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Résumé

L’huitre plate, Ostrea edulis a subit depuis les années 1970 deux graves épizooties
provoquées par les parasites protozoaires, Bonamia ostreae et Marteilia refringens. Si, pour le
premier de ces parasites, des huitres plates tolérantes ont pu étre sélectionnées, la marteiliose
ne peut étre contrélée que par une gestion du risque de contamination. Dans ce cadre, la
connaissance du cycle parasitaire de Marteilia refringens est primordiale. Les travaux réalisés
a ce sujet ont permis de poser I"hypothése d’un cycle hétéroxéne. Au cours de notre étude la
recherche du parasite a été effectuée sur des especes du zooplancton, de la méiofaune et de la
macrofaune prélevées au sein d’un biotope sélectif, les claires ostréicoles. Le parasite a été
recherché par la technique de polyméristion en chaine (PCR) au sein des différentes espéces
de ces groupes. La détection en PCR du parasite au sein d’une espéce de la macrofaune
Cereus pedunculatus (Cnidaires, Actiniaires) a été confirmée par différentes techniques
(Southern blot, séquencage, hybridation in situ et histologie). Cette espéce pourrait constituer

un hote potentiel de Marteilia refringens. Cette étude ouvre de nouvelles perspectives pour

I’étude du cycle parasitaire de Marteilia refringens.
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I. INTRODUCTION

Au cours des trente derniéres années, deux graves épizooties provoquées par des
protozoaires parasites ont considérablement affecté la production frangaise d’huitres plates
Ostrea edulis (Linné, 1758). Le premier de ces agents pathogénes, Marteilia refringens décrit
par Grizel et al. (1974), est responsable de la maladie des Abers ou marteiliose apparue en
1967 dans un petit estuaire du nord de la Bretagne, I’aber Wrach (Alderman, 1979). Ce
parasite affecte la glande digestive de 1’huitre plate et provoque des mortalités dramatiques au
sein des élevages. Son extension sur le littoral francais, favorisée par les transferts
commerciaux de ces mollusques, se fit rapidement dans la plupart des centres ostréicoles, du
nord de la Bretagne & Arcachon (Comps, 1970; Herrbach, 1971; Grizel et Tigé, 1977). En
1979, I'apparition de Bonamia ostreae, parasite des hémocytes d’Ostrea edulis, a accentué la
chute de la production d’huitres plates francaises qui, actuellement, ne représente plus que 1
500 tonnes environ contre 15 000 tonnes en 1960 (Héral ez al., 1989).

L’histoire de I’ostréiculture francaise refléte la fragilité de cette production vis-a-vis
des agents pathogenes. L’implantation d’espéces allochtones telle que I’huitre creuse du
pacifique, Crassostrea gigas, est apparue comme la seule alternative pour maintenir une
production ostréicole suffisante et ceci malgré les risques écologiques liés a de telles
introductions. En effet, la lutte contre les maladies infectieuses des bivalves marins rencontre
plusieurs difficultés liées, en premier lieu, aux particularités des cultures en milieu ouvert.
L'utilisation de substances anti-infectieuses déversées dans 1'eau n’est pas envisageable car
elle nécessiterait la mise en ceuvre de volumes trés importants dont les risques pour
I’environnement ne peuvent étre négligés. D’autre part, il n’est pas possible de protéger ces
animaux, en stimulant la production d’anticorps protecteurs, par la vaccination du fait de
I’absence de lymphocytes (cellules synthétisant les anticorps). En conséquence, les seules
solutions envisageables actuellement sont la sélection génétique d’animaux tolérants ou
résistants a ces agents pathogénes et la gestion du risque de contamination.

De récentes études de génétique ont permis de sélectionner des huitres plates Ostrea
edulis tolérantes au parasite Bonamia ostreae (Baud et al., 1997). Cependant, ce type de
résultat n’a pu étre obtenu pour Marteilia refringens, ce qui limite la lutte contre la marteiliose
a la gestion du risque de contamination. Dans ce contexte, la connaissance du cycle parasitaire
de Marteilia refringens est primordiale. Il faut cependant noter qu’en référence aux exemples

de cycle parasitaire exposés par Combes (1995), la description compléte d’un cycle parasitaire

est une tiche complexe.
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Les travaux réalisés a ce sujet, concernant Marteilia refringens, privilégient les
hypothéses d’un ou de plusieurs hotes, et / ou I’existence d’une phase libre du parasite plutét
qu’une transmission horizontale directe de la parasitose (Balouet, 1979; Balouet et al., 1979;
Grizel, 1985; Lester, 1986; Berthe ef al., 1998). Cependant, il ne s’agit pour !’instant que
d’hypothéses.

Ce travail a pour but de confirmer I’existence d’un ou de plusieurs hotes potentiels
dans le cycle de Marteilia refringens par la recherche systématique du parasite dans la faune
associée aux huitres plates. L’approche nouvelle de ce travail réside en :

- L utilisation d’un biotope sélectif vis-a-vis des biocénoses marines.

Dans la zone endémique de Marteilia refringens, il a été vérifié préalablement a cette
étude que le cycle parasitaire restait fonctionnel pour des huitres cultivées en claires
ostréicoles. Ces bassins, traditionnellement utilisés pour 1'élevage et 1’affinage des huitres,
sont soumis a de larges variations thermiques et halines. Par conséquent, la richesse spécifique
des claires est dix fois plus faible que sur estran comme indiqué en baie de Marennes-Oléron
par de Montaudouin et Sauriau (1998).

- L’utilisation d’outils de biologie moléculaire pour détecter Marteilia refringens.

A la différence des techniques de détection telles que 1’histologie ou I'immunologie,
ces outils présentent 1’avantage d’avoir pour cible 'ADN du parasite, c’est-a-dire une
molécule dont les caractéristiques se conservent quel que soit 1’hdte parasité. La mise au point
de ces techniques résulte du séquencage du géne 18S de Marteilia refringens obtenu

récemment et a partir duquel des amorces ont été réalisées.

La recherche de Marteilia refringens est effectuée au sein de la faune des claires
ostréicoles. La détection de I’ADN du parasite est réalisée grice a la technique de
polymérisation en chaine (PCR), méthode trés sensible et rapide qui permet 1’amplification
spécifique d’un fragment du génome recherché. Les techniques du Southern Blot et de
séquencage de I’ADN ont ensuite permis de confirmer la spécificité du fragment amplifié. 1l
restait enfin a déterminer le statut de I’espéce ou des espéces concernées par une détection
positive du parasite. Celui-ci peut en effet n’étre que simplement ingéré ou bien é&tre
réellement localisé dans les structures tissulaires de 1’hdte. Pour ce faire, dans une premiére

approche, deux techniques complémentaires ont été utilisées, 1’hybridation in situ et

I'histologie.



=l 1=l

Il N = . =

-l .

N N - = B =

Cette étude consiste en la recherche de Marteilia refringens chez des hdtes potentiels.
Elle fait intervenir la systématique de la faune, leur écologie et I’utilisation d’outils

appartenant aux domaines de la biologie moléculaire et de 1’histologie.

II. GENERALITES

Marteilia refringens est un protozoaire parasite extracellulaire de I’huitre plate Ostrea
edulis. Ce parasite est principalement observé dans la glande digestive et plus rarement au
niveau des branchies (Comps, 1970). 11 interfére avec I’absorption de la nourriture et
provoque une destruction des tissus des diverticules digestifs de ’héte. Lorsque le parasite est

arrivé a maturité, il est libéré dans la lumiére du tractus digestif (Alderman, 1979).

1. Sporogenese de Marteilia refringens chez Ostrea edulis

Chez I’huitre plate, le parasite Marteilia refringens subit une évolution qui aboutit a la
formation de spores (figure 1 d’aprés Lubat (1990) et figure 2) :

- Le stade initial est constitué par une cellule souche ou cellule primaire (Grizel et al.,
1974) dont le cytoplasme renferme des inclusions paracristallines, des formations vacuolaires
et des haplosporosomes (Perkins, 1976). Cette cellule est en contact étroit avec les membranes
cellulaires de I’hote par I’intermédiaire de microvillosités (Grizel et al., 1974).

- Les cellules secondaires résultent d’une différenciation du cytoplasme autour des
noyaux issus de la division endogéne du noyau de la cellule primaire (figure 2a). Ces cellules
se caractérisent par un noyau comportant un nucléole volumineux, ainsi que par des inclusions
cytoplasmiques denses aux €lectrons. La cellule primaire contenant jusqu’a huit cellules
secondaires est assimilée a un pseudoplasmode et peut atteindre 30 pm de diameétre. La cellule
secondaire (de 10 a 15 pm de diamétre) devient le pansporoblaste et quatre cellules tertiaires
sont formées par bourgeonnement endogéne (Desportes et Ginsburger-Vogel, 1977) (figure
2b).

- Les cellules tertiaires donnent des spores contenant trois sporoplasmes issus de
divisions endogenes. Le sporoplasme le plus externe assimilé a une cellule primaire, comporte
également des haplosporosomes (Perkins, 1976). Les spores atteignent a maturité 4 pm de
diametre.

La paroi des cellules primaires (ou sporanges) se rompt libérant les pansporoblastes

(Herrbach, 1971, Grizel, 1975) que I’on peut observer dans les féces (figure 2c).






Figure 2 : Différents stades de développement de Marteilia refringens observés chez Ostrea

edulis. (Coloration hémalum éosine,. X 1000)

a) Cellules primaires ou pseudoplasmodes (Pp) contenant une ou plusieurs cellules secondaires (C2) situées
dans les canaux de la glande digestive

b) Cellules de Marteilia refringens au stade sporange (S) contenant des granules réfringents (Gr) et
pansporoblastes (Pb) dont certains sont libérés dans la lumi2re des diverticules de la glande digestive

¢) Observation des pansporoblastes (Pb) dans les feces d’Ostrea edulis parasitées par Marteilia refringens



2. Taxonomie

La taxonomie des parasites du genre Marteilia a subit depuis leur découverte des
modifications successives. Son rapprochement initial avec des phylums préexistants tels que
les Haplosporidies et les Myxosporidies est resté insatisfaisant. Ceci a récemment valu la
proposition de créer un nouveau phylum regroupant ce type de parasites, les Paramyxea
(Desportes et Perkins, 1990).

Au sein du genre Marteilia, plusieurs espéces ont été décrites selon des critéres
ultrastructuraux et en fonction du, ou des, hotes chez lesquels ces parasites ont été observés.
Cependant, les critéres ultrastructuraux s’avérent parfois insuffisants pour distinguer deux
espéces comme par exemple Marteilia refringens et Marteilia maurini. L’identification des
différentes espéces de ce genre nécessite donc de prendre en compte d’autres critéres
d’identification. L’obtention de la séquence du géne codant pour la petite sous unité
ribosomale de ces parasites pourrait constituer un moyen de préciser le degré de divergence de
ces différentes espéces et pourrait permettre de préciser la position phylogénique des
Paramyxea. Cet aspect fait partie des objectifs du programme européen de recherche MARS,

Marteilia Refringens Studies.

2.1. Les espéces du genre Marteilia

- Marteilia refringens parasite I'huitre plate Ostrea edulis. Cette espéce a aussi été
observée chez d’autres bivalves marins mais jusqu’a présent seule Ostrea edulis a été affectée
de fagon dramatique par ce pathogéne. Dans le cadre de la relance de la production d’huitres
plates, des essais d’implantation d’espéces allochtones ont été réalisés. Il a ainsi été montré
qu’Ostrea angasi (Bougrier et al., 1986) et Ostrea chilensis (Grizel et al, 1983) étaient
sensibles a ce parasite limitant I’'implantation de ces mollusques sur nos cdtes (Robert et al.,
1991). Marteilia refringens parasite les moules Mytilus edulis (Tigé et Rabouin, 1976) et
Mpytilus galloprovincialis mais sans engendrer des mortalités telles que celles observées chez
Ostrea edulis (Figueras et al., 1991 ; Villalba ef al., 1993; Fuentes et al., 1995; Robledo et
Figueras, 1995). En ce qui concerne I’huitre creuse Crassostrea gigas, les pseudoplasmodes
mis en évidence par Cahour (1979) n’évolueraient pas vers des sporanges (Balouet et al.,

1979) et I’espéce peut étre considérée comme un cul de sac parasitaire.
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- Marteilia maurini a été décrite chez Mytilus galloprovincialis (Comps et al., 1982) et
Mytilus edulis (Auffret et Poder, 1985). De par ses critéres ultrastructuraux, elle est
difficilement différentiable de Marteilia refringens.

- Marteilia christenseni a été décrite chez la scrobiculaire Scrobicularia plana par
Comps (1985).

- Marteilia lengehi a été décrite chez des huitres Saccostrea cucullata du Golfe
Persique (Comps, 1976).

- Marteilia sp. a été observée en Europe, chez les palourdes Tapes decussatus, Tapes
rhomboides et Tapes pullastra (Auffret et Poder, 1987; Villalba et al., 1993), la coque
Cerastoderma edule (Comps et al., 1975), Modiolus modiolus (Auffret et Poder, 1985) et
Crassostrea virginica (Renault et al., 1995).

- Marteilia sydneyi (Perkins et Wolf, 1976) est une espéce parasite de Saccostrea
commercialis sur la cote sud-est de 1’ Australie. Elle a des effets pathogénes dramatiques sur la

production de cette huitre de la méme maniére que Marteilia refringens chez Ostrea edulis.

2.2. Le phylum Paramyxea

Le genre Marteilia et en particulier I’espéce Marteilia refringens observée chez des
animaux moribonds, fut tout d’abord classée parmi les champignons primitifs marins, et plus
particuliérement dans 1'ordre des Chytridiales (Herrbach, 1971).

De par la présence d’haplosporosomes dans la cellule primaire et dans le sporoplasme
externe, Comps (1970) puis Perkins (1976) ont proposé de classer ce genre parmi les
Haplosporidies. Sprague (1979) crée le phylum des Ascetospora regroupant des protozoaires
parasites comme les Haplosporidies ainsi que les organismes nouvellement décrits
appartenant aux genres Marteilia et Paramarteilia, parasite du crustacé Orchestia
gammarellus (Ginsburger-Vogel et al., 1976). Ce phylum était divisé en deux classes; les
Stellatosporea et les Paramyxea. Les organismes appartenant a la classe des Stellatosporea
étaient caractérisés par la présence d’haplosporosomes et de spores comprenant un ou
plusieurs sporoplasmes. Les genres Marteilia et Paramarteilia étaient placés dans la famille
des Marteiliidae, ordre des Occlusporida. Un autre ordre, les Balanosporida comportait les
haplosporidies typiques. La classe des Paramyxea comprenait une espéce Paramyxa paradoxa
(Chatton, 1911) parasite des larves de I’annélide Poecilochaetus serpens.

Néanmoins, Marteilia, Paramarteilia et Paramyxa, de par leurs structures

pluricellulaires et la formation de cellules emboitées au cours de la sporogenése (Desportes,
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1981; Desportes et Lom, 1981) furent par la suite rassemblés dans la classe des Paramyxea.
Cette classe fut divisée en deux ordres, I’ordre des Marteiliidae comportant les genres
Marteilia et Paramarteilia et 'ordre des Paramyxida avec le genre Paramyxa. En
conséquence, il semblait i ces auteurs plus judicieux de rapprocher ces genres du phylum des
Myxosporidies plutdt que des Haplosporidies.

Actuellement, étant donné I'importance de ces parasites dans le milieu marin, la plus
récente proposition est de rehausser la classe des Paramyxea au rang de phylum (Desportes et
Perkins, 1990).

Phylum PARAMYXEA (Levine in Sprague, 1979)

Classe Marteiliidea (Desportes et Ginsburger-Vogel, 1977)
Marteilia (parasites de bivalves marins)
Paramarteilia (parasite de crustacés)

Marteilioides (parasités de bivalves marins)

Classe Paramyxidea (Chatton, 1911)

Paramyxa (parasite d’annélide polychaete)

3. Cycle parasitaire de Marteilia refringens

3.1. Cycle annuel

La marteiliose est une maladie saisonniére pour laquelle une nette augmentation des
taux d’infestations sont observés pendant I'été. Ainsi, d’aprés les observations de Grizel
(1985), dans le cas d’huitres plates de Bretagne, le taux de parasitisme est au plus bas en mars
ct avril, c’est a dire apres les deux mois généralement les plus froids de I’année. Il augmente a
partir de mai lorsque les températures atteignent les 12 °C, atteint sa valeur maximale de juin
a aofit pour diminuer jusqu’au mois de décembre. Concernant les stades cellulaires du
parasite, les jeunes plasmodes sont présents toute 1'année alors que les formes sporales
disparaissent au cours de I’hiver. Les formes les plus jeunes correspondraient a une infestation
chronique durant toute 1’année alors que les stades cellulaires plus complexes dépendraient
d’un cycle saisonnier et seraient responsable de la dispersion du parasite dans le milieu
(Balouet, 1979; Grizel, 1985).

La contamination d’huitres saines ne s’effectue qu’au cours des mois d’été lorsque le

seuil thermique de 17 °C est atteint (Grizel, 1985). Balouet et al. (1979) ont aussi montré que



—

I'infestation se produit durant les mois de juillet et aofit (en rade de Brest) quelle que soit la
durée d’immersion en zone contaminée. Apres cette période, des huitres saines placées en
zone contaminée restent indemnes. Des variations saisonniéres et géographiques peuvent
induire des variations concernant la durée et la période de cette fenétre d’infestation,
cependant la température semble un facteur primordial dans la transmission de la parasitose.

Les facteurs environnementaux tels que la salinité et le renouvellement des eaux
semblent étre des paramétres nettement moins déterminant que la température pour Marteilia
refringens. 11 est & noter, cependant, que la parasitose a été rarement observée dans des eaux
franchement océaniques (Grizel, 1985) et que le cycle semble perturbé dans I’étang de Thau
(Comps, 1979). En ce qui concerne le renouvellement des eaux, jusqu’a présent, aucune
relation claire n’a pu étre mise en évidence mais il est cependant possible qu’un fort
renouvellement implique une “dilution ” du parasite dans le milieu, défavorisant ainsi la
transmission de la parasitose (Grizel, 1985).

Malgré I’influence des facteurs environnementaux, et notamment de la température sur
le cycle parasitaire de Marteilia refringens, ceux-ci ne permettent pas a eux seuls d’expliquer
I'existence de zones fortement infectées ou au contraire protégées (Balouet et al., 1979).
L’intervention d’un autre facteur, tel que la présence d’un hote ou d’hdtes dans le cycle du

parasite, est considérée comme 1’une des explications possibles.

3.2. Hypothése d’un cycle hétéroxéne

Suite aux essais de transmission de la marteiliose en milieu naturel ayant mis en
évidence le cycle saisonnier de Marteilia refringens et la période d’infestation (Balouet, 1979;
Balouet et al., 1979; Grizel, 1985), des essais de transmission ont été réalisés en milieu
expérimental. Diverses méthodes ont été utilisées : cohabitation d’huitres plates, de moules
(Berthe et al., 1998), injections de suspensions de spores (Balouet et al., 1979; Grizel, 1985;
Berthe et al., 1998), transplantation de glande digestive de Saccostrea commercialis infectées
(Lester, 1986 ; Berthe et al., 1998 ), utilisation de glande digestive en tant que nourriture pour
des hotes potentiels (Van Banning, 1979), mise en présence de mollusques sains avec du
sédiment provenant d’un site infesté (Berthe et al., 1998). Quel que soit le protocole
expérimental mis en place, il n’a jamais permis d’infecter des animaux sains. Il en découle
I’hypothése relative a I’existence d’un ou de plusieurs hotes dans le cycle du parasite (cycle

hétéroxeéne).
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- Claire 1 : site des prélevements de zooplancton et de la méiofaune effectués a partir
du 17 février 1998. Le cycle de développement de Marteilia refringens chez Ostrea edulis
ainsi que la cinétique d’infestation d’huitres saines ont fait 1’objet d’une étude parallele
(Barnaud, résultats non publiés). Ainsi a la mi février 1998, trois populations d’huitres plates
Ostrea edulis réparties dans des poches ostréicoles ont été disposées :

1) Huitres plates infectées par Marteilia refringens depuis deux ans (n-2),

2) Huitres plates infectées par Marteilia refringens depuis un an (n-1),

3) Huitres plates saines (n).

- Claire 2 : site d’échantillonnage exhaustif de la macrofaune effectué a partir du 24
février 1998. La transmission de la parasitose dans cette claire a été contrdlée sur 30 huitres

plates saines déposées en février 1998.

2. Compartiment bentho-pélagique

2.1. Zooplancton

Le filet a plancton utilisé d’une longueur d’environ 5 m est reli€é a un appareil créant
un courant d’eau qui pénétre dans le filet. Le tissu filtrant posséde un vide de maille de
100 pm permettant de retenir la majeure partie des planctontes (Sautour, 1991). Ce dispositif
fonctionne pendant environ 4 heures afin de collecter un maximum d’individus. Le matériel
filtré, concentré dans un collecteur est récupéré sur un tamis de 100 pm puis immédiatement
stocké dans de I’alcool absolu a 99 %. Le tri est effectué au laboratoire, sous loupe
binoculaire. Les planctontes sont groupés parlespéce, par genre ou par famille selon la
difficulté d’identification.

Un effort particulier a ét€ fourni pour trier les espéces du zooplancton étant donné
I’obtention d’un résultat préliminaire positif obtenu a partir de planctontes non triés prélevés

en septembre 1997 (Collins, Berthe et Sauriau. données non publiées).

2.2. Méiofaune

Les prélevements sont réalisé grice a une benne Eckman permettant de prélever du
sédiment immergé sur une profondeur d’environ 10 cm et une surface de 400 cm” La
méiofaune étant essentiellement répartit dans les deux premiers centimétres de sédiment, seule

cette couche est prélevée jusqu'a obtention d’environ un litre de sédiment de facon a obtenir
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- Lyse cellulaire
1 ml de solution d'extraction (100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 25 mM EDTA pH 8,
0.5 % SDS, 0.2 mg/ml Protéinase K) est ajouté a environ 100 mg de tissus (environ 30
individus pour le zooplancton ou de la méiofaune et un mélange de tissus broyés pour la

macrofaune). Le mélange est incubé au moins 3 heures 2 50 °C.

- Extraction de PADN
Le lysat est centrifugé pendant 5 mn a 10 000 g pour éliminer les gros débris. Aprés
récupération du surnageant, un volume (V) de phénol et un volume de chloroforme/alcool
isoamylique 24/1 sont ajoutés. Le mélange final est agité et soumis a une centrifugation
pendant 10 mn a 10 000 g. La phase aqueuse contenant I'ADN est prélevée puis transférée
dans un nouveau tube. L'ADN est précipité pendant au moins une demi-heure a - 20 °C aprés
addition de 1/10 éme de volume d'acétate de Na 3 M, pH 5.4 et 2.5 V I'éthanol absolu. Les
tubes sont centrifugés. Le culot d'ADN est alors rincé par de I'éthanol 70 % puis lyophilisé.
L'ADN est dissout dans 50 pl de tampon TE (10 mM Tris pH 7.4 et | mM EDTA pH 8) puis
stocké a 4 °C.
- Controle de I'ADN extrait
La qualité et la quantité d'ADN sont analysées par électrophorése en gel d'Agarose.
Pour cela 10 pl d'ADN sont mélangés a 2 pl de tampon de dépdt des ADN puis ce mélange est
déposé dans un gel d'Agarose 1 % contenant du bromure d'éthidium (agent intercalant de
I'ADN) qui permet de visualiser I'ADN aux UV. La migration s'effectue dans du tampon TAE
1 X pendant 1 heure a 100 volts. La quantité des différents extraits d’ADN sont alors

approximativement normalisés.

5.1.2. Principe de la PCR

La PCR est une technique de biologie moléculaire trés sensible permettant
l'amplification in vitro de fragments d’ADN. Son principe repose sur l'action de maniére
répétitive d'une ADN polymérase qui copie la séquence d'ADN a amplifier (figure 4). Il s'agit
d'une réaction cyclique comprenant trois étapes :

1- Dénaturation du double brin d'ADN

2- Assemblage d'amorces qui sont des oligonucléotides de synthése simples brins

(environ 20 paires de bases). Ils sont complémentaires l'un et l'autre a chacun des brins et

encadrent la séquence a amplifier
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5.3. Hybridation in situ et histologie

5.3.1. Principe

L'intérét principal de I'hybridation in situ est de détecter ou localiser dans une cellule
ou tissus la présence d'un fragment d'ADN déterminé. Aprés un premier tri des espéces
positives en PCR, cette technique nous permet de distinguer une parasitose d'une ingestion.
L’histologie permet ensuite de visualiser en microscopie photonique les structures cellulaires
et tissulaires ayant été hybridées au cours de I’hybridation in situ.

5.3.2. Méthode

- Préparation de la sonde

La sonde qui permet de détecter Marteilia refringens en hybridation in situ est obtenue
en incorporant des nucléotides modifiés Digoxigénine-dUTP lors de la PCR réalisée avec les
amorces spécifiques SS2-SASI. La sonde peut alors étre détectée par une réaction
immunologique faisant intervenir un anticorps anti-digoxigénine couplé a une phosphatase
alcaline. Une réaction colorimétrique se produit lorsqu'on ajoute le substrat de cette enzyme ce
qui permet de détecter la zone de 1"hybridation.

- Préparation des lames

Les tissus sont fixés au Davidson ce qui permet de les conserver et de les maintenir
dans un état aussi proche que possible de leur morphologie.

Ils sont ensuite déshydratés par des bains successifs d'éthanol 95 % puis d'éthanol
absolu. L'alcool est éliminé par un bain de xyléne qui facilite aussi I'imprégnation ultérieure
des tissus par la paraffine liquide a 60 °C. Apres refroidissement de la paraffine sur plaque
refrigérée, les coupes histologiques de 2 pm d'épaisseur sont réalisées sur des lames
histologiques silanisées (dans le cas de I'hybridation in siru afin de renforcer l'interaction entre
les tissus et la lame). L’ensemble est incubé a 60 °C pour faire adhérer les coupes sur la lame.

Dans un premier temps, un déparaffinage est effectué par deux bains de 5 mn dans du
xyléne puis deux bains de 5 mn en éthanol absolu. Les tissus sont ensuite séchés.

Pour chaque lame, 200 pl d'une solution de protéinase K a 100 pg/ml dans du tampon
(50 mM Tris pH 7.4, 10 mM EDTA pH 8, 10 mM NaCl) sont déposés sur les tissus. Les
lames sont alors incubées pendant une demi-heure a 37 °C. Les tissus sont déshydratés 1 mn
dans de I'éthanol 95 % puis 1 mn dans de |'éthanol absolu et enfin séchés a l'air.

- Hybridation

500 pl de tampon d'hybridation (formamide 50 %, sulfate Dextran 10 %, SSC 4 X,

0.25 mg/ml t ARN de levures, Denhart 1 X) sont déposés sur chaque lame avant une
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Des 19 anémones du 02.06.97, seules 8 ont présenté des résultats positifs en PCR
consensus. En revanche, aucun résultat n’est positif en PCR spécifique.

- Cas des crustacés Carcinus maenas et Palaemonetes varians

Sur 8 extraits d’ADN du crabe Carcinus maenas, aucun n’a permis d’obtenir des
résultats positifs en PCR consensus. De la méme fagon, pour le crustacé décapode
Palaemonetes varians, aucune amplification n’a pu étre obtenue au cours de la PCR réalisée
avec les amorces consensus sur 30 individus.

- Cas des mollusques Abra segmentum et Haminaea idatis

Pour le mollusque bivalve Abra segmentum, seuls deux ADN ont pu étre amplifié sur
30 individus analysés au cours de la PCR réalisée avec des amorces consensus. Toutes les
PCR spécifiques sont négatives. En ce qui concerne Haminaea idatis, tous les résultats de la
PCR consensus sont négatifs sur 17 individus analysés. Toutes les PCR spécifiques sont

négatives.

4. Etude d’un cas : ’anémone Cereus pedonculatus
Aprés I'obtention de premiers résultats positifs en PCR spécifique, il s’agissait

d’établir une stratégie pour confirmer et valider ces résultats.

4.1. Détections de Marteilia refringens

Dans le but de confirmer les résultats obtenus a partir des échantillons de Cereus
pedunculatus de mai 1997, la recherche du parasite a été focalisé€e sur cette espéce au cours de
I’étude de 1998. Les anémones de 1998 provenaient des claires ostréicoles en distinguant :

1- Celles prélevées dans le sédiment a proximité des huitres (une dizaine de métre de

distance),

2- Celles prélevées directement sur les huitres plates parasitées,

3- Celles prélevées directement sur les huitres parasitées mais maintenues
expérimentalement en aquarium au laboratoire a une température de 20°C. Ces aquariums
contenaient des huitres plates parasitées depuis le 03.04.98. L’observation de leurs feces a
permis de confirmer la libération du parasite dans les aquariums. Ainsi les anémones Cereus
pedunculatus présentes se situaient dans un milieu confiné a fortes probabilités de

transmission du parasite Marteilia refringens. Ces anémones ont été analysées le 24.04.98.
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4.1.1. Détection chez les anémones des sédiments
Des 90 anémones prélevées mensuellement de février a avril 1998 (30 par mois), nous
avons obtenus 79 résultats positifs en PCR consensus. Sur ces 79 analyses, aucune n’a donné

un résultat positif en PCR spécifique. Pour ces anémones, dans cette période, le parasite

Marteilia refringens n’a pas été détecté.

4.1.2. Détection chez les anémones fixées sur les huitres parasitées
Des 30 anémones prélevées le 7 mai 1998 sur des huitres parasitées, 30 ont donné un

résultat positif en PCR consensus et toutes ont donné un résultat négatif en PCR réalisée avec

des amorces spécifiques.
Par contre, le méme type de prélévement effectué le 20 mai 1998 sur 30 anémones a

mis en évidence 28 résultats positifs en PCR consensus et 22 résultats positifs en PCR

spécifique.

4.1.3. Détection chez les anémones maintenues en aquarium

Sur 10 anémones analysées, toutes donnent un résultat positif en PCR consensus et 8

ont été positives aprés la PCR réalisée avec les amorces spécifiques (SS2-SAS2).

Face a ces résultats positifs, il s’agit de confirmer si les analyses PCR ont
effectivement permis de détecter des fragments du génome de Marteilia refringens, puis de

localiser le parasite dans les structures cellulaires des anémones.

4.2. Validation de la détection de Marteilia refringens chez Cereus pedunculatus

4.2.1. Spécificité de la réaction PCR : Southern blot avec sonde MARS

Cette technique a été réalisée a partir de fragments amplifiés au cours de deux PCR
spécifiques ainsi qu’a partir des fragments amplifiés au cours de deux PCR (figure 7). Chacun
de ces types de PCR a été effectué sur des extraits d’ADN provenant d’une des anémones
positives de mai 1997 et d’une anémone positive de 1’aquarium, ainsi que sur des contrdles

négatifs (eau et extrait d’ADN de branchies d’huitres saines) et le contrle positif (extrait

d’ADN de glande digestive parasitée).
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Figure 7 : Résultats des PCR réalisées avec 4 couples d’amorces, deux spécifiques (SS2-SAS2
et SS2-SAS1) et deux consensus (CS1-CAS1 et CS2-CAS2). Pour chacune des 4 PCR
apparaissent dans I’ordre : contréle négatif (H20), ADN extrait de branchies d’Ostrea edulis
non contaminée (BrH), ADN extraits d’une anémone Cereus pedunculatus de mai 1997 (A),
ADN extrait d’'une anémone positive prélevée en aquarium (A) et ADN extrait de glande

digestive d’Ostrea edulis contaminée (MARTH).

Les résultats du Southern blot (figure 8) montrent que la sonde MARS a pu s’hybrider
sur les fragments amplifiés au cours des deux PCR spécifiques provenant des deux anémones
analysées (A97 et A98) et du contrdle positif Mr (ADN extrait de glande digestive d’huitre
plate parasitée). La sonde MARS ne s hybride pas sur les controles négatifs Br (ADN extrait
de branchie d’huitre plate non parasitée) et Eau (absence d’ADN). Elle s’hybride de fagon

variable avec les fragments résultants de la PCR consensus réalisées a partir d’ADN de

Marteilia et d’animaux parasnes (partie droite de la ﬁgure 8).
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Figure 8 : Résultats du Southern blot
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V. DISCUSSION

Diversité de la faune des claires ostréicoles de I’ile d’Oléron

Les claires ostréicoles d’Oléron présentent I’avantage de ne comporter qu’un nombre
réduit d’especes par rapport a la zone intertidale charentaise. Ainsi, seulement trente-deux
especes de la macrofaune déja répertoriées par Reymond (1991) dans les marais Oléronais,
ont pu étre échantillonnées. D’aprés cet auteur, les taxa dominants sont I’actinie Cereus
pedunculatus, 1'annélide Hediste (Nereis) diversicolor, les mollusques Abra segmentum (A.
ovata), Haminaea idatis et les crustacés Microdeutopus grillotalpa et Gammarus insensibilis,
ce fait a été vérifié au cours de cette étude malgré son caractére qualitatif.

La faible diversité faunistique des claires ostréicoles est une caractéristique déja notée
par de Montaudouin et Sauriau (1998). Elle est aussi vérifiée pour les espéces du zooplancton
et de la méiofaune. Les claires d’Oléron constituent des milieux comparables aux lagunes
aménagées de Certes (bassin d’Arcachon) ol le nombre d’espéces du zooplancton est cing
fois plus faible que dans le Golfe de Gascogne (Castel et Courties, 1982). Selon la typologie
établie par Sautour (1991) en baie de Marennes-Oléron, un gradient décroissant de richesse
spécifique s’établit des zones océaniques vers les zones néritiques puis internes a la baie. Les
claires ostréicoles de par leurs caractéristiques hydrobiologiques (euryhalinité et eurythermie),
hébergent des peuplements zooplanctoniques encore moins diversifiés que ceux des eaux
internes de la baie. De plus, stockant des volumes restreints d’eau de mer dont le
renouvellements est limité, elles présentent I’avantage de n’étre pas composées de plusieurs
peuplements liés a différentes masses d’eau, comme c’est le cas pour ’ensemble du bassin de
Marennes-Oléron (Sautour et Castel, 1993). En ce qui concerne la méiofaune, une
comparaison /du peuplement des claires avec ceux des vases intertidales de Charente, ol plus
de quarante espéces de copépodes benthiques ont été répertoriées (Bodin, 1970, 1971, 1972),
met en évidence un peuplement appauvri (Castel, 1984). Ainsi, le confinement des claires
ostréicoles limite la diversité spécifique des compartiments bentho-pélagiques. Ce sont aussi
des biotopes d’une grande facilité d’accés pour I’échantillonnage. Cette double
caractéristique, alliée au fait que le cycle de Marteilia refringens y soit fonctionnel, justifie
pleinement le choix de cet écosystéme dans le cadre de la recherche d'hdtes de Marteilia
refringens. Le fait que le cycle du parasite soit fonctionnel en claire ostréicole permet aussi de

faire deux hypotheses relatives aux hotes potentiels du cycle du parasite :

33






Le fait que la carapace et la coquille puissent provoquer un mauvais fonctionnement de
la PCR nous a ultérieurement poussé a débarrasser les crustacés de leur carapace et les

mollusques de leur coquille avant leur congélation.

Un mauvais fonctionnement de la PCR a aussi pu étre mis en évidence lorsque des
planctontes non tri€s €taient analysés. Dans ce cas, de la méme fagon que les espéces de la
macrofaune a carapace ou a coquille, aucune amplification n’a pu étre obtenue en PCR
consensus. Ces résultats pourraient étre a rapprocher des résultats obtenus avec les organismes
de la macrofaune comportant une carapace. En effet, ces prélévement comportent des especes
A carapace (mysidacés, copépodes) et a coquille (larves de mollusques, ostracodes) pouvant
contenir un composé inhibiteur de la réaction enzymatique.

Néanmoins, aprés tri des planctontes en plusieurs groupes d’en moyenne cinquante
individus, les PCR consensus ont été positives pour chacun des groupes y compris le groupe
des copépodes. 1l semble donc que dans le cas du zooplancton non tri€, la présence de
composés inhibant la réaction de polymérisation en chaine ne puisse pas a elle seule expliquer
les résultats négatifs obtenus avec les amorces universelles. Il est connu qu’une concentration
trop importante en ADN peut induire I'inhibition de I'amplification, ce qui semble étre
I’explication la plus probable dans ce cas (Altwegg, 1995). En effet, nous avons pu remarquer
qu’une dilution des extraits d’ADN des espéces du zooplancton permettait d’obtenir des
résultats positifs en PCR consensus. Les résultats obtenus en PCR spécifique sont par
conséquent considérés comme des vrais négatifs. Ainsi, les résultats des analyses du
zooplancton des mois de février, mars et avril 1998 n’ont pas permis de renouveler le résultat
positif obtenu en septembre 1997. Le suivi de ces populations pélagiques reste donc essentiel
pour conﬁrmer‘ou infirmer les résultats 1997.

/

En définitive, dans les cas des anémones Cereus pedunculatus, de la méiofaune et des

groupes zooplanctoniques triés, la méthodologie utilisée a permis d’obtenir des résultats

positifs en PCR consensus. Par conséquent, cela permet de s’assurer de la fiabilité des

résultats obtenus en PCR spécifique.

35



Statut de I’espece Cereus pedunculatus

La mise en €vidence de Marteilia refringens au sein des tissus de cette espéce, grice a
la technique d’hybridation in situ constitue un résultat nouveau. La mise en évidence du
parasite par I’histologie peut s’avérer trés difficile voire impossible. De plus, ceci nécessite
que les anémones analysées aient été prélevées pendant leur infestation. En effet, d’aprés nos
résultats les anémones sont saines de février a avril et ne sont parasitées qu’a partir du mois de
mai. Ainsi, malgré l’existence de nombreux travaux d’histologie réalisés sur Cereus
pedonculatus (voir la revue de Doumenc et Van Praét, 1987) ou sur les parasites des Cnidaires
(Lauckner, 1980) des cellules parasitaires apparentées au genre Marteilia n’ont jamais été
décrites a ce jour chez les Cnidaires.

Jusqu'a présent, a I’exception de mollusques bivalves, Marteilia refringens n’avait pu
étre observé chez d’autres espéces animales (Balouet et al, 1979; Grizel, 1985).
L’enchainement des étapes de détection puis de validation ont permis in fine d’observer le
parasite au sein des tissus de 1’hote. Les cellules observées sont de petite taille et comportent
un cytoplasme trés basophile rappelant les cellules de Marteilia refringens. Seul ce type de

cellule a pour I'instant pu étre observé, il s’agit d’un résultat préliminaire qui devra étre

complété par d’autres observations.

Cereus pedunculatus (famille des Sagartidae) est une espéce commune des codtes
européennes ol elle est répandue en Manche, Méditerranée ainsi que sur le littoral Atlantique,
de I’Ecosse a I’ Afrique. Elle est observée sur tout type de substrat, roches ou vases du littoral
et des marais maritimes (Reymond, 1991) de I'étage médiolittoral & 1’isobathe —25 m
(Manuel, 1981). Cette espéce est vivipare et se reproduit par développement de cellules
sexuelles diploides sans méiose ni fécondation. Elle posséde des dinoflagellés
endosymbiotiiiucs (Doumenc et Van Praet, 1987), Symbiodinum a I'intérieur des cellules
endodermiques (Davy et al., 1997).

Les résultats obtenus au cours de cette étude permettent de considérer Cereus
pedunculatus comme un hote potentiel de Marteilia refringens. Cette espéce est de plus
observée dans des biotopes similaires a ceux d’Ostrea edulis. Cependant, sa large répartition
géographique ne pourrait sans doute pas expliquer le «blocage » du cycle en certains sites
(eaux littorales d’Europe du nord par exemple). Néanmoins, des travaux complémentaires

restent & effectuer pour savoir si Cereus pedunculatus est un hote fonctionnel.
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Le résultat obtenu aprés séquencage d’une portion du géne codant pour la petite sous
unité ribosomale amplifiée chez Cereus pedunculatus nécessite d’étre confirmé par le
séquencage total de ce géne. En effet, il est possible que le parasite mis en évidence au sein de
cette espece posseéde un géne 18S semblable & Marteilia refringens sur une petite portion de
cette séquence mais différent en d’autres régions. En fonction du degré de divergence observé
nous pourrions avoir a considérer que le parasite mis en évidence chez Cereus pedunculatus
est une espece différente de Marteilia refringens. Ainsi, des genres voisins de Marteilia,
Paramarteilia (Desportes et Ginsburger-Vogel, 1977) et Paramyxa (Chatton, 1911) ont pu
étre observées chez des crustacés et des larves d’annélides. De ce fait, nous ne pouvons, pour
le moment, exclure la possibilité d’étre en présence d’une espéce différente de Marteilia
refringens au sein de Cereus pedunculatus.

Des travaux complémentaires devront aussi étre réalisés afin d’apporter des éléments
de réponses relatifs au statut de Cereus pedunculatus vis a vis de Marteilia refringens. Trois
cas peuvent en effet se présenter:

* Les formes cellulaires de Marteilia refringens peuvent ne pas évoluer chez Cereus
pedunculatus. Cette espéce peut alors s’avérer €tre une impasse pour le parasite tel que cela se
congoit chez I’huitre creuse Crassostrea gigas (Comps, 1970) chez qui seules des formes
Jjeunes du parasite ont été mises en €vidence.

* Cereus pedunculatus peut intervenir au méme titre qu’Ostrea edulis, Mytilus edulis
et d’autres bivalves. Cereus pedunculatus représenterait alors un hote alternatif ne permettant
pas la formation de stades cellulaires différents de ceux observés chez Ostrea edulis.

* Enfin, Cereus pedunculatus pourrait étre un hote fonctionnel pour Marteilia
refringens. Dans ce cas, Cereus pedunculatus devrait comporter un stade ou des formes

cellulaires différentes de celles déja observées.

Pour répondre 2 ces questions, Cereus pedunculatus doit étre suivi régulierement et
fréquemment du point de vue de la présence du parasite. Si une éventuelle évolution des
formes cellulaires du parasite peut ainsi étre mise en évidence, cela permettra de préciser si
Cereus pedunculatus est une impasse pour Marteilia refringens ou bien si elle est un hote
alternatif ou fonctionnel. Si cette derniére hypothése s’avere étre vérifiée, des essais de
transmission expérimentale de la parasitose compléteront les travaux précédents et
permettront d’établir le sens de circulation entre Ostrea edulis et Cereus pedunculatus.
D’apres, nos résultats les anémones peuvent étre infectées au cours du mois de mai c’est a dire

lorsque Marteilia refringens est déja libéré dans le milieu (Balouet et al., 1979 ; Grizel, 1985).
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Il semble donc probable que la transmission se produise de I’huitre plate vers 1’anémone, mais
ceci n’exclue pas la possibilité d’intervention d’autres hétes comme le laissent supposer les
résultats de la pré-étude de 1997. En effet, Cereus pedunculatus peut se mouvoir d’un substrat
a un autre (Reymond, 1991) mais ce type de déplacement reste occasionnel et de faible
importance. Cette espéce présente donc plutdt les caractéristiques d’un organisme fixé. Or, la
plupart des parasites nécessitent d’€tre dispersés dans le milieu environnant afin d’assurer leur
survie. Un cycle parasitaire faisant intervenir des hotes fixes tels que Ostrea edulis et Cereus
pedunculatus, nécessiterait I'intervention d’un héte mobile ou d’une phase libre, synonymes

de mobilité (Combes, 1995).

VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’approche développée dans cette étude a prouvé son intérét. La recherche
systématique du parasite au sein de la faune est réalisable dans la mesure ol la faune des
claires ostréicoles situées en zone endémique est peu diversifiée. D’autre part, I’utilisation
d’outils moléculaires de détection du parasite constitue le second apport de cette approche. La
complémentarité des techniques de biologie moléculaire et d’histologie a pu étre démontrée
lors de I'étude d’un hote potentiel, le Cnidaire Cereus pedunculatus.

La mise en évidence de Marteilia refringens au sein de Cereus pedunculatus constitue
un résultat nouveau. En effet, depuis les premi¢res mortalités d’huitres, le parasite Marteilia
refringens n’avait été observé que chez les mollusques bivalves. Cereus pedunculatus, espéce
de caractéristiques biologiques différentes des bivalves, constitue donc un héte potentiel de
Marteilia refringens.

La démarche associant un biotope simplifié et des outils de détection performants est
donc parfaitement adaptée a la mise en évidence d’hétes potentiels de Marteilia refringens. Le
résultat obte_nﬁ a partir de I’espéce Cereus pedunculatus en constitue la démonstration. Cette
approche constitue un apport majeur au sujet.

Toutefois 1’utilisation de cette approche doit tenir compte des limites de techniques
utilisées, notamment dans I'étape de PCR qui constitue une étape critique dans notre
démarche.

Les résultats préliminaires obtenus pour Cereus pedunculatus nécessitent des travaux
complémentaires, tout d’abord pour caractériser I’ensemble du géne amplifi€ puis pour mettre

en évidence un éventuelle cinétique de 1’évolution des formes cellulaires du parasite dans les

tissus de Cereus pedunculatus.
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