70,91 % en juin et 97,44 % en juillet. La seconde espéce, Prosorhynchus
crucibulum, apparait en juillet avec une prévalence de 66,67 %. La prévalence de
I’infestation globale est alors de 100 % : tous les individus présentent au moins un parasite.

Intensité de ’infestation (I):

— Pour Timoniella praeteritum
Le nombre de parasites par individu parasité passe en moyenne de 0 en mai a 9,62 + 8,14
en juin et 21,18 + 28,71 en juillet. Les écarts types trés élevés s’expliquent du fait que, pour
juillet par exemple, la sole la moins parasitée a 2 kystes et la plus parasitée ena 151.

— Pour Prosorhynchus crucibulum

L’infestation apparait en juillet avec une intensité de 5,38 + 4,36 parasites par individu
parasité.

— Pour les deux espéces réunies

L’intensité globale du parasitisme croit progressivement de mai (ou il est nul) a juin
(9.62 + 8,14) puis juillet ( 24,23 = 27,23).

Abondance de Pinfestation (A):

Le nombre de kystes de Timoniella praeteritum par individu est multiplié par 3.4 de
juin a juillet. En juillet, cette abondance est de 3,59 + 4,38 pour Prosorhynchus crucibulum
contre 20,64 + 28 ,53 pour Timoniella praeteritum . De fagon plus globale, il y a 4,3 fois
plus de parasites par individu en juillet qu’en juin, toutes espéces confondues.

Occurrence de ’infestation par cible (0%) :
Le calcul de I’occurrence de I’infestation montre une implantation variable des kystes selon
la cible. Il se dégage trois cibles d’infestation majeures : les muscles latéraux, la téte et les

muscles ptérygiens (tableau 2).

Tableau 2 : Occurrence de l'infestation (nombre de poissons parasités au moins une fois
dans la cible / nombre de poissons parasités) pour |'ensemble des mois.

O (téte) | O (nageoires) | O (muscles O (muscles | O (autre) en
en% en% ptérygiens) en %| latéraux ) en % %
Timoniella praeteritum 71,42 16,88 76,62 90,90 7,79
Prosorhynchus 57,69 11,54 34,61 80,76 0
crucibulum
Globale 78,20 19,23 79,48 91,02 7,69
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1.3 Identification du sexe :

Moins de la moitié des individus ont pu étre sexés. En effet, les gonades se sont avérées
trés petites et encore peu reconnaissables. Cette donnée n’est donc pas exploitable.

1.4 Les indices lipidigues :

Les lipides totaux et les classes de lipides ont été dosés sur 70 poissons au total. Trois
individus (D19, D34, D54) ont été retirés des analyses a cause de certaines valeurs
mangquantes.

La précision de dosage des acides gras libres (AGL) étant médiocre, ils ne sont pas
retenus pour le calcul des différents indices lipidiques. Au cours de ces trois mois, la
quantité de lipides totaux par rapport au poids sec (LT/Ps) diminue de moitié (figure 15),
alors que la proportion de stérols par rapport aux lipides totaux augmente de 14%.
L’ensemble des rapports des classes de lipides sur poids sec ( TG /Ps, STL/Ps, PL/Ps)
diminue de maniére identique & celle des lipides totaux par rapport au poids sec. Pour ces
indices, les tests de Kruskal-Wallis sont tous significatifs ( Pxw < 0,05, N = 67, ddl =2)
mettant en évidence une différence significative sur cette période, la variation la plus
brutale se situant entre mai et juin.

Cependant, il n’y a pas de différence significative (figure 15) ni des triglycérides, ni des
phospholipides par rapport aux lipides totaux (TG /LT et PL/LT). Aussi, la proportion de
triglycérides par rapport aux phospholipides et aux stérols reste trés faible (TG/PL < 0,025
et TG/STL < 0,11). A titre indicatif, ces valeurs, pour des animaux GO du pertuis Breton
péchés en octobre, sont deux fois plus élevées pour TG/PL et trois fois plus élevées pour
TG/STL.

Les rapports des lipides par rapport au poids sec présentent donc des différences
significatives en fonction du mois, entre mai et juin principalement, alors que les indices de
condition nutritionnelle ne semblent pas étre dépendants du mois sur cette période
d’observation.

1.5 Les défenses immunitaires non spécifigues :

1.5.1 Composition de la communauté leucocytaire (taille-complexité)

Les relevés de cytométrie en flux permettent d’estimer le pourcentage de chaque sous
population de leucocytes. Il est ainsi mis en évidence que les proportions de lymphocytes
(en moyenne 66,3% + 5,2%) et de granulocytes (en moyenne 25,2% + 4,31%) ne varient
pas significativement entre juin et aofit (figure 16). Seule la proportion de monocytes-
macrophages differe significativement (Pxw < 0,01, N = 58, ddl = 2). Cependant, au mois
de juillet, la moyenne plus élevée de 12 ,6% est due a 3 individus présentant des valeurs
supérieures a 21%.

A titre indicatif, il apparait que [I’estimation de la population de
monocytes-macrophages par 1’activité estérasique des cellules est difficile. En effet elle
peut étre trés correcte (variation de 1’ordre de 0,3%) ou trés différente (variation de I’ordre
de 18,5%).
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Figure 17 : Visualisation de certaines variables en fonction de la classe parasitaire.

A. Représentation mensuelle pour les variables
significatives en fonction du mois.

ayant des différences

B. Représentation groupée des individus pour les variables pour lesquelles le

mois n’est pas discriminant.
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1.5.2 Dosage de I"activité hémolytique du complément
(voie classique et alterne)

Les dosages ont été effectués et les résultats sont actuellement en cours de traitement.
Cependant, le volume de sang prélevé étant trés faible (soles trés petites) dosages ne se sont
pas réalisés dans des conditions optimales et nous ne savons pas encore si ces données
seront exploitables a partir d’animaux aussi jeunes.

2. Effet du parasitisme sur les variables indicatrices de condition :

Cette partie vise 4 mettre en évidence un éventuel effet du parasitisme global (c’est a
dire les deux espéces confondues) sur les variables étudiées précédemment.

L’exploration des données par les deux ACP n’apporte pas d’information. Elles ne sont
donc pas présentées car les individus parasités ne semblent pas discriminés par une ou
plusieurs variables.

Les variations des variables sont examinées en fonction de la classe parasitaire. Les
variables ayant une variation significative en fonction du mois sont représentées
mensuellement (indice de condition, LT/Ps, % monocytes-macropphages), les autres, pour
lesquelles le mois n’est pas discriminant sont groupées pour les trois mois (TG/ST, %
lymphocytes, %granulocytes). Les graphiques montrent clairement qu’aucune relation
n’apparait entre le parasitisme et ce qui est confirmé par les tests de Kruskal-Wallis

(figure 17).
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DISCUSSION

La principale difficulté¢ des dosages de cette étude vient de la petite taille des
animaux. Néanmoins, ce travail permet de compléter I’étude effectuée par Laffargue (2000)
d’aofit & décembre 1999. En effet, elle permet d’établir 1’état initial des soles a leur arrivée
et d’évaluer les premiéres évolutions saisonniéres de la condition des juvéniles au sens
large.

Aspects méthodologiques :

Les dosages effectués ayant beaucoup de contraintes différentes il n’a pas été
possible d’effectuer I’ensemble des dosages (biométrie, lipides, immunologie et
parasitologie) sur les méme individus. En effet, les dosages lipidiques nécessitent de
congeler immédiatement les animaux alors qu’il faut leur faire une prise de sang vivants
pour la cytométrie en flux. De plus le CREMA étant situé a une heure au sud de la zone de
péche et 4 une heure au nord de 'IFREMER de La Tremblade il n’est pas envisageable de
faire la péche et les dosages dans une méme journée. Il n’est donc pas possible d’étudier a
la fois les réserves lipidiques et 1’état des défenses immunitaires sur un méme individu et
donc pas possible de les mettre ensemble en relation avec le parasitisme. Cette étude
nécessite d’adapter les dosages lipidiques a notre matériel biologique. De ce fait les
animaux sont lyophilisés en entier pour obtenir assez d’extrait et de pouvoir doser les
lipides de I’ensemble des animaux . Cela a pour conséquence que les fractions minérales
(squelette) sont conservées et induisent un facteur de dilution.

La cytoméirie en flux a permis de bien identifier trois sous populations de leucocytes.
Cependant, les analyses ont été faites en se rapportant 4 un méme volume et non a une
méme concentration de départ en leucocytes. L’homogénéisation n’a donc pas été faite a
cause du peu de cellules comptables. Les analyses ont été faites en limite de technique et
n’apportent qu’une premiére approche qualitative.

La mise au point méthodologique préalable du dosage hémolytique du complément avait
été effectuée sur des soles adultes. L’application de cette méthode a des GO aussi petits est
délicate car elle ne permet pas d’effectuer toutes les dilutions nécessaires, le volume de
sérum prélevé étant trop faible.

Condition des juvéniles : variations saisonniéres.

Dés leur arrivée sur la nourricerie, les juvéniles ont une croissance trés rapide le
pren:uer mois : les prises de p01ds et de longueur observées sont alors maximales. Le taux
de croissance moyen (0,56 mm j™) correspond aux valeurs préliminaires obtenues pour des
campagnes estivales de 1999 et 2000 (Laffargue, 2000). Cette valeur est aussi légérement
inférieure aux taux de croissance obtenus en aquaculture (0,60 mm j h pour dessolesde 5 a
10 cm (Howell, 1997). Cette croissance ralentit t6t, dés le mois de juin. Pour valider les
tendances obtenues il faudrait un ou deux mois supplémentaires, actuellement en cours de
collecte. Néanmoins une étude a montré un arrét automnal de la croissance des juvéniles de
sole (Amara, 2003) autour de 12 cm. Ceci a été confirmé dans les pertuis Charentais, la
taille moyenne se stabilisant autour de 13 cm dés septembre (Laffargue, 2000). Le premier
mois passé sur la zone de nourricerie semble donc déterminant pour les individus. En effet,
un individu qui aura peu grandi pendant cette période commencera I’automne avec une
moindre taille, une moindre masse. Il aura donc moins de chance de survivre a son premier
hiver alors que les conditions environnementales se détériorent.
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La condition des animaux a leur arrivée est bonne (K > 1 g em™). L’indice de condition
(K) diminue assez rapidement pour se stabiliser autour 0,86, valeur inférieure a celle décrite
par Laffargue et al (2000) a I’entrée en hiver (K=1.1 g cm™).

Cette étude a aussi permis d’étudier la dynamique d’infestation progressive des
juvéniles pour la premiére fois dans le pertuis Breton Deux espéces de parasites Digénes,
Prosorhynchus crucibulum et Timoniella praeteritum sont ainsi suivis.

La premiére observation de Prosorhynchus crucibulum chez la sole a été effectuée
par Papoutsoglou et al., (1977). Dans le pertuis Breton, il semble que la contamination des
soles par P. crucibulum soit bien liée a4 la présence de la mytiliculture sur cette zone.
L’infestation est donc locale et les premiéres métacercaires de P. crucibulum apparaissent
dans les soles au moment de la deuxiéme maturation sexuelle des moules (Mytilus edulis)
en juillet. Le sporocyste du parasite se développant aux dépens de la gonade sexuelle de la
moule, les cercaires sont émis a cette période. Il semble donc que I'infestation soit assez
rapide apres la libération des cercaires dans le milieu. Ces derniéres pénétrent alors les
défenses externes (mucus, tissus épidermiques). La prévalence de juillet (66%) est
identique a celle constatée par Baudouin (2002) dans le pertuis Breton et par Laffargue et al
(2004) plus tard dans la saison (aolt a décembre). L’intensité moyenne de I'infestation de
5,38 parasites par individu parasité est aussi quasiment €gale a celle observée par Baudouin
(2002) qui était de 5,08 en aoit.

Timoniella praeteritum, déja connu pour infester des poissons plats comme le flet,
Platichthys flesus, ( El-Darsh et al, 1999) n’avait pas encore été décrite comme une espéce
parasite des juvéniles de sole. La contamination par cette espéce se fait via un mollusque
(Hydrobia ulvae (Pennant, 1777)) présent naturellement en grande quantité sur les vasiéres
des pertuis Charentais. L’émission de cercaires par les hydrobies coincide
vraisemblablement avec I'arrivée des juvéniles sur la zone de nourricerie pour qu’ils
s’infestent aussi rapidement. Les prévalences et les intensités moyenns de ce parasite sont
trés élevées chez les juvéniles de soles étudiées avec respectivement de juin a juillet 70 % a
97 % des individus parasités et 9,62 a 24,23 parasites par individu parasité. Cette infestation
est particulierement intense comparée a l'infestation recensée par El-Darsh et al. (1999)
chez le flet avec une prévalence de 18,8 et une intensité de 6,95.

Quelle que soit 'espéce décrite ci dessus, la pénétration du parasite s’effectue a
I’endroit ou la cercaire a pris contact avec le poisson. Elle s’enkyste d’abord puis elle se
développe en métacercaire. Au début de I'infestation, 'implantation des kystes (les deux
espéces confondues) se fait essentiellement au niveau des muscles latéraux (91%) , des
muscles ptérygiens (79%) et de la téte (78%). Pour Prosorhynchus spp, les GO plus dgés ont
des occurrences différentes avec 81% des poissons parasités qui le sont dans la région de la
téte et 45% dans la région musculaire (Baudouin, 2002). Une ¢€tude sur des animaux encore
plus dgés avait annoncé des occurrences de 90% au niveau de la téte. Les parasites digénes
sont des espéces manipulatrices pouvant altérer les fonctions du systéme nerveux central et
modifier le comportement de leur hote (afin de faciliter le passage a I’hote définitif par
prédation), ce qui n’est pas étudié dans les pertuis. Aussi, il est intéressant de noter la faible
diversité spécifique du parasitisme observés chez les juvéniles.

L’indice lipidique triglycérides sur stérols (TG : ST) n’évolue pas, ni en fonction du
mois ni en fonction de I'intensité du parasitisme. Sa valeur reste trés faible tout au long de
I’étude a cause de la trés petite quantité de lipides de réserves (triglycérides) contenus dans
les échantillons. De si faibles valeurs sont normalement observées lors d’un jeun prolongé.
A titre indicatif, les larves de soles abordant la métamorphose ont un rapport moyen de
TG : ST de 1,2 (Galois R., communication personnelle), puis en fin de métamorphose de
1,03 (Amara et al, 2004), les triglycérides étant le substrat énergétique privilégié des larves.



Aussi, cette valeur est d’environ 0,33 (Galois R., communication personnelle) pour des GO
d’octobre péchés dans le pertuis Breton. Le premier stade juvénile semble donc étre une
phase métabolique particuliére ou il y a tres peu de lipides de réserves comparé aux autres
stades. Dans ce contexte ou, deés leur arrivée sur la zone de nourricerie, les animaux
dépensent beaucoup d’énergie pour leur croissance plusieurs scénarios sont possibles :

1) Les animaux ne se nourrissent pas suffisamment, par manque de nourriture ou pendant
une période qui correspondrait a I’adaptation a leur nouveau mode de vie. Cette hypothése
est €cartée car I'étude du contenu stomacal permet d’affirmer que les animaux se
nourrissent bien.

2) Le métabolisme nécessaire aux besoins des individus pendant cette période est trop
élevée et ne permet pas de stocker de 1’énergie sous forme de triglycérides qui seraient alors
immédiatement utilisés. Ce peut étre une stratégie de I’espece d’utiliser d’abord son énergie
pour la croissance (afin d’atteindre la taille optimale a sa survie hivernale), puis a I’automne
de stopper sa croissance afin de faire de constituer des réserves nécessaires durant |’hiver.

3) Une autre possibilité est qu’a ce stade de développement, une autre forme d’énergie est
mise en réserve comme des glucides par exemple.

Pour le moment nos données s’arrétent en juillet et il est difficile de prévoir la future
évolution de cet indice sur seulement trois mois. Les dosages des mois d’aoiit, septembre et
octobre devraient permettre de mieux comprendre ce qui se passe. De plus il sera ainsi
possible de comparer ces résultats avec ceux déja obtenus sur des animaux du pertuis
Breton échantillonnés en octobre 2003.

Une considérable diminution des lipides totaux sur le poids sec est observée entre
mai et juin. Cette variation est identique pour I’ensemble des classes lipidiques par rapport
au poids sec. On ne peut donc pas utiliser ces indices lipidiques rapportés au poids sec car il
semble y avoir des composants non lipidiques qui varient dans le poids sec (glucides,
protéines, composés minéraux) entre mai et juin.

Cependant il faut rester prudent quant a I'utilisation des indices lipidiques. En effet,
ils ne sont pertinents que si les animaux sont a I’équilibre et qu’ils ne subissent pas de crise
physiologique. Pour que des comparaisons soient possibles, il faut donc que les animaux
soient au méme stade de leur vie et qu’ils ne subissent pas de perturbation majeure, ce qui
ne semble pas étre le cas lors de leur installation sur la zone de nourricerie.

L’étude mensuelle des leucocytes montre des valeurs assez stables qui ne semblent
pas dépendre du parasitisme. Des études complémentaires par individu sont nécessaires afin
de voir si la parasitose n’entraine pas de changement dans la composition des leucocytes.
Par exemple un individu parasit€ pourrait voir sa proportion en monocytes circulant
diminuer. Il serait aussi intéressant de regarder 1’évolution des leucocytes en différenciant
les especes de parasites.

A ce stade de développement il n’est pas encore possible d’établir un lien entre
I'indice de condition et I'intensité du parasitisme. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Laffargue et al. (2004). Les mémes observations sont faites pour les indices
lipidiques et la composition des leucocytes. 1l est possible que les outils utilisés ne soient
pas suffisamment adaptés a de si petits animaux. En effet, le peu de cellules disponible ne
permet pas de travailler dans des conditions optimales en cytométrie en flux. Il en est de
méme pour les dosages de I’activité du complément (résultats en cours d’exploitation).




CONCLUSION

Cette étude a mis en évidence une infestation locale, qui a lieu sur la zone de

nourricerie. Cependant, a ce stade, le parasitisme ne semble pas avoir d’impact négatif sur
la condition générale des soles (état nutritionnel, croissance, cellules immunitaires). Les
résultats du dosage du complément doivent apporter des informations supplémentaires sur
I’état des deéfenses non spécifiques.
I est envisageable que le parasitisme n’ait pas d’impact sur les soles a ce stade de
I"infestation. En effet, il est probable que des effets apparaissent a un stade plus développé
de I'infestation ou bien a un autre niveau tel que le comportement (recherche de nourriture,
comportement cryptique, rythmes journaliers d’activité..) qui n’ont pas été étudiés ici. En
conséquence, d’autres indicateurs pourraient étre pris en compte. Des outils tels que le
rapport ARN/ADN ou le dosage de glucides permettraient d’obtenir une image plus
complete de I'état nutritionnel des juvéniles de sole.

Afin de pouvoir compléter ces premiers résultats, I’étude se poursuit sur une année
(croissance, dosages de lipides, étude des sous populations de leucocytes, activité
hémolytique du complément). Des indications supplémentaires seront recherchées au
niveau du comportement (vidéo analyse), des hormones de croissance, de la croissance
(estimation plus précise par otholitométrie) et un effet du parasitisme sur la physiologie au
niveau de I'expression différentielle de génes sera aussi étudié dans le contexte d’une thése
en cours. En paralléle, des infestations expérimentales seront réalisées afin de mieux
controler le facteur parasitisme et de permettre des comparaisons entre les individus
parasités et ceux non parasités,
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Amnexe 2 : Exemple de lecture de classes de lipides :
A. Relevé obtenu pour les individus (G0 de notre étude. Niveau de triglycérides
(TAG) trés bas.
B. Relevé obtenu  pour des individus (GO plus dges. Niveau « normal » de
triglycérides (TAG).



YR AD . Aoy CAEXPO2XLA\ MD\SOLES064.LMD: EXPO

Protocol :soles Analysis Date : 08/10/04
Acq Date :08-10-2004 Analysis Time : 17:46:13
UnGated FS LOG/SS LOG UnGated FL1 LOG/FL3 LOG UnGated FS5/8S
103 I
B g 7
1 3.8 31 G\;bq;tmm J
A, v
2.8% il
102 i
3 c T
E 61.5% : B
§101ﬁ§ "’ET’"‘PW“’ 1
2100 ] o o
60 el 1a8d” o T T T T T 7T Tiggs
FS LOG FL1 LOG FS
UnGated FL1 LCG UnGated FL3 LOG

o~
5
- 5 i - 0 Y
[-HISTOGQNMF.‘J DAVS LES ‘FLUMSCOWES\
T d
F—f(d 1)
100 10% 110203 i lagd " T10l 110203
FL1 1L0G PLY LOG
%Quwarmm e ,?Ru@tﬂ&cmm. houge -
*B = Using BaseLine Offset on Log Parameters = *B
REPORT ON: C:\EXPO2XL4\LMD\SOLES064 .LMD
Mean Calculation Method: LOG-LOG
Statistic Number $Total ¥Gated X-Mean X-cv HP X-CV ¥ -Me
UnGated-->hﬂmc(=(lE0 P B4 2.80 2.80 186.9 0.0 10510 33
UnGated-->B Gdowlis 113 3.7 A5 B3.8 0.0 0.4 40
UnGated-->C ,ﬁmphwfﬁ,la&s 61.50 61.50 86.2 0.0 11.5 76
. ‘5; Lo
96 de Chagus FosAy S

Annexe 3 : Exemple de résultat obtenu en cytométrie en flux sous forme d’histogrammes et de
cytogrammes.
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Annexe 4 : Préparation de tampons et solutions utilisés pour le dosage de ['activité

Solution mére de tampon-véronal (SVB) : pour 1 litre de solution

41,5 g de chlorure de sodium

5,1 g de sodium barbiturate

17,5 mL d’1 solution molaire d’acide chlorhydrique
1 litre d’eau distillée

Le pH de la solution est ajusté a 7,3-7.4.

Solution mére de calcium et magnésium
100 mL d’eau distillée

7,35 g de CaC12'2H20
20,33 g de MgCly-6H,0

Tampon gélatine-véronal (GVB*) : pour 100 mL
0,1g de gélatine
20 mL de 5VB
0,1mL de CaMg
100 mL d’eau distillée

Tampon glucose-gélatine-véronal (GGVB®™) : pour 100mL
0,1 g de gélatine
10 mL de 5VB
2,5 g de glucose mono-hydrate
0,1 mL de CaMg
0,1 mL d’une solution d’azide de sodium (NaN3)
100 mL d’eau distillée

Tampon EDTA-gélatine-véronal (EDTA-GVB) :pour 100mL

0,1 g de gélatine
20 ml de 5VB
10 mL d’une solution 0.1 molaire d’EDTA
100 mL d’eau distillée
Solution mére d’EGTA-Mg (0.1M)
38 g d’Ethyléne gluco-bis (B-aminoéthylether) N,N,N’ N’-tétraacetic acid (EGTA, Sigma)
20,3 g d’hexahydrate magnésium chlorigrique (MgCl,, 6H;0)
7 g de soude (NaOH)
ajuster au litre

ajuster le pH a 7.4 avec une solution de soude NaOH 1M.

Tampon EGTA-Mg-GVB
0,1 g de gélatine
20 mL de la solution 5VB
10 mL de EGTA-Mg
ajuster a 100mL

hémolytique du complément (voie alterne et classique) d’aprés Yano (1992).





