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Avant-propos

Ma candidature a ce sujet proposé en 2003 par 'lFREMER (Institut Francais de
Recherche pour 'Exploitation de la Mer) a été retenue par la commission scientifique chargée
de Il'attribution des bourses doctorales. J'ai ainsi pu réaliser cette these en tant que boursier
IFREMER en cofinancement avec la Région Poitou Charentes a partir de Décembre 2003 et
ce pour une durée de 3 ans. Jai ensuite achevé mes travaux de recherche en 2007 en tant
gu’Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche a I'Université de La Rochelle, ou

Jai participé aux enseignements de Licence d’Ecologie générale et de Biologie animale.

J'ai réalisé ma thése sous la direction de Marie-Laure Bégout au CRELA (Centre de
Recherche sur les Ecosystémes Littoraux Anthropisés) L'Houmeau UMR 6217 (IFREMER —
CNRS - Université de La Rochelle), au sein de I'équipe AMARE « Adaptation des Animaux
Marins en Réponse a 'Environnement ». J'ai par ailleurs bénéficié du co-encadrement étroit
de Pierre Sasal du CBETM (Centre de Biologie et d'Ecologie Tropicale et Méditerranéenne de
'Université de Perpignan) UMR 5244 (CNRS - EPHE - Université de Perpignan Via
Domitia) de I'équipe « Parasitologie fonctionnelle et évolutive », ou j'ai aussi réalisé en

collaboration une partie de mes travaux.

Cette thése a fait I'objet de différentes collaborations scientifiques aussi bien au niveau
national qu’international. J’'ai notamment collaboré activement avec Robert Galois du
CRELA L'Houmeau mais aussi avec Joana F. Marques et Henrique Cabral de [lInstitut

d’Océanographie de I'Université de Lisbonne (Portugal).

Cette thése a été intégrée dans différents programmes de recherche francais. Tout
d’abord elle s’inscrivait dans le cadre des actions de recherche IFREMER a travers le « défi
Golfe de Gascogne » (2001-2005) et le programme « Dynamique et Santé des Ecosystemes
Cétiers Estuariens ». Au niveau régional, les travaux de la these faisait partie de 'ORE-
REPER (Observatoire de Recherche en Environnement — Recherche sur les Ecosystemes des
Pertuis Charentais) pour la fiche sole et du Contrat de Plan Etat Région Poitou Charentes.
Enfin, cette these était inscrite dans le cadre du PNEC (Programme National sur
'Environnement Cotier) et de son action transversale « Impact des parasites sur les

organismes et populations marines, modulation par les facteurs environnementaux ».



Ces travaux de these ont été présentés a I'occasion de différents congrés scientifiques

nationaux et internationaux :

- ICOPA XI, 11th International Congress of Parasitology, 6-11 aolt 2006, Glasgow,
Ecosse, Royaume Uni

- Colloque "Développements récents de la recherche en environnement cétier”,
Programme National Environnement Cotier, 26-28 juin 2006, Nantes, France

- Troisiemes Rencontres de I'lchtyologie en France, 28-31 mars 2006, Paris, France

- Sixth International Symposium on Flatfish Ecology: Habitats in relation to recruitment
variability - Generation of future direction, 20-25 octobre 2005, Maizuru, Kyoto,
Japon

- Colloque « Défi golfe de Gascogne », 22-24 mars 2005, Brest, France

- European Workshop (AT-PNEC): Impact of parasites on marine organisms,
modulation by environmental factors: status of art and project. 4-5 novembre 2004,

Brest, France
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l. Introduction générale

Chapitre 1. Introduction générale

1. Nourriceries cotiéres (baies et estuaires) : cas des Pleuronectiformes

En milieu marin, les écosystemes cétiers, et en particulier les baies et les estuaires,
sont parmi les plus productifs au monde et jouent un rble essentiel dans le cycle des
nutriments (Mathieson & Nienhuis, 1991; McLusky & Elliot, 2004). Ces écosystemes
remplissent ainsi de nombreux services pour I’'homme et a I'échelle de la planéte ce sont les
écosystemes qui ont la plus grande valeur économique par rapport a leur surface (Costanza et
al., 1997). Ces écosystemes ont en effet une tres forte capacité d’exportation d’organismes, de
biomasse et de nutriments. Le cycle biologique des especes de Téléostéens marins comporte
de maniere générale cinq grandes périodes ontogéniques : embryonnaire (ceuf), larvaire,
juvénile, adulte et sénescente (Balon, 1984). Ainsi, aprés une période larvaire pélagique
dispersive, de nombreuses especes marines mobiles ont des juvéniles qui colonisent les
habitats relativement restreints que sont les baies et les estuaires. Dans ces habitats
particuliers, les juvéniles trouvent des conditions de croissance et de survie plus favorables
(Gibson, 1994; Beck et al., 2001). Ensuite, les individus migrent dans des zones situées en
général plus au large ou ils sont recrutés dans la population adulte (Gibson, 1997). C’est
notamment le cas de la plupart des espéces de Téléostéens démersaux commercialement
exploitées au niveau du plateau continental. Ces zones cétiéres sont qualifedstats’
essentielspour ces especes, étant donné qu’une partie de leur cycle biologique s’y effectue

obligatoirement.

Au sein de ces habitats, les conditions environnementales influencent la croissance, la
survie etin fine le potentiel reproducteur.€. fithess) des juvéniles. lgualité de I'habitat
pour une espece donnée dépend ainsi d’'une multitude de facteurs interdépendants et ne peut
étre mesuré que sur une base comparative (Gibson, 1994). Cela a conduit a focaliser le
concept denourricerie pour une espece donnée a lidentification d'un habitat ou la
contribution par unité de surface a la production de recrues est plus grande, en moyenne, que
la production d’autres habitats juvéniles, en considérant les parts relatives des 4 variables
suivantes : densité, croissance, survie et mouvements vers les habitats d’adultes (Beck et al.,

2001). Alternativement, le concept synthétique d’habitat de juvénile effectif a été développé
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se référant aux habitats qui ont une contribution totale a la population adulte supérieure a la
moyenne (Dahlgren et al., 2006). Par conséquent, le renouvellement de ces ressources
marines dépend non seulement de la biomasse féconde et de la survie des stades pélagiques
(embryonnaire et larvaire) mais aussi de la qualité et de la contribution des nourriceries ou se
développent les juvéniles (Gibson, 1994; van der Veer et al., 2000; Beck et al., 2001; Stoner,
2003; Le Pape, 2005; Dahlgren et al., 2006). Or, ces zones cétieres présentent de fortes
variations des facteurs environnementaux naturels, auxquelles se surajoutent souvent de fortes
pressions anthropiquese.¢. pollution et réduction d’habitat), toutes ces conditions

environnementales locales modulant fortement leur fonction de nourricerie (Beck et al.,
2001).

Adulte
Juvénile

Figure 1. Relation conceptuelle entre habitats nourricerie, juvénile et adulte. Le rectangle représente
tous les habitats. Les ellipses représentent les portions de I'habitat utilisées pendant les périodes
juvéniles et adultes. L’habitat nourricerie est une sous-partie de I'habitat juvénile. Il peut y avoir un
chevauchement des habitats des juvéniles et des adultes, mais il doit y avoir au moins une certaine
proportion de mouvements vers des habitats de non-juvéniles pour que I'on considére qu’une espéce a
un habitat nourricerie. Ces mouvements sont souvent associés a la reproduction ou & un changement
ontogénique. Adapté d’aprés Beck et al. (2001).

Dans une synthése récente, Gibson (2005) présente les Téléostéens Pleuronectiformes
comme formant un groupe relativement diversifié avec plus de 700 especes largement
distribuées dans la plupart des mers et des océans. L'intérét économique des
pleuronectiformes tient a ce qu’ils représentent une part importante des especes démersales
exploitées sur le plateau continental. L’habitat de leurs juvéniles est en général tres localisé,
restreint aux zones cotiéres de faible profondeur, essentiellement les baies et les estuaires, ou
iIs y sont relativement sédentaires. Les juvéniles de Pleuronectiformes constituent ainsi de

tres bongnodeles biologiquegour étudier les processus qui conditionnent les performances
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des Téléostéens marins dans les écosystémes cétiers, car leurs nourriceries, trés localisées

dans I'espace et le temps, sont en général distinctes de I'habitat des adultes (Fig. 1).

De nombreuses études ont mis en évidence linfluence de différents facteurs
environnementaux surdbondance et la répartition des juvéniles de Pleuronectiformes.
Parmi les facteurs abiotiques, on trouve la température, la salinité, la profondeur, la nature du
substrat (Rogers, 1992; Jagral., 1993; Norcrosst al., 1999; Le Papet al., 2003b; Amara
et al., 2004; Amaral & Cabral, 2004) et parmi les facteurs biotiques, la disponibilité en
nourriture et/ou la présence/absence de prédateurs (Gibson et al., 1998; Wennhage, 2002;
Manderson et al.,, 2004; Le Pape et al, 2007). Considérant la grande variabilité
environnementale des nourriceries cotieres, d’autres travaux se sont attachés a analyser
I'influence de cette variabilité sur Igerformancesécophysiologiquesies individus au sein
de ces habitats (Yamashita et al., 2001). Ces travaux ont mis en évidence i) I'importance de
facteurs tels que la température, la salinité, la concentration en oxygene, la nature du substrat
ou la disponibilité en nourriture (Sogard, 1992; Malloy et al., 1996; Meng et al., 2000; Phelan
et al., 2000; Necaise et al., 2005) et ii) 'impact négatif d’infrastructure d’origine anthropique
(Able et al., 1999), comme déterminants majeurs de la qualité de I'habitat des juvéniles a une
échelle locale. De méme des différences a méso-échelle de la qualité de I'habitat sont
apparues et des auteurs signalent des conséquences potentielles au niveau du stock exploité
(Le Pape et al., 2003c; Gilliers et al., 2006b; Wennhage et al., 2007). De plus, il existe une
variabilité interannuelle aussi bien de I'abondance que des performances des juvéniles en lien
avec les conditions environnementales dans ces habitats cotiers (Rogers, 1994; van der Veer
et al., 2001). Enfin, quelques études ont montré la contribution de différents habitats juvéniles

a une méme population adulte (Gillanders et al., 2003; Brown, 2006).

2. Parasitisme en milieu marin

Le parasitisme est une association intime entre deux organismes, dans laquelle le
parasite vit au dépend (en terme d’énergie) de son héte. C’est un mode de vie tres répandu sur
la terre et la plupart des organismes libres n’échappent pas au fait d’étre parasité. Toutefois, le
parasitisme a recu relativement peu d’attention en écologie générale et encore moins en
écologie marine. En effet, au contraire des systemes largement étudiés proie — prédateur

(souvent visibles) qui représentent un transfert d’énergie important de courte durée, dans les
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systemes6te — parasite(souvent discrets) le transfert d’énergie est souvent faible et s’inscrit
sur la durée : c’est une association qui est particulierement subtile. Cette interaction durable
entre ces organismes est le produit de I'expression de leurs génomes respectifs, a tel point
gu'un systeme hlte — parasite peut ainsi étre considéré comme un « superorganisme
(Combes, 2001). D’'un point de vue évolutif, c’est le fruit de la coévolution entre I'hdte et le
parasite, qui rend ainsi les parasites théoriquement indissociables de leurs hétes. Le parasite
recoit I'habitat, la mobilité et I'énergie de son héte. Il représente toujours un colt énergétique
(méme le plus infime) pour son hote a la fois pour le développement et le maintien du
parasite, mais aussi a travers la réaction immunitaire qu’il entraine au niveau de son héte
(Combes, 2001). De plus, certains parasites peuvent manipuler la morphologie et/ou le
comportement de leurs hétes de maniere a favoriser leur transmission a I'héte suivant (Barber
et al., 2000; Combes, 2001; Moore, 2002; Thoriaal., 2005a; Barber & Wright, 2006) et
guelques uns de ces systémes hbéte-parasite sont connus en milieu marin (Sasal & Thomas,
2005). De maniére générale, les parasites peuvent avoir un role important et trés significatif
dans la régulation de la dynamique des populations d’héte (Anderson & May, 1978; 1979;
May & Anderson, 1979). lIs représentent un compartiment essentiel des écosytemes cotiers
(Thomaset al., 1997; Zandegt al., 1999; Zandegt al., 2000; Zandegt al., 2002). En outre,
I'importance du parasitisme dans le fonctionnement des écosystemes est de plus en plus pris
en compte (Thomas et al., 2005b), et le rble clé des parasites dans le fonctionnement des

réseaux trophiques marins a d’ailleurs récemment été mis en évidence (Lafferty et al., 2006).

Le parasitisme est un mode de vie qui est apparu a plusieurs reprises au cours de
I’évolution. Il existe ainsi des parasites dans la plupart des groupes taxonomiques du monde
vivant depuis les Virus jusqu'aux Vertébrés. Parmi les parasites Métazoaires
(macroparasiteg, les principaux embranchements sont les Plathelminthes, les
Acanthocéphales, les Nématodes et les Crustacés. L'embranchement des Plathelminthes, qui
comprend presque uniguement des formes parasites, est de loin le plus diversifié parmi les
Métazoaires, en particulier en milieu marin. Etant donné que seulement une petite partie des
especes ont été deécrites, on estime que cet embranchement comprend plusieurs dizaines de
milliers d’espéces organisées en 3 Classes : Monogénes, Digenes et Cestodes. Les parasites
peuvent ensuite se distinguer par rapport a leur habitat au niveau de I'hdte, soit externe
(ectoparasite), soit dans une cavité de I'h6te communiquant avec I'extérieur (mésoparasite),
soit strictement interne (endoparasite). Ills peuvent aussi se différencier par rapport a leur

cycle de vie qui peut étre i) holoxéne (dwect), c’est a dire qu’il y a seulement un héte et
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une phase de dissémination de propagules ; ou ii) hétéroxéne (ou indirect), c’'est a dire qu'il y

a plusieurs hoétes successifs et généralement plusieurs phases de dissémination de propagules.

Parmi les taxons a cycle de vie indirect, Rigenes (Trématodes, Plathelminthes)
forment le groupe strictement parasite le plus diversifié (avec une majorité d'especes
marines). Le mot Digéenes vient du grec « di genos », qui signifie deux naissances. En milieu
marin, le cycle de vie de ces parasites comporte trois hétes successifs : le premier hote
intermédiaire qui est généralement un mollusque, le deuxieme héte intermédiaire le plus
souvent un Téléostéen (mais des invertébrés, mollusques ou crustacés par exemple peuvent
étre deuxieme hote intermédiaire) et I'héte définitif, un Vertébré piscivore en général un
Téléostéen ou un oiseau (Figure 2, Combes, 2001; Cribb et al., 2001; Cribb, 2005). Les
formes adultes du parasite vivent dans le tube digestif de I’h6te définitif ou ils se reproduisent
de maniere sexuée et produisent une grande quantité d’ceufs qui sont expulsés dans le milieu
avec les féces. Chaque ceuf donne une larve ciliée, miracidium, qui va infester le premier hote
intermédiaire dans lequel le parasite se développe en sporocyste et/ou en rédies, en se
reproduit de maniere asexuée pour produire une grande quantité de cercaires qui sont
expulsées dans le milieu. La cercaire va ensuite infester activement le deuxiéme héte
intermédiaire par pénétration a travers la peau, et s’enkyster dans le corps sous forme de
métacercaire. Le passage a I'h6te deéfinitif se fait alors par voie trophique, c'est-a-dire

prédation et consommation du deuxieme héte intermédiaire par I’h6te définitif.

sporocyste métacercaire adulte
oeuf miracidium cercaires
(larve ciliée)
o———H-—> (o) —
ler 2éme hote définitif
hoéte intermédiaire héte intermédiaire
Mollusque (Téléostéen ou (Vertébre piscivore)

invertébré de petite taille)

Figure 2. Schéma du cycle de vie « typique » des Digénes (Combes, 2001) en milieu marin. R.A. :
reproduction asexuée, R.S. reproduction sexuée.

Les métacercaires induisent par définition un colt pour leur héte. En effet, plusieurs

études ont mis en évidence la réaction immunitaire des Teléostéens face a ce type
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d’infestation (Sommerville, 1981; Wood & Matthews, 1987; Faliex, 1991b; Woo, 1992;
Huizinga & Nadakavukaren, 1997; Skousdsal., 2003a; Skourat al., 2003b). Il a ainsi été
montré que ce colt énergétique pouvait induire une réduction des performances des
deuxiémes hotes intermédiaires Téléostéens en terme de croissance et de condition,
aboutissant parfois a une augmentation de la mortalité (Lemly & Esch, 1984; Coleman &
Travis, 1998; Johnson & Dick, 2001; Malek, 2001; Collyer & Stockwell, 2004). Par ailleurs,
de par la nécessité pour le parasite d’étre consommeé par son héte définitif, il a aussi été
montré dans différents systemes Teéléostéens - métacercaires une manipulation du
comportement du deuxiéme hoéte intermédiaire par le parasite de maniere a favoriser le
passage a I'héte définitif (Maillard, 1976; Lafferty & Morris, 1996; Shirakashi & Goater,
2002; Seppalat al., 2004; Ossadt al., 2005; Seppalet al., 2005a; b; Shirakashi & Goater,
2005).

3. Problématique et contexte de I'étude

3.1. Infestation des juvéniles GO de sole par des métacercaires de Digenes

Une infestation parasitaire par des métacercaires du geaserhynchugDigenes,
Bucéphalidés) a été constatée recemment chez des juvéniles GO [Groupe O, c’est a dire les
individus qui sont nés dans I'année (aussi appelés jeunes de I'année)] de sole c8amlgaine
solea (Laffargue et al., 2004). Le premier héte intermédiairePdesorhynchusspp.
(notammentpP. crucibulum et P. squamaduest la moule (Matthews, 1973), qui est cultivée
de maniére soutenue dans les pertuis Charentais, essentiellement par la technique de culture
sur bouchots (Goulletquer & Le Moine, 2002). Il a été montré que ce parasite entrainait la
castration de la moule afin de se développer et produire les cercaires (Coustau et al., 1990;
Coustau et al.,, 1991a). Ces parasites, signalés chez différentes espéces de Téléostéens,
deuxiemes hotes intermédiaires (Liston et al., 1960; Rebecq & Leray, 1961; Matthews, 1973),
ont déja causé d'importantes pertes dans une pécherie de sébastes aux USA, car la présence
de kystes dans la chair les rendait non commercialisables (Liston et al., 1960). Enfin, I'hGte
définitif de Prosorhynchusspp. est relativement spécifique : il s’agit du congenger
conger (Matthews, 1973; Santos & Gibson, 2002). Ce parasitismé’meorhynchusspp.
constitue ainsi une interaction par transmission de pathogénes entre une espéce cultivée

(moule) et une espéece sauvage (sole) exploitée. Ce parasitisme apparaipagrsicomme
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un facteur biotique susceptible d’influencer les performances biologiques et écologiques de la
sole dans les nourriceries sous influence mytilicole en particulier. Cependant, aucune étude
n'avait a ce jour été menée sur I'effet de ces parasites sur leur deuxiéme hote Téléostéen, et

sur les juvéniles de sole en patrticulier.

3.2. Modéle biologigue

Sole : intérét économique, stocks en danger

La sole commun&olea solea (Linnaeus, 1758) est une espéce largement distribuée en
Atlantique Nord Est depuis le Sud de la Norvége jusqu’au Nord du Sénégal et dans toute la
Méditerrannée. Elle vit sur des fonds sableux a vaseux sur tout le plateau continental jusqu’a
200 m de profondeur. C’est une espece qui présente un intérét halieutigue majeur avec un
débarquement annuel mondial qui a dépassé les 40 000 tonnes ces derniéres années (FAO) et
un prix de vente constamment élevé du fait de sa qualité gustative. L'évaluation des stocks de
sole réalisée chaque année par le CIEM (Conseil International pour I'Exploration de la Mer)
montre que I'espece est généralement surexploitée. En France, dans le golfe de Gascogne
(division Vllla, b), la sole est la premiére espéce sur le plan économique (48 M€ en 2004) ou
elle est essentiellement péchée au filet maillant ou trémail par une flottille cotiere. Cependant,
depuis le début des années 90, la biomasse féconde et le recrutement annuel de ce stock sont
en nette diminution. Ce dernier est ainsi considéré comme surexploité avec un risque de
réduction de la capacité reproductrice. Le TAC (total admissible des captures) du golfe de
Gascogne a ainsi été régulierement réduit, il était de 4060 tonnes en 2006 avec pour objectif
de rétablir la quantité de reproducteurs au-dessus du seuil de précaution (13 000 tonnes) en
2008 dans l'optique d’'une exploitation durable du stock (ICES, 2007).

Biologie et écologie de la sole

La sole, comme la plupart des Téléostéens démersaux cétiers, a un cycle de vie
complexe qui comporte une période larvaire pélagique dispersive puis des périodes juvénile et
adulte benthiques (Figure 3). Dans le golfe de Gascogne, les soles se reproduisent de janvier a
mars sur des frayéres situées sur des fonds de 30 a 100 m, sur 3 zones principales : 1) en face
de la Loire ; 2) en face des pertuis Charentais ; 3) en face de la Gironde et sur les cotes des
Landes (Arbauliet al., 1986; Koutsikopoulos & Lacroix, 1992; Koutsikopousdsal., 1995)
(Figure 4). Les larves, aprés éclosion des ceufs, ont une vie pélagique d’environ 25 a 40 jours

en fonction de la température (Amara & Lagardére, 1995). Durant cette période, elles opérent
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des migrations verticales nycthémérales et elles sont dispersées autour de la frayere selon un
processus stochastique (Koutsikopoulos et al., 1991). Toutefois, Amara et al. (1993) ont
démontré que la distance a la cOte des distributions de larves diminue au cours des
changements ontogéniques liés au développement larvaire, ce qui reflete I'amorce du
processus d'immigration. Ce processus s'accentue pour les larves en début de métamorphose :
encore pélagiques, elles tendent a réduire 'ampleur de leurs migrations verticales, ce qui tend

a les accumuler plus pres du fond (Lagardere et al., 1999). Les déplacements des masses
d’eau dans la zone cotiere (panaches estuariens en surface et pénétration des eaux marines par
la couche de fond) facilitent alors leur installation au niveau d’habitats cotiers peu profonds

ou la recherche de proies benthiques contribue a les sédentariser (Amara et al., 2000).
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Figure 3. Schéma du cycle de vie de la sole commune, Solea solea

Dans le golfe de Gascogne, les densités de juvéniles GO de sole relevées dans
I'estuaire de la Vilaine, I'estuaire de la Loire, la baie de Bourgneuf, le pertuis Breton, le
pertuis d’Antioche et I'estuaire de la Gironde, montrent que ces zones de faible profondeur a
substrat essentiellement vaseux servent de nourriceries (Figure 4) (Le Pape et al., 2003b). Par
la suite, la maturité sexuelle se produit de maniere générale a trois ans (au plus tét, a deux
ans) et s’accompagne pour les individus matures d’'une migration vers les frayeres pour

participer a la reproduction.
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Figure 4. Localisation des principales frayéres (distribution des oeufs en janvier, février et mars)
(Arbaultet al., 1986; Koutsikopoulos & Lacroix, 1992) (A) et nourriceries (densité des juvéniles GO a
'automne) (Le Pape et al., 2003b) (B) de la sole commune, Solea solea, dans le golfe de Gascogne.

Les conditions environnementales rencontrées par les juvéniles dans ces habitats
cétiers vont influencer leurs performances biologiques éne leur fitness, ce qui va ainsi
conditionner le recrutement a la population adulte, c’est a dire le renouvellement de cette
ressource (van der Veer et al., 2000). Au sein d’'une méme nourricerie estuarienne, il a été
démontré que l'extension du panache fluvial détermine des variations interannuelles de
I'étendue des habitats (Le Pape et al., 2003a). A I'échelle du golfe de Gascogne, les facteurs
abiotiques, profondeur, salinité et granulométrie du substrat (Le Pape et al., 2003b) et les
facteurs biotiques, comme la disponibilité en proies (Le Pape et al., 2007), influencent la
distribution des juvéniles GO de sole. De plus, plusieurs études ont montré une certaine
variabilité de la qualité de I'habitat en utilisant différents indicateurs en terme d’abondance tel
que la densité, et de performances des individus tels que la taille a I'age, la croissance récente
et différents indices de condition (Le Pape et al., 2003c; Gilliers et al., 2006a; Gilliers et al.,
2006b). Cependant, la hiérarchie d'action de ces différents facteurs environnementaux sur les

performances des juvéniles GO de sole au sein des nourriceries reste encore mal connue.
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Parmi ces zones, les pertuis Charentais (pertuis Breton et pertuis d’Antioche)
constituent des nourriceries importantes pour les juvéniles de sole du stock du golfe de
Gascogne, caractérisées par de grandes surfaces d’habitats disponibles et des densités élevées
de GO (Le Pape et al.,, 2003b). Cependant, la taille moyenne atteinte en automne par les
juvéniles G1 semble étre parmi les plus faibles valeurs mesurées dans les nourriceries du
golfe de Gascogne (Le Pape et al., 2003). De méme, Laffargue (2004) signale dans les pertuis
Charentais des performances de croissance suboptimales et méme un arrét de croissance
automnal. Ces résultats semblent ainsi suggérer une limitation environnementale des
performances des juvéniles dans les pertuis Charentais et une qualité d’habitat potentiellement

plus faible.

3.3. Site d’étude : pertuis Charentais

N
b, Légende
\«— I:’ Coquilles
b J - Fonds rocheux
| Graviers
l:l Sables Graviers
o | . Sables
z Sables fins
- | Sables fins argileux

|:| Sables argileux

Figure 5. Carte bathymétrique (A) et
sédimentaire (B) des pertuis Charentais
(IFREMER, LERPC).

Les pertuis Charentais sont situés au nord de I'estuaire de la Gironde sur les cétes de
Charente maritime et de Vendée. lls sont constitués de trois pertuis (du nord au sud) : le
pertuis Breton (entre la Vendée et I'lle de Ré), le pertuis d’Antioche (entre I'lle de Ré et I'lle
d’Oléron) et le pertuis de Maumusson (entre I'lle d’Oléron et 'embouchure de la Seudre). Ce

sont des baies macrotidales avec un courant de marée de I'ordre de ®&nntandition
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moyenne de vives-eaux (Le Hir et al., 2000). Les apports en eau douce des différentes rivieres
(le Lay, la Sevre Niortaise, la Charente et la Seudre) sont relativement faibles de I'ordre de
10 nT s* dans le pertuis Breton et 50 81 dans le pertuis d’Antioche. Les pertuis Charentais

ont une superficie de 1300 km2, dont 343 km?2 avec une profondeur de moins de 5 m et un
substrat vaseux (Figure 5). Les pertuis Charentais sont soumis a de fortes pressions
anthropiques d’origines diverses. Tout d’'abord, toute la zone est soumise a une péche
artisanale avec un chalutage régulier sur la quasi totalité de sa surface exploitable. Ensuite, la
principale activité locale est la conchyliculture qui est au premier rang au niveau Européen
avec une production annuelle de 40 000 t d’huitres et 15 000 t de moules, une biomasse
stockée estimée a 125 000 t et 20 000 t respectivement et représentant respectivement des
surfaces occupées de 54 et 20 km2 en zone intertidale (Figure 6). Cette activité conchylicole
entraine des modifications structurelles de I'habitat, un dép6t important de matiere organique
(sous forme de pseudo feces et feces) et elle fait partie intégrante du fonctionnement de
I'écosysteme local (Leguerrier et al., 2004). A ces deux activités professionnelles de péche et
de conchyliculture s’ajoutent des activités récréatives de péche et de plaisance nautique ainsi
que les effets associés aux effluents du bassin versant des pertuis Charentais (agriculture,

pollution urbaine et industrielle).

0 10 20 Kilométres

I Mytiliculture
I Ostréiculture

| Terre
| vasiéres intertidales 5

Figure 6. Localisation des zones de muytiliculture et ostréiculture dans les pertuis Charentais
(IFREMER, LERPC).
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4. Objectifs et plan du manuscrit

Les deux objectifs principaux de cette these étaient :

1- Déterminer la dynamique spatiotemporelle de l'infestation des juvéniles GO de sole
par des métacercaires de Digénes
2- Evaluer les effets de ce parasitisme sur les performances biologiques et écologiques

des juvéniles GO de sole

L’approche scientifique de cette these a été a la fois descriptive et expérimentale. La
dynamique spatiotemporelle de ce systeme a été étudiée a différentes échelles en milieu
naturel, essentiellement a partir d’échantillonnage sur le terrain, mais aussi d’'une expérience
d’infestationin situ réalisée en cages. Les effets du parasitisme ont été étudiés a I'échelle de
lindividu a différents niveaux d’intégration biologique : moléculaire (immunité),

physiologique (condition et croissance) et comportementale (activité natatoire).

Le travail a avant tout consisté en l'identification des différents taxons du genre
Prosorhynchusgnfestant les juvéniles GO de sole afin de déterminer les différentes especes
présentes dans les pertuis Charentais ainsi que leur cycle de vie dans cette zone géographique
(Chapitre II'). L’étude proprement dite de la dynamique de l'infestation en milieu naturel a
débuté par I'évaluation de la variabilité spatiale de l'infestation des juvéniles GO de sole a
meéso-échelle entre nourricerie€h@pitre 1ll ). Ensuite, la dynamique temporelle de
I'infestation des juvéniles GO de sole a été étudiée sur une station des pertuis Charentais
située dans une zone mytilicole depuis la colonisation jusqu'a la fin de l'automne. En
parallele, un suivi de la condition lipidique des individus a été réalisé afin d’évaluer
posteriori I'effet de ce parasitisme sur I'état nutritionnel des juvéniles GO de sole en milieu
naturel Chapitre IV). La variabilité spatiotemporelle du systeme juvénile GO de sole —
métacercaire de Digenes a ensuite été étudiee a I'échelle des pertuis Ch&kamise(V).

Grace aux connaissances obtenues dans le cadre des deux chapitres précédents, des
infestations de GO issus d’aquaculture ont été réalisésisu, en cages, afin de préciser la
dynamique spatiotemporelle de l'infestationRtesorhynchus crucibuluran rapport avec les

zones mytilicoles (moule : premier hote intermédiaire). En effet, I'étude spécifique du

systeme juvéniles GO de sole — métacercaireB.dagucibuluma été privilégiée sur la base

12
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des résultats obtenus en milieu naturel (Chapitre IV) et au regard des implications de la
mytiliculture dans cette infestation. L'effet & crucibulumsur la croissance et la condition

des juvéniles GO de sole a ainsi été analysé de maniere expérimEmapatreé VI). La

réaction immunitaire développée par les juvéniles GO de sole face aux métacercaires de
Digénes a été abordée en analysant I'expression du géne C3 du systéme du complément
(Chapitre VII). L'effet des métacercaires de Digénes sur le comportement individuel
d’activité natatoire des juvéniles GO de sole a été testé en laboratoire afin d’aborder la
question de la manipulation de I'héte par le parasiteapitre VIl ). Pour les chapitres 7 et

8, les analyses ont porté d’'une parposteriorisur des individus infestés naturellement et
d’autre part sur des individus infesi@ssitu de maniere semi-controlée. Enfin, 'ensemble de

ces résultats est discuté dans le cadre d'une conclusion générale et des perspectives de

recherche inscrites dans la continuité de ces travaux de these sont prapbapise(IX ).
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Il. Cycle de vie de Prosorlbsmzhus

Chapitre Il. Cycle de vie de Prosorhynchus spp.
(Digenes, Bucéphalides) dans les pertuis Charentais

identification morpho-anatomique et moléculaire.

Résumé

Les objectifs de cette étude étaient (i) d’'identifier les différentes espéces de métacercaires
du genre Prosorhynchus infestant les juvéniles GO de sole (deuxieme hoéte intermédiaire)
dans les pertuis Charentais et (ii) d’établir leur cycle de vie. Les cercaires et les adultes ont
été recherchés chez la moule (premier hoéte intermédiaire) et les congres (h6te définitif),
respectivement. Une analyse morpho-anatomique a été réalisée en microscopie optique
(pour les cercaires, métacercaires et adultes) et en microscopie électronique a balayage
(MEB) (uniqguement pour les adultes). Une analyse moléculaire par séquencage d’'une partie
de ’ADN ribosomal correspondant a I'I'TS 1 a été faite sur les différentes formes distinguées
morphologiquement pour les différents stades de développement. Les résultats montrent que
les moules cultivées sur bouchots présentaient de faibles prévalences d’infestation par P.
crucibulum avec au maximum 0,02 % (en juillet 2004). Les congres étaient infestés par P.
crucibulum et P. aculeatus avec (en 2005) des prévalences de 84 % et 100 %,
respectivement, et des abondances moyennes de 28,2 * 6,6 et 161,1 + 40,1,
respectivement, ces niveaux d’infestation ayant augmenté de 2003 a 2005. L'analyse en
MEB, précise la structure en peigne rectangulaire des écailles de tout le corps de P.
crucibulum, et, la structure en épines acérées des écailles au niveau du rhynchus et en
peigne arrondi sur le reste du corps chez P. aculeatus. Les juvéniles GO de sole sont
infestés par deux especes de métacercaires de Prosorhynchus: P. crucibulum et
Prosorhynchus sp. A. Cette derniére espece présente 95,71 % d’identité sur les séquences
dITS 1 avec P. aculeatus (adulte), mais cependant n'a pas pu étre distinguée
morphologiquement de celle-ci. L'analyse morphologique et moléculaire confirme le cycle de
vie de Prosorhynchus crucibulum dans les pertuis Charentais a travers les différents hétes
successifs suivants : moule (premier héte intermédiaire), juvénile GO de sole (deuxieme hote
intermédiaire) et congre (héte définitif).

Mots clés : Trématodes — stade de développement — ADN ribosomal — ITS — MEB
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1. Introduction

La sole commune est une espece de Téléostéens de l'ordre des Pleuronectiformes,
largement distribuée dans I'Atlantigue Nord Est et qui représente un tres fort intérét
economique pour les pécheries de cette région. Les nourriceries cotiéres, localisées dans les
baies et les estuaires, constituent un habitat essentiel ou les juvéniles de sole trouvent des
conditions favorables a leur croissance et une pression de prédation supposée réduite (Gibson,
1994). La zone des pertuis Charentais a été identifiée comme une nourricerie importante pour
le stock de sole du golfe de Gascogne de par la surface potentiellement disponible ainsi que

les fortes densités observées (Le Pape et al., 2003b).

Laffargueet al. (2004) ont rapporté l'infestation des juvéniles d’age 0 (GO) de sole par
des métacercaires geosorhynchuspp. (Digenes, Bucéphalidés) dans les pertuis Charentais.
Les Digenes sont des parasites qui ont un cycle de vie complexe passant par plusieurs hétes
successifs et dont le schéma général en milieu marin est le suivant : les parasites adultes se
trouvent dans le tube digestif de I'héte définitif (Téléostéen ichtyophage) ou ils se
reproduisent de maniére sexuée et produisent un grand nombre d’ceufs qui sont expulsés avec
les feces de I'h6te. Ensuite les ceufs se transforment en larves ciliéesntiibaesdia, qui
vont infester le premier hote intermédiaire (mollusque). Le parasite se développe alors sous
forme de sporocyste dans le mollusque, et produit de maniere asexuée un grand nombre de
larves cercaires libres, qui sont émises dans le milieu. Ces cercaires douées de capacités
locomotrices variables suivant leur anatomie vont localiser le deuxieme héte intermédiaire
(un Téléostéen de petite taille) grace a des récepteurs sensoriels, puis adhérer a la surface de
son tégument et ensuite pénétrer activement en lysant les tissus grace a des enzymes
contenues dans les glandes de pénétration. Le parasite s’enkyste alors sous forme de
métacercaire dans le deuxieme héte intermédiaire. Enfin, le passage a I'h6éte définitif se fait

par voie trophique, ce dernier s’infeste en consommant le deuxieme hoéte intermédiaire.

Trois espéeces du genRrosorhynchussont potentiellement présentes dans les pertuis
Charentais, car signalées dans la région de I'Atlantique Nord Est : Prosorhynchus crucibulum,
Prosorhynchusquamatu®t Prosorhynchusculeatus Dans cette région, les cycles de vie de
P. crucibulumet P. squamatusont relativement bien connus (Matthews, 1973) : le premier
hoéte est la moule du genMytilus ; plusieurs espéces de Téléostéens benthiques de petite
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taille peuvent servir de deuxieme hote intermédiaire, enfin I’hbte définitif est essentiellement
le congre,Conger congepourP. crucibulumalors queP. squamatug une faible spécificité

pour I'héte définitif et donc un spectre tres large, qui correspond a un grand nombre d’espéces
de Téleostéens ichtyophages, dont une trentaine ont été répertoriees (McArthur &
McGladdery, 2000). En revanche le cycle Rleaculeatusn’est pas aussi bien connu: le
premier hoéte intermédiaire est inconnu a notre connaissance et I'héte définitif est

spécifiguement le congre (Jones, 1943; Santos & Gibson, 2002).

Les métacercaires correspondent a un stade de développement intermédiaire, souvent
difficile a déterminer au niveau spécifique sur la base des criteres morpho-anatomiques des
adultes (Jousson et al., 1999; Jousson & Bartoli, 2000; 2001). De plus, les métacercaires dans
un méme héte a un moment donné sont a des stades de développement plus ou moins avancés
suivant la date de linfestation, ce qui induit une certaine variabilitté morphologique.
L'utilisation de l'analyse moléculaire s’est largement développée en systématique des
parasites notamment dans la détermination des différents stades larvaires afin d’élucider les
cycles de vie. L'ITS (« Internal Transcribed Spacer »), est une région non-codante de 'ADN
ribosomal (ADNr), localisée a deux endroits (ITS 1 et ITS 2) entre les régions codantes et
hautement conservées que sont les genes 18 S, 5,8 S et 28 S (codant pour les sous-unités
constitutives des ribosomes). L'ITS accumule des mutations spontanées a un taux plus
important que les régions codantes et évolue donc plus rapidement (Hillis & Dixon, 1991).
L'ITS est ainsi tres utilisé en taxonomie et en phylogénie moléculaire, cette région est
considérée comme fortement conservée au sein d'une espéce et est particulierement adaptée
pour discriminer les espéces con-génériques chez les Digenes (Jousson et al., 1999; Jousson
& Bartoli, 2000; 2001).

Le but de cette étude était donc de déterminer précisément les différentes espéces de
Prosorhynchusgnfestant les juvéniles GO de sole ainsi que leur cycle de vie, afin de mieux
comprendre la dynamique de [linfestation dans les pertuis Charentais. En plus de
I'identification des métacercaires dans les juvéniles GO de sole, les cercaires ont été
recherchées dans les moules et les adultes dans les congres, ce dernier étant potentiellement
héte définitif des 3 especes présentes dans la région. Les différentes formes présentes dans les
différents hétes ont été distinguées par analyse morpho-anatomique. Pour préciser la

détermination des formes adultes, I'analyse de la morphologie externe a été complétée par
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microscopie électronique a balayage (MEB). Enfin, le but était d’obtenir les séquences de
I'ITS 1 de ces différentes formes afin de les comparer entre elles.

2. Matériel et méthodes

2.1. Echantillonnage et dissection

Premier hoéte intermédiaire: moule, complexeMytilus edulis - Mytilus

galloprovincialis

Les moules (Not = 6811) ont été collectées en 2004, en Février (n = 1161), Mars (n =
451), Avril (n = 233), Mai (n = 4466) et Juillet (n = 500) directement sur les bouchots (a
différentes hauteurs) dans le pertuis Breton sur la station de 'Eperon (46° 15’ 80 N, 1° 13’ 40
W). Les moules ont été ouvertes a l'aide d’'un couteau et inspectées a I'eeil nu afin de repérer
les individus infestés (Coustau, pers. com.), puis la vérification a été faite en stéréoscopie, ou
aprés incision au niveau de quelques tubules du sporocyste, les cercaires ont été prélevées a

I'aide d’'une micropipette.

Deuxiéme hote intermédiaire : juvénile GO de sole, Solea solea

Les juvéniles GO de sole ont été prélevés dans diverses stations des pertuis Charentais
(voir chapitre 4 et 8 pour les sites et la méthode d’échantillonnage). Les soles ont tout d’abord
éte pelées, puis disséquées sous loupe binoculaire, afin de repérer les métacercaires enkystées.
Les kystes ont été brisés mécaniquement a l'aide d’'une pointe trés fine afin de prélever les

métacercaires.

Hote définitif : congre, Conger conger

Pour I'analyse épidemiologique, les congres«{N 31) ont été capturés en mai 2003
(n = 12) et 2005 ( n = 19) dans le pertuis d’Antioche par péche a la ligne dans le cadre du
concours de péche aux congres organisé annuellement par '’Amicale Rochelaise de Péche
Sportive en Mer, et I'analyse s’est faite sur des tubes digestifs stockés a —20°C.

Pour les analyses morpho-anatomiques et moléculaires, des congres ont été préleves
ponctuellement en 2004, 2005 et 2006 par péche a la ligne ou chalutage dans le pertuis
d’Antioche et I'analyse a été réalisée sur des tubes digestifs frais, ce qui a permis d'utiliser

des parasites vivants.
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Le tube digestif des congres a été séparé en 3 parties (estomac, intestin antérieur et
intestin postérieur). Les parasites ont été isolés suivant la technique du « gut wash » : chaque
partie a été ouverte longitudinalement puis placée dans un flacon contenant du liquide
physiologique (NaCl 8%), ce dernier est vigoureusement agité, le contenu du flacon est
ensuite filtré sur un tamis a sédiment de 200 um, puis les parasites alors retenus sur la grille
sont délicatement préleves.

Pour l'analyse épidémiologique, les parasites ont été prélevés et comptés sous loupe

binoculaire puis identifiés en microscopie optique.

2.2. Analyse morpho-anatomique

Les individus des différents stades (cercaires, métacercaires et adultes) ont tout
d’abord été observés entre lame et lamelle en microscopie optique, sans préparation préalable.

rhynchus

ganglions glandes
cérébroides vitellogenes
utérus
bouche
ovaire
testicules
o terminal
vesicule génital
excrétrice
pore génital

pore excréteur

Figure 1. Morphologie générale derosorhynchus crucibulunen vue ventrale (modifié d’aprés
Matthews, 1973).

L’identification des parasites s’est faite en partie d’'aprés les criteres distinctifs de la
morphologie externe établi par Matthews (1973) (Figure 1. ; Tableau 1.)
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Tableau 1. Principaux critéres distinctifs de la morphologie externe pour le stade adulte des
différentes espéces du genre Prosorhynchus considérées (modifié d’aprés Matthews, 1973).

P. crucibulum P. squamatus P. aculeatus
Rhynchus large, forme lobée petit, arrondi petit, arrondi
Position de la o oy médiane, dans la moitié
médio-ventrale médio-ventrale L
bouche postérieure du corps
Epines en cupule en cupule en écaille

L’anatomie interne de quelques spécimens adultes a été observée en microscopie
optique : les individus ont été préalablement fixés au Bouin, colorés au Carmin Boracique (10
gouttes pour 3 ml) pendant 20 heures, différenciés a I'HCI 37% (3 gouttes pour 10 ml) durant
10 min, déshydratés par bains successifs de 10 min d’ethanol (70%, 95%), puis de buthanol,

éclaircis a I'Eugénol (10 min) et enfin montés entre lame et lamelle dans du DePex (BDH).

La morphologie externe de quelques spécimens adultes a été observée en microscopie
électronique a balayage (MEB) : les individus ont été fixés une premiere fois dans une
solution de glutaraldéhyde a 3%. Ensuite les individus ont subi une deuxieme fixation a
I'acide osmique a 2% pendant une heure. Les parasites ont été déshydratés par des bains
successifs de 5 minutes dans de l'acétone a 50%, a 70 % puis a 100%. Les individus ont été
passés au point critigue dans une solution a 50% acétone, 50% héxaméthyldislazane. lls ont
enfin été métallisés a I'or ; les observations ont été réalisées sur un appareil Quanta 200 FEG
(FEI).

2.3. Analyse moléculaire

Les parasites destinés aux analyses moléculaires ont été préalablement conservés dans
de I'éthanol 95%.

18 S ITS 1 5,85
L7
|—>
O] | 10
O] | I I
<
H7

Figure 2. Représentation schématique des amorces utilisées (L7 — H7) pour I'amplification du
fragment correspondant a la partie terminale de 'ADN 18 S et de l'intégralité de I'l'TS 1.
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L’ADN a été extrait grace au kit QlAamp DNA Micro Kit (Quiagen). L'amorce
forward L7 (5" —=TGATTTGTCTGGTTTATTCCGAT- 3’) qui s’hybride dans la région 18 S
de I'ADNr et I'amorce reverse H7 (5 — GCTGCGTTCTTCATCGATACTCG- 3’) qui
s’hybride dans la région 5,8 S de 'ADNr (Figure 2.) (Verneau et al., 1997), ont été utilisées
pour I'amplification PCR (« Polymerase Chain Reaction »). Les PCRs ont été réalisées en
utilisant le kit GoTaq DNA polymerase (Promega) et un thermocycleur (MasterCycleur,
Eppendorf) (dénaturation 3 min a 96°C, puis 40 cycles de 30 s 4 96°C, 25 s a 52°C,45sa 72
°C, suivi de 5 min a 72°C pour I'extension finale). Les produits de PCR ont été séparés sur
gel d’agarose a 1,5%. La concentration d’ADN a été estimée grace au marqueur de taille
100pb DNA ladder (Promega). Les produits de PCR ont alors été purifiés en utilisant le kit
Wizard SV Gel & PCR Clean-Up System (Promega). Les réactions de séquences ont été
réalisées en utilisant les mémes amorces avec le kit Genome Lab DTCS-Quick Start
(Beckmann Coulter) puis les séquences ont été obtenues a I'aide d’'un séquenceur automatique
Ceq 8000 (Beckman Coulter).

2.4. Analyse des données

Les indices épidémiologiques : prévalence (P% : pourcentage d’individus infestés),
abondance moyenne (Ab : nombre moyen de parasites par individu) et intensité (I : nombre
moyen de parasites par individu infesté) ont été calculés d’apréseBash(1997) chez les
moules et les congres. Pour les congres, les fréquences d'occurrence (en %) des parasites
situés dans les différentes parties du tube digestif ont été calculées. L'épidémiologie des GO
de sole, notamment dans les pertuis Charentais, fait 'objet de chapitres spécifiques (Chapitres

3, 4, 5 et 6) et n'est donc pas traitée dans ce chapitre.

Les séquences obtenues ont été comparées aux séquences existantes sur la banque de
séquence nucléotidique en ligne Genbank par Blastn (Altschul et al., 1997). Les parties
respectives des fragments d’ADN ribosomal séquencés (ADN 18 S et ITS 1) ont été
déterminées par alignement avec les séquences d’ADN 18 S et de I'IT&thrdmphora
hortensis(AB189982) (Digéenes, Echinostomidés) qui aprés analyse sous Blastn (Altschul et
al., 1997) présentait le plus d’identité sur I'ensemble de la partie de I'’ADN ribosomal
séquencée. Les séquences ont ensuite été alignées en utilisant le logiciel Bioedit. Le

pourcentage de similarité entre séquences deux a deux a été calculé par Clustal W (Thompson
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et al., 1994), puis le nombre d’insertions et de substitutions a été calculé pour chaque

alignement.

3. Résultats

3.1. Cercaires

Au total, seulement deux moules infestées Bacrucibulumont été détectées : une

dans I'échantillon de mai (P% = 0,02 %) et une autre dans celui de juillet (P% = 0,20 %).

Les moules infestées pd&. crucibulum présentent peu ou pas de réserves de
glycogéne au niveau du manteau (Figure 3A), cependant on remarquera que cette
caractéristique anatomique n’est pas un critere exclusif de linfestation. L'observation a la
loupe binoculaire révele que le sporocystdPderucibulumest branchu : il est constitué d’'un
réseau de tubules qui envahissent tout le manteau (Figure 3B). L'observation en microscopie
optique montre la présence de cercaires a différents stades de développement depuis les balles
germinales jusqu’aux cercaires matures qui sont expulsées dans le milieu (Figure 3C), comme
décrit par Matthews (1973). Les cercaires matures présentent une bouche située en position
meédio ventrale et, en position postérieure, un pédoncule caudal qui porte latéralement deux
fourchons caudaux (Figure 3C). De plus, on note au niveau du pédoncule caudal I'absence
d'un troisieme lobe médian dorsal caractéristiquePdesquamatusLes caractéristiques
anatomiques des cercaires observées correspondent exactement a cellesudgulum
(Matthews, 1973).

Anatomie et comportement des cercairesPdesorhynchus crucibulund’aprés Matthews

(1973)

Les cercaires dB. crucibulumsont typiques des cercaires de Bucéphalidés, avec une

gueue qui est composée d’'un pédoncule caudal bilobé qui porte deux fourchons caudaux. Les
fourchons et le pédoncule caudal sont recouverts d’'un grand nombre de récepteurs sensoriels
tactiles qui doivent servir a la reconnaissance du deuxiéme hote intermédiaire lors du contact,

et sécretent une substance gluante a leur surface qui permet I'adhésion. Les cercaires une fois
expulsées du sporocyste se posent sur le fond, les fourchons caudaux, extrémement

contractiles pouvant atteindre environ neuf fois la longueur du corps, flottent au dessus du
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fond et offrent une relative résistance au flux d’eau permettant aux cercaires d’étre
transportées par les courants. Les fourchons étendus augmentent largement la chance de
rentrer en contact avec le deuxiéme héte intermédiaire qui est en général un Téléostéen
benthique de petite taille. Les fourchons sont généralement les premiers a entrer en contact
avec I'héte, et par contraction de ceux-ci la cercaire vient plaquer son pédoncule caudal a la
surface de la peau de I'h6te afin d’adhérer solidement. Le corps de la cercaire se tord sur lui-
méme de maniére a ce que l'organe de pénétration lobé vienne se plaquer a la surface de
I'néte, l'organe de pénétration s’évagine alors et libére les substances histolytiques
préalablement sécrétée par les glandes de pénétration. La cercaire pénetre ainsi dans I'hote par
lyse et en se mouvant a travers les tissus. Les épines que porte déja la cercaire doivent aider a
ce gu'elle ne reparte pas en arriere. Le pédoncule caudal et les fourchons se détachent du
corps et sont abandonnés a l'extérieur de I'hdte ou bien dans ses tissus. Enfin, la cercaire
s’enkyste en sécrétant un kyste hyalin et devient alors métacercaire en 3 a 4 heures apres la
pénétration.

Figure 3. Photographies d’une moulytilus
edulis infestée par Prosorhynchus
crucibulum(A), des détails du réseau branchu
gue forme le sporocyste dans le manteau (B) et
de cercaires a différents stades de
développement, extraites du sporocyste (C). A
et B ont été prises sous loupe binoculaire, C a
été prise en microscopie optique.
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3.2. Métacercaires

D’aprés les criteres morpho-anatomiques développés sur des spécimens adultes de
Prosorhynchus(Matthews, 1973) (Tableau 1), deux formes de métacercaires ont pu étre
distinguées chez les GO de sole : (i) une forme caractéristigie aacibulum(Figure 4A),
c'est-a-dire : rhynchus large, bouche en position médio-ventrale et (ii)) une forme
caractéristique d@. aculeatugFigure 4B), c'est-a-dire : rhynchus petit, bouche en position
médiane dans la moitié postérieure du corps, notée Prosorhyshiis
Des spécimens de. crucibulumet Prosorhynchusp. A ont été déposé au Muséum National
d’Histoire Naturelle (Paris, France), sous les numéros d'accession 531 HG et 532 HG,

respectivement.

500 um 400 um

Figure 4. Photographies en microscopie optique de métacercaires duPgesoehynchugprélevées
chez des juvéniles GO de sole, Solea soRr@sorhynchus crucibuluif?) ; Prosorhynchusp. A(B)

3.3. Adultes
D’aprés les criteres morpho-anatomiques (Tableau 1), deux espéeassddhynchus

ont été détectées dans les tubes digestifs des congr&odgrhynchus crucibulur(Figure

5A) ; (ii) Prosorhynchus aculeaty§igure 5B).
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Al . B

Figure 5. Photographies en microscopie optique d’adulte du dgemmsorhynchugprélevés dans le
congre, Conger congerProsorhynchus crucibului®) ; Prosorhynchus aculeatys).

P. crucibulumet P. aculeatusont été trouvés chez les congres échantillonnés a des
niveaux d’infestation relativement élevés (Tableau 2). Pour les deux années
d’échantillonnage, I'abondance moyenne He aculeatusest supérieure a celle de.
crucibulum dans une proportion qui reste similaire de 4 fois plus en 2003 a 3,3 fois en 2005.
En revanche, on observe une forte variation interannuelle avec des abondances moyennes
nettement supérieures en 2005 comparées a celles de 2003 : 6,7 fois pRsgpocibulum
et 5,7 fois plus pouP. aculeatus P. crucibulumétait principalement localisé au niveau de
I'intestin antérieur alors qu. aculeatustait présent essentiellement au niveau de l'intestin

postérieur précisément au niveau du rectum.

Tableau 2. Prévalence (P %), abondance moyenne (Ab + SD), intensité moyenne (I + SD (min —
max)) et proportion (%) dans les différentes parties du tube digestif (1 : I'estomac ; 2 : l'intestin
antérieur ; 3 : l'intestin postérieur) éeosorhynchus crucibulumt Prosorhynchus aculeatysélevés

chez des congres, Conger congdans les pertuis Charentais en 2003 et 2005.

Espéces Année P % Ab I£SD  (min -md%) % (2) % (3) %
Prosorhynchus 2003 53,3 7,235 135+3,9 1-40 9 78 13
crucibulum 2005 84,0 282+66 237+65 3-107 3 91 6
Prosorhynchus 2003 86,6 485+19,760,6+20,6 1-317 1 9 90
aculeatus 2005 100,0161,1+40,1161,1+£40,1 1-671 1 2 97
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Les observations réalisées en MEB, confirment et permettent de préciser les détails de
morphologie externe observés en microscopie optique sur le rhynchus, la bouche et la forme

des écailles.

Figure 6. Photographie en microscopie électronique a balayage d’'un adulte de Prosorhynchus
crucibulumprélevé chez un congre.

Prosorhynchus crucibulum(Figures 6 et 7)

Le corps est allongé, d’allure générale massive et entierement recouvert d'écailles. Le
rhynchus est large et comporte 5 lobes (2 en position ventrale et 3 en position dorsale). Le
rhynchus porte des épines identiques a celles du reste du corps. Les écailles sont disposées en
quinconce, elles ont une forme externe quasi rectangulaire, plus large que longue, et une
structure en peigne. On note que la taille des écailles diminue de la partie antérieure a la partie
postérieure, cette derniere étant quasiment nue a son extrémité. Un grand nombre de micro-
orifices est présent autour de la bouche dans la moitié postérieure. La région du pore génital et

du pore excréteur ne présente pas d’épines particulieres.
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100.0pm

Figure 7. Photographies en microscopie électronique a balayage d’'un aduReosterhynchus
crucibulum prélevé chez un congre : rhynchus (A), détails du rhynchus (B), écailles de la région
médioventrale antérieure (C), détails d'une écaille (D), bouche (E), orifice génital en position ventrale
et pore excréteur a I'extrémité postérieure (F).
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Figure 8. Photographie en microscopie électronique a balayage d'un adulroderhynchus
aculeatusprélevé chez un congre.

Prosorhynchus aculeatus (Figures 8, 9 et 10)

Le corps est elliptique et entierement recouvert d’écailles. Le dessus du rhynchus est arrondi
et porte des épines différentes de celle du reste du corps. Les épines du rhynchus sont
pointues, ne présentent pas une structure en peigne et sont plus grandes que les écailles du
corps. Les écailles du reste du corps sont disposées en quinconce, elles ont une forme externe
arrondie, plus longue que large dans la partie antérieure et une structure en peigne. On note
que la taille des écailles diminue de la partie antérieure a la partie postérieure, les écailles
devenant de plus en plus arrondie. On ne note pas la présence de micro-orifices autour de la
bouche. La région du pore excréteur présente des épines allongées et pointues en structure en
peigne. De plus, on note la présence de deux micro-orifices en position ventrale prés du pore
excréteur (Figure 10 A).
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Figure 9. Photographies en microscopie électronique a balayage d'un aduReosterhynchus
aculeatusprélevé chez un congre : rhynchus (A), détails du rhynchus (B), écailles de la région
médioventrale antérieure (C), détails d'une écaille (D), bouche (E), orifice génital en position ventrale
et pore excréteur a I'extrémité postérieure (F).
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20.0um

Figure 10. Photgraphies prises en microscopie électronique a balayage : détails de la région du pore
excréteur (A) et des épines qui y sont présentes (B) chez Prosorhynchus aculeatus

3.4. Comparaison morpho-anatomique métacercaires / adultes

D’apres les criteres morpho-anatomiques développés sur des spécimens adultes de
Prosorhynchus(Matthews, 1973) (Tableau 1), les métacercairesPderucibulumet de
Prosorhynchussp A. ont les mémes caractéristiques que les adBltesucibulumet P.
aculeatusrespectivement.

De plus, I'observation en microscopie optigue montre que les métacercaires de
Prosorhynchussp A. présentent des épines pointues au niveau du rhynchus tout comme les
adultes deP. aculeatus (Figure 11).
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Figure 11. Photographies en microscopie optique du rhynchus présentant des épines acérées chez une
métécercaire de Prosorhynchas A (A) et chez un adulte de Prosorhynchus aculeatus
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3.5. Comparaison moléculaire des différents stades de Prosorhynchus

L’analyse moléculaire des différents stades des difféerentes formes déterminées sur
base morpho-anatomique a révélé trois séquences différentes de la partie terminale de 'ADN
18 S et de I'I'TS 1 (Figure 12 ; Tableau 3). Les trois différents stades de développement
(cercaires (n = 2), métacercaires (n = 10) et adultes (n = 10)) déterminés ddmme
crucibulumprésentaient exactement la méme séquence, c'est-a-dire 100 % d’identité sur 1052
bases. En revanche, les aduResculeatugn = 23) et les métacercaires ProsorhynchusA
(n = 11), présentaient des séquences différentes sur les 1081 bases alignées (comprenant une
partie de 'ADN 18 S et l'intégralité de I'I'TS 1) avec 97, 41 % d’identité. Sur les 522 bases
alignées de I'ADN 18 S, les identités étaient de 99,23 % alors que sur 559 bases alignées de
I'ITS 1 les identités étaient de 95,71 %. La comparaison des séqueniesrdeibulumet
des adultes dB. aculeatugprésentaient des différences plus importantes avec 93,43 % sur les
1080 bases alignées de 'ADN 18 S et de I'I'TS 1: 99,43% d’identité sur les 522 bases
alignées de 'ADN 18 S et 87,81% sur les 558 bases alignées de I'lTS 1. On remarque que les
identités entreP. crucibulumet les métacercairdBrosorhynchussp. A étaient Iégérement
inférieures, tout en restant du méme ordre de grandeur que celles observées avec P. aculeatus
Les résultats des alignements avec les séquences répertoriées dans Genbank (Blastn)
(Altschul et al., 1997) réalisés sur I'I'TS 1 po&r crucibulum P. aculeatuset des
métacercaires deProsorhynchussp. A présentaientle plus d’identité avec I'espece
Bucephalus polymorphugAY289238, AY289239, AY289240, AY289241) (Digénes,
Bucéphalidés) avec 93% (sur 76 bases), 92% (sur 88 bases) et 91% (sur 67 bases),

respectivement.

Tableau 3. Résultats des alignements deux a deux, taille de Il'alignement (Ali), hombre de
substitutions (Sub), nombre d’insertions (Ins), nombre de différences totales (Dif tot = Sub + Ins) et %
d’identité.

ADN r Comparaison taxa Ali Sub Ins Dif tot Identités (%)
+ o P.crucibulunv P. aculeatus 1080 43 28 71 93,43
g (Il_v P. crucibulum/ P. sp. A 1082 45 30 75 93,07
— = P. aculeatusg P. sp. A 1081 25 3 28 97,41
P. crucibulumy P. aculeatus 522 3 0 3 99,43
0 P. crucibulum/ P. sp. A 522 5 0 5 99,04
P. aculeatug P. sp. A 522 4 0 4 99,23
« P.crucibulunv P. aculeatus 558 40 28 68 87,81
g P. crucibuluny P. sp. A 560 40 30 70 87,50
— P.aculeatug P. sp. A 559 21 3 24 95,71
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Figure 12. Alignement complet dans le sens 5-3' des séquences d’'une partie de 'ADN 18 S et de
I'intégralité de I''TS 1 deProsorhynchus crucibulunProsorhynchus aculeatues Prosorhynchusp.
A (métacercaire) ; la fleche signale le début de I'lI'TS 1.

4. Discussion

Les moules prélevées dans les pertuis Charentais présentaient en 2004 de faibles
niveaux d’infestation paP. crucibulumavec une prévalence de seulement de 0,02 % et

0,20 % en mai et en juillet respectivement. Ces niveaux d'infestatiof. aiucibulumsont
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semblables ou inférieurs a ceux déja rencontrés en Angleterre (Matthews, 1973) et sur la cbte
portugaise (Santos & Coimbra, 1995). Par ailleurs, Coustau et al (1990) avaient mis en
éevidence l'augmentation saisonniére de linfestation des moulesPpaquamatusau
printemps et en été, avec des prévalences largement supérieures a celles de notre étude
(jusqu’a 40 % de moules infestées dans le nord du golfe de Gascogne). Ce parasite utilise une
grande partie de I'énergie alouée a la reproduction par la moule pour son propre
développement et notamment la production de cercaires par reproduction asexuée, ce qui
entraine la castration des moules infestées (Coustau et al.,, 1990; Coustau et al., 1991a).
Coustau et al (1990) ont montré que la prévalence de P. squagtaituargement plus élevée

dans les populations dé. edulisque dans celles d’hydridés. edulis — M. galloprovincialis

De plus, au sein d’'une population d’hydrides, les individus ayant un génotype proghe de
edulis sont infestés préférentiellement (Coustau et al., 1991b). La population de moule des
pertuis Charentais comporte une faible proportion d’hydrides par rapport a la Bretagne et
I’Angleterre (Bierne et al., 2003), ce qui probablement explique une plus forte prévalence de
P. squamatugians cette zone. Or, au contraife squamatusi’a pas été détecté dans les
moules disséquées dans les pertuis Charentais. L'abseRcegigamatugst confirmée chez

le deuxieme héte intermédiaire potentiel que constituaient les juvéniles GO de sole, et méme
chez I'héte définitif potentiel que représentaient les congres, étant donné le large spectre
d’héte de cette espece (McArthur & McGladdery, 200®).squamatusa une répartition
boréale (Matthews, 1973) alors gRe aculeatuset P. crucibulumont une répartition plus
tempérée, argument qui corrobore nos conclusions sur I'absence de cette espéce dans les

pertuis Charentais.

Deux formes dd’rosorhynchusont été distinguées sur criteres morpho-anatomiques
chez les GO de sole des pertuis Charentais. Ces deux formes correspondaient aux criteres
morpho-anatomiques des adultes Ble crucibulumet P. aculeatus respectivement. On
remarque aussi que d’autres Téléostéens benthiques de petite taille, tels que les gobies
Pomatoshistuspp. (Pinet, 2005) et le callyonyr@alionymus lyra sont aussi deuxieme héte
intermédiaire de ces deurosorhynchusians les pertuis Charentais. Ces parasites ont aussi
été signalés en Méditerrannée chez des Gobiesockdamnia wildenowiiet Lepadogaster
gouani (Rebecq & Leray, 1961). Par ailleurs, Matthews (1973) avait montré, par des
infestations expérimentales pRr crucibulum que certaines espéces pouvaient étre infestées
(Scophthalmus maximugimanda limanda,Onus musteluget Pomatoshistus minutyset

d’autres pas fcophthalmus rhombudleuronectes platessaottus bubaliset Blennius
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pholis), mettant ainsi en évidence une certaine spécificité de ce parasite au niveau du

deuxiéme hote intermédiaire.

Notre étude montre que les congres, hoétes définitifs, présentent de forts taux
d’infestation par deux espéces Rwsorhynchus savoirP. crucibulumet P. aculeatugdans
les pertuis Charentais. Ces deux espéces sont communes chez le congre et avaient déja été
signalées recemment en Atlantique Nord-Est sur les cbtes Portugaises (Santos & Gibson,
2002) et en Méditerranée sur les cotes de la Corse (Bartoli et al., 2005) [on remarque qu’en
dehors de notre zone géographique d’étedeyucibulumavait déja été rapporté chiepparis
spp. (Munson, 1974)]. Ces deux espéces se distinguent aisément au stade adulte de part la
taille et la forme du corps, la forme du rhynchus et la position de la bouche. Les résultats
obtenus confirment que leurs niches écologiques au sein du tube digestif de I'hote définitif
sont trés distinctes, a savoir l'intestin antérieur peurcrucibulumet lintestin postérieur,
précisément au niveau du rectum, pBulaculeatugJones, 1943; Matthews, 1973; Santos &
Gibson, 2002). Selon Matthews (1973), cette ségrégation reflete la taille des deux espéces et
plus particulierement celle de leur rhynchus, en relation avec la taille des villosités des parois
de l'intestin de I'hnéte qui décroit vers la partie postérieuke crucibulumest en effet plus
grand et a un plus grand rhynchus gueaculeatuslL’analyse morpho-anatomique effectuée
en MEB a permis de préciser la description des structures externes de ces deux especes. Nos
observations ont mis en évidence la structure des épines qui recouvrent le corps de ces deux
especes. De maniere générale, pour les deux espéces la taille des épines diminue le long du
corps de la partie antérieure a la partie postérieure (Santos & Gibson, 2002)P.Chez
crucibulum la forme et la structure des épines est homogene sur tout le corps : elles ont une
structure en peigne et sont de forme rectangulaire a carrée. CependaRt, atdeatusles
épines du rhynchus, different de celles du reste du corps: (i) au niveau du rhynchus, les
épines sont pointues, n‘ont pas une structure en peigne et sont de taille supérieure a celles du
reste du corps ; (ii) au niveau du reste du corps, les épines ont toutes une structure en peigne,
elles ont une forme en écaille (plus allongée dans la partie antérieure) et une forme en pointe a
I'extrémité postérieure autour du pore excréteur. Cette différence de taille est conforme a la
description antérieure de cette espéce, alors non8kgabiniella aculeatusréalisée par
Jones (1943) et elle est en accord avec les observations faites par Bartoli (pers com). Par
ailleurs, la structure en peigne des épines a déja été montrée chez différentes especes d’autres
familles de Digenes (Han et al., 2003; Sohn et al., 2003). Santos et Gibson (2002), qui ont
aussi observé ces espéces en MEB, décrivent au contraife qoaleatugporte des épines
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arrondies de taille inférieure aux plus grandes du corps et ne signalent pas la structure en
peigne des épines chez les deux espéces. Ainsi, plus qu’une réelle différence de la structure du
tégument deP. aculeatusentre nos spécimens et ceux étudiés par Santos et Gibson, on
suppose une différence de préparation des échantillons et plus particulierement de la fixation.
En effet, ces auteurs ont fixé leurs échantillons au fluide de Berland, qui est un fixateur plutét
utilisé en microscopie optique et & I'observation de la structure interne, ce qui a pu altérer le

tégument des Helminthes (Gibson, pers com).

L’analyse moléculaire confirme I'identification morpho-anatomique des métacercaires
et des cercaires pogr. crucibulumavec 100% d’homologie sur la partie séquencée de 'ADN
ribosomal a savoir ’ADN 18 S et I'IlTS 1. Ceci confirme de maniére moléculaire le cycle de
vie P. crucibulumdans les pertuis Charentais. En revanche, les métacercaires identifiées
commeP. aculeatusgprésentent une séquence différente en particulier au niveau de I'ITS 1.
Néanmoins, nous avons observé peuosorhynchusp. A les criteres morpho-anatomiques
correspondant &. aculeatugJones, 1943; Matthews, 1973). De plaspsorhynchusp. A
ne pourrait pas correspondrePgosorhynchus squamatigant donné que la bouche est en
position médio-ventrale chez cette espéce, alors qu’elle est clairement dans la moitié
postérieure che®Prosorhynchussp. A. Les identités sont supérieures (95,71%) a celles
observées entré. aculeatusadulte de congre eP. crucibulum (87,41%). Au niveau
interspécifique, les différences sur la séquence de I'I'TS (1 et 2) sont en général supérieures a
1% au sein d’'un méme genre (Nolan, 2005). Nolan (2005), qui a effectué un travail de
synthése sur l'utilisation de I'I'TS en taxonomie des Digenes, précise qu'il n'y a aucune
preuve de variations intraspécifiques significatives au niveau de I'lITS, particulierement quand
les séquences sont issues d’échantillons sympatriques. Dans notre étude, aucune variabilité
intra-stade des séquences de I'I'TS 1 n’'a été observée au niveau meétacercaire et adulte. Or,
pour une méme espece, il n'existe normalement pas de variation significative inter-stade, ce
qui permet d’utiliser cette technique pour établir ou confirmer le cycle de vie des espéces de
parasites (Jousson et al., 1999; Jousson & Bartoli, 2000; 2001). Ainsi, la différence inter-stade
entre la forme adulte de. aculeatuset la forme métacercaiferosorhynchusp. A observée
dans notre étude correspondrait a diféérence interspécifique etProsorhynchussp. A
serait alors une nouvelle espécédans cette hypothésBrosorhynchussp. A pourrait étre
une forme cryptique, c'est-a-dire morphologiquement indifférentiable. deuleatusEn ce
cas, ces deux espéces auraient des cycles de vie distincts passant par des hotes successifs

différents tout du moins au niveau du deuxiéme hoéte intermédiaire et de I'hote définitif. Etant
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donné les fortes abondances respectives de congres et de juvéniles GO de sole, cette
hypothése apparait cependant difficilement envisageable. Malheureusement en I'état actuel de
NOS connaissances, Nous ne pouvons pas statuer sur I'espéce Prosorsiyn8hus

Hote définitif
(congre)

—

%
ks
.
"%
adulte 2
métacercaire sporocyste
6+ o N g <
i ? cercaire
2éme hote intermédiaire 1ler hote intermédiaire
(sole GO) (moule)

Figure 13. Schéma du cycle dRrosorhynchus crucibulumans les pertuis Charentais. NB : d’autres
espéces de Téléostéens benthiques de petite taille, tels que les gobies et les callionymes, sont aussi
deuxiéme hote intermédiaire de ce parasite

En conclusion, par combinaison de l'analyse morpho-anatomique externe et de
I'analyse moléculaire des séquences de I'ITS 1, cette étude confirme le cycle dePvie de
crucibulumdans les pertuis Charentais. L’étude épidémiologique montre que les moules sont
infestées avec une faible prévalence, malgré tout suffisante pour entrainer de fort taux
d’infestation chez les juvéniles GO de sole, deuxieme héte intermédiaire (cf Chapitre 3 et 5).
Par ailleurs, I'étude au MEB compléete la connaissance de la structure du tégunfent de
crucibulumet P. aculeatugSantos & Gibson, 2002). Les résultats de cette étude semblent
exclure la présence d& squamatuslans les pertuis Charentais. Les juvéniles de sole sont
aussi deuxiemes hétes intermédiairesPdesorhynchussp. A, une espéce potentiellement
nouvelle ayant les mémes caractéristigues morpho-anatomiques extern@s apigeatus
mais présentant une séquence de I'I'TS1 difféerente. De maniére générale, on observe que la
taille des parasites augmente de stade en stade, depuis la cercaire a la métacercaire et a
I'adulte. Ainsi, les parasites acquierent de I'énergie au sein de chaque hote successif, a savoir
les juvéniles GO de sole puis les congres pour leur propre développement.
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Perspectives :
Afin de préciser le statut taxonomique existant entre les adRltesuleatuset les

métacercairesProsorhynchussp. A, linfestation expérimentale de congres avec des
métacercaires derosorhynchussp. A a été entreprise en décembre 2006. Des congres ont
tout d’abord subi un traitement anti-helminthiqgue au Praziquantel afin d’éliminer tous les
parasites et plus particulierement les Digenes présents. Ensuite, des juvéniles de sole GO
infestés par des métacercairesRiesorhynchussp. A ont été sacrifies et administrés par
intubation sous anesthésie a deux congres. A l'issu de cette expérience, une étude morpho-
anatomique et moléculaire sur I'lTS 1 sera réalisée sur la forme &lafterhynchusp. A si

elle est obtenue, afin de la comparer a la foFnaculeatuset de déterminer s’il s’agit d’'une
nouvelle espece ou non et si celle-ci est cryptique. En parallele, 'analyse morpho-anatomique
des métacercaires derosorhynchussp. A sera faite au MEB et comparée a cellePde

aculeatus

37



Il. Cycle de vie de Prosorhsmzhus

38



lll. Spatial variability in metacercariae infection of sole

Chapitre Ill. Spatial variability in digenean
metacercariae infection of 0O-group common sole,
Solea solea among different nurseries along the

French Atlantic coast

E. D. H. Durieux, M-L. Bégout and P. Sasal

Article publié en mai 2007 dans Diseases of Aquatic Organis(V®l. 75, pp. 221-228)

Abstract

We examined 0-group sole juveniles (N=174), sampled in September-October 2003 in 9
major nurseries located along the French Atlantic coast (English Channel and Bay of Biscay).
0-group sole were infected by three identified genera of digenean metacercariae, Timoniella
spp. (Acanthostomidae), Prosorhynchus crucibulum and Prosorhynchus sp. A
(Bucephalidae), Podocotyle sp. (Opecoelidae), and by an unidentified Digenea species.
Parasites infection levels in the English Channel nurseries were lower and displayed a
different community compared to the Bay of Biscay nurseries. We hypothesize that this
difference between the two geographic areas was due a different first intermediate host
communities and to a lower extent to lower temperature in the English Channel compared to
the Bay of Biscay nurseries. For the Bay of Biscay nurseries, mean total parasite abundance
was strongly negatively correlated with mean annual river flow. This relationship may be the
result of the more upstream location of 0-group sole nurseries in estuaries that allow fish to
be further away from local points of parasite transmission than in embayed nurseries.
Digenean metacercariae load may be influenced by three major local factors, i.e. abundance
and proximity of the first intermediate hosts and cercariae dispersion capacities.

Keywords: Flatfish — Juveniles — Parasitism — Trematodes — Habitat quality — River
flow
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1. Introduction

Coastal areas, such as estuaries and shallow water bays, serve as nurseries for many

juveniles of commercially important marine fishes, especially flatfishes (Gibson, 1994; Beck

et al., 2001). In these essential habitats, highly variable environmental conditions influence
growth and survival of juveniles and thus recruitment into the adult population (Gibson,
1994). Flatfish juveniles are relatively sedentary in nursery grounds and are thus especially
affected by local conditions (Able et al., 1999). Habitat quality depends on a number of
interdependent environmental and anthropogenic factors and may influence the fitness of the
considered species (Gibson, 1994). Numerous factors have been taken into account to
estimate flatfishes nursery quality (Beck et al., 2001; Yamashita et al., 2001), but few papers

dealt with the potential effect of parasitism.

Parasites can affect the physiology and ecology of their hosts (growth, condition,
survival, fecundity, behavior), and thus their fitness (Combes, 2001). They are a natural part
of all ecosystems and can be considered as dominating regulators in food web links (Lafferty
et al., 2006), giving parasitism a well recognized place as a factor that could impact coastal
organisms (Thomas et al., 1997). In nursery grounds, 0O-group flatfish juveniles are frequently
infected by digenean metacercariae (Trematoda), for which they serve as second intermediate
host. O-group juveniles of common soleolea solea (Linnaeus, 1758), from the Pertuis
Breton nursery ground of the French Atlantic coast are known to be infected by digenean
metacercariae, includingrosorhynchuspp. (Bucephalidae) (Laffargue et al., 2004; Durieux
et al., 2007b). Durieux et al. (2007b) suggested that heavy infections levels in addition to the
low nutritional status of these fish could lower overwinter survival. Parasitism therefore
appears as a factor that could potentially affect habitat quality of flatfish and of sole in

particular.

In the Northeastern Atlantic region, sole has a constantly high commercial value and
relatively high landings. Most sole stocks are reported to be over-exploited (ICES, 2005).
Different nurseries contribute to recruitment within each single adult stock (Rijnsdorp et al.,
1992; Le Pape et al.,, 2003b). Evaluation of habitat quality for juveniles in the different
nurseries is thus essential for stocks management (Beck et al., 2001). For the Bay of Biscay
stock, Le Pape et al. (2003b; 2003c) highlighted the difference between sole nurseries in
terms of both quantity and quality based on growth performances of juveniles. Spatial
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variation in parasitism is commonly observed in host populations, and therefore may add an

additional differential impact that varies among sites (Thomas et al., 2005b).

In order to take into account parasitism in habitat quality of sole juveniles, the goal of
the present study was to evaluate the spatial variability of the infection by digenean
metacercariae of 0-group sole between different nurseries for two different stocks. Therefore,
we analysed 0-group sole from 9 nursery grounds of the French Atlantic coast located in the
English Channel and the Bay of Biscay, areas that correspond to two distinct sole stocks
(ICES division Vlid,e and Vllla,b, respectively). We compared this parasitic infection first,
between the above mentioned two distinct stocks, and secondly, at within each single stock.
As sampled nurseries comprised both embayed and estuarine nurseries, we tested the

influence of river flow on the infection levels of 0-group sole by digenean metacercariae.

2. Material and methods

2.1. Fish sampling and parasite collection

0-group sole were sampled in September-October 2003 in 9 sites located along the
French Atlantic coast (English Channel and Bay of Biscay) (Fig. 1), using a beam trawl (2.9
m wide and 0.5 m high, mounted with a 20 mm stretched mesh net in the codend) at depths
between 5 and 20 m maximum, at 2.5 knots for 20 min, as part of a IFREMER sole juveniles
survey. Fish were immediately frozen and individually stored at —20°C. A total sample of 174
were individually weighed (to 0.01 g, wet masg)Mand measured (to 1 mm, standard length
SL) (Table 1). The sole were thawed and their whole body (including all organs) dissected
under binocular microscope to check for digenean metacercariae parasites, which were, after
being mechanically excysted, identified under light microscope on the basis of their

morphological features to the lowest taxonomical level possible and finally counted.
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Figure 1. Location of the 9 nurseries sampled along the French Atlantic coast within both the English
Channel and the Bay of Biscay

Table 1. Code, mean annual river flowst) in 2003, sample size (N), mean standard length (SL +
SD, in mm), mean mass (Mt SD, in g) and mean Fulton’s K condition factor (K + SD, in g’gfor
the 9 nurseries sampled along French Atlantic coast

Station Code River flow (n? s¥) N SL + SD (size range) (mm) Wk SD (g)K + SD (g cm-3)
Seine estuary 1 500 15 92.9 £ 8.6 (58-109) 9.2+26 1.14 +£0.18
Orne estuary 2 18 15 90.7 £ 10.6 (58-105) 9.1+3.3 1.18 £ 0.09
Bay of Mont-Saint-MicheB 15 24 76.3+12.9 (58-107) 59+3.7 1.19+0.10
Vilaine estuary 4 72 20 105.6 £12.0 (77-120) 13.2+4.4 1.08+0.09
Loire estuary 5 855 20 107.5+11.8 (88-132) 145+54 1.11+0.08
Bay of Bourgneuf 6 5 21 109.1 +10.5(90-129) 14.7+47 1.10x£0.10
Pertuis Breton 7 10 10 105.4 £9.0(91-118) 13.6+3.7 1.15+£0.12
Pertuis d'Antioche 8 58 20 94.7 +6.6 (81-118) 9.3+£22 1.08 £ 0.08
Gironde estuary 9 1000 29 89.1+8.5(76-112) 8.1+2.6 1.11 +0.06
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2.2. Data analysis

The parasitological indices prevalence (the percentage of infected fish), mean
abundance (the mean number of parasites per fish) and intensity (mean number of parasites

per infected fish) were calculated in each sample according to Bush et al. (1997).

Values are given as mean = SE (standard error) for parasite mean abundance, mean
(maximum) for parasite intensity and mean = SD (standard deviation) for SL. Fulton’s
condition index was calculated as K =\(M 100) / SE, with My in g and SL in cm. Mean
2003 annual river flow data were obtained from the national hydrologic databank of the
French Ministry of the Environment (www.hydro.eaufrance.fr) (Table 1).

Differences in parasites’ abundance between areas were analysed using the non-
parametric Kruskal Wallis test (KW) because individuals in macroparasite populations tend to
be aggregated leading to non-normal distributions. Relationship between mean annual river
flow and mean total parasites abundance (each parasite taxa and total) was analysed through
the non-parametric Spearman rank order correlation (SC). Relationships between parasites
abundance (each parasite taxa and total) and SL and K, respectively, were analysed through
SC.

3. Results

Standard length (SL), wet mass M and Fulton’s condition factor (K) were
significantly different between the 9 sites (KMVChi?2 = 91.82, p < 0.001; KW, Chi? =
75.38, p < 0.001; KW, Chiz = 23.74, p = 0.003, with N = 174 and df = 8 for each test).
Random sub-sampling could not be verified and thus differences in wland K could not
be taken as a direct reflection of the population parameters. However, the size range of fish
overlapped substantially among the 9 samples (Table 1), which allowed us to compare

parasite assemblages.
Five taxa of digenean metacercariae were identifiéohoniella spp. (two species)

(Acanthostomidae)Prosorhynchuscrucibulum and Prosorhynchussp. A (Bucephalidae),

Podocotyle sp. (Opecoelidae), and an unidentified taxa noted Digenea sp (Fig 2.).
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Metacercariae were encysted in all 0-group sole body parts, especially in muscle tissue or just
underneath the skin, but were not present in organs.

Timoniella spp. metacercariae are filiform and characterized by a oral sucker
surrounded by big spines (Maillard, 1973; 1974) (Fig. 2A and 2B). The two spEcies
imbutiformeand T. praeterita are present in our study area and could be distinguished on
counting the number of oral spines (18 and 22, respectively) on few specimens (Maillard,
1973; 1974). However due to their high abundance and the small size of these metacercariae,
they were only identified at the genus level following El-Darsh & Whitfield (1999a) and
Durieux et al. (2007b)Prosorhynchus crucibulurmetacercariae are large (around 2 mm)
characterized by a wide V shape rhynchus with the mouth located in midventral position
(Matthews, 1973) (Fig. 2CRrosorhynchusp. A is smaller (around 1 mm), characterized by
a small and round rhynchus with the mouth located midventrallly in the posterior half of the
body (Fig. 2D), which are all the typical morphological featureBrokorhynchus aculeatus
(Jones, 1943; Matthews, 1973; Santos & Gibson, 2002).

However, based on current molecular data (Durieux, unpublished), we prefer to
restrict the identification toProsorhynchussp. A. Podocotyle sp. metacercariae are
characterized by a well developed ventral sucker (Koie, 1981) (Fig. 2E). Digenea sp.
metacercariae presented no particular morphological features that would have enabled us to
go deeper into the identification (Fig. 2F); all look the same and are believed to belong to a

single species.

Voucher specimens have been deposited at Museum National d’Histoire Naturelle
(Paris, France) foProsorhynchus crucibulummProsorhynchussp. A, Timoniella spp. and
Podocotyle sp. under accession numbers: 531 HG, 532 HG, 533 HG and 534 HG,

respectively. Due to storing problems, this couldn’t be done for Digenea sp..
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Figure 2. Microphotographs of the different taxa of digenean metacercariae found in O-group sole
juveniles: A:Timoniella spp., B: detail of the oral sucker surrounded with spirEsioniella spp., C:
Prosorhynchus crucibulunD: Prosorhynchussp. A, E:Podocotylesp., F: Digenea sp. (unidentified
metacercariae). Scale bars = 500um (C), 200 um (A and D), 100 um (E and F), and 50 um (B).

Significant differences in parasites abundances were detected between the 9 sites for
each parasite taxon and for total parasites abundance (Table 2)}(KdMspp, Chi2 = 27.09,
p = 0.001; KWosorhynchusrucibulum Chiz = 18.97, p = 0.015; KWbsorhynchusp. o Chiz = 33.30, p
< 0.001, KWhodocotylesps Chiz = 16.86, p = 0.032; KWenea sp. Chiz = 95.63, p < 0.001;
KW ota, Chi2 = 44.77, p < 0.001, with N = 174 and df = 8 for all teskghoniella spp.
infection was highest for sites 4, 5, 6, 7 and 8, with prevalence between 33.3 - 65 % and mean
abundance comprised between 10.25 + 5.72 - 42.50 + 3Br@8orhynchuscrucibulum
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infection was also highest for stations 4, 5, 6, 7 and 8, but with much lower values,
prevalences were between 20 - 30 % and mean abundances ranged from 0.30 + 0.13 to 1.05 £
0.32.Prosorhynchusp. A was only found in stations 5, 7 and 8 with prevalence between 10 -

30 % and mean abundance 0.10 + 0.07 and 1.05 Pd@d6cotylesp. infection was highest

for stations 3, 6, 7, and 8, with prevalence between 16.7 - 30 % and mean abundance between
1.67 £ 1.35 - 4.43 + 2.73. The unidentified metacercariae was only present in stations 1 and 2,
with prevalence between 13.3 - 66.7 % and mean abundance between 0.20 + 0.13 - 4.00 £

1.08.
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Table 2. Prevalence (P (%)), mean abundance (Ab + standard error) and Intensity (I (max)) of the different taxa of digenean metacercariae infecting 0-group
sole, Solea solea, in the 9 nurseries sampled along the French Atlantic coast

Code Timoniellaspp. Prosorhynchus crucibulum  Prosorhynchusp. A Podocotylesp. Digenea sp.
station P% Ab (+ SE) I (max) P% Ab(xSE) I(max) P% Ab(xSE) I(max) P% Ab(xSE) |(max) P% Ab (£ SE) | (max)
1 - - - 13.3 0.13+£0.09 1.0 (1) - - - - - - 13.30.20£0.13 1.5 (2)
2 400 140+0.6z 3.5(9) - - - - - - - - - 66.7 4.00 £ 1.086.0 (12)
3 292 042+0.1€ 1.4(3) 42 0.04+0.04 1.0(1) - - - 16.71.67 + 1.35 10.0 (33) - - -
4 450 24.80+8.25 55.1(121) 20.0 0.30+0.14 1.5(2) - - - 5.0 0.05+0.04 1.0(1) - - -
5 35.0 10.25+5.72 29.3(102) 35.0 0.75+0.44 2.1(9) 10.0 0.10+0.07 1(1) 10.00.10+0.07 1.0(1) - - -
6 33.3 29.62+17.0688.9 (282) 28.6 0.57 +0.26 2 (5) - - - 23.84.43+£2.73 18.6 (46) - - -
7 40.0 42.50 +35.9206.3 (382) 20.0 0.50+0.32 2.5(3) 10.0 0.30+0.28 3(3) 20.02.10+1.33 10.5(11) - - -
8 65.0 22.80 +10.0835.1 (149) 30.0 1.00+0.47 3.3(7) 30.0 1.05+0.603.5(12) 30.03.00 +2.41 10.0 (50) - - -
9 103 3.24+241 31.3(67) 3.4 0.07+0.07 2.0(2) - - - 3.4 452+4.44131.0 (131) - - -
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We found a significant negative relationship between mean annual river flow and
Timoniella spp. abundance (SC, N = 6, R = -0.886, p = 0.019). An even more significant
negative relationship between mean annual river flow and mean total parasite abundance was
detected for Bay of Biscay sites (SC, N = 6, R = -0.943, p = 0.005) but not for English
Channel sites, partly due to the low sample size (SC, N = 3, R =-0.500, p > 0.05) (Fig. 3).
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Figure 3. Relationship between mean total abundance of digenean metacercariae in 0-group
sole, Solea solea, and mean annual river flow (m3 s-1) in nursery grounds of the English
Channel (N = 3) and the Bay of Biscay (N = 6) respectively.

We found significant positive correlations betwé&amoniella spp. and SL (SC, N =
20, R =0.63, p = 0.003) only in site 5, and between SL and total parasite abundance in sites
5,6 and 7 (S& N =20, R =0.660, p = 0.002; §ON =21, R = 0.536, p = 0.012; QN =
10, R = 0.648, p = 0.043). No significant negative relationship was detected between parasite

abundance and condition factor K at any site (SC, p > 0.05).
4. Discussion

In our study area, O-group sole colonize bays and estuaries in spring (Amara et al.,
2000). They remain in soft bottom shallow water areas until the onset of winter, when they

leave to deeper waters (Dorel et al., 1991). In the present study, sampling occurred similarly
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for all 9 studied sites,e. in relatively deep parts of the nurseries (between 5 and 20 m depth),
in September-October, when infection is stabilized (Durieux et al., 2007b). Thus, at this time
of the year and at this depth of sampling, the high inter-individual variability that we observed
within each site may be due to the earlier dispersion of the 0-group sole individuals that have
spent spring and summer accumulating metacercariae in different parts of nursery grounds.
Although our generally small sample size per nursery area combined with the aggregated
parasite distributions may have hide the spatial variability at the observed scale, clear trends
in the infection of O-group sole by digenean metacercariae could still be distinguished.
Therefore, the sampling within each nursery ground is thought to reflect the diversity of the
parasite community of each nursery, which allows the comparison of the parasitic infection at

a wide spatial scale between nurseries and stock units.

O-group sole were infected by three identified genera of digenean metacercariae,
Timoniella spp. (Acanthostomidaefrosorhynchuscrucibulum and Prosorhynchussp. A
(Bucephalidae)Podocotylesp. (Opecoelidae) and by one unidentified species of Digenea.
Timoniella spp. in the studied geographic area include DoimbutiformeandT. praeterita,
both species having exactly the same life cycle. The laver spire Higdhobia spp. is first
intermediate host. Second intermediate hosts are various small sized fishes, both benthic and
pelagic, whereas the definitive host is the European sealliassfrarchus labraXMaillard,

1973; 1974). The first intermediate host Bfosorhynchuscrucibulumis the blue mussel
Mytilus edulis the second intermediate host are various small benthic fishes, and the
definitive host is the conger eel, Conger con{jdatthews, 1973)Prosorhynchussp. A is
apparently morphologically similar but not molecularlyPiasorhynchus aculeaty®urieux,
unpublished). The first intermediate host of this last parasite remains unknown to our
knowledge, and the definitive host is alGonger congerAlthough we could not identify
Podocotylesp. metacercariae to the species level, they were likely Rodecotyle atomon
because this species dominates in fishes living in the littoral zone (like 0-group sole) whereas
Podocotyle reflexa mostly occurs in fishes which live into sublittoral zone (Koie, 1981). The
first intermediate host dPodocotyleatomon is the periwinkl&ittorina spp. L. littorea and

L. saxatilig, the second intermediate host could be various fishes but also crustaceans, and the
definitive host belongs to different marine piscivorous fishes (Koie, 1981). The present study
confirms 0-group common sol&olea solea, among other small size coastal fishes, as the
second intermediate host ®imoniella spp. andProsorhynchusrucibulum and constitutes,

to our knowledge, the first report for Podocotste.
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Comparing infection of O-group sole at large spatial scales between nurseries of the
two different studied stock areas, the English Channel and the Bay of Biscay, we generally
found different parasite communities and lower infection levels (prevalence and mean
abundance) in the nurseries from the English Channel compared to those from the Bay of
Biscay. Various large scale factors concerning both hosts and parasites may explain this
latitudinal discrepancies between the two areas (Rohde, 2005). Sole population in the
Northeastern Atlantic region being genetically homogeneous (Exadactylos et al., 2003;
Rolland et al., 2007), the hypothesis of a differential host genetic resistance (Combes, 2001)
could be rejected here. Mean sea surface water temperature is generally lower in the English
Channel than in the Bay of Biscay (Maillard, 1986). As, increase in water temperature lead to
increased cercarial production (Marcogliese, 2001; Poulin, 2006), this large scale factor may
contribute to a lower accumulation of metacercariae in 0-group soles of the English Channel

nurseries.

Marine coastal molluscs.€. first intermediate hosts) communities exhibit particularly
high spatial heterogeneity at small scale (Blanchard & Bourget, 1999). Poulin & Mouritsen
(2003) demonstrated that small-scale, local factors generally overrides that of larger-scale
factors, rendering difficult the detection of large-scale patterns in species richness or
prevalence of digenean infections in molluscs. In fact, first intermediate known hosts of the
identified marine digeneans infecting 0-group sole are common inhabitants of the intertidal
areas but have their own specific local distribution within nursery grounds. Large populations
of Hydrobia ulvaeinhabit the large mudflats located at the bottom of bays and at the mouth of
the estuaries (Sauriau et al., 1989; Sola, 1996; Haubois et al., 2004). Large populations of
mussel are cultivated in restricted zones on pole in soft bottom shallow areas of different
small estuaries but especially bays, such as Mont Saint Michel Bay, Bay of Bourgneuf, the
Pertuis Breton and Pertuis d’Antioche, in our study area (Goulletquer & Le Moine, 2002).
Small Littorina spp. populations occur very patchily on rocky shores or man made hard
substrata that are also found in soft bottom dominated shallow areas (Sauriau et al., 1989). In
nursery grounds, due to the spatial heterogeneity of the first intermediate hosts, 0-group sole
may be differentially exposed to digeneans depending on their distribution and movements
within the nursery.

The most significant difference in parasite load between the two stock areas was for

Timoniella spp., which was absent in the Seine estuary and was much less abundant in Orne
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estuary and Mont Saint Michel than in all other nurseries of the Bay of Biscay, especially the
embayed ones. Bocher et al. (2007) compared spatial patterns of different mudflat molluscs in
Northwestern Europe in the same year of our study and within three of our sampling sites,
they reported the scarcity éfydrobia ulvaein the Mont Saint Michel Bay (2.5 ind ‘#
compared to the very high densities reached in Aiguillon Bay and Marennes Oleron Bay
(from 1,664 to 3,324 ind ®), mudflats that are located in the Pertuis Breton and the Pertuis
d’Antioche, respectively. Thusjydrobia ulvae may largely contribute to abundance of the
metacercariae ofimoniella spp. in 0-group sole juveniles, which is in accordance with the
positive relationship established for different model organisms between abundance of first
intermediate hosts and abundance of metazoan parasites in second aquatic intermediate hosts
within the same site (Marcogliese al., 2001; Latham & Poulin, 2003; Thieltges & Karsten,
2007).

Infection levels ofTimoniella spp. and especia®yosorhynchus crucibulurare much
lower for all sites than previously reported for the Pertuis Breton in a site under direct
influence of the first intermediate hosts (Durieux et al., 200lfib)oniella spp. cercaria has a
flagellum-like tail, which give it swimming and bearing capacities in the water column
(Maillard, 1973; 1974) and thus the ability to infest hosts further away than the cercariae
shedding area, especially when strong currents occur (Durieux et al., 2007b). Like all other
BucephalidsProsorhynchus crucibuluroercaria has a tail with two long furcae, so that they
lie on the bottom (Matthews, 1973) and have limited dispersion capacities (Durieux,
unpublished data). Concerningpdocotylesp., the cercaria has a short tail, so that it crawl
with the aid of their two suckers on the substratum (Koie, 1981). Thus, the proximity of the
first intermediate hosts and dispersion capacities of the cercariae may be the other major local

factors driving metacercariae load in 0-group sole.

In the Bay of Biscay nurseries, we found a strong significant relationship between
mean river flow and mean total parasite abundance. River flow intensity is one of the main
factors driving colonisation of nurseries by 0-group sole (Amara et al., 2000; Le Pape et al.,
2003c). In estuaries, 0-group sole tend to concentrate and settle upstream in brackish waters
(Coggan & Dando, 1988; Doret al., 1991; Cabral, 2000), whereas in embayed areas with
low freshwater input, they cannot undertake such migration and remain in marine waters
(Rogers, 1992; Le Pape et al., 2003b). In other words, with increasing river flow, 0-group sole

nurseries are located more upstream and in less saline waters. In parallel, first intermediate
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host populations of the marine digeneans are located in bays or at the mouth of the estuaries
and their abundance decreases steadily moving upstream with decreasing salinity. In addition,
production and / or infectivity of these marine parasite cercariae may decrease with
decreasing salinity as already shown for other marine digeneans (Pietrock & Marcogliese,
2003). Therefore, within nurseries, river flow by controlling settlement zones of 0-group sole
may also control their distance to the most infective zone, and thus their parasite load, as
already suggested for O-group juvenile European flourflatjchthys flesusn the Tames
estuary (El-Darsh & Whitfield, 1999a).

In conclusion, this study highlights the spatial variability in the infection of O-group
sole by digenean metacercariae between nurseries at different spatial scales. Between the two
different stock-systems, the English Channel and the Bay of Biscay, differences in parasites
abundance and community, was thought to be due essentially to the local differential
distribution of molluscan first intermediate hosts, and to a lower extent due to temperature. At
the scale of a single stock and comparing between nurseries, the most relevant factor
influencing parasitism of 0-group sole appeared to be river flow, which acts by controlling the
distance to the most infective area. Digenean metacercariae load in O-group sole may be
influenced by three major local factorg. abundance and proximity of the first intermediate
hosts and cercariae dispersion capacities. In terms of sole juveniles parasitism, special
attention should be paid to embayed nurseries at small spatial scale with regard to both natural
and cultivated first intermediate host populations. Spatio-temporal variability of the infection
within nurseries, and the impact of parasitism on sole performances (growth, immunity and
behaviour) is the purpose of other current work in order to accurately define the influence of
parasitism on habitat quality. Studies on the relative contribution of different environmental
factors €.g. temperature, salinity, oxygen, water current and pollutants) to infection levels in

sole nurseries remain to be conducted in the future.
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Abstract

Little attention has been paid to flatfish parasitism as a potential factor of variation in
year-class strength. The aim of this study was to evaluate the relationship between parasitic
infection and nutritional condition of young-of-year (YOY) common sole. Sole were collected
monthly from May (early settlement) to November 2004 in a mussel pole culture area, using
a push-net or a trawl, and dissected for parasite identification and counts. Total lipids were
extracted from the whole body and lipid classes quantified. Triacylglycerols to sterols (free
form) ratio (TAG / ST) was used as an index of nutritional status. Digenean metacercariae
infection, characterized by two dominant genera, displayed clear seasonal dynamics and the
highest records yet reported for sole. Prevalence (P%) and mean abundance (Ab + SE)
increased for Timoniella spp. (Acanthostomidae) from May (P% = 22%; Ab = 1.9 + 1.1) to
August (P% = 100%; Ab = 51.2 + 10.4), and for Prosorhynchus spp.! (Bucephalidae) from
June (P% = 8%; Ab = 0.1 £ 0.0) to August (P% = 100%; Ab = 19.5 £+ 1.7). Epidemiological
values reached a plateau after August. In this shellfish-dominated nursery area, YOY sole
accumulated metacercariae in the presence of the first intermediate hosts which live in the
same habitat. Total lipids decreased significantly from May to June and then remained
constant until autumn, indicating a change in the proximate composition of YOY during this
high growth period. Mean (+ SD) TAG / ST ratio increased from very low values in May-July
(0.10 on average) to a peak in September (0.57 £ 0.31) and then fell back to values as low
as before. YOY sole only stored energy as TAG prior to autumn. No relationship was found
between YOY parasitic infection levels and lipid condition indices. However, the poor
nutritional status and heavy infection level observed in November could dramatically lower
over-winter survival of the YOY remaining in this shallow part of the nursery.

Keywords: Sole; YOY:; Lipid condition; Parasitism; Metacercariae; Nursery

! Lors de la rédaction de cet article, I'identification était réduleasorhynchuspp. car les différentes espéces

de métacercaires d&rosorhynchus’avaient pas encore été distinguées. Cependant, grace aux résultats obtenus
par la suite (Chapitre 1), nous pouvons rétrospectivement dire que, pour I'échantillon total (N = 338) il s’agissait
d’'une majorité deP. crucibulum et, pour I'échantillon analyse de la condition morphométrique et biochimique
(N = 121) uniquemer®. crucibulumavait été pris en compte.

53



IV. Temporal changes in lipid condition and metacercariae infection of sole

1. Introduction

Coastal areas, such as estuaries and shallow water bays, serve as nurseries for
juveniles of many marine fish species and especially flatfishes. Growth and survival of
juvenile flatfish in these essential habitats is generally good, due to abundant food, low
predation risks and higher temperatures than in offshore areas (Bergman et al., 1988; Gibson,
1994). Nevertheless, nursery grounds are subject to highly variable environmental and
anthropogenic factors (Yamashita et al., 2001). Conditions encountered by juveniles in coastal
nurseries are therefore thought to greatly influence their growth and survival, via
physiological mechanisms, and thus influence recruitment in the adult population (Gibson,
1994; van der Veer et al., 1994; Yamashita et al., 2001). Fundamental factors — such as
temperature, oxygen, salinity, food availability, density, predation, river plume extension and
pollutants — are known to affect growth, condition and survival, and are therefore taken into
account when estimating nursery quality (Gibson, 1994; van der &fesdr, 1994; Nash &
Geffen, 2000; van der Veet al., 2001; Yamashitet al., 2001; Le Papet al., 2003a).

Parasites have been shown to be able to regulate host populations (Anderson & May,
1978; May & Anderson, 1978). They can affect both physiology and ecology of their hosts
(growth, condition, survival, fecundity, behaviour) and thus their fithess (Combes, 2001).
However, despite the importance of parasitism in ecology, this factor is rarely taken into
account in fish ecology and even less in flatfish ecology. Like other small fishes, young
flatfishes are subjected to parasitism in nursery grounds, especially from digenean trematodes
for which they can act as second intermediate hosts. Digeneans have a complex life cycle,
which in marine environment follows the general scheme of having molluscs as first
intermediate hosts, small fishes as second intermediate hosts and piscivorous fishes as
definitive hosts (Cribb et al., 2001). Cercariae actively penetrate the skin of their second
intermediate host and encyst as metacercariae in the body. Transmission to the definitive host
then occurs through predation. Metacercariae, like all parasitic stages, are metabolically
dependent on their host and use some of their host’s energy for their own development and
maintenance. Although studies on the effects of digenean metacercariae on fish are scarce,
some have shown a clearly negative impact of these parasites on growth, condition and
survival of freshwater fishes (Lemly & Esch, 1984; Coleman & Travis, 1998; Johnson &
Dick, 2001; Collyer & Stockwell, 2004). Parasitism is thus a factor that could potentially
influence habitat quality of juvenile flatfishes.
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Common sole is a commercially important and widely distributed flatfish of the North-
East Atlantic. Parasitic infection of juvenile sole Brosorhynchusspp. (Digenea,
Bucephalidae) metacercariae has recently been reported in the Pertuis Charentais (Laffargue
et al., 2004). This area represents an important nursery ground for the common sole stock of
the Bay of Biscay, both in terms of density and potential surface area (Le Pape et al., 2003b).
However, Le Pape et al. (2003c) also showed that juveniles in this nursery ground had a lower
mean size during winter, which indicates the poor quality of the area.

Changes in nutritional status and growth of juveniles may reflect their probability of
survival in the nursery grounds. Lipid depletion has been identified as a general metabolic
response to stress and potentially a response to parasites also (Lemly & Esch, 1984; Lemly,
1997). Total lipid content of a fish is an easy estimation of its physiological condition, but
fractionation into individual lipid classes provides a more sensitive measurement of
metabolically available lipids and energy allocation (Norton et al., 2001). Lipid class
composition has therefore been used to measure the nutritional status of fish at early life
stages (Fraser, 1989; Hakanson, 1989; Lochmann et al., 1995; Norton et al., 2001). A
nutritional index based on the ratio between quantities of triacyglycerols (TAG: lipid
reserves) and free sterols (ST: structural lipids) (TAG / ST) has been used to investigate the
nutritional status of sole larvae (Gala@s al., 1990; Amarat al., 2000; Amara & Galois,
2004).

In this study, we used both morphometric (Fulton’s K) and biochemical condition
indices (total lipid content and TAG / ST) to investigate the effect of parasitism on young-of-
year (YOY) sole condition in the Pertuis Charentais. Our aims were to simultaneously analyze
changes in infection by digenean metacercariae and the condition of YOY sole from the early

settlement period until the onset of winter in the nursery.

2. Materials and methods

2.1. Field sampling
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Figure. 1. The Pertuis Charentais area (Bay of Biscay, France, Atlantic Ocean) with the location of the
sampling site (black star) for YOY sol&plea solea, and seasonal variation of mean sea surface
temperature (°C) (solid line) and salinity (psu) (dotted line) during the sampling year (2004)

YOY sole were sampled monthly from May to November 2004 (except October) at
one site (46° 15’ 80”N, 1° 13’ 40"W) located in a mussel pole culture area in the Pertuis
Breton, Bay of Biscay (Fig. 1). Fishing was done at low tide during spring tides. From May to
July a push-net (1 m wide mounted with a 5 mm stretched mesh net) was used in the intertidal
area. From August to November, a standard beam trawl (2 m wide and 0.40 m high, mounted
with a 5 mm stretched mesh net in the cod end) was used at around 2 m depth and at 2.5 knots
for 15 min. Sea surface temperature and salinity were recorded several times each day over
the whole sampling period, using an automatic recorder situated close to the sampling site.
These data were used to calculate mean monthly temperature and salinity (Fig. 1). Average
water temperature increased from May (15.3°C) to a maximum of 21.7°C in August, then
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decreased to 12.1°C in November and to 7.3°C in winter. Average salinity ranged between
32.5 and 34.5 psu during the sampling period.

The sole were brought to the laboratory alive in an aerated tank with a sandy bottom,
in order to reduce capture stress. Fish for lipid analyses were immediately frozen and
individually stored at —80°C. Other fish, sampled to enlarge the dataset for parasite analysis,
were kept at —20°C.

2.2. Laboratory analysis

A total sample of 338 fish (Table 1) were individually weighed (to 0.01 g, wet mass
Mw) and measured (to 1 mm, standard length SL) without correction for shrinkage during
preservation. The sole were thawed and dissected to check for digenean metacercariae
parasites, which were identified on the basis of morphological features (Matthews, 1973;
Maillard, 1974) and then counted.

Table 1. Date of capture, sample size (N) and standard length (SL) range (mm) for the total sample
(individuals on which parasite analysis was carried out) and the subsample (individuals on which lipid
composition analysis was carried out after parasite analysis).

Month Date Total sample Subsample

of capture N SL range (mm) N SL range (mm)
May 04/05/04 54 13-38 15 13-25
June 01/06/04 86 20 - 60 34 20-54
July 01/07/04 54 29-75 20 29-75
August 05/08/04 34 54 -75 14 54 -71
September  16/09/04 77 62 - 89 20 62 - 87
November  18/11/04 33 59 -119 18 59-119

Total = 338 Total = 121

Lipid analysis was done individually on a subsample of 121 fish (Table 1) after the
dissection for parasites was completed. The digestive tracts of fish were first emptied so as to
eliminate any lipids other than those from the fish. The extraction procedure followed those of
Folch et al. (1957) and Hakanson (1989). Individuals were lyophilized, dry weighgddM
the nearest mg, then ground until a thin homogeneous powder was obtained. Approximately
100 mg of this powder was extracted twice with a mixture of chloroform:methanol (1:2 then
2:1, viv). A volume of 1% NaCl solution was then added and the mixture separated into 2
phases. The lower phase containing the lipids was then collected. An aliquot of this extract

was evaporated under a nitrogen flux and re-dissolved in a volume of chloroform : methanol
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(9:1, v/v) calculated to obtain a concentration of approxu@@l™, the optimal value for
measuring total lipids (TL) using a Chromarods SllII - latroscan TH-10 system (TLC-FID). 1
uL of each concentrated aliquot was deposited four times onto a Chromarod, which was dried
and directly read by the latroscan without any development. Lipid classes (LC) were
separated from a single deposit onto a Chromarod, followed by a development in a mixture of
hexane, diethylether and formic acid (85:15:0.05, v/v) for 30 min. Separated LC were then
quantified by the latroscan using calibration curves obtained from pure lipid standards
(Sigma) (Parrish & Ackman, 1985).

Levels of parasitic infection were assessed using classic epidemiological parameters:
prevalence (P%), the percentage of infected fish in fish sample; and mean abundance (Ab),
the mean number of parasites per fish, as recommended by Bush et al. (1997). Fulton’s
condition index was calculated as K =M 100) / SE, with My in g and SL in cm. Average
growth rate was calculated as AGR = (meap Slmean S}) / (12 - t1). Percentage TL in the
Mp and the triacylglycerols to free sterols ratio (TAG / ST) were also calculated as condition
indices. The main lipid classes (phospholipids, free sterols, triacylglycerols, free fatty acids,

hydrocarbons) were expressed as percentage, ¢#®p) and percentage of TL (%TL).

2.3. Data analysis

Results were considered significantoat 5%. Values are given as the mean =+ SE
(standard error) for parasite Ab, and mean £ SD (standard deviation) for SL, K, TL and TAG /
ST. In order to investigate temporal changes in Ab, SL, K, TL and TAG / ST, differences
between two consecutive sampled months were analyzed using non-parametric Mann
Whitney U tests (MW).

Parasite abundances were log transformed (log + 1 for number of parasites) to
normalize the data for the correlation analyses. Relationships of SL and both condition indices
(TL and TAG / ST) with parasite abundances were first tested within each sampled month
using Pearson correlations. For variables demonstrating significant correlations with SL
within a sampled month, residuals of the linear regression between the variable (dependent
variable) and SL (independent variable) for this sampled month were used to study the
correlations in order to avoid a confounding effect of fish size. Finally the relationships
between the lipid indices (TL and TAG / ST) and K, and between parasite abundances and the
different condition indices, were analyzed within each sampled month using Pearson

correlation.
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3. Results

3.1. Parasitic infection

YOY sole were infected by two genera of digenean metacercdriaeniella spp.
(Acanthostomidae) anBrosorhynchusspp. (Bucephalidae). Due to the high abundance of
Timoniella spp. metacercariae and their small size, these were only identified at the genus
level through the cyst. A dozen individuals were taken as a subsample, removed from their
cysts and identified under a microscope. These belonged to the speqieaeterita, based
on the number of spines on the oral sucker and the anatomy of the digestive caeca (Maillard,
1974). ForProsorhynchusspp., because species identification is often unfeasible from adult
morphological features, metacercariae were determined at the genus level only. However,
when species identification was possible, a majority of the metacercariae appeardel to be
crucibulum

Timoniella spp. infection started first, with prevalence and mean abundance increasing
significantly from May (P% = 22%; Ab = 1.9 = 1.1; min - max: 0 — 57) to reach P% = 100%
and Ab = 51.2 + 10.4 (7 — 337) in August (MMY- june Usa, gs= 778, P < 0.001; MWine — july
Use, 5= 1530, P = 0.001; MWy - august Usa, 35= 489, P < 0.001). Although there was no
further significant change in mean abundancéiafoniella spp., the final sample taken in
November had the highest values (Ab = 54.6 + 15.6, 0 - 471) AIMW_ septembeMWseptember
_nNovember P > 0.05 for all comparisons) (Fig. 2).

Prosorhynchusspp. infection appeared to start later, with prevalence and mean
abundance both increasing significantly from June (P% = 8%; Ab = 0.1 + 0.0; O - 2) to August
(P% = 100%; Ab = 19.5 +1.7; 3 - 42) (MMWe - guly Uss, 54= 675.5, P < 0.001; MWy — August
Uss, 35= 155.5, P < 0.001), mean abundance then stabilized until November, which showed
the highest abundance values (Ab = 24.8 + 3.8, 0 - 87) AMMW - september MW september —

November P > 0.05 for all comparisons).
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Figure. 2. Temporal changes in prevalence (dotted line) and mean abundance (solid line) of
Timoniellaspp. (black squares) afmitosorhynchuspp. (white triangles) in YOY sol&olea solea,
from the Pertuis Breton (N = 338). Error bars are standard errors

3.2. Growth, condition and effect of parasitic infection

Fulton’s K condition index showed weak monthly variations of around 1 on average,
with the maximum monthly mean at 1.10 + 0.13 (0.90 — 1.48) § samMay and the
minimum, 0.98 + 0.08 (0.90 — 1.10) g ¢nin August (Fig. 3). A significant difference
between consecutive sampled months only appeared between August and September (MW,
Ui, 20= 79, P = 0.033). YOY growth curve, based on mean SL between sampled months,
revealed a significant size increase from May (19.07 £ 2.97 mm) to November (85.22 *
13.53 mm) (MWay - une Uis, 34= 6, P < 0.001; MWne _ suy Uss, 20= 145.5, P < 0.001;

MW 341y — August Uz0, 14= 25.5, P < 0.001; MWgust — septembeltJ14, 20= 6, P < 0.001; MWeptember —
November U20, 18= 91.5, P = 0.01) (Fig. 3). Average growth rate (AGR) was highest in late
spring: 0.69 mm d between May and June. It remained between 0.31 and 0.4I'rduoridg
summer and declined from early autumn onwards, to 0.14 thimetiveen September and

November.
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Figure. 3. Temporal changes of mean standard length (SL) (mm) (white circles) and mean Fulton’s K
condition factor (g.ci) (black diamonds) of YOY soleSolea solea, from the Pertuis Breton (N =
121). Error bars are standard deviations
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Figure. 4. Temporal changes in total lipids (TL) (% of dry masg (&) and triacylglycerols / sterols
ratio (TAG / ST) (b) in YOY sole Solea solea, from the Pertuis Breton (N = 121). Error bars are
standard deviations
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Total lipids (%M) decreased steadily following the early settlement period, from May
(12.62 + 1.75%) to June (5.93 + 1.15%) (MWiss= 504, P < 0.001) (Fig. 4). It then
reached a plateau with 5.69 + 0.73% in July and 5.89 + 0.79% in Septembegg.¢MWiy
MW july — August MW august — september® > 0.05 for both comparisons), and decreased slightly but
significantly to 5.29 + 0.40 in November (MW 4J15= 266, P = 0.012).

All lipid classes (%0M) decreased by approximately the same proportion (about half), from
May to June. However, the proportion of TL that they represented (%TL) remained constant
during this time. TAG increased in both %Mand %TL from August onwards, with

maximum values in September and a return to former values in November (Table 2).

Table 2. Temporal changes in the main lipid classes (PL: phospholipids; ST: free sterols; TAG:
triacylglycerols; FFA: free fatty acids; HC: hydrocarbons) of total lipids from YOY Sukea solea,
as percentages of dry mass (Y)Mnd of total lipids (%TL)#£ standard deviation).

Month PL ST TAG FFA HC
May 825+132 155+033 0.20+0.18 040+0.10 0.16+0.04
June 466+093 083+0.14 010+0.13 0.21+0.04 0.09+0.04
% Mp July 449+058 082+0.12 0.06+0.02 0.21+0.04 0.08+0.02
August 474+058 082+0.14 0.16+0.09 0.21+0.04 0.09%0.03
September 4.45+0.72 0.73+0.11 040+0.21 0.18+0.03 0.08 £0.02
November 4.23+0.32 0.69+0.06 0.09+0.06 0.17+0.02 0.07 +0.02
May 77.81+284 1462+217 1.72+137 371x069 150+0.34
June 78.59+273 1417+158 158+175 355049 1.47+0.52
% TL July 78.97+1.70 1433+117 108+0.27 3.62+x044 1.34+0.23
August 78.46+215 1355+123 245+125 341048 1.48=x0.30
September 75.42+4.11 12.42+099 7.03+3.74 3.14+0.36 1.34+0.31
November 80.09+1.40 13.03+0.93 1.60+1.04 3.29+0.37 1.35+0.34

TAG / ST did not vary significantly from May (0.12 + 0.12; 0.05 — 0.41) to July (0.08
+ 0.02; 0.06 — 0.12) (MWay - June MWyyne — guy P > 0.05 for both comparisons) (Fig. 4).
However, significant variations were observed between the following months{MWigust
Uzo, 14= 24, P < 0.001; MW{gust - septemberJ14, 20= 24, P < 0.001; MWEptember — NovembelJ20, 18
= 342, P < 0.001). A steady increase in TAG / ST started from August (0.18 + 0.09; range:
0.07 — 0.65), reaching a maximum in September (0.57 £ 0.31; 0.16 — 1.22), and followed by a
return to the former condition level in November (0.13 + 0.09; 0.06 — 0.37).

TAG / ST and SL were positively correlated in May (n = 15, R = 0.582, P = 0.023)
and negatively in August (n = 14, R = -0.601, P = 0.0ZBhoniella spp. abundance and SL
showed positive correlations in June (n = 34, R = 0.385, P = 0.025) and July (n = 20, R =
0.578, P = 0.008)Prosorhynchusspp. abundance and SL were negatively correlated in

September (n = 20, R = -0.461, P = 0.041). There were positive correlations between total
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abundance and SL in July (n = 20, R = 0.543, P = 0.013) and November (n = 18, R = 0.580, P
=0.012).

No significant correlations were detected between K and TL or TAG / ST for any
sampled month (P > 0.05 for all correlations). A significant negative correlation was detected
between K and’rosorhynchusspp. abundance in November only (n = 18, R = -0.552, P =
0.018). No other effects of the parasites on host condition were detected through correlation

analyses (P > 0.05 for all other correlations).

4. Discussion

In the Bay of Biscay, sole life cycle involves a planktonic larval period lasting around
one month, followed by a complex metamorphosis requiring another ten days on average
(Amara et al., 2000). When early settling fish colonize coastal nurseries from April to June,
they are presumed to experience high stress and mortality. Furthermore, stressors encountered
by YOY during the first growth period may influence their over-winter survival. However,
the phase from settlement to the first winter remains poorly documented in this geographic

area.

4.1. Seasonal infection dynamics

This paper shows that YOY sole in the Pertuis Breton nursery ground are heavily
infected by digenean metacercariae belonging to two gemeraniella (Acanthostomidae)
andProsorhynchugBucephalidae). FoFimoniella spp., the mudflat gastropbigdrobiaspp.
is the first intermediate host and the sea lRdsentrarchus labraxthe main definitive host
(Maillard, 1974). Based on a subsampldwmhoniella spp., it appears that praeterita could
be the species found in YOY sole. These data corroborate Deblock’s (1978) inventory of the
cercariae oHydrobia spp. along the French coasts, where only that species was reported in
the Pertuis Charentais area. Referring to El-Darsh and Whitfield (1999a), our study is
therefore the first report of the common s@elea solea, as a second intermediate host of
praeterita. The present work also confirms the previous report of infecti®rdsprhynchus
spp. metacercariae in YOY sole in the Pertuis Breton (Laffargue et al., 2004) and specifies

that a majority of the metacercariae appeared t8.lmucibulum The first intermediate host
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for Prosorhynchuspp. is known to be the blue mushksitilus edulisand the main definitive
host is the conger eel, Conger con@datthews, 1973).

YOY sole infection was characterized by a clear seasonal pattenoniella spp.
infection increased from May to reach a plateau from August until November with 100%
prevalence and a mean abundance of 50 parasites per fish. We hypothesize that both water
conditions and first intermediate host availability may explain our findings. Eydifobia
spp. were not found in the site where fish were sampled, a large populatigdrobia ulvae
is present on the mudflats of the Aiguillon Bay (Degré pers. comm., 2005), close to our
sampling site and subject to strong tidal streahnsoniella spp. cercariae have flagellum-
like tails, which gives them a high swimming capacity in the water column (Maillard, 1974,
El-Darsh & Whitfield, 1999a) and thus the ability to infest hosts further away than the
cercariae shedding area, especially when strong currents occur. Finally, compared to our
results, a lower infection level was found felatichtys flesuguveniles of the tidal Thames
with a prevalence of around 20% and mean abundance around 2 (El-Darsh and Whitfield,
1999). This was assumed to be a result of their migration along the estuary to less saline
waters where the first intermediate hd$ydrobia spp., was less abundant or absent. Such up-
river migrations are not possible for YOY sole in our study area.

Prosorhynchusspp. infection started one month later (June) tihanoniella spp.
infection and 100% of YOY sole were infected in August, with more than 20 parasites per
fish. Thereafter, infection intensity stabilized until November. This result agrees with the
timing of infection reported by Coustau et al. (1990): sporocysts release well-developed
cercariae from mussels in June and July. However, Laffargue et al. (2004) recorded much
lower infection levels in YOY sole in the same nursery. Based on 65% prevalence and mean
abundance of around 3 and 8 parasites per fish sampled in August and December respectively,
but at a different site in each case, they concluded that there was an autumnal change. Rather
than an inter-annual variability in infection, we propose a spatial explanation of the
differences with our own studf2zrosorhynchuspp. cercariae have low swimming ability, lie
on the bottom or close to it and mostly infest benthic fishes as second intermediate hosts
(Matthews, 1973). Thus, the proximity of the first intermediate hasta mussel pole culture
area, should be the major factor explaining the higher infection in our study, whereas
Laffargue et al. (2004) sampled fish with an otter trawl on soft bottoms in stations further

away from mussel culture areas.
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4.2. Temporal changes in YOY growth, nutritional status versus parasitic infection

Following their arrival in the shallower part of the Pertuis Breton nursery, YOY
exhibited high growth rates between May and June followed by a decline, and a lower K than
indicated by recent reports comparing sole condition in different nurseries (Gilliers et al.,
2004). However, this morphological index is known to have low sensitivity and biochemical
indices have been recommended to accurately assess condition and growth potential of wild
fish juveniles (Weber et al., 2003). Although TAG / ST ratio has been widely used as a
nutritional index for early life stages of sole larvae (Gagisl., 1990; Amarat al., 2000;

Amara & Galois, 2004), the temporal dynamics of this index in YOY had been little
documented.

Metamorphosis has been shown to be critical in terms of effects on growth and
condition for a number of flatfishes (Yamashita et al., 2001; Hossain et al., 2003). This is not
the case for the common sole however, as metamorphosing sole larvae did not show a halt in
growth and were judged to be in good condition as their TAG / ST ratios ranged between 1-
2.5 (Amaraet al., 2000; Amara & Galois, 2004). In contrast, our data showed extremely low
TAG / ST ratios from May to July, which means that TAG reserves had almost been
exhausted during YOY adaptation to the bottom-dwelling habitat. In fact, adaptation to the
benthic life style can involve learning, which has been shown for sole (Lagardére et al.,
1999). This adaptation period may even lead to starvation, as demonstrated by the empty
stomachs found in Japanese flounBaralichthys olivaceugTanaka et al., 1996). Settlement
in nursery grounds is therefore a crucial transition for sole in terms of their energetic status. A
dramatic change in TL was observed in May when it fell from 12 to 6% of dry body mass.
However, initial content conformed with previous reports on post-metamorphic Japanese
flounder (Hossain et al., 2003) and sole (Galois, unpubl. data). The plateau stabilized around
6%, which is similar to contents measured in autumn for YOY sole in several different
nursery grounds on the French Atlantic and Channel coasts (Galois, unpubl. data). As all lipid
classes decreased at the same rate relative to dry mass between May and June, the observed
decrease in TL indicates changes in the proximate composition instead of a use of these
reserves at this point.

Fish generally ingest more food during this period of fast growth early in the first year,
with extra energy being allocated to storage as lipid reserves. Despite a TAG / ST index at the
level of starvation in larvae (Galois et al., 1990), our YOY had full digestive tracts and did not

stop growing until autumn. Additionally, condition factor K, TL, and TAG / ST were not
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significantly related, whereas a positive correlation would be expected when lipid reserves are
used as the main supply of energy (Lemly & Esch, 1984; Fraser, 1989; Pangle & Sutton,
2005). Lipid storage is not the only way for fish to store energy: a dramatic increase in
glycogen content was observed during compensatory growth in young Rodtls rutilus
(Mendez & Wieser, 1993). Hence, although energy allocation in YOY sole remains poorly
understood, our findings could indicate suboptimal feeding conditions and/or a preferential
use of glycogen as an energetic reserve offering more rapid storage and mobilization early
during the first summer, when growth appears to have priority.

TAG / ST peaked in September, when the highest variability also appeared (0.57 + 0.31). This
indicates that at least some of the YOY stored energy supplies in the form of TAG during late
summer. Although these levels were higher than in August they were below those found in
other nursery grounds in the French Atlantic and Channel coastal areas but corresponded to
values already measured in autumn 2003 in the Pertuis Breton nursery area (Galois, unpubl.
data). Lipid storage is generally observed prior to winter and allows fish to survive periods of
starvation, which are more frequent in winter. The steep decrease in TAG / ST in November
could indicate a period of starvation between September and November. It could also mean
that fish with higher TAG / ST ratios could have moved to deeper waters, which is the
generally observed migration pattern (Dorel et al., 1991; van der Veer et al., 2001).

Parasites are known to be major stressors for aquatic organisms (Lemly, 1997).
Metacercariae feed directly on host tissue to develop and induce host immune responses
(Jones, 2001). Thus parasitism involves an energetic cost due to both parasite nutrition and
host reaction. Studies on cases of heavy infection have demonstrated negative effects of
metacercariae on fish host growth and stored lipid supplies, which impact over-winter
survival (Lemly & Esch, 1984; Coleman & Travis, 1998; Johnson & Dick, 2001; Collyer &
Stockwell, 2004). In contrast, other studies reported a lack of effects of metacercariae on fish
condition and survival (Ballabeni, 1994; Ondrackova et al., 2004). In the present study, we
only detected a negative relationship betwdgnosorhynchusspp. abundance and the
condition factor K in November, which differs from previously published results (Laffargue
et al., 2004). However, we did not find any relationship between parasite abundance and the
other more sensitive biochemical condition indices (TL and TAG/ST). From settlement to
early fall, YOY sole were increasingly infected by both parasRessorhynchusspp. and
Timoniella spp. and although they had a poor nutritional status, they appeared to have had the

capacity to compensate for such an infection. In November when temperature lowered, the
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decreased condition linked to parasitism may corroborate the ‘winter stress syndrome’
(Lemly, 1997).

In conclusion, this study clearly demonstrates that (1) settlement in the nursery is a
critical transition period for sole in terms of nutritional status, and (2) YOY infection results
from local accumulation of digenean metacercariae. In this shellfish-dominated bay, the
presence of the first intermediate hosts in the same habitat favours YOY sole infection by
Timoniella spp. andProsorhynchusspp. metacercariae. However, we did not detect any
negative effects of these parasites until November. We described seasonal changes in energy
storage from summer to winter. During the first summer of growth, we assume that YOY
preferentially use glycogen to allocate energy between growth and storage, only resuming
their use of lipid reserves in late summer. In autumn, YOY sole that remained in this shallow
part of the nursery exhibit poor nutritional status, heavy infection levels and an effect of
parasites on their condition which may decrease their over-winter survival. This area of the

Pertuis Breton thus appears to be of very low quality for sole.

Acknowledgments

We are very grateful to J. Grizon, G. Pinaudeau and M. Paillet for their valuable help with
field sampling and laboratory analyses. A PhD grant to E.D.H. Durieux was funded by
IFREMER and the Conseil Régional de Poitou-Charentes. Financial support for the research
project was provided by the Contrat Plan Etat Région Poitou-Charentes and by IFREMER
Défi Golfe de Gascogne. We would like to thank H. Boudry for English improvement of the
manuscript.

67



IV. Temporal changes in lipid condition and metacercariae infection of sole

68



V. Variabilité spatiotemporelle du syteme GO de sole — métacercaires de Digéenes

Chapitre V. Variabilité spatiotemporelle du systeme

hote - parasite, GO de sole — meétacercaires de
Digenes, dans les pertuis Charentais : utilisation des
parasites comme marqueurs biologiques de

I'utilisation de I'habitat par I'hGte.

Résumé :

Des juvéniles GO de sole (n = 1732) ont été capturés en avril, mai, juin, aolt et octobre 2005
sur 9 stations des pertuis Charentais a l'aide d’un chalut a perche standard, ce qui a permis
le calcul de leurs densités. Des individus sous-échantillonnés (n = 498) ont été disséqués
afin d’identifier et compter les métacercaires de Digenes. Les individus se concentrent dans
les zones peu profondes (0 — 5 m) de I'habitat des pertuis Charentais a partir de mai avec
une variabilité spatiotemporelle des densités (entre 0,3 et 189 individus 1000 m™ suivant les
stations échantillonnées). Les individus sont infestés par des métacercaires de Digénes
[Prosorhynchus crucibulum, Prosorhynchus sp. A (Bucéphalidés), Timoniella spp.
(Acanthostomidés) et Podocotyle sp. (Opécoelidés)]. L'infestation présente une tres forte
variabilité spatiotemporelle qui apparait fortement liée a la présence locale des premiers
hétes intermédiaires (moule cultivée, hydrobies et littorines). Les métacercaires de Digéenes
peuvent ainsi étre utilisées comme marqueurs biologiques et permettent d’inférer sur les
mouvements des juvéniles GO de sole a petite échelle. Les analyses factorielles
discriminantes réalisées présentent des taux élevés de reclassements corrects des individus
dans les stations (de 74 % a 84 % en moyenne) de juin a octobre, ce qui montre la forte
sédentarité des individus dans les différentes sous-parties de [I'habitat des pertuis
Charentais. En octobre, 'augmentation de la densité sur les stations plus profondes (5 —
10m) et la forte variabilité de linfestation sur ces stations refletent vraisemblablement
l'initiation de la migration pré-hivernale. La station de la baie de I'Aiguillon présente les plus
fortes densités d'aolt a octobre et les performances de croissance (suivi de la longueur
standard) les plus élevées par rapport aux autres stations. Il existe ainsi une variabilité
spatiale de la qualité de I'habitat a petite échelle dans les pertuis Charentais, qui pourrait étre
reliée a la disponibilité en nourriture.

Mots clés : Pleuronectiformes — infestation — utilisation de I’hnabitat — nourricerie
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1. Introduction

La compréhension des facteurs qui gouvernent les variations spatiotemporelles de la
distribution et des performances des organismes au sein de leur habitat est une des questions
clés en écologie. Les zones peu profondes cétieres que sont les baies et les estuaires, sont des
habitats essentiels pour les juvéniles de nombreuses especes de Téléostéens d'intérét
economique majeur, comme les Pleuronectiformes (Gibson, 1994; Beck et al., 2001). Pour
une espéece donnée, la quantité mais aussi la qualité des habitats essentiels conditionnent
fortement le recrutement dans la population adulte (Gibson, 1994; Beck et al.,, 2001). La
qualité de I'habitat des juvéniles est considérée comme élevée quand la survie, la croissance et
in fine le potentiel reproducteurn.€. fithess) sont optimisés (Gibson, 1994) ; ces zones
particulieres de I'habitat juvénile sont appelées nourriceries (Beck et al., 2001). Les zones
humides, dont font partie les baies et les estuaires, abritent des communautés particulierement
abondantes et diversifiées de parasites qui jouent un role essentiel dans le fonctionnement de
ces écosystemes (Thomas et al., 1997; Lafferty et al., 2006). Dans les systemes hote -
parasite, chaque organisme a sa propre dynamique a travers son cycle de vie. L'intégration
des facteurs qui caractérisent I'habitat se fait a la fois au niveau de I'h6te ciblé et au niveau du
parasite a travers, pour celui-ci, d'un cycle de vie souvent complexe et modulé par les
interactions hote — parasite (Combes, 2001). C’est pourquoi, la composante spatiotemporelle
est de plus en plus prise en compte en épidémiologie afin de mieux prédire le rble des
parasites dans le fonctionnement des écosystemes (Holt & Boulinier, 2005). L’hétérogénéité
spatiotemporelle de linfestation des hétes en milieu aquatique a petite échelle a en effet
souvent été observée et elle est liee en grande partie a la répartition des difféerents hotes
successifs (Marcoglieset al., 2001; Poulin & Rate, 2001; Smith, 2001; Latham & Poulin,
2003; Fredensborgt al., 2006; Thieltges & Karsten, 2007). Cependant, encore peu d’études
se sont réellement intéressées a cette variabilité de linfestation a petite échelle chez les

Téléostéens marins, en particulier chez les Pleuronectiformes.

L’évaluation a petite échelle de la qualité de I'habitat des juvéniles des
Pleuronectiformes, et notamment des GO, a été abordée avec différentes méthodes a travers de
nombreuses études (Beck et al., 2001). Certaines études ont tout d’abord décrit la distribution

spatiotemporelle, l'abondance et la structure en taille directement a partir dun
échantillonnage (e.g. Pildt al., 2000; Hjorleifsson & Palsson, 2001). D’'autres études ont
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utilisé des indices de croissance (corrélés a la croissance somatique), comme la croissance
journaliére des otolithes ou le rapport ARN / ADN (Malloy et al., 1996; Yamashita et al.,
2003). Un grand nombre d’auteurs ont utilisé des expériences de croissance en cages (Able et
al., 1999; Phelan et al., 2000; Necaise et al., 2005). Stunz et al. (2002) ont couplé I'estimation
de la croissance des otolithes en milieu naturel a la croissance obtenue en cages. Enfin, la
croissance réalisée en milieu naturel peut étre comparée aux croissances potentielles obtenues
en laboratoire (Hurst & Abookire, 2006). Cependant, aucune de ces études n’a réellement
estimé la croissance des individus dans leur habitat naturel en prenant en compte les
mouvements des individus au sein de cet habitat et donc la réelle utilisation qu’ils en font.
L'utilisation de marques artificielles ou naturelles se révele particulierement importante pour
étudier les mouvements des individus et la connectivité des habitats (Gillanders et al., 2003).
Quelques auteurs ont utilisé des marquages artificiels, par identification des individus avec
des marques individuelles, cependant cette technique se révele particulierement lourde et
onéreuse et n'a été employée que peu de fois. En ce qui concerne les marques natgrelles (
parasites, empreintes microchimiques des otolithes, isotopes stables), elles se révelent
particulierement adaptées pour les études a échelle spatiale relativement grande, mais ont peu

été employées a petite échelle.

Parmi ces marques naturelles, les parasites ont été utilisés afin d’inférer sur les
mouvements de leur Téléostéen hdte en milieu marin (MacKenzie & Abaunza, 1998;
MacKenzie, 2002; 2005). L'utilisation des parasites comme marqueurs biologiques repose sur
la variabilité spatiale de l'infestation des hotes (MacKenzie, 2005). Les parasites permettent
notamment de discriminer des stocks écologiquement distincts bien que n’exhibant pas
forcément de difféerence au niveau genétique (MacKenzie, 2002). Ainsi, de plus en plus
d’études ont recours aux parasites dans I'objectif de discriminer des stocks, c’est dire a une
grande échelle spatiale (de l'ordre de plusieurs dizaines a centaines de kilométres entre
stations consécutives) (Oliva, 2001; Blaylock et al., 2003; Timi, 2003; Marques et al., 2005;
McClelland et al., 2005; Marques et al., 2006b). Quelques études ont utilisés les parasites
pour étudier la connectivité entre habitats chez des espéces de Téléostéens marins (Olson &
Pratt, 1973; Sujatha & Madhavi, 1990) mais, a notre connaissance, aucune étude n’'a jamais
utilisé les parasites comme marqueurs biologiques de mouvements de Pleuronectiformes a

petite échelle au sein d’'un habitat de juvéniles.
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Dans cette étude nous avons ainsi choisi d’analyser la variation spatiotemporelle du
systeme Téléostéen — parasite, juvéniles GO de Soleq solea) — métacercaires de Digénes,
au sein d’'un méme habitat délimité pour les juvéniles a savoir les pertuis Charentais. En effet,
au cours de leur premiere année de vie dans les habitats coétiers, les juvéniles de
Pleuronectiformes accumulent des métacercaires de Digénes (Laffargue et al., 2004; Durieux
et al., 2007b). Les parasites Digenes utilisent en effet les juvéniles GO comme deuxieme hote
intermédiaire. Produites et émises a partir d’'un mollusque (premier héte intermédiaire), les
larves cercaires vont infester activement les juvéniles GO (deuxiemes hotes intermédiaires) en
pénétrant a travers la peau et s’enkystent sous forme de métacercaires. Le passage aux hétes
définitifs qui sont des Téléostéens piscivores se fait par voie trophique.

Quelgues études ont porté sur I'évolution temporelle de la répartition des juvéniles GO
de sole et leur croissance globale dans les nourriceries (Rogers, 1992; Jager et al., 1993;
Rogers, 1993; Rogers, 1994; van der Veer et al., 2001). Une seule étude a abordé les
mouvements des juvéniles GO de sole en estuaire par capture - marquage - recapture (Coggan
& Dando, 1988). Un certain nombre d’études sur les habitats de juvéniles de sole ont éte
réalisées a méso-échelle, c’est a dire en considérant les différents habitats des juvéniles de
sole, baies et estuaires, d'un méme stock a la fois, en terme de convenance et de quantité (Le
Pape et al., 2003b) et de qualité de I'habitat en utilisant la taille comme indicateur de
performance de croissance (Le Pape et al., 2003c). Par ailleurs, d’autres études ont focalisé
sur la qualité de I'habitat a méso-échelle en utilisant plusieurs indicateurs (indices de
croissance, densité, pollution, indices de condition) (Gilliers et al., 2004; Gilliers et al., 2006a;
Gilliers et al., 2006b). Gilliers et al (2006b) ont notamment évoqué la difficulté d’évaluer la
qualité de I'habitat a cette méso-échelle et ont mis en avant la nécessité de se placer a une plus
petite échelle. Le Pape et al. (2003a) ont montré qu’au sein d’'un méme habitat estuarien,
I'apport en eau douce du fleuve était un facteur important qui conditionnait la surface
d’habitat disponible. Désormais, la compréhension du fonctionnement des nourriceries de sole
a petite échelle reste a développer (Le Pape, 2005). Ainsi, I'étude de la dynamique
spatiotemporelle de la distribution des juvéniles au sein de I'habitat est particulierement
importante en terme de gestion environnementale et de conservation (Beck et al., 2001; Rice,
2005).

Les pertuis Charentais constituent une nourricerie majeure pour les juvéniles GO de

sole du golfe de Gascogne (Le Pape et al., 2003b). Notre étude se propose donc de mettre en
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évidence la variabilité spatiotemporelle intra-nourricerie du systéme juvéniles GO de sole —
métacercaires de Digénes, avec pour objectifs : (i) d’étudier I'évolution de la répartition
spatiale des juvéniles GO de sole au cours de la phase de croissance (mai a octobre) ; (ii)
d’analyser la dynamique spatiotemporelle d’infestation des métacercaires chez les juvéniles
GO en fonction de la distribution spatiale des populations de premiers hétes intermédiaires ;
(iii) de tester Il'utilisation des métacercaires de digenes comme marqueurs biologiques de
I'utilisation de I'habitat par les juvéniles GO de sole ; (iv) de mesurer les performances de
croissance des juvéniles afin d’évaluer a petite échelle la qualité de I'habitat pour les juvéniles

GO de sole dans les pertuis Charentais.

2. Matériel et méthodes

2.1. Echantillonnage

Les juvéniles GO de sole ont été échantillonnés en avril (21-28), mai (23-24), juin (27-
28), aolt (9-10) et octobre (4-5) 2005 a l'aide d’'un chalut a perche de 2 m de large et 40 cm
de hauteur, monté avec une maille de 5 mm dans la partie terminale, et tiré pendant 20
minutes a 2,5 nceuds. Ce chalut est le matériel standard utilisé pour les évaluations
d’abondance des juvéniles de Pleuronectiformes dans les nourriceries (Kuipers et al., 1992).
L’échantillonnage a été mené dans les pertuis Charentais sur 7 stations localisées dans la zone
de0a5m (PB1,PB2,PB3, PB4, PA1, PA2etPA 3) et 2 stations localisées dans la zone
de 5 a 10 m (PB5 et PA4) (Figure 1). Un a deux traits de chalut ont été réalisé (s) par station
afin d’obtenir si possible un échantillon de 20 individus par station pour les analyses de

parasites. Cependant, sur certaines stations a certaines dates, la densité des individus ne
permettait pas d’obtenir un tel effectif.

2.2. Mesures effectuées

Toutes les soles capturées ont été comptées et, étant donné le grand nombre de
juvéniles GO de sole capturés sur certaines stations, un sous-échantillon d’'un maximum de
120 individus a été mesuré pour la longueur standagdel mm) [directement aprés la
péche]. Parmi ceux-ci, 30 individus au maximum ont été pesés (Mw en g), dont 20 au

maximum ont été stockés individuellement a -20°C pour l'analyse ultérieure des parasites.
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Cela représente un total de 498 individus disséqués afin d’identifier et de compter les
métacercaires de Digénes (Tableau 1).

La distribution des principaux premiers hotes intermédiaires des Digenes (déja
identifiés chez les juvéniles GO de sole) a été obtenue pour la zone d'étude (Figure 1) : les
concessions en activité de culture de moules (premier héte intermédidrestehynchus
crucibulum (IFREMER, LERPC) ; et les populations naturelles d’hydrobies (premier hote
intermédiaire deTimoniella spp.) (Sauriau et al., 1989; Degré, 2006; Bocher et al., 2007,

Sauriau, comm. pers.).

\ ,
\ A

Pertuis Breton FPB! %

I Zone mytilicole
Hydrobies

[ 1Zone intertidale
[ ITerre

Figure 1. Localisation des stations d’échantillonnage des juvéniles GO deSstde, solea, dans la

zone des pertuis Charentais ; répartition des zones mytilicoles exploitées (IFREMER, LERPC) et des
populations naturelles d’hydrobies signalées par différents auteurs (Sauriau et al., 1989; Degré, 2006;
Bocher et al., 2007, Sauriau, comm. pers.).
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2.3. Analyse des données

La densité des juvéniles GO de sole (D en nb d’individus 1080areté calculée
comme D = N * 1000 / S, avec N = nombre dindividus capturés et S = surface

d’échantillonnage (m?).

Les indices épidémiologiques prévalence (P% : pourcentage de d’individus infestés),
abondance moyenne (Ab: nombre moyen de parasites par Téléostéens) et intensite (I:
nombre moyen de parasites par individu infesté) ont été calculés d’aprestBalsli1997)
sur I'ensemble des individus disséqués. Les abondances de parasites de chaque taxon ont été
comparees entre stations pour une méme date d’échantillonnage par le test non paramétrique
de Kruskal Wallis (KW) et entre dates d’échantillonnage consécutives pour chaque station par

le test non paramétrique de Mann Whitney (MW).

L’assemblage des parasites des juvéniles GO de sole des 7 stations cotiéres a été étudie
par analyse factorielle discriminante (AFD) pour chaque mois d’échantillonnage en
distinguant les deux pertuis. Les abondances de parasites ont été préalablement log (n + 1)
transformées afin de rapprocher les valeurs de la normalité. Etant donné, les trop faibles
effectifs obtenus sur les stations PB5 et PA4, ces individus n'ont pas été intégrés dans les

AFDs des mois de mai, juin et ao(t.

L'indice de condition de Fulton a été calculé comme K 5 (#M100) / Ls3, avec My
en g et Is en cm. Les valeurs sont données comme moyenne + SD (écart type) pour les tailles
(Ls) et pour I'indice de Fulton (K). Les valeurs, IK et My, ont été comparées entre stations
pour une méme date (mois) d’échantillonnage par ANOVA a un facteur. La relation entre
I'abondance de parasites (pour chacun des taxons et I'ensemble des taxons) a été analysée par
corrélation non paramétrique en ordre de rang de Spearman (SC).

Tableau 1. Effectifs des individus de juvéniles GO de sddmlea solea, sous échantillonnés pour
analyse des métacercaires de Digenes, prélevés sur 9 stations des pertuis Charentais en avril, mai, juin,
ao(t et octobre 2005.

Date PB 1 PB 2 PB 3 PB 4 PA1 PA 2 PA 3 PB 5 PA 4

avril 16 11

mai 20 5 11 20 20 20 20 1 2
juin 11 4 20 20 20 20 20 6
ao( 1¢ 5 20 20 2 13 20

oct 14 6 20 8 20 20 20 13 11
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3. Résultats

3.1. Distribution spatiotemporelle de I'abondance des GO de sole dans les pertuis

Charentais
189
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Figure 2. Densité (nombre d’individus 1000 )we juvéniles GO de sole prélevés sur 9 stations des
pertuis Charentais en avril, mai, juin, aoQt et octobre 2005.

Un total de 1732 juvéniles GO de sole a été capturé. Les densités présentent
d’'importantes différences entre stations et en fonction du temps. En avril, des juvéniles GO de
sole sont uniquement présents sur les stations PB 4 et PA 2 a une densité de 6,2 et 4,0
ind 1000 n¥, respectivement. En mai, des juvéniles GO sont présents sur toutes les stations
avec des densités inférieures pour les stations situées entre 5 et 10 m (PB 5 et PA 4), avec 0,3
et 0,7 ind 1000 A, respectivement, par rapport a celles qui sont les moins profondes (0 et 5
m:PB 1, PB2, PB3,PB4,PAL1l, PA2etPA 3). Dans le pertuis Breton, PB4 est la zone qui
présente de loin la plus forte densité avec 188,9 ind 1008anrapport aux autres (PB 1, PB
2 et PB 3) qui ont 14,5, 1,9 et 2,2 ind 1008, mespectivement ; dans le pertuis d’Antioche,

PA 1 et PA 2, avec 69,6 et 61,0 ind 1000 nespectivement, ont des densités nettement
supérieures a PA 3 avec 6,8 ind 1008. e juin & octobre, les densités sur PB 1 et PB 2
restent faibles passant de 2 a 4,5 et 1,7 et 2,2 ind 100Gespectivement ; sur PB 3 la
densité est forte passant de 62,0 & 105,6 ind 109Gun PB 4 elles diminuent fortement de

76,8 a seulement 1,4 en octobre. Sur PA 1 et PA 2 les densités passent de 12, 9 a 6,7
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ind 1000 nf et de 10,2 & 20, 3 ind 1000°we juin & octobre, avec des minima au mois d’ao(it
avec des densités de 0,6 et 1,6 ind 1000espectivement. Sur PA 3, les densités passent de
19, 9 & 10,6 ind 1000 fde juin & octobre. Sur PB 5 et PA 4 les densités sont nulles en juin et
aolt (PB 5 juin et ao(t, PA 4 ao(t) ou faible (PA 4 juin), alors qu’elles sont égales en octobre
a 7 et 4, 3 ind 1000 1) respectivement.

3.2. Variabilité spatiotemporelle de I'infestation

L’infestation des juvéniles GO disséqués (n = 498) varie nettement, tant au niveau
spatial que temporel. En auvril, les individus capturés sur PB 4 et PA 2 ne présentaient aucun
parasite (Tableau 2). En mai, les abondances sont significativement différentes entre stations
pour Prosorhynchusp. A (KW, H =12,83, p = 0,046) efimoniella spp. (KW, H = 38,73, p
< 0,001) (Figure 3).Prosorhynchus crucibulurmest présent uniquement sur PB 1 et
Prosorhynchusp. A sur PB 2 et PB 4, avec des niveaux d’infestation (prévalence, abondance
moyenne et intensité) trés faibles. En revandhmoniella spp. est présent sur toutes les
stations sauf les plus éloignées de la cote (PB 5 et PA 4). On remarque que, de mai a octobre,
les abondances demoniella spp. sont nettement plus élevées sur PB 3 (Tableau 1) (KS, p <
0,05 pour tous les tests). En juin, aolt et octobre, les abondancBEsosterhynchus
crucibulumet Prosorhynchusp. A sont significativement différentes entre stations (KW, p <
0,001 pour tous les tests). En juin, aolt et octobre, les abondan&scdecibulumsont
nettement plus élevées sur les stations situées dans les zones mytilicoles sur bouchots (PB 1 et
PB 2 dans le pertuis Breton et PA 2 et PA 3 dans le pertuis d’Antioche). En octobre, en
comparant ces 4 stations ensemble, on remarque que les abondances moyePnes de
crucibulumsont plus élevées sur PB 1 et PB 2 que sur PA 2 et PA 3. Les abondances de
Prosorhynchusp. A sont nettement plus élevées sur PB 4, PA 1, PA 2 et PA 4. En octobre,
I'abondance ddimoniella spp. est élevée sur PB 5, avec cependant une tres forte variabilité
interindividuelle. Podocotylesp. n’est présent qu’'en aolt et octobre avec des différences
significatives entre stations (KW, p < 0,05 pour tous les tests). En octobre, les individus de
PB 5 présentent 'abondance moyenne maximal®aliocotylesp. avec la encore une tres
forte variabilité interindividuelle (56,38 + 53,77) et une prévalence relativement faible (30%).
Quant aux individus de PA 1, ils ont la prévalence maximale Podocotylesp. (90 %) et
une abondance moyenne nettement plus élevée (5,8 + 1,97) que les autres stations (a
I'exception de PB 5).
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Pour les individus capturés en mai et juin dans les stations les plus a la cote, on
observe une augmentation significative entre mai et juin de I'abondaneosierhynchus
crucibulumet Prosorhynchusp. A sur PB 1, PB 4 et PA 1, PA 2 et PA 3, elTdeoniella
spp. sur PB 1, PA 4 et PA 2 et PA 3 (MW, p < 0,05 pour tous les test). De la méme maniére,
entre juin et aolt, on note une augmentation significative de I'infestatiodPrpsorhynchus
crucibulumsur PB 1 et PB 3 et PA 3, de celleRl®@sorhynchusp. A sur PB 1 et PB 4 et PA
1, PA 2 et PA 3, d&imoniella spp. PB 3 et PA 3, et enfin de Podocagplesur PA 1 (MW, p
< 0,05 pour tous les tests). Finalement, entre aolt et octobre, 'abondance augmente de
maniere significative pouProsorhynchussp. A sur PB 4 et on note une augmentation
uniquement pourTimoniella spp. sur PA 2 &odocotylesp. sur PB 4 (MW, p < 0,05 pour

tous les tests).
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Tableau 2. Paramétres épidémiologiques : Prévalence (%), abondance moyenne (+ SE) et intensité
moyenne (min — max) des 4 taxons de métacercaires de Digénes présents dans les juvéniles GO de sole
prélevés sur 9 stations des pertuis Charentais en avril, mai, juin, aoQt et octobre 2005.

Parasites Date PB 1 PB 2 PB 3 PB 4 PB5 PA 1 PA 2 PA3 PA 4
avril - -
Prosorhynchusna 5, - - - - - - - -
. juin 81, 100,( 15, 45, 20,C 100,( 80,C 33,2
crucibulum o4 100,¢ 100,¢ 65, 60, 100,¢ 84,¢ 95,
ocl 100,( 100,( 65, 62,5 100, 75, 100, 95,C 9,1
avril - -
~ Prosorhynchusna - 20,C - 10, - - - - -
S juin 90,¢ 50,C - 75,C 20,C 90,C 45, 83,%
@ sp. A aoll 42,1 40,C 5, 95, 100, 100, 100,
= oct 14,2 16,7 10,C 100,¢ 18, 100,( 100,( 90,C 100,(
© Timoniella a7 - -
3 ma 35, 80,C 100,( 20,C - 35, 65, 55,0 -
& spp. juin 72, 100, 100,( 50,C 35, 30,C 100,( 66,7
aol 63, 80,C 100,( 50,C 50,C 53, 100,(
oct 50,C 100,( 100,( 75,0 100,( 90,C 100,( 95, 63,6
avril - -
Podocotyle  ma - - - - - - - - -
juin - - - - - - - -
Sp. aod 5,3 - - - 50, 7,7 10,
ocl - 33,2 - 25, 30, 90,C 25, 25, 36,2
avril - -
Prosorhynchusma  0,120,0° - - ; ; ) ) ) .
. jun  818+15  3,5£2,2 0,2+0,1: 1,6 £0,6! 0,703 545067 8+1,9: 0,33 £ 0,1
w crucibulum 550 3405+57 246+73  255+0,7 2,210,7: 2+C 14,85+4,2  2565+50
%) ol  455%7,3 3667+68 24507 36321 10+2,0¢ 555+1,3  185+23 1815%4,0 8428
+ avril - -
2@ Prosorhynchusna - 0,4+03 - 01£0,0 - - - - -
S jun  345%10 125%0,8 - 2,95+ 0,6 02+0,00  4,9%08 1,2+0,4 541,7¢
2 sp. A ao( 3+2,2 0,6 0,31 2,1£2,0! 12,4 +2,1 13+56( 57,23+13, 5615
< ool 021+0,1! 367+53%  1,1+10. 122,63+423 84,3 2345+50 446%65  7,25+39 38,45+80
g Timoniella & , - ) -
e ma 1,9+1,1 6,2+4,6 17,82+39 0,603l ; 0,6 £0,: 1,75£0,3  2,4%0,6¢ -
8 spp. jun  2,73+07 1525+30 5875:4¢ 5323 235+1,00 065+02 21,25+25 10+ 4,6
S aoll  16+56:  82+32 301,8+386 21+06 125+88 254+13  143+33
ko) oct 14079, 13,33%41 21755%47,9 7,88:4,8 15046745 925 231£7,20 331+114: 13£44
< avril - -
Podocotyle  ma - - - - - - - - -
juin - - - - - - - -
Sp. aol  0,11%0, - - - 7+4,9 0,08+0,0  0,05%0,0
oct - 0,5+0,3: - 025+0,1! 5638+537 58%19 10506 145%10  045%0,
avril - -
Prosorhynchusna 2(1-1) - - - - - - - -
. . jun  10(1-18) 35(3-11) 1,33(1-2) 3,56 (1- 11) 35(2-6) 545(1-14) 10 (1- 28 1(1-1)
3 crucibulum 550 3405(5-88) 24€(1-47) 392(1-13 3,67 (1- 13) 2(2-2) 1755(3 57, 27 (1-80
e ocl 455 (3-108 36,67 (16-69) 3,77 (1-14) 58 (1- 19) 10 (2-26)  7,4(1-18, 18,5(2-49) 19,11 (1-80) 88 (1- 28
' avril - -
£ Prosorhynchusna - 2(2-2) - 1(-1) - - - - -
£ jun  38(1-13) 25(1-4) - 3,93 (1- 10) 1(1-1)  544(1-14) 2,67(1-8) 6 (1-12)
@ sp. A aoll  7,13(1-44  1,5(1-2) 42 (42-42) 13,05 (1- 33) 13 (5-21) 57,23 (2181 5,6 (1- 25)
= ocl 15(1-2) 22(22-22)  11(1-21) 122,63 (- 400, 42,67 (1&-50, 23,45 (2-97) 44,6 (2-114 8,06 (1-84) 38,45 (2- 94)
Z Timoniella & ‘ ‘ ‘ - ) ‘
2 ma  543(1-24) 775(1-27) 1782(1-46)  3(1-7) - 171(1-3) 269(1-4) 436 (112 -
@ Spp. juin  3,75(1-8) 1525 (623, 58,75(1%-93) 10,6 (1-36) 6,71(1-20) 217 (1-4) 21,25(1-44) 15 (2-32)
= aoll 25,33 (1- 73) 10,25 (2-20) 301,8 (61- 666 4,2 (1-9) 25(25-25) 4,71 (1-17) 14,3 (1- 65)
S ocl 28,14 (1- 146, 13,33 (2-29) 217,55 (7-845 10,5 (1- 43) 150,46 (7-984° 10 (1-46) 23,1 (2- 123 34,84 (2- 213 20,43 (2- 39)
c avril - -
= Podocotyle  ma - - - - - - - - -
juin - - - - - - - -
Sp. aod 2(2-2) - - - 14 (14- 14) 1(1-1) 0,5(1-1)
oct - 1,5 (1-2) - 1(1-1) 18325(1-728 644(1-37) 42(1-14) 58(1-21 1,25(1-2)
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Figure 3. Abondance moyenne (+ SD) des 4 taxons de métacercaires de Digénes de juvéniles GO de
sole, prélevés sur 9 stations des pertuis Charentais en avril, mai, juin, ao(t et octobre 2005.
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3.3. Utilisation des parasites comme marqueurs biologiques

Les 8 AFDs montrent que, selon la date d’échantillonnage et le pertuis d’origine, les
taxons de métacercaires de Digénes permettent de discriminer les individus de juvéniles GO
Solea solea des différentes stations, car les barycentres des groupes formés présentent une
différence significative (Tableau 3 ; Figure 4 ; Figure 5). En mai, les taux de reclassement
corrects sont relativement faibles : 55% sur le pertuis Breton avec cependant les individus de
la station PB 3 et PB 4 généralement correctement reclassés ; 39 % sur le pertuis d’Antioche,
aucune station ne présentant un taux de reclassement assez élevé pour étre pris en compte
(Figure 4 [1A-B]). En juin, les taux de reclassement corrects sont nettement plus élevés qu’en
mai avec 78 % et 82 % du total des individus bien reclassés pour le pertuis Breton et le
pertuis d’Antioche respectivement (Figure 4 [2A-B]). En aolt, les taux de reclassement
corrects sont maximaux pour chaque pertuis. lls atteignent 84 % sur le pertuis Breton, avec
des taux élevés sur PB 1 et 4 et méme 100% d’exactitude sur PB 3. En revanche, les individus
de PB 2 sont mal-reclassés et ce, essentiellement dans PB 1 étant donné que ces deux stations
présentent exactement les mémes patrons d’infestation et que PB 1 a un effectif beaucoup
plus faible. Les taux sont de 83 % dans le pertuis d’Antioche, avec de bons taux de
reclassement pour PA 2 et 3 et seulement 50 % sur PA 1, ce qui peut étre attribué a I'effectif
réduit a deux individus et donc a sa faible représentativité (Figure 5 [3A-B]). En octobre, les
taux de reclassement corrects diminuent par rapport a aolt mais restent cependant élevés :
74 % pour le pertuis Breton, avec de trés forts taux sur PB 1, PB 3 et PB 4 et seulement de 33
% pour PB 2 pour les raisons invoquées précédemment, et les individus prélevés sur PB 5
sont correctement reclassés a 54 %, avec une majorité d’erreurs de reclassement avec PB 3 ;
76 % pour le pertuis d’Antioche, avec des taux de reclassement corrects élevés sur PAL, PA 2
et PA 3, et les individus prélevés sur PA 4 sont correctement reclassés a 45 % seulement avec

des erreurs de reclassement réparties également entre les autres stations (Figure 5 [4A-B]).

Tableau 3. Résultats du test du lambédade Wilks par date d’échantillonnage et par pertuis (pertuis
Breton : PB ; pertuis d’Antioche : PA)

date pertuis A de Wilks F dii1 -dlli2 p

 PB 0,342 7.47 9-127 < 0,000

23-24mal ) 0,871 2,86 3-58 0,045
o781 PB 0,13 17,32 9-119 < 0,0001
J PA 0,125 21,84 0-146 <0,0001
X PB 0,056 24 85 12-151 <0,0001
9-10ao0lt ) 0,214 8,43 8-58 <0,0001
PB 0,05 17,04 16-163 <0,0001

4-5 octobre | 0.241 10,0¢ 12-17C < 0,000:
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Figure 4. Cercle de corrélation (échelle orthonormée de —1 a 1) des variables explicatives (différents taxa de
métacercaires de Digenes) et projection des individus sur le principal plan factoriel des AFD réalisées sur des
juvéniles GO deSolea soleacapturés en mai (1) et juin (2) sur 8 stations du pertuis Breton (A) et du pertuis
d’Antioche (B). Résultats de reclassement des individus pour chaque AFD.
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Figure 5. Cercle de corrélation (échelle orthonormée de —1 a 1) des variables explicatives (différents taxa de
métacercaires de Digenes) et projection des individus sur le principal plan factoriel des AFD réalisées sur des
juvéniles GO deSolea soleacapturés en aolt (3) et octobre (4) sur respectivement 7 et 9 stations du pertuis
Breton (A) et du pertuis d’Antioche (B). Résultats de reclassement des individus pour chaque AFD.
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3.4. Evolution de la taille et de la condition des GO de sole

Aucune difféerence significative entre stations n’est détectée en avril pgur (L
(ANOVA, dIl 1 — 25, p > 0,05), alors qu’en mai, juin, aolt et octobre des différences
significatives sont détectées (ANOVA mai, dll 8 — 449, F = 22,15, p < 0,001 ; ANOVA juin,

dil 7 — 295, F = 30,92, p < 0,001 ; ANOVA aolt, dll 6 — 218, F = 22,26, p < 0,001 ; ANOVA
octobre, dll 8 — 287, F = 21,96, p < 0,001). En maigst significativement plus faible sur

PB 1 quesurPB?2, 3et4etPAl, 2et3 (test post hoc de Tukey, p < 0,05 pour tous les tests)
et Ls est significativement plus élevée sur PB 4 que sur PA 1 (test post hoc de Tukey, p <
0,05). En juin, k est significativement plus élevée sur PB 2 que sur PA 2 et 4 (test post hoc
de Tukey, p < 0,05 pour tous les testsy gkt significativement plus élevée sur PB 3 et PB 4

que sur PB 1, PA 1, 2, 3 et 4 (test post hoc de Tukey, p < 0,001 pour tous les tests). En aodt,
Ls est significativement plus élevée sur PB 3 que sur toutes les autres stations (test post hoc
de Tukey, p < 0,05 pour tous les tests). Il en est de méme en octobre (test post hoc de Tukey,
p < 0,01 pour tous les tests) gtdst significativement plus faible sur PA 1 que sur PA 2 (test
post hoc de Tukey, p = 0,019).

En ce qui concerne l'indice de condition de Fulton (K), aucune différence significative
n'est détectée entre pertuis au mois d’avril (ANOVA, dIl 1 — 25, p > 0,05), alors qu’en mali,
juin, aolt et octobre des différences significatives apparaissent (ANOVA mai, dll 8 — 144, F =
7,15, p < 0,001 ; ANOVA juin, dll 7 — 163, F = 2,83, p = 0,008 ; ANOVA aodt, dll 6 — 122, F
= 2,56, p = 0,023 ; ANOVA octobre, dll 8 — 157, F = 3,73, p = 0,001). En mai, K est plus
élevé sur PB 1 que sur PB 2, PB 3 et PB 5 et PA 1, PA 2 et PA 3 (test post hoc de Tukey, p <
0,05 pour tous les tests) ; de méme K est plus élevé sur PB 4 que sur PB 5 et PA 3 (test post
hoc de Tukey, p < 0,05). En juin, K est significativement plus faible sur PB 1 que sur PA 1 et
3 (test post hoc de Tukey, p < 0,05 pour tous les tests). En ao(t, K est significativement plus
élevé sur PA 2 que sur PB 3 et PB 4 (test post hoc de Tukey, p < 0,05 pour tous les tests). En
octobre, K est significativement plus élevé sur PB 3 que sur PA1, PA 2, PA 3 et PA 4 (test
post hoc de Tukey, p < 0,05 pour tous les tests).
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Figure 6. Evolution temporelle de la longueur standard moyenne (Ls = SD) (mm) et de I'indice de
condition de Fulton moyen (K + SD) (g.cm-3) des juvéniles GO de sole prélevés sur 9 stations des
pertuis Charentais.

Pour ce qui est des relations entre abondance de parasite et indice de condition de
Fulton K, on note seulement : en mai, une relation négative significative entre 'abondance de
Prosorhynchus crucibuluret K sur PB 1 (SC, n = 20, R = -0,463, p = 0,04) ; en juin, une
relation négative significative entRrosorhynchus crucibulurat K sur PB 4 (SC,n=20,R =
-0,488, p = 0,029) ; une relation négative significative eétosorhynchusp. et K sur PA 1
(SC, n =20, R = -0,473, p = 0,035) et une relation négative significative Rodaeotyle
sp.et K sur PA 2ZSC, n = 20, R =-0,616, p = 0,004).
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4. Discussion

4.1. Distribution spatiotemporelle des GO de sole dans les pertuis Charentais

Dans les pertuis Charentais, les densités des juvéniles GO de sole présentent une
variation spatiotemporelle. Pour 'année 2005, les juvéniles GO de sole sont apparus dans
différents secteurs des pertuis Charentais en avril mais ils colonisent les zones de nourriceries
potentielles pendant le mois de mai. Cela correspond a la période couramment décrite pour le
golfe de Gascogne (Dorel et al., 1991; Marchand, 1991; Amara et al., 2000). Les GO se
concentrent dans les zones peu profondes (< 5 m) a substrat fin (sableux a vaseux) avec une
préférence pour les substrat vaseux (voir figure 5B Chapitre 1), ce qui correspond aux
préférences de substrat et de profondeur connues pour les juvéniles de cette espece (Rogers,
1989; Jager et al., 1993; Le Pape et al., 2003b). On remargque que le pic de densité n’est pas
observé en mai mais qu’il est plus tardif sur les stations situées au niveau des embouchures de
fleuve, a savoir la Sévre Niortaise et la Charente (PB 3 et PA 3: en octobre et juin,
respectivement). Un des facteurs majeurs pouvant contrfler la colonisation des juvéniles GO
de sole dans les estuaires est le gradient de salinité (Marchand & Masson, 1989; Marchand,
1991; Champalbest al, 1994; Amaraet al, 2000). Ainsi, il est envisageable que les apports

en eau douce favorisent la colonisation de zones situées plus en amont que ces stations.

Entre mai et juin, on note une nette diminution de la densité dans les stations les plus
cotieres (a I'exception de PB 3 et PA 3). Chez la fieuronectes platessda phase de
fixation benthique est généralement associée a de fortes mortalités reliees a la densité des
nouveaux colons et a la prédation (Nash & Geffen, 2000;e®il, 2000; Wennhage, 2002).
Cependant, a notre connaissance, ce type de mortalité massive n’a pas été décrit chez la sole
et la baisse des densités qui fait suite a la colonisation est plutdt associée a une dispersion des
individus (Dorel et al., 1991; Amara et al., 2000; van der Veer et al., 2001). Dans le pertuis
Breton, la baie de I'Aiguillon semble correspondre a la population la plus stable, avec de
fortes densités comprises entre 40 et 100 ind 100@derjuin a octobre. Enfin, des variations
interannuelles sont apparues pour la station PB 2, déja suivie en 2004 : les densités y sont
particulierement faibles en 2005, difféerence qui pourrait étre due a la présence en grande
guantité de coquilles de moules recouvrant le substrat (Durieux, données non publiées). Ces

observations évoquent les travaux de Le Pape et al. (2004) démontrant I'effet négatif de
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I'espéce de mollusque invasiverepidula fornicata sur les densités de juvéniles GO de sole
du fait de la réduction de la disponibilité en substrat meuble.

4.2. Variabilité spatiotemporelle de I'infestation

Au cours de leur installation dans les différentes zones échantillonnées des pertuis
Charentais, les juvéniles GO de sole subissent une accumulation de métacercaires de 4 taxons
de DigenesProsorhynchus crucibulupiProsorhynchusp. A, Timoniellaspp. etPodocotyle
sp.. En terme de diversité de taxons, ceci est en accord avec ce qui a été précédemment
rapporté chez les juvéniles GO de sole dans différentes nourriceries du golfe de Gascogne
(Durieux et al., 2007a). En terme de dynamique temporelle de linfestation, les résultats
confirment ce qui avait déja été mis en évidence sur PB 2 en 2004 porucibulumet
Timoniellaspp., avec une stabilisation des niveaux d’infestation & partir d’aolt (Durieux et
al., 2007b). Toutefois, cette méme station a permis de mettre en évidence une variabilité
interannuelle de l'infestation, avec une augmentation des abondances moyennes entre 2004 et
2005. Un suivi sur un plus long terme permettrait de confirmer cette observation. En ce qui
concernePodocotylesp., I'infestation est plus tardive et elle est observée uniquement a partir

d’aolt avec un maximum en octobre.

L’hétérogénéité spatiotemporelle de l'infestation parasitaire des hoétes intermédiaires
au sein de leur habitat a déja été observée dans de nombreux systémes hbte — parasite
(Marcoglieseet al, 2001; Smith, 2001; Latham & Poulin, 2003; Fredenshairgl, 2006;
Thieltges & Karsten, 2007). Cependant peu d'études se sont intéressées aux patrons
d’infestation de Digénes chez les deuxiemes hoétes intermédiaires Téléostéens, en particulier
en milieu marin. Marcogliese et al. (2001) ont montré en milieu fluvial que I'abondance des
métacercaires d®iplosotomumspp. chez les deuxiemes hétes intermédiaires (des GO de
perchesPerca flavescenset des mené$§jotemigonus crysoleucpétait lieée aux populations
de goélands, hotes définitifs de ces parasites. Dans notre cas, les hotes définitifs des Digenes
qui infestent les juvéniles GO de sole sont des Téléostéens piscivaressgntiellement bars
et congres). Bien que I'on n’ait pas étudié la répartition spatiotemporelle des hotes définitifs,
leur présence semble relativement homogene dans les pertuis Charentais. Ceci nous permet de
supposer que I'hétérogénéité spatiale de I'infestation chez les GO de sole est essentiellement

liée a la distribution des premiers hotes intermédiaires.
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Ainsi, pour les taxons dont les premiers hétes intermédiaires sont connus, la variabilité
spatiale de l'infestation apparait liée a la distribution de leur population : a Maxirs sp.,
Hydrobia ulvae et Littorea sp. pourP. crucibulum Timoniella spp. etPodocotylesp.,
respectivement. En effet, 'abondance, la proximité du premier hote intermédiaire et la
capacité de dispersion des cercaires sont considérées comme les facteurs locaux majeurs
gouvernant I'accumulation de métacercaires de Digénes chez les GO de sole (Durieux et al.,
2007a). Au niveau des zones de culture de moules sur bouchots (stations PB 1, PB 2, PA 2 et
PA 3) (Goulletquer & Le Moine, 2002), les soles présentent des niveaux d’infestation élevées
par P. crucibulumalors que les individus capturés hors des zones mytilicoles présentent de
tres faibles niveaux d'infestation. Ces résultats confirment que I'accumulation de
métacercaires dB. crucibulumchez les GO de sole est restreinte aux zones de bouchots, ce
qui, par ailleurs, a été mis en évidence grace a des infestations expérimentsites
(Chapitre 6). De méme, les individus capturés dans ou a proximité de vasieres intertidales
hébergeant de fortes densitésiytirobia ulvae(Sauriau et al., 1989; Haubois et al., 2004;
Degré, 2006; Bocher et al., 2007), présentent des niveaux d’infestation éleVésqaella
spp., en particulier au niveau de la baie de I'Aiguillon, site qui héberge une importante
population d’hydrobies (Degré, 2006). Certains sites (stations PB 4 et PA 1) localisés dans
des zones ou les moules sont absentes sont caractérisés par l'infestation des GO par
Prosorhynchusp. A. Cela semble exclure les moules comme premiers hétes intermédiaires,
on suppose donc qu’un autre bivalve, en I'occurrence sauvage, est supposé jouer ce role.
Enfin, dans les sites proches de substrats durs, les soles présentent des infestations par
Podocotylesp., ce qui reflete la présenceldigorina sp. (Sauriau et al., 1989).

4.3. Utilisation des métacercaires comme margueurs biologiques

Les résultats des analyses factorielles discriminantes montrent que les taux de re-
classification augmentent au cours du temps et sont maximaux en aodt. En mai, les faibles
niveaux d’infestation ou I'absence d’infestation par certains taxons permettent de discriminer
uniquement les individus de la baie de I'Aiguillon (PB 3). En revanche, des I'’échantillonnage
de juin, les individus de stations distantes de seulement quelques kilometres présentent des
assemblages de parasites significativement différents qui permettent un taux de reclassement
correct des individus, généralement élevé, compris en moyenne entre 74 et 84 % par pertuis.
Ces résultats sont comparables a ceux obtenus a de larges échelles spatiales entre stocks de

Téléostéens marins distincts (Blaylock et al., 2003; Moore et al., 2003; McClelland et al.,
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2005). Mais surtout ils sont du méme ordre de grandeur que ceux obtenus sur la méme espéce
sur des individus du méme age en systéme estuarien par marquage — capture — recapture
(Coggan & Dando, 1988). Ces auteurs ont montré sur une période d’environ 50 jours, que 87
% des individus restaient sur la station ou ils avaient été capturés, les autres étant recapturés
sur des stations adjacentes, ce qui semblait démontrer la forte sédentarité des juvéniles GO de
sole en estuaire. Par allleurs, cette forte sédentarité des juvéniles GO de sole avait aussi été
suggérée a travers des mesures de contaminants bioaccumulés par des individus
échantillonnés dans difféerentes sous parties de I'estuaire de la Seine qui présentaient les
mémes variations spatiales des teneurs de contaminants que celles observées dans le milieu
(Loizeau, comm. pers). Ces résultats déja obtenus en milieu naturel en estuaire, d'une part,
confortent [l'utilisation des parasites comme marqueurs naturels afin d’inférer sur les
mouvements des juvéniles GO de sole et, d’autre part, valident les résultats obtenus dans un
systeme de baie. Nos résultats montrent ainsi de maniere générale une forte sédentarisation
des juvéniles GO de sole de juin jusqu’a I'automne dans les zones peu profondes des pertuis
Charentais. En conditions expérimentales de laboratoire, une nette diminution de I'activité
natatoire des juvéniles GO de sole entre juin et juillet avait été observée par vidéo-tracking,
avec des niveaux d’activité restant tres bas jusqu’'a l'automne (Chapitre VIIl). Cette
sédentarité s'observe particulierement bien dans les zones de bouchots et au niveau de la baie
de 'Aiguillon. En revanche, en milieu plus ouvert, potentiellement plus exposé a la houle, la
forte diminution de la densité observée sur la station PB4, et ce malgré une forte colonisation,
pourrait s'expliquer soit par une mortalité différentielle localement (liée a une prédation plus
importante) ; soit parceque les individus ont progressivement quitté la zone pour migrer dans
une autre sous partie de I'habitat ce qui semble I'hypothese la plus envisageable. En octobre,
la nette augmentation de la densité sur les stations plus profondes (PB 5, PA 4) couplée a une
forte variabilité interindividuelle de l'infestation sur ces stations, indiquerait la dispersion et le
mélange des individus vers les zones plus profondes a cette période. La migration
préhivernale des juvéniles de sole vers des zones plus profondes est en général reliée a
'augmentation de taille des individus et a la baisse des températures (Dorel et al., 1991; van
der Veer et al., 2001). Cependant, la sédentarité demeure forte encore a cette période, ce qui

semble indiquer que seulement une partie des individus a initié cette migration.

4.4. Performances de croissance des G0: qualité de I'habitat des pertuis Charentais
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Dans notre étude, on observe une forte variabilité de I'indice de condition de Fulton
chez les juvéniles GO, et aucune tendance nette entre station ne peut étre dégagée. La teneur
en eau des individus ainsi que le taux de réplétion du tube digestif, induisent effectivement
une importante variabilité de cet indice morphométrique relatif a 'embompoint des individus.
Gilliers et al. (2004; 2006a; 2006b) ont notamment montré que cet indice était un indicateur
peu sensible de la qualité de I'habitat des juvéniles GO de sole. La croissance, quant a elle, se
révele un indicateur particulierement pertinent, car beaucoup plus intégrateur des conditions
environnementales rencontrées (Le Pape et al.,, 2003c; Gilliers et al., 2006b). Comme
I'analyse parasitaire montre une sédentarité a petite échelle dans les pertuis Charentais, il est
possible d’en déduire que I'évolution de la taille des individus sur une station reflete
'ensemble des conditions environnementales rencontrées sur cette zone. C’est ce que
démontrent nos résultats, avec une croissance nettement différentielle entre zones de la
nourricerie et ce quasiment a partir de la colonisation. On remarque que Le Pape (2005) avait
mis en évidence une variation de la taille des juvéniles GO de sole dans I'estuaire de la Seine,
variation qu’il attribuait a un gradient de contamination chimique. De maniere générale, cette
variabilité spatiale de croissance au sein de I'habitat juvénile a déja été observée chez
différentes espéces de Pleuronectiformes grace a des expériences en cages (Able et al., 1999;
Phelan et al., 2000; Necaise et al., 2005), au suivi de I'indice ARN/ ADN (corrélé a la
croissance somatique) (Malloy et al., 1996; Yamashita et al., 2003) et a la comparaison entre
croissance potentielle et croissance réalisée (Hurst & Abookire, 2006). Ces auteurs évoquent
différents facteurs (tels que la structure de I'habitat, la température, la concentration en
oxygene, la granulométrie et les abondances de proies) pour expliquer ces variations de

croissance.

L’idée que le parasitisme intervient comme l'un des facteurs pouvant expliquer les
différences de croissance observées n’est pas cohérente avec les résultats de notre étude. En
effet, les individus de PB 3, qui ont les performances de croissance les plus grandes,
présentent aussi de trés forts taux d'infestatiorTpaoniellaspp.. De méme, les individus de
PA 2, ont des performances de croissance similaires a ceux de PA 1, alors qu’ils ont des taux
d’infestation parP. crucibulumbeaucoup plus élevés. Nous avons montré de maniéere
expérimentale (Chapitre VI) que les juvéniles de sole peuvent compenser la perte énergétique
engendrée par les infestationsRiecrucibulumen terme de croissance et de condition. Ainsi,
dans cette étude, méme si le parasitisme peut effectivement étre considéré comme un facteur

de stress additionnel, celui-ci ne peut pas expliquer les différences de croissance et de

90



V. Variabilité spatiotemporelle du syteme GO de sole — métacercaires de Digenes

condition observées. Dans les zones échantillonnées des pertuis Charentais, les conditions
hydrologiques étaient relativement homogénes durant la période de I'étude (Fillon, com pers),
en particulier la température, variable physique la plus forcante pour la croissance de la sole
(Howell, 1997). Le type de substrat est vaseux pour toutes les stations sauf pour les stations
du nord du pertuis Breton (PB 1, 2 et 5) qui présentent un substrat sableux (voir Figure 5,
Chapitre I). Le Pape et al. (2007) ont récemment montré la relation entre la capacité d'accueil
de I'habitat pour les GO de sole et la présence de proies (macrofaune benthique) a I'échelle
des différentes nourriceries du golfe de Gascogne. Ainsi on peut supposer qu’a I'échelle des
pertuis Charentais la variabilité de la disponibilité en nourriture peut engendrer une variabilité
des performances de croissance des juvéniles GO de sole. La baie de I'Aiguillon héberge en
effet un peuplement de macrofaune benthique divers et abondant, qui soutient une production
importante (Degré, 2006), dont se nourrissent les juvéniles de sole leur permettant de
maintenir des performances de croissance supérieures a celles des autres zones du pertuis
Breton. Concernant le pertuis d’Antioche, aucune zone préférentielle ne se distingue sur les
stations échantillonnées, on pourrait cependant envisager la présence d'un habitat plus

favorable plus en amont de I'estuaire de la Charente ou plus au sud de la zone étudiée.

Notre étude montre que les juvéniles GO de sole sont distribués assez largement dans
les zones peu profondes a substrat meuble des pertuis Charentais. Toutefois, la qualité de
I'habitat apparait fortement hétérogéne au niveau spatial. Ainsi, les densités et les
performances de croissance atteintes a l'automne dans la baie de I'Aiguillon montrent
clairement que cette zone peut étre qualifiée de nourrisgioto sensupour les GO de sole
du pertuis Breton. Par rapport a la totalité de la surface de I'habitat utilisée par les juvéniles,
seulement des zones tres limitées dans I'espace présentent une qualité d’habitat élevée et
peuvent étre réellement qualifiee de nourricerie. Cette différence de qualité d’habitat a petite
échelle est d’autant plus marquée du fait de la sédentarité des GO dans les différentes zones de
I'habitat. Cela apparait particulierement vrai au niveau des zones de bouchots puisque les
individus s’y maintiennent, bien que les conditions de croissance soient largement sub-
optimales. Cette sédentarité dans des zones de faible qualité avait notamment déja était
observée chez le flet pierrEareius bicoloratus au Japon (Malloy et al., 1996). La forte
sédentarité des juvéniles GO de sole constitue sGrement un trait adaptatif de cette espéce de
maniere a limiter la dépense énergétique liée a Il'activité natatoire, au méme titre que

I'enfouissement (Howell & Canario, 1987). Bien que cette stratégie métabolique rende les
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juvéniles GO de sole fortement tributaires des conditions environnementales locales de

I'habitat, elle leur permet probablement aussi de limiter 'exposition aux prédateurs.

4.5. Conclusion

Cette étude apporte des informations nouvelles sur I'évolution saisonniére du systéme
hote —parasite, juvéniles GO de sole — métacercaires de Digenes, dans les différents secteurs
des pertuis Charentais. Les juvéniles GO de sole se concentrent dans les zones peu profondes
(0O — 5 m) de l'habitat a partir de mai. Les individus y accumulent localement des
métacercaires de Digenes selon des assemblages qui dépendent fortement de la présence des
premiers hoétes intermédiaires. Les métacercaires de Digenes peuvent ainsi étre utilisées
comme marqueurs biologiques afin d’inférer sur les mouvements des juvéniles GO de sole
dans I'habitat au cours de leur premiére période de croissance et ceci, a échelle spatiale fine.
L'utilisation de ces marqueurs se révele trés performante et a permis de mettre en évidence la
forte sédentarité des GO de sole dans les différentes zones des pertuis Charentais. Par ailleurs,
dans ces différentes sous-parties de I'habitat, les performances de croissance des individus se
révelent différentielles ce qui montre la variabilité de la qualité de I'habitat a petite échelle
spatiale. Cela conduit (i) a souligner le r6le de nourricgtrieto sensupour les juvéniles GO
de sole que joue la baie de I'Aiguillon dans le pertuis Breton et (ii) a suggérer que le facteur
primordial influencant la qualité de I'habitat pour les GO dans les pertuis Charentais est la

disponibilité en nourriture.

L’identification de zones d’habitats préférentiels pour cette espece d’intérét
économique majeur constitue une information essentielle pour la gestion de I'environnement
marin cotier des pertuis Charentais. Cette étude renforce ainsi le besoin de protection, au sein
du pertuis Breton, de la baie de l'Aiguillon, qui a le statut de réserve naturelle dans son
intégralité depuis 1999. Cependant, la zone de la baie de I'Aiguillon située entre 0 et 5 m de
profondeur fait partie de la zone de chalutage pour la flottille locale (Léauté, pers. comm.). |l
apparait donc essentiel de mettre en place des mesures de conservation plus ciblées dans cette
zone afin de renforcer la fonction de nourricerie de cette zone. De plus, étant donné la
présence d'une activité ancestrale de culture de moules sur bouchots dans une partie de la
baie, une évaluation écologique de la qualité de I'habitat pour les juvéniles GO de sole a une
échelle fine au sein de la baie de I'Aiguillon devrait étre entreprise dans un avenir proche afin

d’évaluer I'impact de cette activité sur la fonction de nourricerie pour la sole. De méme, dans
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le pertuis d’Antioche, une évaluation de la qualité de I'habitat a plus petite échelle, en
particulier au niveau de I'estuaire de la Charente et dans le sud du pertuis, s’avere nécessaire
de maniere a identifier s’il existe des sous-parties d’habitat qui pourraient étre préférentielles
dans cette zone. En outre, il existe une forte variabilité interannuelle en terme d’abondance et
de croissance dans les habitats des juvéniles de Pleuronectiformes et notamment de la sole
(van der Veer et al., 2001). Aussi, il serait important de compléter cette étude par un suivi a
plus long terme afin d’analyser les sources de variabilité interannuelle de la qualité de
'habitat a petite échelle. Enfin, il faudrait déterminer les différents facteurs
environnementaux qui modulent la qualité de I'habitat des juvéniles GO de sole et l'influence
relative de ces derniers sur les performances de croissance en milieu naturel. Il s’agirait de
tester I'hypothése selon laquelle la disponibilité en nourriture, a savoir la macrofaune
benthique constituant les proies des juvéniles GO de sole, est bien le facteur primordial

discriminant de la qualité de I'habitat au niveau spatial.
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Chapitre VI. Infestation in situ de juvéeniles GO de
sole, Solea solea par des meétacercaires de
Prosorhynchus crucibulum(Digenes, Bucéphalidés) :

effets sur la croissance et la condition

Résumé

Le but de cette étude était d'évaluer, de maniere expérimentale: i) la dynamique
spatiotemporelle de Prosorhynchus crucibulum entre le premier hote intermédiaire, la moule,
et un des deuxiemes hétes intermédiaires, les juvéniles GO de sole, Solea solea ; ii) I'effet
des métacercaires de ce parasite sur la croissance et la condition de cet hoéte. Des soles
issues d’aquaculture ont subi des infestations in situ en cages dans le pertuis Breton en
juillet 2005 sur deux stations A (dans une zone mytilicole de bouchots) et B (éloignée de 500
m vers le large) avec deux durées d’exposition par station (4 et 11 jours). Ensuite ces
individus et des individus témoins (n’ayant pas subi d'infestations in situ), ont été élevés en
conditions contrélées pendant 3 mois et un suivi biométrique (longueur standard : Ls ; masse
fraiche : My) a été effectué tous les 14 jours : l'indice de condition de Fulton (K) et le taux
d’accroissement journalier (AGR Ls) en taille et en masse (AGR My) ont été calculés. Les
individus des stations A4j et A11j présentaient une prévalence de 100 % et des abondances
moyennes (+ Erreur Standard, (minimum — maximum)) significativement différentes de 8,20
+1,02 (1 - 20) et 25,55 + 2,34 (8 — 55) respectivement. Les soles des stations B4j et B11j ne
présentaient pas de différence significative, avec une prévalence de 80 % et de 50 % et une
abondance moyenne de 2,08 + 0,30 et 1,36 + 0,47 respectivement. Pour une méme durée
d’exposition les abondances moyennes de P. crucibulum était significativement supérieures
sur la station A par rapport a la station B. Une relation positive significative entre la taille des
individus pendant linfestation et le nombre de métacercaires de P. crucibulum a été
détectée. Sur I'ensemble de I'expérience de croissance aucun effet des métacercaires de P.
crucibulum sur les différentes variables étudiées sur les juvéniles GO de sole n’a été détecté
(ANOVA a mesures répétées). L'indice de condition de Fulton (K) et 'AGR Ls obtenus au
cours de I'expérience sont respectivement de 1,27 g cm™ et 0,40 mm j*. Ces résultats
précisent que les infestations par P. crucibulum sont localisées aux zones de mytiliculture
sur bouchots (avec un taux d’accumulation d’environ 2 métacercaires par jour). Cependant,
malgré cette infestation les performances biologiques des juvéniles GO de sole ne semblent
pas modifiées, ce qui dénote leur capacité de compensation face au codt énergétique de ce
parasitisme dans nos conditions expérimentales.

Mots clés : Pleuronectiformes — métacercaires — parasitisme — mytiliculture —
performances biologiques
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1. Introduction

Les parasites peuvent influencer la physiologie, la biologie, le comportement et
I'écologie de leurs hétes (Combes, 2001). Au niveau de I'organisme, le parasitisme représente
toujours un surcolt énergétique aussi infime soit-il (Combes, 2001). Ce colt pour I'hote peut
étre entrainé, d’'une part, directement par prélevement d’une partie de I'énergie de I'héte pour
le développement et le maintien des parasites et, d’autre part, indirectement par les réactions
immunitaires associées qu'ils engendrent. Par ailleurs, pour le cas des parasites dits
« manipulateurs », la manipulation en soi constitue aussi un co(t certain pour I'héte manipulé
(Thomas et al.,, 2005a). Par conséquent, les parasites peuvent intervenir de maniere
significative dans la régulation de la dynamique des populations héte (Anderson & May,
1979; May & Anderson, 1979).

Pour une espéce donnée, les mécanismes de régulation influencant les stades larvaires
et juvéniles conditionnent la dynamique de la population adulte. Ainsi, en milieu marin les
facteurs environnementaux influencent la croissance, la condition et la survie des jeunes
stades, déterminant le niveau du recrutement a la population adulte (Leggett & Deblois,
1994). Les Pleuronectiformes constituent de trés bons modeles biologiques pour étudier ce
genre de mécanismes (van der Veer et al., 1994). En effet, les juvéniles se concentrent dans
des nourriceries cotiéres trés localisées dans I'espace et le temps (Gibson, 1997). Dans ce type
d’habitat essentiel, en général distinct de celui des adultes, les juvéniles sont tres sédentaires
et fortement soumis a la grande variabilité des facteurs environnementaux qui caractérise ces
zones (Gibson, 1994). Les facteurs environnementaux habituellement pris en compte sont la
température, la nourriture, I'oxygéne, la salinité et les polluants (Yamashita et al., 2001). En
revanche, le réle du parasitisme dans la dynamique des populations marines demeure encore

trop rarement pris en compte.

La sole est une espéce de Pleuronectiformes, largement distribuée dans la région de
I'Atlantique Nord-Est, et elle est d’'une importance notable sur le plan économique. Bien que
sa biologie ait été largement étudiée, le parasitisme est un aspect de sa biologie jusqu’ici
ignoré. Une infestation parasitaire importante des juvéniles GO de sole par des métacercaires
de Prosorhynchus spp(Digénes, Bucéphalidés) a été montrée par Laffargue et al. (2004),
puis Durieux et al. (2007b) ont ensuite précisé la dynamique temporelle de l'infeptation
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crucibulumdes juvéniles GO dans les zones de culture de moules sur bouchots. En effet, le
premier héte intermédiaire d& crucibulumest la mouléMytilus spp.. Coustau et al. (1990)

ont montré qu’une espece tres procRe,squamatusentrainait la castration des moules
Mytilus edulis Différentes espéces de Téléostéens benthiques de petite taille, dont en
'occurrence les juvéniles de sole, servent de deuxieme héte intermédiaire et sont infestés
activement par pénétration, directement a travers la peau, des cercaires qui s’enkystent dans le
corps en métacercaire (Matthews, 1973). Enfin, I'hn6te définitif est principalement le congre,
Conger congerinfesté par voie trophiqgue en consommant le deuxieme hoéte intermédiaire
(Matthews, 1973). Différents travaux ont mis en évidence les effets négatifs qu’engendrait le
co(t énergétique de l'infestation par les métacercaires de certaines especes de Digénes, sur la
condition et méme la mortalité de certains Téléostéens d’eau douce par des études de terrains
(Coleman & Travis, 1998; Johnson & Dick, 2001) et expérimentaux (Lemly & Esch, 1984;
Collyer & Stockwell, 2004).

La premiére hypothése de travail de cette étude est que les juvéniles d’age 0 (GO) de
sole sont infestés et accumulent les métacercaires de Digenes dans les zones d’élevage du
premier héte intermédiaire (la moule). La deuxiéme hypothése est que le colt énergétique
entrainé par ce parasite altere les performances biologiques de son héte. Les objectifs de la
présente étude étaient donc de vérifier de maniere expérimentale, d’une part, la dynamique
spatiotemporelle de linfestation p&rosorhynchus crucibulunchez les GO de sole par
rapport aux zones mytilicoles et, d’autre part, les effets de ce parasite sur la croissance et la
condition de son hote. En effet, la croissance, de méme que la condition, sont des parametres
intégrateurs des capacités intrinseques d’'adaptation d’'un organisme face aux variations de
facteurs environnementaux, ce qui en fait de bons indicateurs des performances biologiques
d’'une espéece. Le but était donc tout d’abord d'obtenir des infestaticsitu en cages en
contrblant a la fois la position par rapport au premier héte intermédiaire et la durée
d’exposition. Ceci permet de montrer de maniére expérimentale la dynamique
spatiotemporelle de l'infestation et d’obtenir des juvéniles GO de sole présentant différents
niveaux d’infestation. Ensuite, les individus infestés ainsi que des individus témoins ont été
élevés en conditions expérimentales contrdlées de maniere a détecter une éventuelle altération

des performances de croissance ou de condition due au parasitisme.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel biologique

Des juvéniles GO de sole (éclos le 13/02/2005), ont été obtenus en mai 2005
(20/05/2005) dans une ferme aquacole (Solea BV, Ijmuiden, Pays Bas) afin de s’assurer que
les individus utilisés dans I'expérience aient la méme origine génétique et n’étaient au départ
pas infestés par des métacercaires de Digénes. Aprés une période de deux semaines
d’acclimatation (03/06/2005), toutes les soles ont été individuellement marquées grace a des
marques souples VI alpha (Northwest Marine Technology, Inc.), étiquetées avec un code
alphanumérique. Chaque individu a recu un implant sous-cutané, sous anesthésie (Eugénol,
0,025 ml 1Y), dans la région médiane de la face aveugle, juste sous la nageoire dorsale. Les
soles ont été maintenues en conditions expérimentales de mai a juin (voir section conditions

expérimentales).

2.2. Infestationin situ par des métacercaires d®rosorhynchus crucibulum

En juillet (08/07/2005), période d’émission maximale des cercairés deicibulum
(Durieux et al., 2007b), des infestatianssitu parP. crucibulumont été réalisées en utilisant
des cages parallélépipédiques (L x | x h: 80 x 40 x 15 cm) construites a partir d’'un grillage
plastique d’'un maillage de 1 cm. Les cages ont été placées sur le fond (environ 2,5 m de
profondeur) en plongée subaquatique par des plongeurs professionnels. Chaque cage était
fixée au substrat par deux U en métal de 40 cm disposés aux deux extrémités, reliées par une
chaine en fer de 1,5 m a une ancre de 10 kg elle-méme reliée par un filin en polyuréthane de
15 m a une bouée de signalisation en surface. Quatre cages (n = 35 par cage) ont été placées
sur deux stations localisées dans une zone éloignée des populations d’hydrobies afin d’éviter
des co-infestations pdrimoniella spp. : station A (46°20100”, 1°21°'000”) située au cceur
d'une zone de culture de moules sur bouchot, station B (46°19'900”, 1°21'200"), située
500 m plus au large perpendiculairement a la cote (Figure 1.). Deux durées d’exposition par
station ont été faites correspondant a chaque cage (4 et 11 jours). Le coefficient de marée était
de 72 le 08/07/2005 et a diminué jusqu'a 45 le 15-17/07/2005 puis a re-augmenté pour
atteindre 62 le 19/07/2005, jour de retrait des derniéres cages. Un lot d’individus témoins a

été maintenu en conditions contrélées au laboratoire (n = 35). A lissu de la phase
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d’infestation in situ, les soles ont été ramenées au laboratoire et remis en condition
expérimentale d’élevage pour le suivi de croissance et de condition sur une période de 12
semaines.

Remarque une troisieme station avait était disposée dans le méme axe a 1000 m de la zone
de bouchots (46°20'100", 1°21'000"), malheureusement celle-ci n’a pu étre récupérée car elle
n'était plus présente sur zone au bout des 4 premiers jours d’exposition.

ﬁ Station

- Concession mytilicole

D Zone intertidale

A
Figure 1. Localisation de la station A, dans une zone mytilicole sur bouchots, et B, éloignée de 500 m.
Sur chacune des deux stations, deux cages, correspondant chacune a une durée d’exposition (4 et 11
jours, respectivement), contenant des juvéniles GO de Solea solea, (n = 35 par cage) ont été
placées en plongée subaquatique sur le fond en juillet 2005, afin de réaliser des infestations in situ par
Prosorhynchus crucibulum

2.3. Conditions expérimentales

L'élevage expérimental a été réalisé dans deux bacs de 400 litres (surface du fond :
1 m2) situés a lintérieur du laboratoire de terrain du marais expérimental du CRELA a
L'Houmeau. Les bacs étaient alimentés en continu par un circuit ouvert en eau de mer
pompée directement dans le bassin de réserve du marais expérimental du laboratoire, lui

méme alimenté en eau de mer lors des marais de vives eaux (Laffargue, 2004). Chaque bac
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était équipé d’'un aérateur afin de maintenir une concentratior, pro€he de la saturation
(100%), la croissance de la sole étant limitée a partir de 40 % de saturation (Couturier, pers
com). L'eau de mer était préalablement filtréee sur 5 um afin d’éviter une éventuelle
pénétration de cercaires dans notre systeme d’élevage. Le fond des bacs expérimentaux était
recouvert de sable fin pour permettre I'enfouissement des soles, car I'enfouissement permet
aux juvéniles de sole de réduire leur métabolisme basal (Howell & Canario, 1987). Les soles
étaient nourriesd libitum par distributeur automatique (de 20:00 a 02:00) avec des granulés
commerciaux spécifiques a I'élevage de la sole commune (Dana 2848 : 48 % de protéines et
28 % de lipides). Les soles étaient soumises a la photopériode naturelle [la durée du jour est
passée de 15 h en juillet (22/07/2005), début d’expérience, a 11 h en octobre (13/10/2005), fin
d’expérience) et aux variations naturelles de température et de salinité du marais
expérimental. La température et la salinité ont été enregistrées en continu directement dans les
bacs d’élevage sur toute la durée de I'expérience grace a une Aormmirs de la durée de
I'expérience, la température moyenne de 'eau était comprise entre 13,6 et 26,5 °C (Figure 2)
avec des variations jour / nuit relativement importantes de l'ordre de 5°C. En effet, la
température de l'eau du marais est étroitement liée a celle de lair du fait de la faible
profondeur et du renouvellement discontinu de I'eau des bassins du marais expérimental. La
salinité était relativement élevée, comprise entre 36,3 et 40,1, sur la période ou les mesures
ont pu étre obtenues. Tous les individus appartenant aux différents groupes ont été mélangés
aléatoirement dans les deux bacs afin d’éviter tout « effet bassin ». La densité était d’environ

63 individus nf pour chaque bac au cours de I'expérience.
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Figure 2. Variations de la température de I'eau, de la salinité et de la durée du jour au cours de
I'expérience aprés infestatian situ. Remarque : du fait d'un probleme technique, les données de
salinité n’ont plus été disponibles a partir du 14/09/05.
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2.4. Suivi biométrigue et analyse épidémiologique

Les individus ont été mesurés en longueur standagd(du mm pres) et pesés en
masse fraiche (M) (au 0.01 g prés) individuellement tous les 14 jours a partir du 22/07/05,
c’est a dire 3 jours aprés le retour des individus des cages Allj et B11j, ce qui a constitué un
total de 7 biométries (notée de 1 a 7). Avant chaque biométrie, les individus étaient
anesthésiés (Eugénol & 0,025 Ml IA la fin de I'expérience, les individus ont été sacrifiés
par une overdose d'anesthésique. Les individus ont été pelés, puis disséqués sous loupe
binoculaire, afin de localiser, identifier et compter les parasites. Sur les 175 individus au
départ de I'expérience, 126 ont terminé I'expérience [25 sont morts lors du séjour des cages
en mer ; 24 ont été sous échantillonnés au hasard a deux semaines apres les infestations

afin de vérifier en cours d’expérience le succés de ces infestations (données non présentées

ici)].

2.5. Analyse des données

Les indices épidémiologiques : prévalence (P% : pourcentage d’individus infestés),
abondance moyenne (Ab : nombre moyen de parasites par individu) et intensité (I : nombre
moyen de parasites par individu infesté) ont été calculés d’apres eéBuah (1997) sur
'ensemble des soles disséquées (Tableau 1). Un taux moyen d’accumulation de parasites a pu
étre calculé en nombre de parasites par jour en divisant 'abondance moyenne par le nombre
de jours d’exposition : Ta = Ab / n j expo. Les valeurs sont données comme moyenne + SE
(erreur standard) pour 'abondance moyenne et l'intensité moyenne (maximum). L'indice de
condition de Fulton a été calculé comme K 5(X100) / Ls’, avec My en g et ks en cm. Le
taux de croissance journalier en taille mih ¢t en masse fraiche (§)ja été calculé comme
AGR Ls = Lgt2 — Lgtl et AGR My = Mwt2 — Mytl. Les valeurs sont données comme
moyenne * SD (écart type) pour la taillg)Lmasse fraiche (Mw), K, AGRslet AGR My.

Les abondances de parasites n’'étant pas distribuées de maniére normale, les
abondances de parasites entre cages (durée d’exposition et station) ont été comparées deux a
deux a l'aide du test non paramétrique de Mann Whitney (MW). La relation entre la taille de
I'héte a l'issu des infestationa situ et 'abondance de parasites a été analysé par corrélation
non paramétrique de Spearman (SC). Etant donné la variabilité de l'infestation au sein de

chaque groupe d’infestatian situ, les individus ont été reclassés par niveaux d’'infestation de
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10 en 10 jusqu’a 20 puis supérieur a 20 (0, 1-10, 11-20, 21-55). Ces niveaux d’infestation ont
été définis par rapport a l'intensité moyenndPderucibulum d’environ 20 métacercaires par

juvéniles GO de sole, telle gu’elle est atteinte en zone de bouchots (Durieux et al., 2007b).

Les tailles, masses, indice de Fulton, taux de croissance en taille et en poids ont été
comparés entre groupes (cages et classes d’infestation) pour une biométrie donnée (1 a 7) par
analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivi de test post hoc de Tukey, puis uniquement
entre classes d’infestation pour toutes les mesures effectuées dans I'expérience par analyse de
variance a mesures répétées (RM MANOVA). Les tests statistiques sont considérés
significatifs pouro. = 0,05.

3. Résultats

3.1. Infestationin situ

Les individus témoins ne présentaient aucun parasite. En revanche, les individus
placés dans des cages ont été infastégu presque uniquement par des métacercairds. de
crucibulum En effet, seulement 4 individus (un par groupe ayant été soumis aux
infestationsin situ), présentaient un spécimen Beosorhynchus aculeatugtant donné la
tres faible abondance de ce parasite, ainsi que sa relativement petite taille en compBraison a
crucibulum l'effet de cette infestation n’est pas pris en compte dans cette étude. Sur la station
A, la prévalence pour les groupes A4j et Allj était de 100 %, alors que celle de la station B
était de 80 % et 50 % pour les groupes B4j et B11j respectivement (Tableau 1). Pour une
méme durée d'exposition, les abondances moyennes Pde crucibulum étaient
significativement supérieures sur la station A que sur la station B (4) : MW\s8 563,5 , p
< 0,0001; 11j: W 14= 434, p < 0,0001) (Tableau 1, Figure 2). Pour la station A, les
individus ayant été exposés 11 jours, présentent une abondance moyenne de 25,55 + 2,34,
significativement supérieure a ceux ayant été exposés 4 jours (8,20 £ 1,02) @\A{(=U
46,5, p < 0,0001) (Tableau 1, Figure 2). En revanche pour la station B, aucune différence
significative n'a été détectée en abondance Pdecrucibulum entre les deux durées
d’exposition 4 jours et 11 jours, avec respectivement 2,08 £ 0,30 et 1,36 + 0.47 QyIW=U
228,5, p > 0,05) (Tableau 1, Figure 2).
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Tableau 1. Parametres épidémiologiques : prévalence (P%), abondance moyenne (Ab * SE), intensité
moyenne (I (min — max)) et taux d’accumulation moyen (nombre de métacercaires par jour) des
différents groupes de juvéniles GO de s@elea solea, ayant été soumis aux infestatiorstu en

cages par Prosorhynchus crucibulum

taux d'accumulation

N P% Ab I (min - max) moyen
Adj 25 100 8,20 £ 1,02 8,20 (1 - 20) 2,05
Allj 31 100 25,55+2,34 25,55 (8-55) 2,32
B4j 25 80 2,08 £ 0,30 2,60 (0 - 5) 0,52
B11j 14 50 1,36 £ 0,47 2,71 (0 - 6) 0,12
40 -
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Figure 2. Relation entre I'abondance moyenne (Ab + SD) des métacercairBsosierhynchus
crucibulumet la distance par rapport au premier héte intermédiaire (moules cultivées sur bouchots),
chez les juvéniles GO de soféplea solea, infestés situ en cages (station A : 4j et 11j ; station B 4j

et 11j).

Une relation positive significative entre la taille de I'h6éte (a l'issue de I'exposition en
cage) et I'abondance dRe crucibuluma été détectée uniquement pour les individus du groupe
Allj (SC: R =0,523; p =0,003) (Figure 3).
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Figure 3. Relation entre la taille des juvéniles GO de stidea solea, et le nombre de métacercaires
de Prosorhynchus crucibulupour le groupe Al1lj, a l'issue de I'exposition en cage.

3.2. Croissance et condition

Remarqgue Au cours de I'expérience, aucune mortalité liée au parasitisme n’a eu lieu.

Aucune différence significative n'a été détectée posk hi entre cages ni entre
classes (Tableau 2 et 3). Il existe une différence significative entre cages pbTableau
2 et 3), entre Allj, B11j et Témoin (test post hoc, p = 0,003 et p = 0,004, respectivement), et
K1 (Tableau 2 et 3), entre Allj, B11j et Témoin (test post hoc, p > 0,001 et p = 0,003
respectivement). Il existe une différence significative entre cages pgRi(Mbleau 3) entre
Allj et Témoin (test post hoc, p = 0,042). Indépendamment du parasitisme, on note ainsi
I'effet négatif de I'exposition en cages sur la masse et I'indice de condition di au jeun forcé.
Il n'existe pas de différence significative pougllLentre classes. Il existe une différence
significative entre classes d'infestation uniguement pour K1, entre classe 0O et classe 21 a 55
(test post hoc, p = 0,04) (Tableau 3). K1 a donc été exclu de I'analyse RM MANOVA portant

sur K afin d’éliminer le biais initial induit par le traitement.
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Tableau 2. Longueur standard{lLen mm, masse fraiche (}len g indice de condition de Fulton (K)
en g cnT des différents groupes (4 groupes ayant subi I'infestatiitu ainsi que le lot témoin) de
juvéniles GO de sole, Solea solea, pour la premiére biométrie (1).

N Lsl Mw1 K1
A4j 25 62,56 £6,87 3,12+1,22 1,22+0,21
Al1lj 31 62,75+6,04 282+09 1,11+0,15
B4j 25 63,56 +5,69 3,13+0,89 1,19+0,11
B11j 14 61,08+8,94 26+1,16 1,1+0,20

Témoin 31 66,23+592 3,8+1,09 1,29+0,18

Tableau 3. Résumés des résultats d’ANOVA a un facteur pour les comparaisons de longueur standard
(Ls), masse fraiche (), indice de condition de Fulton (K) des juvéniles GO de sole Solea solea entre
(i) groupes d’infestationin situ et entre (ii) classes d'infestation, par des métacercaires de
Prosorhynchus crucibuluyrpour la premiére biométrie (1). dll : degrés de libertés ; F : valeur de la
statistique F ; p : probabilité associée

variables dil  erreurdll F p

) _ Lsl 4 121 2,006 0,098
entre groupes diinfestatic ;4 4 121 4597 0,002
in situ (avec témoin)
K1 4 121 5,702 < 0,001
Lsl 3 122 1,656 0,18
entre classes (avec témoin) Mwl 3 122 1,723 0,166
K1 3 122 2,967 0,035

Les individus sont passés (i) en taille de 63,54 + 6,71 mm a 96,49 + 9,65 mm en 83
jours, ce qui représente un taux de croissance moyen sur la durée de I'expérience de 0,40
mm j*, et (i) en masse de 3,15 + 1,12 g & 11,73 + 3,70 g, ce qui représente un taux de
croissance moyen sur la durée de I'expérience de 0,1@Rjgure 4). L'indice de condition
de Fulton moyen sur la durée de I'expérience était de 1,27 + 0,19 glagait minimal au
début de I'expérience de 1,19 + 0,18 ¢gmh maximal fin septembre avec 1,40 + 0,19 pour
revenir & une valeur moyenne de 1,27 + 0,19 ¢ arfa fin de I'expérience (Figure 4). Sur la
durée de I'expérience AGRsla varié entre 0,35 et 0,44 mrhgvec le minimum observé fin
septembre, AGR M a varié entre 0,07 et 0,16 § gvec le maximum observé fin septembre
(Figure 5). Ainsi au cours de I'expérience la période de fin septembre semble correspondre a

une période de stockage de réserve pour les individus GO.

Aucune différence significative n’a été détectée entre classes d’infestation gour L
Mw, K, AGR Ls et AGR My sur la durée de I'expérience (Tableau 4, Figure 4 et 5).

105



VI. Infestatimnsitu des GO de sole p&rosorhynchus crucibulum

o0
110 1 g1-10
All-20
&21-55
£ w0
=
N’
wn _
9 70 %
50
16 -
~
S 12 -
=
= 8
cg B
0
1,7 - i}
0?1,5* - ] i [ i
=
o 1,3 -
(@))
N’ =
XY 1,1 - - - -
0,9 T T
& & & & & & &
6\\{19 0‘2’\{19 0‘2’(19 QQQ/Q Qq\q/ 0°’\q/ \9\%0
AT

Figure 4. Longueur standardslimm), Masse fraiche MW (g) et indice de condition de Fulton K (g
cm®) des juvéniles GO de solBplea solea, des quatre classes de différents niveaux d’infestation (0 : n
=43;1-10:n=45;11-20: n =23 ; 21-55 : n = 15) par Prosorhynchus crucibulum
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Figure 5. Taux d’acroissement journalier moyen (AGE) mm j* et en g}) des juvéniles GO de
sole,Solea solea, des quatre classes de différents niveaux d'infestation (0: n=43;1-10: n=45; 11-
20 :n =23 ; 21-55 : n = 15) par Prosorhynchus crucibulum

Tableau 4. Résumé des résultats de RM MANOVA pour les comparaisons de longueur stagdard (L
masse fraiche (M), indice de condition de Fulton (K), taux de croissance journalier (AGR) en taille
(mm j1) et en masse (&) entre les 4 classes d'infestation (0: n=43;1-10: n=45;11-20 : n = 23 ;
21-55: n = 15). DIl : degrés de libertés ; F : valeur de la statistique F ; p : probabilité associée au test
de Wilk.

dll erreur dil  Wilk’'s A F p
Ls 18 331 0,825 1,298 0,186
Mw 18 331 0,841 1,16 0,293
K 15 326 0,863 1,193 0,276
AGR Ls 15 326 0,837 1,445 0,124
AGR My 15 326 0,864 1,184 0,282

Remarque : K1 a été exclus de I'analyse car une différence significative initiale due a I'exposition en
cage a été constatée.
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4. Discussion

Les infestationsn situ réalisées permettent de confirmer de maniére expérimentale la
dynamique spatiotemporelle d&rosorhynchus crucibulumvis a vis de son premier héte
intermédiaire, la moule, et d’'un de ces deuxiemes hotes intermédiaires, en I'occurrence des
juvéniles GO de sole. On note une infestation trés localisée dans I'espace, fortement liée a la
présence du premier héte intermédiaire : elle explique un taux d’accumulation moyen quasi-
constant, de I'ordre de deux métacercaires par jour et par individu sur la période d’exposition,
le mois de juillet correspondant a la période d’infestation maximale par ce parasite (Durieux
et al., 2007b). Coustau et al. (1990) ont décrit pausquamatusdont les moules sont aussi
premier hote intermédiaire, une saisonnalité similaire avec des sporocystes contenant des
cercaires développées en juin-juillet, le parasite s'appropriant les ressources de I'héte
normalement allouées a la reproduction, ce qui entraine sa castration. A 500 m de la zone de
bouchots, nos résultats ne montrent pas de difference d’infestation des GO pour les deux
durées d’exposition. La courantologie générale de cette zone est caractérisée par un courant
entrant dans le pertuis qui longe la cb6te du nord-ouest au sud-est, et par des courants de
marées plus ou moins perpendiculaires a la cote. Etant donné la répartition cotiere homogene
de la zone de bouchots sur le site de I'étude, on peut considérer que la dispersion des cercaires
de P. crucibulums’est faite dans une direction assez homogene de la cote vers le large. En
effet, il semble que l'infestation se soit faite sur cette station dés les 4 premiers jours
d’exposition, ce qui expliquerait qu’on ne trouve pas de différence sur la durée. Cette
situation est cohérente avec les coefficients de marée, qui plus importants pendant les 4
premiers jours d’exposition, ont vraisemblablement favorisé une dispersion vers le large. Les
cercaires deP. crucibulumsont de type furcocerques, c'est-a-dire qu’elles portent deux
fourchons caudaux contractiles qui ne leur permettent pas de se maintenir dans la colonne
d’eau (cf Chapitre 2), les obligeant a se poser sur le fond ou elles infestent essentiellement des
Téléostéens benthiques de petite taille (Matthews, 1973). Nos résultats démontrent ainsi de

maniere expérimentala situ que leur capacité de dispersion est en effet tres limitée.

Par ailleurs, on observe une grande variabilité d’abondance des métacercaires entre
individus. Une partie de la variabilité peut s’expliquer par la taille de I'h6te puisqu’il existe
une relation positive significative entre la taille de I'hote et 'abondance. dgucibulum

dans les GO exposés 11 jours. En milieu naturel, cette relation est souvent observée.
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Cependant, elle peut s’expliquer autant par I'age de I'h6te (plus I'hdte est agé plus il a été en
contact avec les parasites) que par sa taille (plus I'hdte est grand plus il peut porter de
parasites), mais ces deux hypothéses ne sont pas mutuellement exclusives et leur contribution
relative sont particulierement débattues concernant les Téléostéens (Combes, 2001). A partir
d’'une exposition suffisante aux parasites (11 jours), pour une méme durée d’exposition, la
taille de I'hote semble limiter en partie 'abondance du parasite, ce qui est en accord avec les
résultats d’études précédentes sur les métacercaires de Digenes chez les Téléostéens (Poulin,
2000). Notre étude constitue un des rares exemples en condition expérimentale. Elle étayent
les concepts énoncés ci-dessus. En effet, la surface de I'hdte étant plus grande, la probabilité
de rencontre de I'héte par les cercaires est plus grande. De méme, la quantité de molécules
émises par I'’hbte est plus importante, donc la probabilité de détection par les cercaires est plus
grande. Ainsi, la taille de I'n6te expliquerait 27% de la variabilit¢ de I'abondance des
métacercaires de. crucibulum En outre, il faut préciser que nos résultats correspondent aux
nombres de métacercaires enkystées et non pas aux nombres de cercaires ayant réellement
pénétrées. En effet, les cercaires peuvent étre éliminées dans une certaine proportion par la
réaction immunitaire de I'h6te. L'immunité de I'h6te constitue un des principaux facteurs de
I'agrégation des parasites, les parasites s’accumulant chez les hétes plus sensibles ou moins
résistants (Combes, 2001). Cette variation individuelle de la susceptibilité des hétes aux
parasites est sirement due au polymorphisme des hétes et a leur résistance différentielle aux
parasites (Combes, 2001). Ainsi, Rauch et al. (2006) ont montré que le génome d’hétes, des
épinoches, soumis a des infestations en cages par des Digénes, peut significativement
influencer leur charge parasitaire. On peut donc faire I'hnypothese d’une réaction immunitaire

différentielle face aux cercaires, dans le systeme hoéte-parasite étudié ici.

Dans nos conditions expérimentales, les individus étaient naarfi®itum une fois
transférés dans les bacs du laboratoire de terrain. L'indice de condition de Fulton (K) était trés
élevé de l'ordre de 1,27 sur la durée de I'expérience, ce qui démontre le bon état nutritionnel
des individus. Laffargue (2004) a réalisé en 2001 une expérience de croissance en mesocosme
dans le méme marais expérimental que celui que nous avons utilisé, a la différence que les
juvéniles GO étaient issus de captures faites en milieu naturel, placés dans des bassins
extérieurs de 250 m2 a une densité de 0,66 individas(salinité entre 30 et 35), et se
nourrissaient de proies naturelles vivantes. Laffargue (2004) avait obtenu des valeurs de K
inférieurs aux notres, et des performances de croissance en taille supérieures a celles obtenues

dans notre étude. Il a déja été montré chez différentes espéces, et notamment chez un
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Téléostéen plat, le turbdbcophthalmus maximusgjue les individus issus d’aquaculture
avaient une masse a une taille donnée plus élevée que chez des individus sauvages (Ellis et
al., 1997). Ainsi, on suppose qu’'une difféerence de morphologie entre individus issus
d’aquaculture et individus sauvages pourrait expliquer en grande partie les différences en
terme de croissance et de condition observées entre notre étude et celle Laffargue (2004). Par
ailleurs, la densité est un facteur important limitant la croissance des juvéniles de sole
(Howell, 1997; Schram et al., 2005). Dans nos bacs expérimentaux, la densité était d’environ
60 individus nf, ce qui d'aprés le modéle «densité-dépendant» de Howell (1997)
équivaudrait & environ 0,6 mni {avec des individus sauvages). De plus, la salinité élevée, ce

qui était le cas dans notre expérience, conduit & un colt d’'osmorégulation élevé et peut
réduire la croissance (Boeuf & Payan, 2001). De méme, les fortes variations de température
peuvent aussi représenter un colt métabolique pour les juvéniles de sole (Lefrancois &
Claireaux, 2003). Enfin, en dehors de la quantité, la qualité de la nourriture peut influencer les
performances de croissance (Jobling, 1981; Smith et al., 1991). En effet, les granulés utilisés
en aquaculture contiennent des proportions importantes de lipides, qui peuvent favoriser les
voies métaboliques de mise en réserve (croissance en masse), au détriment de la croissance en

taille.

Avec de telles conditions expérimentales, aucun effet des meétacercairBs de
crucibulumn’a été détecté, ni sur la croissance ni sur la condition des juvéniles GO de sole.
Les individus infestés ont montré une certaine capacité a compenser le surcolt énergétique
engendré par ce parasitisme. En effet, les cercairda deucibulumen pénétrant dans le
deuxieme hoéte intermédiaire lese et ingére une partie de ses tissus (Matthews, 1973). Au bout
d’environ un mois, les métacercaires ne sont plus entourées du kyste sécrété par le parasite, ce
qui entraine une forte réaction de I'héte, faisant notamment intervenir le systéme du
complément (Chapitre 7) et aboutissant & I'encapsulation de la métacercaire dans un kyste
sécrété par I'h6te (Matthews, 1973). Tout cela représente un colt énergétique certain pour les
juvéniles de sole, mais, quand la quantit¢é de nourriture n’est pas limitante, ce surcoQt
énergétique apparait comme suffisamment faible pour étre compensé par I'hdte. D’autres
études ne montrent aucun effet, voir méme une meilleure croissance (dans le cas de faibles
infestations), des Téléostéens infestés par des métacercaires de Digénes (Ballabeni & Ward,

1993; Ondrackovat al, 2004), ce qui va dans le sens de la présente étude.
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Ces conclusions doivent étre examinées dans le cadre des relations existant dans les
systemes hbéte — parasite. D’autres travaux portant sur I'effet de métacercaires sur leur héte
Téléostéen, faits dans des conditions analogues, notamment une alimemtdiidum ont
détecté des effets négatifs sur la croissance et la condition, engendrant méme des mortalités
dans certains systemes Téléostéens d’eau douce — métacercaires (Lemly & Esch, 1984;
Coleman & Travis, 1998; Johnson & Dick, 2001; Collyer & Stockwell, 2004). Collyer et
Stockwell (2004) ont montré che2yprinodon tularosainfestés par des diplostomatidae,
Posthodiplostomum minimyr{métacercaires enkystées dans les yeux, les cavités viscérales
et pariétales ainsi que le mésentére et les visceres), une augmentation de la mortalité, et une
diminution de la croissance et des réserves lipidiques. Lemly et Esch (1984) ont montré chez
le crapet arlequinLepomis macrochirysinfesté parUvulifer ambloplitis (métacercaires
enkystées dans le muscle sous la peau, maladie des points noirs) la diminution de l'indice de
condition et des réserves lipidiques des juvéniles et quand les températures diminuent, la
mortalité des individus infestés au dessus d'un certain seuil. De fait, les impacts de
I'infestation sont modulés par les facteurs environnementaux influencant I’héte, et notamment
leur statut nutritionnel (Anderson & May, 1979; May & Anderson, 1979). Dans notre systeme
héte - parasite, une relation négative entre I'abondancP.dgucibulumet I'indice de
condition de Fulton a été détecté sur des GO sauvages en novembre quand les températures de
'eau diminuent. A cette période, les individus avaient une trés faible condition, marquée en
particulier par des réserves lipidiques quasi nulles, ce qui limite potentiellement leur chance
de survie hivernale (cf Chapitre 4). Ces résultats obtenus en milieu naturel étaient en accord
avec la théorie du « Winter Stress Syndrome» (Lemly, 1997) et suggéraient un effet négatif de
l'infestation parP. crucibulumen condition trophique et thermale limitante a I'entrée de

I'hiver.

En conclusion, cette étude démontre de maniére expérimentale i) les modalités de la
dynamique spatiotemporelle & crucibulumentre premier et deuxieme hote intermédiaire.
Au niveau spatial, une infestation tres localisée a la zone des bouchots et au niveau temporel,
une accumulation de métacercaires a un taux d’environ 2 par jour et par individu dans cette
méme zone. La taille de I'hbte peut expliquer 27 % de la variabilité de lintensité de
I'infestation pour les individus exposés le plus longtemps et au plus prés de la source de
cercaires. ii) Le suivi de croissance n’'a pas pu mettre en évidence un effet des parasites sur la

croissance et la condition des juvéniles GO de sole dans les conditions de I'expérimentation.
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Cela signifie que les individus ont la capacité de compenser le colit énergétique associé a cette
infestation quand la température et la quantité de nourriture ne sont pas des facteurs limitants.

Désormais, il faudrait compléter ces résultats par une expérience visant a tester I'effet croisé
de facteurs limitants & savoir principalement température et nourriture, en mesurant en plus de
la croissance et de la condition, le métabolisme basal (par respirométrie). Il serait important
de pouvoir procéder a des infestations expérimentales en laboratoire, pour i) quantifier
précisément le succés d’infestation et les réactions immunitaires ayant lieu suite a la
pénétration des cercaires, et ii) éviter les effets négatifs de la mise en cages sur la condition et

la croissance a I'étape initiale de I'expérience.
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Chapitre VII. Expression du gene du composant C3
du complément chez les juvéniles GO de solplea

soleg infestes par des métacercaires de Digenes.

Résumé

Le systeme du complément joue un réle clé dans la réponse immunitaire des Téléostéens et
C3 est le composant central dans ses voies d’activation. Dans cette étude I'objectif était : (i)
de développer un dosage de I'expression du géne C3 spécifique chez Solea solea ; (ii)
d’évaluer, , la réponse immunitaire au niveau transcriptomique a travers le dosage de
'expression du C3 chez des juvéniles GO de sole soumis a des infestations par des
métacercaires de Digénes. Les séquences d'un fragment du géne d’intérét C3 (213 bases)
et du géne de ménage actine B (293 bases) ont respectivement été obtenues chez la sole
Solea solea. Un couple d’amorces spécifiques a chacun de ces genes a pu étre défini et
testé pour la quantification relative de I'expression de C3 (RC3) par RT PCR quantitative en
temps réel. L’analyse a porté sur deux types d’échantillons de GO de sole : 1- des individus
sauvages échantillonnés dans les pertuis Charentais a différentes périodes (Juin, Juillet,
Aolt, Septembre et Novembre) infestés naturellement par des métacercaires de Digénes
Prosorhynchus crucibulum (Bucephalidés) et Timoniella spp. (Acanthostomatidés) montrant
une nette dynamique saisonniére (n = 60) ; 2- des individus issus d’aquaculture infestés
expérimentalement in situ en cages par P. crucibulum pour lesquels le dosage a été fait a
trois mois post-infestation avec un lot témoin (n = 98). Nous avons pu mettre en évidence
une augmentation de RC3 entre juin et juillet puis une légére diminution de septembre a
octobre qui pourrait étre liées aux variations saisonniéres de température et (en partie) a la
dynamique de Tlinfestation. Une relation positive significative entre I'abondance de P.
crucibulum et RC3 a été détecté a environ un mois post-infestation (mois d’aolt). Les
métacercaires de ce parasite étant a cette période libres dans les tissus de I'héte,
entraineraient une réponse immunitaire aigue généralisée via le systeme du complément.
Cette intervention du complément apparait cependant limitée dans le temps et
n'interviendrait pas dans le cadre d'une réponse chronique suite a linfestation par P.
crucibulum. L'utilisation du dosage de I'expression du gene C3 en RT PCR quantitative en
temps réel apparait étre I'outil permettant de détecter la réponse immunitaire nécessitant la
mobilisation du complément chez les juvéniles GO de sole.

Mots clés : Immunité — parasite — systéme du complément — RT-PCR quantitative
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1. Introduction

Le parasitisme représente toujours un codt énergétique pour son hoéte, a la fois de par
le prélevement direct d’'une partie de I'énergie pour son maintien et son développement direct
mais aussi par la réaction immunitaire que celui-ci peut entrainer chez I'hdte (Combes, 2001).
Le systéme immunitaire permet en effet une réaction directe de I'hdte face aux parasites. Chez
les Téléostéens, le systeme du complément joue un rdle essentiel dans I'immunité (Woo,
1992; Jones, 2001). En effet, chez ces vertébrés inférieurs, le systtme du complément est un
acteur essentiel de la réponse immunitaire innée (non spécifique) et est aussi impliqgué dans
l'initiation et I'orchestration de la réponse immunitaire acquise (spécifique) (Boshra et al.,
2006). Le systeme du complément joue différents rdles dans une variété de fonctions
immunitaires : la cytolyse, I'opsonisation, la réaction inflammatoire et la dégradation des
complexes immunitaires (Boshra et al., 2006). Il peut étre initi€ a travers trois voies
d’activation (Figure 1) : la voie classique (association antigene / anticorps), la voie alterne
(association C3 / diverses surfaces de pathogenes) et la voie lectine (association lectine /
sucres microbiens) (Boshra et al., 2006). Dans le systeme du complément, qui est constitué
d’'un complexe de plus de 35 protéines, le composant C3, en plus d’'étre impliqué dans
l'initiation de la voie d’activation alterne, est le composant central, car il est activé par
chacune des trois voies (Holland & Lambris, 2002; Boshed, 2006) (Figure 1).

En immunologie, comme dans d'autres domaines de la physiologie, I'approche
moléculaire au niveau transcriptomique, c'est-a-dire au niveau de lI'expression méme des
genes impliqués dans les fonctions immunitaires, s’est développée depuis la fin des années
90, en paralléle aux progrés technologiques de la PCR quantitative en temps réel (Giulietti et
al., 2001). En effet, cette approche a I'avantage d’étudier le processus de mobilisation d’une
protéine faisant intervenir sa synthese, tout en s’affranchissant des différentes régulations
post-transcriptomiques qui ont lieu en aval. Le niveau de I'expression du gene constitue le
premier niveau d’intégration moléculaire d’'un organisme face a un facteur. Chez les
Téléostéens, différentes études ont ainsi récemment mis en évidence la modulation de
'expression de certains genes impligués dans les fonctions immunitaires face a des
contaminations liées a des bactéries (Ewart et al., 2005) et des Protozoaires (Saeij et al., 2003;
Sigh et al., 2004; Bridle et al., 2006). Cependant, en ce qui concerne les infestations par des

parasites métazoaires tres peu d’informations existent a I'heure actuelle. Or, les Téléostéens
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sont pourtant largement infestés par nombre de métazoaires aussi bien ectoparasites
gu’endoparasites. Ces parasites entrainent ainsi différents mécanismes de réaction
immunitaire de I'héte, qui sont souvent plus difficiles a évaluer du fait de la complexité de

leur cycle de vie et du développement de certains mécanismes d’évasion ou d’éradiction du

systeme immunitaire de I'héte (Combes, 2001).

L’infestation des juvéniles GO de sole par des métacercaires de Digéenes a été
récemment rapportée (Laffargue et al., 2004; Durieux et al., 2007b). Cependant, la réponse
immunitaire que ces métacercaires entraine n’a jamais été étudiée. Le but de la présente étude
était tout d’'abord, d’'un point de vue méthodologique, la mise au point du dosage de
I'expression du gene C3 par RT-PCR quantitative spécifig@®léa soleaUne fois cet
objectif méthodologique atteint, le but suivant était d’évaluer chez des juvéniles GO de sole
les effets des métacercaires de Digenes sur l'expression du géne du composant C3 du
complément en tant que marqueur de la réponse immunitaire faisant intervenir le
complément. L'expression du gene C3 a été analysée mensuellement sur des individus
sauvages a difféerents moments de la dynamique temporelle de [linfestation par
Prosorhynchus crucibulurat Timoniellaspp. afin d’évaluer I'aspect temporel de la réaction
immunitaire (Durieux et al., 2007b). D’autre part, I'expression du géne C3 a été analysée sur
des individus issus d’aquaculture ayant subi une infestation expérimemtaiéu par
Prosorhynchus crucibulurfChapitre 6), a trois mois post-infestation, afin de déterminer de
maniére expérimentale si, une fois les métacercaires totalement enkystées mais encore viables
(Matthews, 1973), I'h6te peut encore développer de maniére chronique une réaction

immunitaire faisant intervenir le complément.
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Figure 1. Voies d’activation du complément et fonctions. L’activation du systéeme du complément a
travers chacune des trois voies d’activation existantes (classique, alterne ou lectine) méne a
I'activation de C3 en C3b et C3a. C3b se lie de maniére covalente aux surfaces d’activation du
complémenti(e. parasites, bactéries, champignons, virus). C3b lié peut étre dégradé en iC3b par le
facteur | en présence du facteur H. C3b et iC3b se lient aux récepteurs du complément (CR1, CR3) et
promeuvent la phagocytose, I'explosion respiratoire et le processus d’'incorporation de I'antigene. C4
activé a travers la voie classigue ou lectine peut aussi se lier a une surface d’activation et promouvoir
son intégration, cependant le nombre de molécules C4 qui se lie & une surface est toujours de trés loin
inférieur & celui des molécules C3. L’antigene contenant une liaison covalente avec les molécules C3b
ou C4b (ou leur fragment de dégradation) peut étre intégré et présenté a des lymphocytes T.
L’antigene contenant une liaison avec I'immunoglobuline (Ig) et C3d mene a une colligation des
récepteurs des lymphocytes B (BCR ou mlg) et les récepteurs du complément de type 2 (CR2/CD21)
sur les lymphocytes B, qui en retour diminue le seuil d’activation des lymphocytes B. En plus, les
liaisons C3b/C4b a un pathogéne peuvent conduire a la formation du complexe d’attaque membranaire
(MAC) qui conduit a la cytolyse. Les anaphylotoxines de C5a et C3a générées pendant I'activation du
complément jouent un réle clé dans les processus d'inflammation. D’aprés Boshra et al. (2006).
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel biologique

Sous échantillons issus d’infestations naturelles : (Chapitre 1V)

Des juvéniles GO (N = 60) de sole ont été collectés mensuellement de Juin a
Novembre 2004, excepté le mois d’octobre, sur une station localisée dans le pertuis Breton
dans une zone de culture de moules sur bouchots [la rvbytiles edulisétant le premier
héte intermédiaire dBrosorhynchus crucibuluphet prés de la vasiéere intertidale de la baie de
I'’Aiguillon qui abrite I'nybrobie Hydrobia spp. [premier héte intermédiaire, demoniella

spp.] (voir Figure 1, Chapitre IV).

Sous échantillons issus d’une infestation expérimentale : (Chapitre VI)

Des juvéniles GO (N = 98) de sole issus daquaculture, ont été infestés
expérimentalemenin situ par P. crucibulum En juillet, période d’émission maximale de
cercaires dé. crucibulum 4 cages ont été placées sur deux stations éloignées de la baie de
I'’Aiguillon et de sa population d’hydrobies afin d’éviter la co-infestationTparoniellaspp.

(voir Figure 1, Chapitre VI) : station A exactement localisée dans une zone de culture sur
bouchots et station B localisée 500 m au large avec deux durées d’exposition par station, 4 et
11 jours. Un groupe d’individus contréle a été gardé en conditions contrélées au laboratoire
pendant la durée des infestatianssitu. Ensuite, tous les individus ont été élevés pendant
trois mois dans le cadre d'une expérience de croissance. A 3 mois post-infestation, les

individus ont été sacrifiés (voir Matériel et Méthodes, Chapitre VI).

Statut parasitaire des individus
Les indices épidémiologiques prévalence (P% : pourcentage d’individus infestés) et
abondance moyenne (Ab : nombre moyen de parasites par individu) ont été calculés d’aprés

Bushet al. (1997) sur I'ensemble des soles disséquées (Tableau 1).

Tous les individus ont été disséqués sous loupe binoculaire, les parasites ont été
identifiés et comptés. Le foie, organe ou le gene C3 est le plus exprimé, a été prélevée sur
chaque individu, directement inséré dans un cryotube, mis dans 'azote liquide puis stocké a -
80°C jusqu’a la réalisation de I'analyse moléculaire.
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Tableau 1.Prévalence (P(%)), abondance moyenne + SE et nombre minimal — maximal de parasites
des différents taxons chez les juvéniles GO de Sakea solea, pour chaque échantillon mensuel sur
lesquels I'expression du gene C3 a été analysée

Parasites Mois P (%) Ab + S.E. min - max
Juin 100 27.56 +10.92 3-110
Juillet 100 51.55+13.16 10-141

Timoniellaspp. Aot 100 30.71 £ 3.53 2 -56
Sept 100 53.77 £ 8.54 22 - 148
Nov 100 39.73+8.11 2-120
Juin 11,11 0.22 £0.21 0-2
Juillet 88,89 7.44 +1.56 0-16

P. crucibulum  Ao(t 100 20.79 +2.82 2-36
Sept 92,31 22.31+4.21 0-48
Nov 100 24.33+£4.90 1-61

2.2. Analyse moléculaire

Principe du dosage de I'expression de genes en RT-PCR quantitative en temps réel

Lorsqu’un gene est exprimé, il est tout d’abord transcrit en ARN messager (ARNm).
Ainsi le principe du dosage d’expression de genes en RT-PCR quantitative en temps réel vise
a quantifier les ARNm du gene ciblé (Ginzinger, 2002). La transcription inverse (RT : reverse
transcription) permet d’obtenir un ADN complémentaire (ADNc) a partir d’ARN. La PCR
(Polymérase Chain Reaction) est une technique puissante qui permet damplifier
exponentiellement 'ADN par répétition de trois réactions : dénaturation, hybridation et
synthese, I'ensemble de ces trois étapes constituant un cycle. La PCR quantitative en temps
réel est une technique sensible et spécifique qui permet de quantifier des produits PCR. La
PCR quantitative en temps réel utilise un marqueur fluorescent qui se fixe au niveau de
I’ADN double brin, ainsi la mesure de la fluorescence a I'issue de chaque phase d’élongation
de chaque cycle permet de suivre en temps réel 'amplification (Figure 2). De plus, a la fin de
la phase d’amplification, les produits PCR sont portés progressivement en fusion, cette
derniere étant caractéristique de leur composition nucléotidique, la spécificité de

I'amplification peut ainsi étre vérifiée (Figure 2).
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Figure 2. Protocole de PCR quantitative en temps réel avec représentation de I'évolution de la
température en fonction du temps et des points d’acquisition de fluorescence.
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Figure 3. Représentation graphique de I'amplification exponentielle du gene C3 a 4 concentrations
différentes en PCR quantitative en temps réel a partir de I'’évolution de la fluorescence en fonction du
nombre de cycles.

Etant donné que le cycle au cours duquel la PCR entre dans la phase exponentielle
d’amplification est directement proportionnel & la quantité d’ADN ciblé au départ (Figure 3),
on peut quantifier celui-ci. Il existe deux types de quantification : la quantification absolue et
la quantification relative. La quantification absolue détermine le nombre de copies du gene
cible par rapport a une courbe standard. La quantification relative décrit le changement

d’expression du gene cible par rapport a un géne référence de structure, dit « de ménage »,
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dont I'expression est stable et du moins non influencée par le facteur testé. Cette derniére
méthode se révélant la plus adaptée aux objectifs de la présente étude a été retenue.

Démarche de mise au point du dosage

Chez Solea soleaaucune séquence du gene C3 ni d’aucun géne de meénage n’était
disponible sur la banque de séquences internationale Genbank (National Center for
Biotechnology and Information). L'Actin@ a été choisi comme gene de ménage, car son
expression est peu variable (Olsvik et al., 2005). L’amplification en PCR quantitative se
faisant en général sur un fragment de gene de taille comprise entre 150 et 300 bases, Il
s’agissait ainsi de connaitre la séquence d’un fragment du gene cible et du gene de ménage
d’au moins 200 bases chez I'espece étudiée afin de pouvoir définir les amorces spécifiques

permettant 'amplification en PCR quantitative en temps réel.

Dosage des échantillons

L’extraction des ARNs totaux de chaque foie de chaque individu a été réalisée en
suivant le protocole « Trizol Reagent » (Invitrogen). Les concentrations en ARN de chaque
échantillon ont été obtenues a l'aide d'un spectro-photométre (Eppendorf) a partir de
I'absorbance 260/280 nm. Les échantillons ont été standardisés a une concentration d’ARN
de 2pg . La transcription inverse a été réalisée en suivant le protocole « M-MLV RT »
(Promega) afin d’obtenir un pool d’ADNCc a partir de ’'ARN pour chaque échantillon. Chaque
échantillon a été dilué au 1/100éme et un pool d’individu a été utilisé comme calibrateur pour
chaque PCR en temps réel. Le kit d’amplification « Light Cycler Fast Start SYBR green | »
(Roche Applied Science) a été utilisé en suivant le protocole indiqué avec les amorces
spécifiqgues préalablement définies dans un volume réactionnel final de 10 pl par réaction.
Chaque gene (C3 et Acti® de chaque individu a été amplifi€ en duplicat a l'aide de

I'appareil de PCR quantitative en temps réel « LightCycler » (Roche Applied Science).

2.3. Analyse des données

Les « crossing point » (CP) qui correspondent en réalité au nombre de cycles pour une
fluorescence donnée, ont été déterminés pour une valeur constante de fluorescence située en
phase d’amplification exponentielle log-linéaire. Les CP ont été obtenus grace au logiciel
d’analyse de données fourni avec le « Light Cycler ». La moyenne des CP des réplicats de
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chaqgue individu a été calculée et uniquement les réplicats dont la différence était inférieure a
0,4 cycles ont été intégrés dans I'analyse. La moyenne de la différence entre CP obtenue pour

tous les individus tous genes confondus a été de 0,12 + 0,09 (n = 316).

L'efficacité PCR (E) a été établie pour chaque géne a partir de la pente de sa gamme
étalon (obtenue dans le cadre de la mise au point du dosage) :

E = 109 avec s = pente.

Le ratio d’expression relative (R) du géne C3 a été calculé d’apres Paffl (2001), tel
que :
RC3 = (E03§CPC3(calibrator - sampl@ (EACt B)ACPActﬁ(caIibrator - sample)

Pour I'échantillon « infestation naturelle », les niveaux d’expresBidBd3 ont été
comparés entre mois conseécutifs par le test non paramétrigue U de Mann Withney (MW)
unilatéral. Au sein de chaque échantillon mensuel, la relation entre 'abondance de parasites et

le R C3 a été analysée par corrélation non-paramétrique de Spearman (SC).

Pour chaque échantillon « infestation expérimentale », les individus ont été répartis en
4 classes correspondant a des niveaux d’infestation différents (0 : n=32,1-10:n =36, 11 —
20 :n =17, 21 — 55 : n = 13) étant donné la variabilité inter-individuelle pour 'abondance de
P. crucibulumau sein de chaque classe d’infestatiositu (voir Chapitre VI). LeR C3 ont
été comparés entre classes par le test non paramétrique de Kruskal Wallis.

3. Résultats

3.1 Objectif méthodologique

Séquencage de fragment des génes C3 et Actide Bolea solea

Des séquences connues du gene cible, C3, et du géne de ménage}, Attinges
especes de Téleostéens (avec en prioriteé des especes de l'ordre des Pleuronectiformes
lorsqu’elles étaient disponibles) ont été obtenues sur Genbank pour les especes suivantes
: Paralichthys olivaceus(AB021653), Platichthys flesis(AJ565929 et AJ292040) et

2 pour cette espéce, 2 isoformes du géne C3 étaient disponibles et ont été intégrées dans I'alignement
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Pseudopleuronectes american@aY225099) (Pleuronectiformes)Pncorhynchus mykiss
(L24433) (Salmoniformes),Anarhichas minor (AJ309570) et Gillichthys mirabilis
(AF266184) (Perciformes) pour C3Platichthys flesus(AF171095), Pseudopleuronectes
americanus(AF043384) etScophthalmus maximy&Y008305) (Pleuronectiformesanio

rerio (AF025305) et Megalobrama amblycephala(AY170122) (Cypriniformes),
Oncorhynchus mikiss (AF157514) et Salmo salar (AF012125) (Salmoniformes),
Oreochromis mossambicB037865) (Perciformes) pour Actirfle Pour chaque gene, ces
séquences ont été alignées avec le logiciel Bioedit par Clustal W (Thompson et al., 1994) afin
de localiser les zones conservées au sein de ces séquences et d'y définir plusieurs couples
d’amorces pour chaque géne. Ces couples d’amorces ont été testés afin de réaliser des
amplifications sur un pool d’ADNc issus d’'une dizaine d’individus, directement en PCR
quantitative en temps réel, du fait de la performance et de la sensibilité des amplifications par
rapport a une PCR simple. Pour le C3, un de ces couples damorces (sens: 5’
GGTTTGCTGACTGGCTTC 3, anti-sens 5" GCTGGCTGTAAGACGCC 3’) a permis une
amplification non spécifique, c'est-a-dire que les amorces ne s’hybrident pas spécifiguement
dans les zones ciblées et d’autres fragments localisés a d’autres endroits dans le génome sont
amplifiés. Pour I'Actinep, le couple d’amorces (sens 5° GCCAACAGGGAGAAGATG 3,
anti-sens 5’ GTGCCCATCTCCTGCTC 3’) a permis une amplification spécifique, cependant
cette amplification obtenue n’était pas suffisante pour une utilisation en PCR quantitative en

temps réel (expression trop tardive).

Les produits d’amplification ont été séparés par migration sur gel d’agarose (1,5%),
puis les bandes correspondant a la taille des amplicons attendus (C3: environ 210 bases ;
Actine § environ 300 bases) ont été repérées grace a un marqueur de taille 200pb DNA ladder
(Promega), isolées et purifiees en utilisant le kit Wizard SV Gel & PCR Clean-Up System
(Promega), puis séquenceées. Les réactions de séquences ont été réalisées en utilisant les
mémes amorces avec le kit Genome Lab DTCS-Quick Start (Beckmann Coulter) puis les
séquences ont été obtenues a l'aide d'un séquenceur automatique Ceq 8000 (Beckman
Coulter).

On a ainsi pu obtenir cheaolea soleda séquence d'un fragment du géne C3 de 213
bases et la séquence d’'un fragment du gene ABtde293 bases. L'identité des genes a été
vérifiée par comparaison aux sequences existantes dans Genbank en utilisant le logiciel
BLASTn (Altschul et al., 1997) : CSolea soleaprésentait 89% d’identités (sur 210 bases)
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avec la séquence ARNmM du composant C3 du complémenPsaeidopleuronectes
americanus (Pleuronectiformes, Pleuronectidés) ; ActifeSolea solea présentait 97 %
d’identités (sur 289 bases) avec la séquence ARNm de I'Aftide Solea senegalensis
(Pleuronectiformes, Soleidés) (séquence publiée en 2005 alors que les travaux ont débuté en
2004).

Mise au point du dosage :

A partir des séquences de C3 et d’Actipede Solea solea plusieurs couples
d’amorces ont été définis manuellement et testés avec le logiciel « Oligoplayer » (Bioplayer
corporation) afin de retenir ce qui présentaient le minimum d’auto hybridation. Ces couples
d’amorces ont été testés en PCR quantitative en temps réel, afin de sélectionner ce qui
permettent une amplification spécifique, c'est-a-dire uniqguement le fragment ciblé ; ainsi un
couple pour chaque gene a pu étre défini (Tableau 2). La spécificité des produits
d’amplification a été vérifiée grace a la courbe de fusion qui est réalisée automatiqguement a la
fin de chaque PCR quantitative en temps réel étant donné que la fusion dépend de la
composition nucléotidique de 'ADN (Figure 4). Une gamme étalon (1/10, 1/100, 1/1000) a
été réalisée pour chaque gene afin de déterminer I'efficacité PCR (E). La dilution des
échantillons pour réaliser les dosages en routine, a savoir 1/100 a été déterminée d’aprés ces

mémes gammes étalons (Figure 4).

Tableau 2. Caractéristiques des couples d’amorces pour I'amplification des génes d’intérét en PCR
quantitative en temps réel

Gene  Sens Anti-sens Taille Tps d'élongation T° d'hybridation
Actine B 5-GTATCGTCATGGACTCCG-3’ 5-CTCCTTGATGTCACGCA-3’ 196 pbs 10s 60°C
C3 5-GTGATCTCCTCTGATCG-3' 5-CACTGTCAACAAAAATGAC-3' 147 pbs 10s 60°C
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Figure 4. Représentation graphique de la gamme étalon obtenue en PCR quantitative en temps réel
pour le gene C3 et pour le géne Actfheespectivement, chez la sole comm&aéea solea : courbe
d’amplification (fluorescence en fonction du nhombre de cycle) (A, D), la courbe de fusion (dérivée de
la fluorescence sur le temps en fonction de la température) (B, E) et relation entre le nombre de cycles
et la concentration en ADNc (Log transformée) (C, F) permettant a partir de la pente (s) de calculer
I'efficacité PCR (E).

3.2 Application de la méthode analytique

Echantillon infestation naturelle :

R C3 était significativement inférieur en juin par rapport a juillet (MW, U =0, p <
0,001) et en octobre par rapport a septembre (MW, U = 139, p < 0,01) (Figure 5). Une seule
relation positive significative a été détectée entre 'abondande deucibulumetR C3 au
mois d’aolt (Tableau 3, Figure 6).
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Figure 5. Changement temporel du ratio de I'expression relative du géne du composant du
complément C3KC3) chez les juvéniles GO de sofeplea solea, infestés naturellement par des
métacercaires de Digends. crucibulumet Timoniella spp.). Les barres d’erreurs représentent I'erreur
standard.

Tableau 3. Coefficient de corrélation non-paramétrigue de Spearman et probabilité associée des
relations entre I'abondance des parasites drucibulum, Timoniella spp. et Total) et le ratio de
I'expression relative du géne du composant du complémenRC3) (chez les juvéniles GO de sole,

Solea solea, infestés naturellement au sein de chague échantillon mensuel. La relation significative est
inscrite en gras.

juin juillet ao(t septembre novembre
(N=9) (N=9) (N =14) (N=13) (N =15)
Parasites R P R P R P R P R P

P. crucibulum -0,41 0,27 -0,02 0,97 058 0,03 004 095 -0,22 0,44
Timoniellaspp. 0,18 0,64 -0,47 0,21 0,13 0,66 -0,19 053 0,28 0,32
Total 0,18 0,64 -0,50 0,17 0,42 0,14 -0,23 0,45 0,15 0,59
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Figure 6. Représentation graphique de la relation entre I'abondanPe aecibulumet le ratio de
I'expression relative du géne du composant du complémenRC3) (chez les juvéniles GO de sole,
Solea solea, infestés naturellement par des métacercaires de Digewescipulumet Timoniella
spp.) pour I'échantillon d’aot

Echantillon infestation expérimentale :
Aucune différence n’a été détectée pBUE3 entre les 4 classes d’infestation (KW, dll

=3, H=2,619, p > 0,05) (Figure 7)

1,5

R C3

0,5 A1

témoin 1-10 11-20 21-55

Figure 7. Ratio de I'expression relative du géne du composant du complémeRC33 gour 4
classes d'infestation (0 = témoin, 1 — 10, 11 — 20, 21 — 55) chez des juvéniles GO 8elsalsplea,
infestés expérimentalementsitu et dosés a 3 mois post-infestation. Les barres d’erreurs représentent
I'erreur standard.
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4. Discussion

Dans un premier temps, notre étude a permis de caractériser partiellement les
séquences de C3 et d’actine chez la Sollea soleace qui n'avait jamais été fait auparavant.
Cela constitue un enrichissement des banques de génes et est un préalable indispensable au
dosage du gene C3 par RT-PCR quantitative en temps réel. Le systeme du complément des
Téléostéens se démarque de celui des Mammiferes par le fait que bon nombre de ses
composants, dont principalement le C3, peuvent exister sous plusieurs isoformes codés par
des génes différents. Cette propriété inhabituelle leur procure une plus grande capacité de
reconnaissance dans l'immunité innée (Watts et al., 2001; Nakao et al., 2003; Boshra et al.,
2006). Bien qu’une seule isoforme ait été isolée chez quelques especes, plus nombreuses sont
les études qui montrent I'existence de plusieurs isoformes chez les Téléostéens (Boshra et al.,
2006). Dans notre étude, nous ne pouvons pas distinguer si C3 est présent sous une ou
plusieurs isoformes cheiolea soleaCependant, étant donné le protocole employé la méme
forme a été dosée de maniere homogene chez tous les individus ce qui garantit la comparaison
de I'expression relative de ce gene entre eux. Par ailleurs, le géne C3 est exprimé dans une
grande variété d’'organes comme la peau, le foie, la rate ou les reins et méme localement au
niveau des tissus infectés (Boshra et al., 2006). Mais le foie [organe dans lequel les genes ont
été dosés dans cette étude] demeure la source de production majoritaire du C3 circulant qui va
étre acheminé par voie sanguine au niveau des zones infectées pour y agir (Figure 1) (Boshra
et al., 2006).

Dans un deuxieme temps, notre étude a permis de mettre au point un dosage
spécifiqgue de I'expression du gene C3 du complément 8bksa soleatravail qui a permis

la mise en évidence des résultats suivants :

1- un changement temporel de I'expression relative de C3 chez les juvéniles GO en milieu
naturel : une nette augmentation de juin a juillet (environ 4 fois plus) puis une diminution de
septembre a octobre a été mis en évidence. Le développement ontogénique du complément, et
du C3 en particulier, a essentiellement était étudié pendant la phase embryonnaire et larvaire
et présente des changements importants en terme d’organes dans lesquels il est exprimé
(Lange et al., 2003; Magnadottir et al., 2005). Bien que son développement ontogénique soit
inconnu chez les juvéniles GO, il semble peu probable que le systéeme du complément ne soit
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pas totalement développé chez les plus jeunes GO. Ainsi, hous n’envisageons pas I'hypothése
d’'un changement ontogénique de I'expression du C3 au cours de la période étudiée en milieu
naturel. Par contre, Boshra et al. (2006) évoquent la température comme facteur influencant
l'activité du complément chez les Téléostéens. L'augmentation du niveau d’expression du
géne C3 chez les juvéniles de sole GO en juillet pourrait étre reliée effectivement a
'augmentation de la température du milieu a cette période et inversement de septembre a
octobre (Figure 1, Chapitre IV). En effet, des niveaux élevés d’activité¢ du complément ont
déja été corrélés a des températures élevées par exemple chez la truite et la daurade (Boshra et
al., 2006; Magnadottir, 2006). Dans notre cas, au mois d’ao(t quand les températures sont
maximales, le niveau d’expression relatif du C3 n’est cependant pas maximal, ce qui laisse
supposer que dautres facteurs ont aussi pu contribuer en parallele a ces changements
temporels d’expression de geénes. Etant donnés les travaux de la littérature qui montrent
'implication du systeme du complément, en particulier par la voie alterne, face a des
infestations par des Digenes parasites (Woo, 1992; Jones, 2001), ce premier résultat pourrait
aussi étre mis en relation avec la dynamique de l'infestation naturelle des juvéniles de sole par
des métacercaires de Digéenes. L'infestation des juvéniles de sdlermaniellas’effectuant

dés le mois de mai, avec une nette augmentation de juin a ao(t (non observé dans ce sous
échantillonnage), alors que l'infestation @arcrucibulumcommence en juin avec une forte
augmentation en juillet ; enfin les parameétres épidémiologiques se stabilisent en aolt pour ces
deux especes (Durieux et al., 2007b). Ainsi, la forte augmentation de I'infestation en juillet,

en particulier paP. crucibulum pourrait engendrer en partie, en plus de la température,
'augmentation du niveau d’expression du C3 a cette période notamment du fait des multiples
stimulations induites par la pénétration trans-tégumentaire des nombreuses cercaires. En effet,
uniquement une petite partie des cercaires qui ont pénétré s’enkystent effectivement (Combes,
2001). Wood et Matthews (1987) ont montré vitro que le sérum de mulet§helon

labrosus non infestés était cytotoxique pour les cercaire€yptocotyle linguaconcluant

ainsi que l'effet cytotoxique était causé par I'activation du complément par la voie alterne.
Néanmoins, étant donné que I'enkystement des cercaires est de I'ordre de quelques heures, et
que le sérum nécessite une période de 6 a 12 heures pour infliger des dommages conséquents
aux cercaires, ces mémes auteurs suggerent que ces facteurs cytotoxiques (en I'occurrence le
systeme du complément) ne jouent pas un rbéle de défense efficace dans le cadre des
infestations primaires (Wood & Matthews 1987). En effet, la pénétration des cercaires de
Timoniellaspp. et deP. crucibulumdans le deuxieme héte intermédiaire est tres rapide, de

I'ordre de quelques minutes, et la sécrétion d’'un kyste hyalin se fait en seulement quelques
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heures (Matthews 1973, Maillard 1976). On peut penser en effet que le kyste hyalin joue un
réle protecteur (car non ou peu immunogéne) vis-a-vis des métacercaires. Cela a d’ailleurs
déja été évoqué par Faliex (1991a) dans un autre modéle qui dit que le kyste sécrété par le
parasite protege la métacercaire peu apres son enkystement, mais cela pendant une courte

période.

2- En aodt, une relation significative positive entre 'abondance des métacercaires
de P. crucibulum et I'expression relative de C3a été détectée. L'existence de cette relation
peut étre imputée au développement des métacercaires de ce parasite. En effet, Matthews
(1973) a montré qu’un mois apres linfestation, le kyste hyalin sécrété par la cercRire de
crucibulumpeu aprés sa pénétration dans les tissus (muscles) de I'hdte se rompt, libérant ainsi
les métacercaires (observation confirmée par la présente étude) qui ont considérablement
grandi et peuvent alors se nourrir directement des tissus de I'héte. Par ailleurs, le mois d’ao(t
correspond a une période d’'un mois apres le maximum d’infestation qui a lieu au cours du
mois de juillet dans les conditions naturelles (Durieux et al., 2007b). Par la suite, au mois
d’aolt, de nombreuses métacercaires, issues d’'une infestation massive ayant eu lieu en juillet,
se trouvent libérées de leur kyste et donc en contact direct et prolongé avec les tissus de
I'nbte, ce qui conduit trés certainement, a la stimulation d’une réponse immunitaire innée
impliquant le complément. Cependant, étant donné qu’en milieu naturel les métacercaires
s’accumulent progressivement dans I'hote, celles-ci présentent une variabilité d’age et de
développement, ce qui tendrait a affaiblir la relation directe entre abondance de métacercaires
et expression de C3. Or, le fait que nous arrivons malgré tout a détecter cette relation, traduit
ainsi I'occurrence d’'une réaction immunitaire aigue généralisée faisant intervenir le systeme
du complément face a ce parasite. Cette idée peut étre confortée par les observations de
Matthews (1973) qui mettent en évidence une forte réaction tissulaire locale de I'héte
consécutive au dékystement des métacercaires et la présence, a 3 mois post-infestation, d’'une
véritable capsule fibreuse d'origine héte qui enferme complétement la métacercaire
(observation confirmée par la présente étude). Il est ainsi logique de penser que l'initiation de
cette réaction de I'hote est dépendante du complément, et du nombre de métacercaires
dékystées présentes dans les tissus de I'héte. Bien que la littérature sur le sujet (expression du
géne C3 suite a une infestation parasitaire) soit trés peu fournie a I'heure actuelle, cette
hypothese est en accord avec les quelques données existantes qui montrent une augmentation
de I'expression du C3 chez la truite ou la carpe infestée par des parasites tels que ciliés (Sigh

et al., 2004; Gonzalez et al., 2007) ou protozoaires (Saeij et al., 2003).
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En ce qui concern&€imoniellaspp., aucun effet sur le systéme du complément n'a pu
étre mis en évidence au cours de ce travail. Par ailleurs, on remarque que le kyste de ce
parasite est tout a fait sphérique et de forme réguliére et ne présente pas de forte encapsulation
par I'hdte. Ainsi, on suppose que cl&alea soleace parasite est capable d’éviter la mise en

place d’une forte réaction immunitaire généralisée de I'héte.

3- L'absence de réaction chronique faisant intervenir le complémergst soulignée.
En effet, aucune autre relation entre abondande. daeucibulumet expression de C3 n’est
apparue sur les individus infestés naturellement de Septembre a Novembre, c'est-a-dire 2 a 4
mois post infestation. De méme, aucun effet n'a été détecté sur les individus infestés
expérimentalemenn situa 3 mois post-infestation (N = 98). Ces résultats montrent ainsi que
la réponse immunitaire faisant intervenir le systeme du complément est limitée dans le temps
a la seule période pendant laquelle les métacercair®s deicibulumsont libres dans les
tissus de I'hote, c'est-a-dire a environ un mois post-infestation. Le complément peut tout
d’abord engendrer une réponse humorale par une action cytolytique, directement au niveau du
tégument du parasite (Wood & Matthews, 1987; Haetisal, 1998). Ensuite, comme le
complément est aussi impliqué dans plusieurs autres fonctions immunitaires, il peut
notamment initier et participer & la mise en place de la réponse cellulaire (Boshra et al.,
2006). Le C3 peut ainsi se fixer au tégument du parasite et par opsonisation augmenter la
capacité des macrophages activés a se fixer a celui-ci pour le phagocyter (Jones, 2001). Cette
réaction chronique inflammatoire de type granulomateux localisée conduit a I'encapsulation
de la métacercaire par une réaction immunitaire de type cellulaire (Sommerville, 1981;
Huizinga & Nadakavukaren, 1997). Cependant, Faliex (1991a), dans le systeme Teéléostéens-
métacercaired,iza ramada— Labratrema minimusmontre que le kyste sécrété par I'héte est
essentiellement constitué de cellules non-immunitaires qui peuvent aussi protéger le parasite
d’'une reconnaissance non-soi. Matthews (1973) décrit un kyste fibreux sécrété par I'héte.
Ainsi, on suppose que suite a I'activation et I'action du systeme du complément face aux
métacercaires de. crucibulumlibres dans les tissus de I'héte, une réaction de type cellulaire
(vraissemblablement non-immunitaire) prend le relais localement de maniere a encapsuler les

métacercaires.

En conclusion, cette étude a tout d’abord permis d'obtenir des séquences de C3 et
d’actinep chez la sole commung8plea soleaet de mettre au point un dosage de I'expression

du gene C3 par RT PCR guantitative en temps réel spécifique. Ce géne ayant un rdle essentiel
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dans I'immunité des Téléostéens (Boshra et al., 2006), cet outil moléculaire constitue un
indicateur de I'immunité sollicitant le systéme du complément. Au dela de notre cas d’étude,

il pourra notamment se réveéler particulierement utile pour tester l'effet de différents
pathogenes et de polluants immunostimulants. Nous avons pu mettre en évidence une
augmentation du niveau d’expression de C3 entre juin et juillet et une légere diminution de
septembre a octobre qui pourraient étre liées aux variations saisonniéres de température dans
le milieu et (en partie) a la dynamique de l'infestation. Les métacercaifesatecibuluma

environ un mois post-infestation (mois d’aodt), étant alors libres dans les tissus de I'hote,
entrainent une augmentation de I'expression de C3, c’est a dire une réponse immunitaire
aigue généralisée via le systeme du complément. Cette intervention du complément apparait
cependant limitée dans le temps et n’interviendrait pas dans le cadre d’'une réponse chronique.
Par la suite, il serait particulierement intéressant d’étudier le développement du systeme
immunitaire chez les juvéniles GO de sole. Il s’agirait aussi de préciser la cinétique
d’expression différentielle du C3 sur des individus ayant été infestés expérimentalement en
laboratoire, de maniére a éviter la variabilité d’age et de stade de développement du parasite
induite par les infestations en milieu naturel. Par ailleurs, une approche d’expression
différentielle multi-genes, par obtention d’'une banque de génesSdbea soleapermettrait

d’aborder la réponse immunitaire mise en place face a ce parasitisme de maniéere globale.
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Chapitre VIIl. Swimming activity of 0-group
common soleSolea soleaa laboratory study on the

effects of digenean metacercariae.

E. D. H. Durieux, M. Le Duigou, P. Sasal and M-L. Bégout

Article soumis (le 08/03/2007) dournal of Experimental Marine Biology and Ecology

Abstract

Effects of digenean metacercariae on the swimming activity of 0-group common sole were
evaluated under laboratory conditions using a video-tracking system. Experiments were
conducted in two sessions: (i) on wild-caught individuals (n = 31) sampled in June, July,
September and November (2004) in a nursery ground (Pertuis Charentais, Bay of Biscay,
France) where they were naturally infected by Timoniella spp. (Acanthostomatidae) and
Prosorhynchus crucibulum (Bucephalidae); (ii) on P. crucibulum in situ-infected individuals (n
= 18) comprising three groups classified according to their infection levels and a control
group (2005). The measured behavioural variables were: distance travelled and frequency of
occurrence of burying, swimming and immobility. Swimming activity of wild-caught 0-group
sole decreased significantly from June (43.80 = 21.22 m h-1) to July (5.46 + 1.29 m h-1),
thereafter remaining at a very low level in September and November (less than 3 m h-1).
Independently of infection, such strong reduction in swimming activity may reflect the late
settlement processes that make 0-group sole sedentary in nursery grounds. Focusing on the
infected groups alone, a significant positive relationship between P. crucibulum abundance
and swimming activity of 0-group sole was detected. The potential behavioural alteration of
0-group sole by this parasite is discussed.

Key words: Behaviour — flatfish — parasitism — nursery ground — video-tracking

133



VIIl. Swimming activity of 0-group common sole

1. Introduction

Fish habitat utilization reflects a trade-off between spatial distribution of essential
resources, the internal state of the organism, and its responses to ambient conditions
(Huntingford, 1993). Investigating this trade-off can be achieved through behavioural
analyses that provide a unique perspective between the organism and its environment, or
between its physiology and ecology (Little, 2002). Coastal areas, such as estuaries and
shallow water bays, serve as nurseries for juveniles of many marine fishes and especially
flatfishes. In these essential habitats, flatfish juveniles have to face highly variable
environmental conditions and superimposed human activities that may jeopardize survival

and influence recruitment into the adult population (Beck et al., 2001).

Among the sources of variation of environmental conditions, parasitism is now a
factor taken into account in flatfish juvenile ecology. On nursery grounds, O-group flatfish
juveniles become infected by digenean metacercariae parasites (El-Darsh & Whitfield, 1999b;
Laffargue et al, 2004; Durieuxet al, 2007a; Durieuxet al, 2007b). Like many internal
parasites, digeneans have a complex life cycle. In marine environment, molluscs are usually
first intermediate hosts, with small fishes as second intermediate hosts and various
piscivorous vertebrates such as fishes, birds or mammals as definitive hosts. Cercariae
actively penetrate the skin of the second intermediate host, encyst as metacercariae in the
body and transmission to the definitive host occurs through predation.

Parasites are known to modify a wide range of physiological, morphological and
behavioural traits of their hosts (Combes, 2001). Many examples of host manipulation by
parasites have been described (Moore, 2002; Thetnals 2005a). By interacting with host
behaviour, in such a way that vulnerability to predation by the target definitive host may
increased, could be highly beneficial for these trophically transmitted parasites. Behavioural
alterations of fish intermediate host by digenean metacercariae have been demonstrated in
several studies (Poulin, 1993; Lafferty & Morris, 1996; Barberl, 2000; Shirakashi &
Goater, 2002; Seppalkt al, 2004). However, most of the studies took place in freshwater
systems, and knowledge of marine fish-parasite relationships is still rare (Sasal & Thomas,
2005).
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Previous studies of the widely distributed and most economically important flatfish
species of the North East Atlantic region, common s®tdea soledL.), have focussed on
the behavioural processes occurring in O0-group juveniles during nursery colonisation using
both field and laboratory studies (Champalbert & Koutsikopoulos, 1995; Aehala 2000).
However, very little information is available concerning 0-group sole movement capacities
within the nursery grounds apart from field studies concerning their spatio-temporal
distribution (Coggan & Dando, 1988; Do al, 1991; Rogers, 1992; Jagaral, 1993). In
nursery grounds co-occuring with mussel farms, the O-group sole are highly infected by
Prosorhynchus crucibulurBucephalidae) (Laffargue et al., 2004; Durieux et al., 2007b), for
which the first intermediate host is the cultured blue musgijus edulis and conger eel,
Conger congeris the definitive host (Matthews, 1973). Parasitic infection of 0-group sole by
P. crucibulumin the nursery grounds is closely linked to mussel farming, therefore specific
evaluation on the effects of this paraséquires attention.

In this ecological context, where the spatial utilization of the habitat by fishes is
dependent on swimming activity and capacity, we addressed the question of the effects of
infection by digenean metacercariae on the swimming activities of 0-group sole. First, we
aimed to quantify the swimming activity of juveniles and, second, we tested the potential
effects of digenean metacercariae on swimming behaviour. We conducted the study under
laboratory conditions using a video-tracking system. The work was accomplished in two
phases: first, we analysed the temporal evolution, from late colonisation until the onset of
winter (.e. June to November) of the swimming activity of wild-caught O-group juveniles
naturally infected by digenean metacercariae; in a second experiment, in order to focus on the
effects ofP. crucibulum we compared the swimming activity of 0-group juveniles
(experimentallyin sitw-infected) displaying different infection levels of metacercariae of this
parasitevs.a control group.

2. Material and methods

2.1. Origin, maintenance and parasitic status of fish
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Thirty-one wild O-group juveniles were caught in the Pertuis Charentais, a main sole
nursery for the Bay of Biscay (Le Paeeal, 2003b) in June, July, September and November
2004 in a mussel pole-culture area using a push net, to avoid arm to the fish (Durieux et al.,
2007b). At the video tracking laboratory, fish were maintained in aerated tanks (45x30x35
cm) with filtered sea water (temperature: 20°C; salinity: 35 psu; oxygen concentration: 100%
air saturation) and a sand substratum (light colour). Fish were fed daily with ffabéaex
They were maintained under these conditions for at least 10 days acclimation prior
experimentation in order to avoid tidal rhythm effects that could prevent group comparisons.
An artificial photoperiod was applied: daylight (8:00 — 21:00), a twilight transition period (
7:00 — 8:00 and 21:00 — 22:00) and a night period (22:00 — 06:00).

In 2005, a second experiment on aquaculture reared O-group juveniles exclusively
infected byP. crucibulumwas undertaken. These fish were purchased in May 2005 from a
commercial fish farm (Solea BV, The Netherlands), to ensure that the animals were free from
parasites, had the same age and consequently, homogeneous length. The juveniles were
individually marked with subcutaneous VI alpha marks (NMT, Ltd) and held in 400 | aerated
indoor tanks with a sand substratum, maintained at 20°C under natural light in a field
laboratory. Fish were fed daily on aquaculture pellets. During July, the month of maximal
infection byP. crucibulum(Durieux et al., 2007b), individuals were divided between two
separate cages (80x40x15 cm with a 5 mm mesh), each set in a mussel pole culture area
located in the Pertuis Charentais. The first was exposed for 4 days (4d) and the second for 11
days (11d), both at 3 meters depth. The purpose ofirthsstu exposure was to obtain
individuals with two different levels of infection, but comparable to natural intensities
observed in wild-caught fish (Durieux et al., 2007b). A control group was maintained under
laboratory conditions during thm situ exposure of the caged fish at sea. Aftersitu
exposure, fish were brought back to the field laboratory and maintained together with the
control group for a 3 month, long enough for the metacercariae to develop (Matthews, 1973).
A sub-sample of the fish were transferred to the video tracking laboratory and maintained
under the same conditions as those fish used in the wild-caught experiment for a minimum

period of 10 days before recordings started.

In both experiments the fish were sacrificed by an overdose of clove oil after video
recordings, individually measured (to 1 mm, standard length SL) (Table 1) and then stored at
—20°C. For parasite analysis, individual fish were thawed and dissected under a binocular

microscope to check for digenean metacercariae, which were identified on the basis of
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morphological features (Matthews, 1973; Maillard, 1976). Parasites were counted and their
locations noted in four defined body zones: (1) cephalic region (in muscle), (2) lateral
muscles, (3) muscles of the pterygia and (4) fins. Prevalence (%: percentage of infected fish),
mean abundance (Ab: mean number of parasites per fish) according to Bush et al (1997) and
percentage occurrence in the different body locations were calculated for each parasite taxa
(Table 2). Wild-caught fish gradually accumulated digenean metacercafaecafcibulum

and Timoniella spp. (Durieux et al., 2007b)imoniella spp. has the laver spear shell,
Hydrobia spp., as first intermediate host and the European sealbessthrarchus labrax

as the definitive host (Maillard, 1976). Therefore, the experimental siie &tu infection

was chosen far away (several kilometres) from the muddy area where laver spear shell is
abundant so thah situ infected fish were only parasitized B crucibulumwith 100%
prevalence but differential mean abundance (x SE) according to the two exposure cages, with
7.33 £ 1.66 (4d) and 18.33 + 2.39 (11d) respectively. The inter-individual variability of the
infection within each cages (4d and 11d) led us to classify individuals into 3 groups
displaying different infection levelgs.the control group (n =6; N=0): group 1l (n=4;4<N

< 5; 4d), group 2 (n =4; 8 <N < 16; 4d and 11d) and group 3 (n = 4; 17 < N < 26; 11d); with

n the number of fish individuals and N the actual number of metacercariae per fish.

Table 1. Sample size (n), mean standard length (SL £ SE (mm)), and size range for the two set of
experiments on 0-group common solgolea solea: different sampled months of wild-caught
individuals from the Pertuis Charentais nursery ground (France) naturally infected by digenean
metacercariae; experimentalily situ-infected individuals byProsorhynchus crucibuluniDigenea,
Bucephalidae)

Experiment  Sample n SL * SE (mm) range
June 7 46.00+1.23 41 - 50
Wild-caught July 9 51.22+1.97 44 - 63

September 5 72.20+1.43 69 -76
November 10108.80 £ 3.21 96 - 125
Control 6 104.83+2.5 97 - 113
In situ-infectqurOUp 1 4 10450+2.8 98 - 111
Group 2 4 99.75+1.67 96 - 104
Group 3 4 97.50 +5.53 86 - 114

137



VIIl. Swimming activity of 0-group common sole

Table 2. Prevalence (P (%)), mean abundance (Ab = SE), range (min — max), and percentage
occurrence in different locations within the host ((1): cephalic region; (2): lateral muscles; (3):
pterygian muscles; (4): fins) for the different parasite taxa for the two set of experiments on wild
caught O-group common sol&olea solea: different sampled month of wild-caught individuals
captured in 2004 in the Pertuis Charentais nursery ground (France) and infected by digenean
metacercariae; 2005 individuals experimentailty situ-infected by Prosorhynchus crucibulum
(Digenea, Bucephalidae)

location (%)

H @ & @

Parasite taxa Experiment Samp&é;; ) Ab = SE min - max

June 100 28.29 £5.22 3-46 192 556 252 O
July 100 63.44+1439 16-153 145 641 214 O
Sept 100 33.20+6.61 19-71 175 512 30.7 0.6
Nov 100 139.20+28.66 11 -265 124 283 54.1 5.2

Timoniella spp. Wild caught

June 14.3 0.14+£0.13 0-1 100 0 0 0
July 100 18.78 +6.58 4-71 254 621 124 O
Sept 100 33.00 +£9.89 5-58 26.1 339 40 0
Nov 90.9 2.60+0.79 0-9 414 449 137 O
Control - - - - - - -

OGroup 1100 45+0.25 4-5 111 778 11.1
Group 2 100 12.5+1.48 8-16 26 50 24

Group 3 100 21.5+1.82 17-26 174 57 256 O

Wild caught

P. crucibulum

o

In situ-infecte

o

2.2. Video tracking set-up and protocol

In the video tracking laboratory (isolated from external disturbances): three black
circular arenas of 60 cm diameter, with walls drilled regularly with 5 mm diameter holes to
allow water circulation, were placed individually in a 400 | tank with aeration and water
filters that maintained a continuous water flow around the arena. A 5 cm deep layer of black
sand (100 to 300 um) was placed on the bottom of the arena in order to allow sole to bury and
to provide an adequate colour contrast to allow fish detection by the image analysis system.
Water was maintained at temperature around 20°C (by an air conditioning system in the
laboratory); salinity at around 35 psu; and oxygen concentration at around 100% air
saturation. The arenas were illuminated laterally by artificial light on the following
photoperiod basis: daylight (8:00 — 21:00; white light: 0.3%1D.cm?®s?), a twilight
transition period ( 7:00 — 8:00 and 21:00 — 22:00; white light: 0.3%Q.@ni%.s") and a night
period (22:00 — 06:00; infrared light (PAR38 IR 175): 0.14%@cm?.sY). Since fish are

not sensitive to infrared light (Douglas & Hawryshyn, 1990), nocturnal behaviour was
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considered un-altered by the artificial lighting used to assess nocturnal swimming. Fish were
not fed the day before the experiment nor during the subsequent video recordings.

Above each arena, a digital black and white high sensitivity camera (Sony XCD-X700, XGA)
linked to a computer equipped with Visilog 6.2 software (NOESIS, France) was mounted.
Image acquisition proceeded with cyclic sub-sampling of each arena with 33 s duration
sequences of 1 imagé snd each image was saved in .jpeg format. Successive sequences
relative to a same arena were separated by a time lag of 2 min because of a 7 s delay between
each sequence acquisition. One fish selected randomly was introduced per arena at 11:00 and

video recordings began for a 48 hrs duration.

Fish detection was based on the colour contrast between the fish (appearing in white) and the
black sandy bottom using image analysis (Visilog 6.2). The XY coordinates (mm) of the
barycentre of the detected fish shape were extracted for each image / time. Automation of the
acquisition and image treatment process was achieved by an integrated VBA module to
Visilog 6.2, developed by NOESIS for this experiment. When the fish was not detected, XY

coordinates equalled 0, and the fish was considered buried.

2.3. Data analyses and statistics

For wild-caught fish, 5 to 10 individuals per month (June, July, September,
November)i.e. 1488 hrs (> 1, 473, 000 images) of video-tracking were analysedh Bitu
infected fish, 18 fish were analyseel. 864 hrs (> 850, 000 images).

Based on XY coordinates, four behavioural variables could be calculated: the distance
travelled between consecutive images (D, m) and the frequency of occurrence of three
different activities: burying (%B), swimming (%S) and immobility (%l), expressed in

percentages.

For each individual fish (48 hrs), hourly values of the four variables were calculated:
Dh (m hY), %Bh, %Sh and %lh. These values were then compared between groups for each
experiment (months for wild-caught fish and infection level groupsnfaitu infected fish)
using repeated measures one way ANOVA on rank transformed data.

Averages for the four variables were calculated over the total 48 hrs per fish: Dtot
(m h%), %Btot, %Stot and %ltot; and for light conditions, day: Dd (f #6Bd, %Sd and
%Id; twilight: Dt (m HY), %Bt, %St and %It; night: Dn (m'), %Bn, %Sn and %In.
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Pairwise differences between groups were analysed by non-parametric unilateral Mann
Whitney U tests on the second step calculated values (averages per total and per light period
respectively). For wild-caught fish, in order to take into account the temporal aspect of fish
sampling, only differences between the two consecutive months were screened for.

Relationships between parasite abundand@mdniella spp., Prosorhynchus
crucibulumand total) and the four behavioural variables (per total and per light period) were
analysed using non-parametric Spearman rank order correlation (SC): (i) for wild-caught fish
within each sampled month; (ii) fam situinfected fish, both using a simultaneous analysis of
the four groups and in also using only the 3 groups of infected fish. In order to avoid size
effect on distance travelled, values were corrected for size prior correlation analysis.

For derived instantaneous swimming speeds, only values > 5'nfwideo tacking
resolution level) were considered for analysis. Swimming speed frequencies were calculated
for swimming speed classes of 2 cinfer the different groups and for each experiment.

Results are given as averages + SE (Standard Error). Statistical tests were performed

using SYSTAT 11.0 and were considered significantat%.

3. Results

3.1. Wild-Caught Fish

Significant differences were found in average distance travelled DR mrld %Bh,
%Sh and %lh between the sampled months (repeated measures one way ANEWAE af
11.264, p<0.001; F = 11.255, p<0.001; F = 13.831, p<0.001; F = 7.602, p=0.001). Between
June and July, Dtot and Dn decreased significantly (MW, p=0.05, p=0.025); %Stot, %St and
%Sn decreased significantly (MW, p=0.011, p=0.05, p=0.003) (Fig. 1). Between July and
September, %Btot, %Bd, %Bt and %Bn increased significantly (M¥8,04 for all tests),
and %ltot, %Id, %It and %In decreased significantly (MW, p<0.01 for all tests). %Stot and
%Sd decreased significantly (MW, p=0.02, p=0.014, respectively) (Fig. 1). No significant

difference was detected between September and November.
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Figure. 1. Average distance travelled (m h-1) calculated on the total 48 hours observation period for
each sampled month (A), for each light time period (B) (artificial light time period was set as Day:
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8:00 — 21:00; Twilight: 6:00 — 7:00 and 21:00 — 22:00; Night: 22:00 — 6:00) and frequency occurrence
(%) for the three different type of activity (burying, swimming and immobility) (C), in wild-caught O-
group common solesolea solea, captured in 2004 in the Pertuis Charentais nursery ground (France)
and naturally infected by digenean metacercariae. According to unilateral Mann Withney U test same
letter indicate that the data are not significantly different.

Table 3. Presentation of the significant results of non parametric Spearman rank order correlation
analysis (SC) between parasite abundance and the four behavioural variables for the two set of
experiments on O0-group common sofplea solea: (i) different sampled months of wild-caught
individuals captured in the Pertuis Charentais nursery ground (France) and infected by digenean
metacercariae; (ii) individuals experimentally in situ-infecte®lysorhynchus crucibulurgDigenea,
Bucephalidae).
Experiment Sample (n) Varl Var2 R P
June (7) Timo* Dt 0.815 0.025

Para * %St 0.667 0.050
Timo * %Bn -0.703 0.035
Wild-caught Timo * Dt 0.975 0.005

Proso* %Bt 0.900 0.037

Para * Dn 0.900 0.037

Para * %Sn 0.900 0.037

Proso* Dtot 0.670 0.017

Proso* %Stot 0.660 0.020

Proso* Dd 0.596 0.041

Proso* %Sd 0.614 0.034

July (9)

September (5)

In situinfected Group 1, 2, 3 (12)

NB: Timoniellaspp. (Timo),Prosorhynchus crucibulurgiProso) and total parasites (both taxa)
(Para) abundance were considered independently as variable 1 (Var 1) in the analysis; the four
considered variables were Dtot (M)H{corrected for size) and the frequency of occurrence of
three different activities: burying (%B), swimming (%S) and immobility (%l) (expressed in

%) over the total 48 hrs experiment (tot) and per period of the day (day, twilight, night) were
considered independently as variable 2 (Var 2) in the analysis.

For in sitwinfected experiment no significant correlation was found when including the
control group.

Significant correlations were found between parasite abunddno®riella spp.,
Prosorhynchus crucibulunand total) and the four behavioural variables (per total and per
light period) within each sampled month (TableTjmoniellaspp. abundance was positively
correlated with Dt at twilight in June and negatively with %Bn at night in July.
Prosorhynchus crucibulunabundance was positively correlated with %Bt at twilight in
September. Total parasite abundance was positively correlated with Dt and %St at twilight in

July and Dn and %Sn at night in September.

For fish sampled in June, swimming speed frequencies displayed a bimodal

distribution (Fig. 2). The first mode for speed comprised between 0-2 emdsa second for
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speed of 8-10 cmi’s each representing 25% of the overall swimming speeds. For fish
sampled in July, September and November, swimming speed frequencies displayed an
unimodal distribution with 50-60 % of swimming speeds between 0-2'cm s
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Figure 2. Swimming speed (cni'}s frequency distribution calculated on the total 48 hours
observation period for each sampled month of wild-caught individuals captured in the Pertuis
Charentais nursery ground (France).
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3.3.In situ-infected Fish Experiment

No significant difference in Dh, %Bh, %Sh and %lh was found between the groups
(repeated measures one way ANOVAg dfs, p>0.05 for all tests). However, %Bn was
significantly lower in the control than in group 1 (MW, p=0.028), %In and %ltot was
significantly higher in the control than in group 1 (MW, p=0.028, for both tests) (Fig. 3). Dt
was significantly lower in the control than in group 3 (MW, p=0.044) and %ltot was
significantly higher in the control than group 3 (MW, p=0.044). %It was significantly lower
in group 1 than in group 2 (MW, p=0.042). Dd and %Sd were significantly higher in group 3
than in group 2 (MW, p=0.022, for both tests). Dtot, Dd, Dn, %Stot, %Sd and %Sn were
significantly higher in group 3 than in group 1 (MW, p<0.05 for all tests) (Fig. 3).

Through the simultaneous analysis of all the four groups (including the control), no
significant relationships betwed? crucibulumabundance and behavioural variables were
detected. However, when using only the three infected gréupsucibulumabundance was
positively correlated with Dtot and %Stot (for the 48 hrs tracking period), and Dd and S%d
(for the day light period) (Table 3).

Swimming speed frequencies were more widely distributed and varied among groups
(Fig. 4): for the control, group 1 and group 2, around 20% of the observations were in the
speed classes 0.5-2; the second mode was 4-6 for the control, 8-10 for group 1 and 10-12 for
group 2. For group 3, speed class 0.5-2 represented only around 7% of the observations, the

speed frequency distribution being unimodally centred on 6-8'cm s
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Figure 3. Average distance travelled (rit)icalculated on the total 48 hours observation period for
each sampled month (A), for each light time period (B) (artificial light time period was set as Day:
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8:00 — 21:00; Twilight: 6:00 — 7:00 and 21:00 — 22:00; Night: 22:00 — 6:00) and frequency occurrence
(%) for the three different type of activity (burying, swimming and immobility) (C), in reared 0-group
common soleSolea solea, experimentalig situ-infected byProsorhynchus crucibulunDigenea,
Bucephalidae). The number of metacercariae for each infected group was comprised between 4 — 5, 8
—16 and 17 — 26 for Group 1, 2 and 3, respectively.
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Figure 4. Swimming speed (cm'sfrequency distribution calculated on the total 48 hours observation
period for each group (Group 1, 2, 3 and control) of reared O-group commorSetsa, solea,
experimentally in situ-infected by Prosorhynchus crucibu(ingenea, Bucephalidae).
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4. Discussion

Our data were obtained under experimental conditions using a video tracking system
at a scale of observation enabling the assessment of daily swimming (levels, rhythms) and
burying activities. This method appears to be one of the only non-harmful methods of
quantifying free activity of O-group sole. Caution should be applied in extrapolating these data
to field observations and ecological interpretation of the results are in relation to experimental
conditions. Swimming activity over 2 days showed relatively high inter individual variability
as often observed for fish (Bourlet al, 1997; Salvanes & Hart, 1998; Mehner, 2006).
Nevertheless, some clear trends in the evolution of the behavioural activities over the course

of the settlement period and in relation to digenean metacercariae infection were observed.

4.1. Swimming activity of 0-group sole: ecological perspective in nursery grounds

0-group juveniles showed clear circadian swimming activity in line with the artificial
light conditions of the experiment, with higher activity at twilight and night. This is consistent
with previous studies on young 0-group sole (Macquart-Mcetlial, 1991; Champalbert &
Marchand, 1994; Champalbert & Koutsikopoulos, 1995) and older 2-group (Lagardere et al.,
1988). Champalbert et al. (1991) demonstrated that sole > 30 mm were photonegative at most
light intensities except at twilight. Considering all samples except June and July, burying
behaviour represented 80% of activity. This behaviour is linked to a strategy for energy
saving, with lower basal metabolism while buried (Howell & Canario, 1987). Wild-caught
fish from June and July buried less than fish from September and November. The latter were
often immobile at the surface of the substratum, especially at night. As burying capacity of
juvenile flatfish is a strong logistic function of their size (Gibson & Robb, 1992), June and
July fish, due to their relatively small size, may have been limited by the size of the sand

grains used in the experiment (100-300 um).

The wild-caught O-group sole showed a strong decline (around 8 times less) in
swimming activity from June to July, with relatively low activity until November. The
parasite loads of botlhimoniellaspp. andP. crucibulumalso increased from May to June,
however, further differences in parasite loads in the following sampled months was observed

without seeing any discrepancy in swimming activity. Thus, instead of parasite induced
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behaviour, an ontogenetic change in host behaviour is predicted. Both environmental factors
(i.e. current, salinity, light, and food availability) and endogenous rhythms are considered to
play a determinant role in nursery colonisation (Champalbert & Koutsikopoulos, 1995). 0-
group sole juveniles in the Bay of Biscay colonize nursery grounds from around May (Amara
et al., 2000). The results suggest that around one month after colonisation, 0-group sole
juveniles of around 46 mm SL still demonstrate a relatively high average swimming activity.
This behaviour may be a relic of an exploratory behaviour associated with colonisation of
new habitat. Low activity from July onwards may reflect transition to a well established
sedentary behaviour. This change was also reflected by swimming speed frequency
distributions with more than 50 % of the values comprised 0.5-2'cfrom July onwards.

This typically corresponds with the foraging behaviour of juvenile flatfish searching benthic
prey (Lagardere et al., 1994; Hill et al., 2000; 2002). From an ecological point of view, the
low swimming activity may be interpreted as a sedentary behaviour giving a relatively high
resiliency of O-group sole in confined areas of the nursery. This is consistent with field
observations of potential O-group sole movements in various nursery grounds based on
density distributions (Dorel et al., 1991; Rogers, 1992; Jager et al., 1993) and recapture of
tagged individuals (Coggan & Dando, 1988).

4.2. Effects of the parasitic infection on 0-group common sole behaviour

In experiments with wild-caught fish, we detected some significant relationships
between parasite abundances. (Timoniellaspp.,Prosorhynchus crucibulurand total) and
the measured behavioural variables. (@verage distance travelled and percentage burying).
However, these relationships were not consistent for each parasite taxa within each month and
light conditions. In the wild, parasitic infection is influenced primarily by the host behaviour
independently of the effects of parasitism (Combes, 2001). Theoretically the more active fish
should therefore have higher encounter rates with cercariae than more sedentary individuals,
resulting in higher parasite load. In addition, host-parasite relationship vary according to both
host age and parasite infectivity and/or developmental stage (Poulin, 1993; Badier
2000; Thomaset al, 2005a). Different parasite species may have different manipulative
strategies within a single host (Outreman et al., 2002). For all these reasons, the effects of the
different digenean metacercariae taxa appear difficult to distinguish on naturally infected

individuals.
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The second experiment was set up with the aim of determining the specific effects of
P. crucibulumon the swimming activity of O-group sole in relation to mussel farming
activities, mussel being first intermediate host of this parasite. Although no difference
between the control and each infected group was detected for the swimming activity variables
(D and S%), a significant difference was observed between least and most infected fish.
Furthermore, when excluding the control from the analysis, a significant positive relationship
betweenP. crucibulumabundance and distance travelled and percentage swimming, was
detected from the 48 hours observation period. Because these fisim w#wenfected in two
cages with different exposure periods (4d and 11d), the observed relationship can not be
attributed to the behaviour of the fish prior to the infection.

Parasite-induced behavioural alteration of the host is always a complex phenomenon,
reflecting the balance between host physiological state, parasite infectivity and environmental
conditions (Combes, 2001). Host behaviour can even be altered directly by the parasite
through secretion of neuro-active substance or by taking up a specific loeatjdorgin or
eyes) that enables them to manipulate the host's behavioural control system, or indirectly
through a physiological constraint imposed to the host to modulate its behavgaittéred
foraging behaviour due to energetically demanding parasites) (Barber & Wright, 2006).

Several examples of behavioural alteration of fish (as second intermediate host) by
digenean metacercariae to facilitate transmission to the definitive host have been reported
(Lafferty & Morris, 1996; Barbeeet al, 2000; Shirakashi & Goater, 2002; Seppetaal,

2004). The majority of these studies have dealt with parasites with specific locations in their
fish hosts, that directly affect their behaviour. In the present study digenean metacercariae of
P. crucibulum encysted preferentially in muscle tissue of O-group sole and did not
demonstrate any particular preference for a specific location in the body of their intermediate
host, as has previously been reported by Matthews (1973).

Parasites always induce an energetic cost for their host because they utilize host-
derived resources for their own development and maintenance. They can also induce a host
immune reaction which involves an additional energy expenditure for the host. Detailed
studies have demonstrated the increased foraging behaviour of fish infected with nutritionally
demanding large plerocercoid larvae of cestodes (Barber & Wright, 2006). Although much

smaller than the latterP. crucibulum metacercariae are relatively large digenean
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metacercariae (to about 2mm) and at 3-months post-infection are totally encapsulated within a
cyst of host origin as a consequence of a previous strong host reaction (Matthews, 1973).
During our laboratory experiment and the day before, fish were deprived of food. Fish can
display various strategy to save energy. For example, Dalla Via et al. (1998) highlighted the
metabolic advantage of lowering swimming activity under hypoxic conditions for sole. By
contrast, under food restriction, juvenile sole and other flatfish can increase their swimming
activity in the water column (Macquart-Moulin et al., 1991; Miyazaki et al., 2000). Thus, the
positive relationship betweeR. crucibulum metacercariae abundance and the swimming
activity of 0-group sole might represent a host behavioural adaptation to the infection, where
swimming activity (as a measure of the time spent searching for food) increases with parasite

load in order to compensate for energetic cost of the infection.

This parasite-induced behavioural change may also increase exposure to predators.
Different studies have highlighted the reduced anti-predator responses of fish infected by
digenean metacercariae (Poulin, 1993; Seppmalal, 2004; Ondrackoveet al, 2006).
However, behaviour changes are adaptative to the parasites when transmission to the
definitive hosts is increased. In our stu@y,crucibuluminfected individuals are potentially
more vulnerable to the opportunistic benthic feeding definitive host (conger eel), but further
work is needed to test this potentiality. Experimental tests of the “manipulation hypothesis”,
conducting higher predation rate of infected fish by the definitive host, and thus are relatively
rare in the literature. But Lafferty and Morris (1996) demonstrated through a field experiment
that fish parasitized bffuhaplorchis californiensisvere more susceptible to the definitive
host birds than non-parasitized conspecifics. Bearing in mind that small behavioural
modifications may lead to large increases in predation, the present results may require further

attention.

In conclusion, the swimming activity of O-group common sole has been quantified in
relation to how digenean metacercariae may affect it. 0-group sole showed a clear ontogenetic
change in swimming activity between June and July, demonstrating the transition between the
exploratory behaviour of late colonisation and the sedentary behaviour characterizing nursery
grounds behaviour. Slight effects Bf crucibulumon the measured behavioural variables
could be detected, through a positive relationship between parasite load and swimming
activity levels. This may represent a compensation strategy of the host for the energetic cost

of parasitism, potentially conducting to a higher exposure to predators. It appears essential
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therefore, to evaluate the energetic cost of this parasitic infection on 0-group sole in order to
further validate these results. In addition, the effects of infection on other behavioural
variables (e. g. escape capacities) should be measured. At last the higher predation rate of
parasitized individuals by the definitive host should be also tested to document the

potentiality of host manipulation.

Acknowledgements

Ph.D. grant to E.D.H. Durieux was funded by IFREMER and the Conseil Régional Poitou
Charentes. D. Péral (NOESIS) developed the VBA module for image acquisition and
treatment automation. J. Grizon was the boat pilot for fish sampling in the field. S. Robert and
H. Evano were scientific scubadivers forsitwinfection experiment. P. Pineau, M. Prineau

and N. Lachaussée helped in the set-up and maintenance the experimental infrastructures. We
are grateful to E. Hunter from the CEFAS Lowestoft laboratory and the 4 anonymous
reviewers for valuable comments and corrections.

151



VIIl. Swimming activity of 0-group common sole

152



IX. Conclusion et Perspectives

Chapitre IX. Conclusion générale et Perspectives

1. Conclusion générale
Les travaux menés au cours de cette thése ont permis de caractériser le systéme hbte-
parasite, juvéniles GO de sole - métacercaires de Digenes, dans les zones marines cotieres tant

au niveau de la dynamique spatiotemporelle que des effets de cette infestation sur I'héte.

1.1. Dynamique de l'infestation

Tout d’abord, au niveau taxonomique, nous avons pu mettre en évidence que les GO de
sole étaient infestés par des métacercaires appartenant a plusieurs taxons de Digénes. Ainsi,
dans le golfe de Gascogne, en plus du compghegeorhynchuspp. (Bucéphalidés) déja mis
en eévidence par Laffargue et al. (2004), nous avons montréTomeniella spp. T.
imbutiforme et T. praeteritg (Acanthostomidés) ePodocotylesp. (Opécoelidae) utilisent
aussi les juvéniles GO de sole en tant que deuxieme hote intermédiaire (Durieux et al., 2007a).
En ce qui concerne le complexe métacercaireBrdeorhynchuspp. chez les juvéniles GO
de sole dans les pertuis Charentais, le couplage de I'analyse morpho-anatomique et de
'analyse moléculaire (séquencage de I'I'TS 1) a permis de distinguer les espeees de
crucibulum et Prosorhynchussp. A. Une forte analogie morpho-anatomique entre
Prosorhynchussp. A (métacercaires) €. aculeatugadultes) a été mise en évidence alors
que des difféerences moléculaires ont été détectées. Ceci souleve une certaine ambiguité
taxonomique qui pourra étre levée a l'aide d’analyses complémentaires. Concernant le cycle
de P. crucibulum nous avons démontré que ce parasite utilise effectivement les moules
cultivées sur bouchots comme premier héte intermédiaire, puis, entre autres petits Téléostéens
benthiques, les juvéniles GO de sole (deuxieme héte intermédiaire) et enfin les congres (héte

definitif) dans les pertuis Charentais.

Pour la dynamique de l'infestation proprement dite, nous avons mis en évidence la
variabilité spatiotemporelle de l'infestation chez les juvéniles GO de soles a différentes
échelles de maniére descriptive d’'une part, et expérimantaitl d’autre part. Les juvéniles

GO de sole accumulent les métacercaires de Digenes localement, des le premier mois suivant
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la colonisation des nourriceries coétieres (Durieux et al., 2007b). A méso-échelle des
différences apparaissent : i) entre stocks, les GO des nourriceries de Manche ont des niveaux
d’infestation plus faibles que ceux du golfe de Gascogne et ii) au sein d’'un méme stock, les
GO des nourriceries de baie ont des niveaux d’infestation plus élevés que ceux des estuaires
(Durieux et al., 2007a; Durieux et al., 2007c). Les travaux réalisés a I'échelle des pertuis
Charentais ont montré qu’en considérant la distribution spatiale des GO de sole dans I'habitat,
leur infestation était essentiellement contrblée par les facteurs locaux que sont la présence
(probablement aussi I'abondance) des premiers hoétes intermédiaires et la capacité de

dispersion des cercaires.

L’ensemble de nos travaux dans les pertuis Charentais montre que les infestations des
juvéniles GO de sole par les métacercairefPderucibulumsont intrinséquement liées a
I'activité de muytiliculture sur bouchots. A travers son cycle de vie, ce parasite est ainsi
directement transmis d’une espéce cultivée a une espéece sauvage qui, représentant toutes deux
un intérét économique majeur, constitue un conflit d’'usage potentiel. Cette infestation est
cependant trés limitée dans I'espace, avec les niveaux d’infestation élevés essentiellement
restreints aux zones mytilicoles de bouchots et cela malgré de trés faibles prévalences
d’infestation détectées dans les moules.

De maniére générale, les niveaux d’infestation relativement élevés rencontrés chez les
juvéniles GO de sole pour les différents taxons en patrticulier dans les baies, montrent le succes
des cycles de vie de ces parasites dans ce type d’habitats. Ceci est révélateur de la présence en
abondance des différents hotes successifs de ces parasites et de I'ajustement des fenétres
temporelles de rencontre entre hbte — parasite, ce qui traduit un certain équilibre de

I'écosysteme.

1.2. Effets de I'infestation

Nous avons pu aborder I'évaluation des effets de I'infestation des juvéniles GO de sole
par des métacercaires de Digénes a différents niveaux d’intégration biologique (immunité
moléculaire, condition, croissance et comportement) de maniere descrappestériorichez
des juvéniles prélevés en mer) et de maniére expérimentale (infestatgnsen cages en

mer).
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En ce qui concernd,imoniellaspp., nous n'avons détecté aucun effet sur la fonction
immunitaire (expression du géne C3), ni de changemepnosteriorides différents parametres
de condition (K, Lipides totaux, TAG/ST) sur des individus issus du milieu naturel. D’apres
nos résultats, nous supposons que malgré des taux d’infestation pouvant étre extrémement
élevés (jusqu’a 984 métacercaires comptées dans un individu), ce parasite semble présenter
une pathogénicité particulierement faible, ce qui pourrait étre le signe d’une adaptation élevée

de ce parasite a cet hote.

Parmi les différents taxons de métacercaires infestant les juvéniles dePsole,
crucibulum apparait comme le plus pathogéne. Au cours de son développement dans le
deuxieme héte intermédiaire, la métacercaire brise le kyste hyalin qu'elle a préalablement
sécrété, pour se nourrir directement des muscles de I'héte (Matthews, 1973). Grace au suivi
de I'expression du gene C3, nous avons pu montrer que pendant cette période de quelques
semaines ou les métacercaires sont libres dans I'héte, les juvéniles GO de sole semblent
développer une réponse immunitaire géneéralisée faisant intervenir le systeme du complément.
Cette réponse immunitaire constitue forcément un codt énergétique pour les juvéniles GO de
sole. Cependant, ils arrivent a le compenser en condition trophique non-limitante, de telle
sorte que les performances de croissance et la condition ne soient pas affectées. Nous avons
pu mettre en évidence une relation positive entre I'abondance des métacercaites de
crucibulumet les niveaux d’activité natatoire. Ce résultat pourrait constituer une stratégie
comportementale de compensation énergétique. En contre-partie, cette activité accrue pourrait
exposer de facon plus importante les individus fortement infestés aux prédateurs (Barber et
al., 2000; Moore, 2002; Thomas et al., 2005a). En milieu naturel, seule une relation négative
entre l'abondance des métacercaires Be crucibulum et [Iindice de condition
morphométrique K a été détectée en Novembre, c'est-a-dire quand les températures diminuent
fortement. En ce cas, il s’agit d’individus qui présentent un statut nutritionnel de tres faible
niveau et des taux d’'infestation particuliéerement élevés (Durieux et al., 2007b). Ce résultat
pourrait ainsi correspondre au « winter stress syndrome » développé par Lemly (1997). En
effet, ce concept stipule que I'effet négatif d’'un facteur stressant (comme en l'occurrence ce
parasitisme), sur un organisme aquatique de région tempérée, s'exprime principalement en

hiver, c’est-a-dire quand les capacités de compensation sont fortement réduites.

Le systeme h6te — parasit®,. crucibulum — GO de sole (avec ces niveaux

d'infestation) semble relativement récent. En effet, la mytiliculture a commencé®du 13
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siecle, localement, au niveau du pertuis Breton mais elle s’est réellement développée sur le
littoral francais dans des zones sableuses a vaseuses (correspondant bien souvent aux
nourriceries de sole) & partir du®I®siécle (Marteil, 1976). Au contraire les populations
naturelles de moules sont plutot présentes dans des zones de substrat rocheux, c’est a dire
assez éloignés des zones de nourricerie de sole. On peut donc supposer que ce systeme (avec
ces niveaux d’infestation), qui a une existence relativement récente (a I'échelle évolutive), est
encore assez instable. Par conséquent, la pathogénicité de ce parasite pourrait étre plus
importante que pour d’autres systemes plus anciens. Il faut cependant remarquer que, méme si
P. crucibulumsemble entrainer une réaction immunitaire aigué via le complément quand la
métacercaire est libre, la pathogénicité de ce parasite demeure relativement faible dans
I'absolu étant donné qu’aucune mortalité liée a ce parasitisme n’a directement été observée

dans nos différents travaux.

1.3. Performances des juvéniles GO de sole dans les pertuis Charentais : évaluation de la

fonction de nourricerie

L’ensemble des résultats obtenus met en évidence que le parasitisme est un facteur
biotique susceptible d’agir en synergie avec les autres facteurs environnementaux. C’est donc
un facteur qu’il faut désormais prendre en compte dans la qualification de I'habitat des

juvéniles GO de sole.

Les métacercaires de Digénes ont pu étre utilisées de maniére efficace comme
marqueurs biologiques de I'utilisation de I'habitat par les juvéniles GO de sole a petite échelle
dans la nourricerie des pertuis Charentais. Les parasites sont en effet de tres bons marqueurs
biologiques des mouvements de leur hote en milieu marin (MacKenzie & Abaunza, 1998;
MacKenzie, 2002; 2005), mais cela n’avait encore jamais été mis en évidence a une telle
échelle spatiale. On a ainsi pu démontrer que les juvéniles GO de sole présentent une forte
sédentarité dans les différentes sous-parties de I'habitat des pertuis Charentais jusqu’a
'automne. Par ailleurs, I'habitat des pertuis Charentais apparait comme fortement hétérogéne
en terme de qualité pour les juvéniles GO de sole au niveau spatial, étant donné que ces
derniers présentent des performances différentielles de croissance suivant les sous-parties de
cet habitat. On a ainsi pu mettre en évidence que la baie de I'Aiguillon était une zone de
qualité nettement plus élevée : les juvéniles GO de sole étaient plus nombreux et présentaient

des performances de croissance trés supérieures. L’hypothéese selon laquelle les performances
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de croissance obtenues dans cette zone sont soutenues par une production particulierement
importante de nourriture (proies benthiques) a été émise. Ces résultats nous ont permis de
qualifier cette zone préférentielle de nourricesigcto sensupour les juvéniles GO de sole

dans le pertuis Breton d’apres les criteres définis par Beck et al. (2001). Cette meilleure
connaissance de I'écologie des juvéniles GO de sole dans leur habitat est un pré-requis a la
mise en place de mesures de gestion de I'environnement cotier (Rice, 2005).

2. Perspectives de recherche

2.1. Systeme GO de sole — métacercaires : développement d’'un outil expérimental

La poursuite des travaux sur la dynamique mais aussi sur les effets de I'infestation
devrait préalablement passer par la mise au point de I'infestation expérimentale en laboratoire
du deuxiéme hote intermédiaire. Pour cela, il s’agirait de disposer pour I'espece de parasite
ciblée, du premier hote intermédiaire infesté afin de produire des cercaires. En milieu naturel,
les prévalences d'infestation des premiers hotes intermédiaires sont trés faibles, comme on a
pu I'observer notamment po®&. crucibulum(Chapitre 2), ce qui ne permet pas de disposer
d’assez d’individus infestés pour mettre en place des infestations expérimentales au niveau du
deuxiéme hoéte intermédiaire. Une solution pourrait étre d’infester expérimentalement les
premiers hotes intermédiaires. Cela a notamment été tentéPpauucibulumau cours de
cette thése, en mettant en présence pendant plusieurs mois (avril a juillet 2005) des congres
naturellement infestés (infestation vérifiée posterior) et des moules dans des bacs
expérimentaux. Malheureusement, cette tentative s’est avérée infructueuse, aucune moule
infestée n'ayant été obtenue. J'ai fait I'hypothése que la période de mise en contact n’était pas
propice a la production d’ceufs et/ou a la transmission des miracidia et/ou au développement
du sporocyste. Il serait intéressant de renouveler ce protocole sur une durée plus longue a
compter de la période de la fin d'été ou du début de I'automne (période a partir de laguelle les
congres sont sensés s'infester Pacrucibulun). Alternativement, i) I'obtention de miracidia
en laboratoire a partir d’ceufs prélevés sur des parasites adultes ou méme ii) la transplantation
de sporocystes d’individus infestés a des individus sains pourrait aussi étre envisagee.
L'infestation expérimentale des hotes définitifsRtesorhynchusp. A, le congreTimoniella
spp. et dePodocotylesp., le bar, a partir de métacercaires de ces parasites a été réussie au
cours de cette thése (données non publiées). Il serait ainsi possible de reproduire I'intégralité

d'un cycle de vie d’'un parasite de maniere expérimentale, ce qui constituerait un outil de
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choix pour étudier les processus de transmission et des effets du parasite pour les différents

hétes successifs afin de mieux aborder son réle dans I'écosystéme.

2.2. Dynamigue de I'infestation : apport de 'outil expérimental

Afin de poursuivre les travaux engagés dans le cadre de cette these sur la dynamique
de linfestation, il conviendrait de tester de maniére expérimentale I'influence des facteurs
environnementaux abiotiqueise( température, salinité, pH, courant, lumiere, polluants) sur la
production de cercaires, leur capacité de dispersion, leur infectivité, leur survie et leur succes
d’infestation. Dans le cadre du contexte actuel du changement climatique, la priorité devrait
étre mise sur I'impact de 'augmentation de température sur la production de cercaires et les
conségquences que cela aurait sur les populations d’héte et sur I'écosysteme (Marcogliese,
2001; Mouritsen & Poulin, 2002; Poulin, 2006; Poulin & Mouritsen, 2006).

2.3. Effets de l'infestation sur les GO de sole : apport de I'outil expérimental

Aux vues des premiers résultats obtenus dans cette thése, il apparait essentiel de
poursuivre les efforts de recherche sur I'évaluation au niveau de l'individu des effets de
l'infestation, en particulier ceux liés R. crucibulum sur les juvéniles GO de sole. Cela
devrait étre mené dans le cadre d’infestations expérimentales réalisées en laboratoire de

maniéere a limiter au maximum la variabilité des facteurs autres que les parasites.

En terme d'immunité, il s’agirait d’étudier finement la cinétique d’expression du
géne C3 pendant les deux a trois premiers mois apres infestation. L'expression d’autres genes
pourrait aussi étre analysée. Notamment, le moyen d’étudier les différents génes impliqués
dans la réaction immunitaire causée par ce parasitisme serait de réaliser une banque de genes
(Neumann & Galvez, 2002; Willianet al, 2003; Akopyant®t al, 2004; Ewaret al, 2005).
Il serait fondamental de coupler I'étude de I'expression de genes a I'analyse de l'activité des
composants exprimés et a I'étude de la réponse immunitaire au niveau cellulaire, notamment
par histologie, afin de comprendre précisément le processus d’encapsulation des
métacercaires mise en place (Sommerville, 1981; Faliex, 1991b; Huizinga & Nadakavukaren,
1997).
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En terme de métabolisme et de performances écophysiologiquek apparait
essentiel d’évaluer le colt de linfestation tout au long du développement du parasite sur le
métabolisme basal des juvéniles GO de sole par respirométrie (Lefrancois & Claireaux, 2003).
Cependant, une infestation parasitaire peut altérer les performances d’'une espece héte méme a
des périodes ou plus aucun effet sur le métabolisme n’est détecté (Lemly & Esch, 1984).
Ainsi, I'évaluation en paralléle des performances de croissance et de condition apparait
nécessaire. Etant donné les résultats déja obtenus, il est important de mieux cerner les
capacités de compensation des juvéniles GO de sole face aux infestatiBnEnp@arbulum
Aussi, il faudrait désormais évaluer les performances de croissance et I'évolution de l'indice
de condition sous contraintes limitantes de température et de nourriture. Ceci permettrait
notamment de vérifier 'lhypothese émise sur le «winter stress syndrom » (Lemly, 1997)
concernant les infestations gar crucibulum Dans le contexte actuel d’évaluation des effets
de certains polluants sur les juvéniles GO de sole dans les nourriceries (projet ANR
SoleBéMol), une évaluation de la synergie de facteurs polluants — parasite pourrait aussi étre

testée.

En terme de comportementaux vues de la relation positive entre l'infestationRar
crucibulumet les niveaux d’activité natatoire (Chapitre VIII), il apparait important de vérifier
I'hypothese émise sur la stratégie de compensation d’'une perte d'énergie ou bien de
déterminer s’il s’agit d’un effet direct du parasitisme et donc de manipulation de I'hote par le
parasite. Ainsi, on pourrait imaginer reconduire ce type d’expérience en offrant un accés a de
la nourriture afin de tester cette hypothése. Par ailleurs, il serait intéressant de compléter cette
évaluation de l'effet du parasite sur les capacités d’enfouissement de I'héte (Gibson & Robb,
2000) et sur sa réponse de fuite comme cela a déja été fait dans un autre systeme Téléostéen —
parasite (Blake et al., 2006). Enfin, il s’agirait d’évaluer s’il existe une prédation préférentielle
des juvéniles GO de sole infestés par les Téléostéens piscivores, hotes définitifs des différentes
especes de Digenes rencontrées, comme cela a déja été montré dans un autre systéme
(Lafferty & Morris, 1996).

Dans une deuxieme étape, I'ensemble des études sur I'effet de I'infestation réalisées a
I’échelle individuelle pourrait étre transposées a I'échelle de la population.

2.4. Variabilité intra- et inter-spécifique
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Au niveau intra-spécifique, il serait aussi important d’analyser les facteurs intrinséques
des hétes, tels que leur génotype et/ou leur systéme immunitaire, comme déterminants de la
variabilité interindividuelle de linfestation aussi bien en terme quantitatif que qualitatif
(Combes, 2001; Kalbe & Kurtz, 2006).

Au niveau interspécifique, en plus du succés d’infestation, I'étude du développement
des métacercaires de. crucibulum chez les juvéniles GO de sole par histologie en
comparaison avec différentes especes hodtes serait particulierement pertinente. En effet,
Matthews (1973) a montré qu'il existait une certaine spécificité au niveau du deuxieme héte
intermédiaire, certaines espéces ne permettant pas le développement des métacercaires. Une
premiere comparaison des meétacercaireP.derucibulumentre des juvéniles GO de sole et
des gobies, Pomatoschistus minutusa montré un développement différentiel des
métacercaires entre especes hote. En effet, les métacercaires enkystées étaient plus grandes
chez les gobies, et certaines métacercaires étaient progénétiques, c'est-a-dire qu’elles
présentaient un développement avancé du systeme reproducteur avec une production d’ceufs
par autofécondation (Pinet, 2005). De tels phénoménes de progénese présentent un intérét

particulier en terme de dynamique de population des parasites.

2.5. Observatoire des nourriceries de sole dans les pertuis Charentais

L’enregistrement a petite échelle spatiale des performances de croissance des juvéniles GO
de sole dans les pertuis Charentais doit étre mené sur plusieurs années afin de mieux évaluer
la qualité de I'habitat et leur fonction de nourricerie. Ce travail est actuellement mené par le
laboratoire IFREMER Ressources Halieutiques de I'Houmeau, il a commencé en 2005 et
devrait durer au moins 5 ans (ORE-REPER, programme FONSOLE). Ainsi, les variations
interannuelles de densité mais aussi de taille et / ou de croissance des juvéniles GO de sole des
pertuis Charentais pourront étre évaluées. D’'importantes variations interannuelles de taille ont
déja été mises en évidence entre 2005 et 2006 (Léauté, comm. pers.). Dans cette perspective
d’observatoire a long terme, il apparait essentiel de mesurer un maximum de facteurs
biotiques et abiotiques en continu au cours de la phase de croissance des GO afin de
hierarchiser les facteurs contrélant les performances de croissance dans cette zone. Un accent
particulier devrait étre porté sur la disponibilité de la nourriture (en évaluant la biomasse de

proies de macrofaune benthique accessible aux juvéniles GO) afin de vérifier I'hypothese
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émise dans cette thése selon laquelle la disponibilité en nourriture dans la baie de I'Aiguillon

soutient des performances de croissance plus élevées.

2.6. Communauté de macroparasites : margueurs biologiques de sole

A plus long terme, il serait intéressant de déterminer la dynamique d’infestation en
milieu naturel a I'échelle de la période juvénile, c’est a dire des individus GO a G3,
idéalement sur une méme cohorte en milieu naturel. En effet, les adultes (G3 et plus) du golfe
de Gascogne sont infestés par des nématodes au niveau du tube digestif (Chapitre Annexe :
Durieux et al., 2007c). On pourrait ainsi mettre en évidence la dynamique d’acquisition de ces
parasites chez les soles et ainsi définir si certains parasites sont acquis dans les nourriceries et
d’autres sur le plateau continental. Les connaissances ainsi apportées augmenteraient
considérablement la puissance d'utilisation des parasites comme marqueurs biologiques des

mouvements de la sole a I'échelle du stock (Chapitre Annexe : Durieux et al., 2007c).

2.7. Développement d’un outil multi-traceurs de structure de population chez la sole

L’évaluation finale de la fonction de nourricerie des pertuis Charentais pour les
juvéniles de sole passe nécessairement par I'estimation de la connectivité entre habitats
juvéniles et habitats adultes, puis par la mesure de la contribution relative des individus issus
de ces habitats au renouvellement de la population adulte (recrutement).

Tout d’abord, a I'échelle du stock exploité du golfe de Gascogne, il s’agirait d’évaluer
la contribution des différentes nourriceries aux différentes frayeres. Il a été établi que les
juvéniles de sole pouvaient étre discriminés entre les différentes nourriceries estuariennes
grace a l'analyse microchimique (par ICP-MS) de leurs otolithes (De Pontual et al., 2000).
Ainsi, en comparant la signature chimique de juvéniles prélevés dans les principales
nourriceries du golfe de Gascogne avec celles d’adultes issus de la méme cohorte (méme age),
il sera possible d’évaluer la connectivité entre nourriceries et frayeres pour cette population de
sole commune. L'ensemble des échantillons a déja été collecté et ce travail ainsi initié
constitue une partie intégrante de mon projet postdoctoral (Collaboration avec H. De Pontual).
Celui-ci s’inscrit dans la continuité d’'un projet antérieur initié par Francoise Lagardere et
Hélene de Pontual. Une étude de la communauté parasitaire des adultes au niveau des
branchies et du tube digestif sera aussi menée afin de déterminer, par l'utilisation des

parasites comme marqueurs biologiques, si le stock du golfe de Gascogne est homogene ou
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non (Chapitre Annexe : Durieux et al., 2007c). Enfin, une approche génétique par génotypage
microsatellite sera menée en collaboration avec F. Volckaert (Belgique).

A I'échelle de la population, il apparait essentiel de délimiter précisément les stocks
écologiques de maniere a optimiser la gestion de cette ressource. Une approche multi-
marqueurs (parasites — microchimie des otolithes — génétique) sera ainsi entreprise afin de
définir la structure de population de la sole commune en Atlantigue Nord Est avec E. Hunter

du CEFAS a Lowestoft, UK (Marie Curie Intra-European Fellowships : prq)&SGLE).
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Chapitre Annexe : Comparison of Solea solea
macroparasites between two nursery continental
shelf systems in the Bay of Biscay and the

Portuguese coast

E. D. H. Durieux, J. F. Marques, P. Sasal, M-L. Bégout, and H. N. Cabral

Article publié en juin 2007 dansJournal of Fish Biology(Vol. 70, pp. 1921-1930)

Abstract

Digenean metacercariae of 0-group sole (n = 70) were more abundant in the embayed
nursery of the Pertuis Charentais than in the Tagus estuary nursery. Macroparasite
assemblages of adult sole (n = 119) displayed only one species in common between the Bay
of Biscay and the Portuguese coast continental shelves. These data highlighted the potential
use of macroparasites as biological tags in various aspects of sole ecology.

Keywords: Sole — juvenile — adult — parasites - ecological stock - biological tag
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1. Introduction

The common soleSolea soledlL.), is a widely distributed flatfish of the northeast
Atlantic region, occupying muddy and sandy bottoms from the shore to 200 m depth
(Whitehead et al., 1986). During the breeding period adults congregate in spawning grounds
generally located at 50-100 m depth. After a planktonic larval stage, juveniles remain in
shallow nursery grounds such as bays and estuaries until sexual maturity is reached at 2-3
years old (Rogers, 1989). This species is economically important, with a consistently high
market price and a total annual average landing of 40,000 tonnes in recent years (FAO), with
most sole stocks being reported as over-exploited (ICES, 2005). Therefore, understanding
target species’ population structure is an essential issue for stock assessment and fisheries

management.

Parasites reflect many aspects of their fish hosts’ biology and ecology, including diet,
migration and recruitment (Williams et al.,, 1992) and can, therefore, be used as biological
tags to distinguish fish ecological stocks (MacKenzie, 2002). The term ‘ecological stock’ is
used to describe subpopulations which are distinguished by behavioural differences, but
between which there is still a considerable amount of gene flow (MacKenzie, 2002). In fact,
studies conducted in the North Atlantic and North Pacific have demonstrated the usefulness of
macroparasites as tags for the discrimination of flatfish ecological stocks (Boje et al., 1997,
Blaylock et al., 2003; McClelland et al., 2005; Marques et al., 2006b).

Despite their extensive distribution and low genetic population differentiation along
the continental shelf (Exadactylos et al., 2008), soleahabitats are discrete along the
Atlantic coast which might result in differences $h soleamacroparasite fauna along its
distribution range. In this study, macroparasite infection patterns of juvenile and adult sole
have been compared between two different nursery-continental shelf systems belonging to
two different management stocks: the Pertuis Charentais-mid Bay of Biscay (France, ICES
Vllla,b) and the Tagus estuary-central Portuguese coast (Portugal, ICES IXa), in order to

investigate their potential use as biological tags.

2. Material and methods
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The two coastal areas considered (Fig. 1) are recognized as important nursery grounds
for their respective sole stock (Cabral & Costa, 1999; Le Ram#, 2003b). The Pertuis
Charentais is an embayed nursery, with a low annual average of freshwater inputs from rivers
(10 n? s in the Pertuis Breton and 50°s" in the Pertuis d’Antioche) and is thus essentially
under sea water influence. On the other hand, the Tagus estuary is a partially mixed estuary,
with an annual average river flow of 400 81, the nursery ground &. soleabeing located
in brackish waters (Table 1). The two continental shelves under consideration also display
strong differences in terms of their topography. The Bay of Biscay is characterized by a wide
continental shelf that narrows from 200 km wide in the north to 30 km in the south, whereas
the central Portuguese coast is characterized by a narrow continental shelf (15 - 70 km) cut by
deep submarine canyons with the widest area being located north of the Tagus estuary (Fig.
1).
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Figure 1. Location of the sampling stations for juvenile (black stars) and adult (white stars) common
sole, Solea solea, in the two nursery-continental shelf systems: Pertuis Charentais-Bay of Biscay
(France) (A); Tagus estuary-central Portuguese coast (Portugal) (B)
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Table I. Water parameters (salinity and temperature) during the sampling period of 0-group juveniles
and adults ofSolea solea in the two different nursery-continental shelf systems (Pertuis Charentais-
Bay of Biscay; Tagus estuary-Portuguese coast); number of individualsnéan total length +
standard deviation (medn £+ S.D.), size range ibr (min - max) for total, male and female samples
of each life stage collected in each location.
0-group juveniles Adults
Summer 2005 Winter 2005

Pertuis Charentais Tagus estuary  Bay of Biscay Portuguese coast

Water parameters

Temperature (°C) 19 25 11 13

Salinity 30 14 35 35
Total sample

n 40 30 77 42

MeanL ; = S.D. (mm) 84779 93.3+17.2 318.7 £60.9 324.7+31.1

Size range (mm) (70 - 100) (61 - 129) (250 - 510) (238 - 415)
Male sample

n 34 13 41 37

MeanL ; + S.D. (mm) 85.6+7.6 92.1+18.7 280+22.4 323.3+32.3

Size range (mm) (72 - 100) (61 - 128) (250 - 350) (238 - 415)
Female sample

n 6 13 36 5

MeanL ; = S.D. (mm) 79.8+9.5 95.3+18.6 362.8 £ 62.0 336.0 +£24.2

Size range (mm) (70 -91) (70 - 129) (260 - 510) (318 -371)

NB: four O-group individuals from the Tagus estuary could not be sexed and five adults from the
Portuguese coast could not be sized.

S. solead-group juvenilesr(= 70) were collected by beam trawl during summer (July-
August 2005), when they were concentrated in the nursery grounds (Fig. 1). Adult49)
were collected from commercial fishing vessels during winter (February 2005), the spawning
period for the two studied areas, using bottom trawl (Bay of Biscay) and gill nets (Portuguese
coast). Total lengthLf) was measured (1 mm precision) for each sampled individual (Table
). No significant difference irLy was detected between the two 0-group samples nor
between sexes within each sample (Mann-Whitdegst, P > 005) (Table 1). Although the
size range was wider for adults sampled in the Bay of Biscay, those from the Portuguese coast
were significantly larger (Mann-Whitnay-test,n; = 77,n, = 37,P < 005) (Table I). In the
Bay of BiscayLt was significantly higher for females than for males (Mann-Whitshégst,
n, = 41,n, = 36, P < 0001) whereas on the Portuguese coast no significant difference
between sexes was detected lipr{Mann-WhitneyU-test,P > 005) (Table I). However, we
note the high proportion of males in the Portuguese coast sample with only 5 females on the
43 sampled individuals. Based on their size range, all sampled adults were believed to be at

least 3 years old.
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0-group sole were thawed and their entire body dissected to check for macroparasites,
especially digenean metacercariae (in muscle tissue), which were identified and counted. It is
known that in summer digenean metacercariae infection is stabilized (Durieux et al., 2007b).
For adults, the whole Portuguese sample and a subsample of 10 individuals from the Bay of
Biscay were checked for metacercariae in muscle tissue but none was found. Gills and
digestive tract of adult sole were dissected and checked for macroparasites, which were
counted and identified. Sole acquire macroparasites progressively in their digestive tracts
while feeding on the intermediate hosts of these parasites (Papoutsoglou & Papaparaskeva-
Papoutsoglou, 1977). The parasitological indices of prevalence (the percentage of infected
fish), mean abundance (the mean number of parasites per fish) and mean intensity (mean
number of parasites per infected fish) were calculated in each sample according ¢b &ush
(1997). As juveniles and adults were respectively sampled during the same season, temporal

dynamics of the infection could not interfere in our comparison within each stage.

3. Results and discussion

Cercariae, shed from molluscan first intermediate hosts, penetrate through the skin of
the second intermediate host, encysting as metacercariae especially in muscle tissue for the
species found in this study. 0-group sole from the two nurseries presented the same digenean
metacercariae species in their assemblagemoniella spp. (Acanthostomidae),
Prosorhynchusp. A andP. crucibulum(Bucephalidae) (Table Il)limoniellaspp. complex
compriseT. praeteritaandT. imbutiformen the study area. These data suggested that the two
nurseries were within the same host-parasite biogeographic area. No relationship was detected
betweerL and abundance for these species (Spearmann rank order corr®latidfs). No
significant differences were found in parasite abundances between sexes within the Pertuis
Charentais and the Tagus estuary (Mann-Whitdegst, P > 005). However, values of
macroparasite mean abundances were significantly higher in the Pertuis Charentais (Mann-
WhitneyU-test,n; = 40,n, = 30:Timoniellaspp.,P < 0001;Prosorhynchusp. A,P < 0001,

P. crucibulumP < 001) (Table II).

Such discrepancy found between infection levels denoted the role played by
environmental differences between embayed and estuarine nursery grounds, and thus the

behaviour of sole juveniles. Infection by digenean metacercariae is mainly influenced by the
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availability of the molluscan first intermediate hosts (Durieux et al., 2007b). For the species
found in the present study, the mus$éytilus spp.is the first intermediate host of
Prosorhynchus crucibulurtMatthews, 1973) and the laver spire shétbrobia spp. the first
intermediate host oTimoniella spp. (Maillard, 1973; 1974); the first intermediate host of
Prosorhynchus sp. Aemains unknown. In the Tagus estuary these molluscs are generally
found at the mouth of the estuary, whereas 0-group juveniles concentrate in the uppermost
part where salinity is lower (Cabral & Costa, 1999). Even if sbiydrobiaspp. are found in

less saline waters of the uppermost part of estuaries, marine digenean parasites should not be

able to tolerate these low levels of salinity (Pietrock & Marcogliese, 2003).

Table Il. Prevalence (P (%)), mean abundance (Ab = S.E.) and mean intensity (I £ S.E. (max)) of the
digenean metacercariae of O-group juveniBxdea solea from the two nursery grounds (Pertuis
Charentais and Tagus estuary).

Pertuis Charentais Tagus estuary
Parasite taxa P (%) AbzS.E. | £ S.E. (max) P (%) AbztS.E. I + S.E. (max)
Digenea
Prosorhynchus crucibulum  57.5 1.93+£0.49 3.35+1.71 (13) 16.7 0.70+0.47 4.20+0.35(14)
Prosorhynchu:sp. A us 97.5 14.18+1.70 14.54+0.72 (40) 6.7 0.10+0.07 1.50%2.22(2)
Timonielle spp 62.5 8.85+361 14.16+5.34(102) 20.0 0.5+0.21 2.50+0.57 (5)

In the Pertuis Charentais, because the small rivers do not allow upstream mi§ation,
soleaO-group juveniles remain in marine waters (Le Pape et al., 2003b). The abundance of
the first intermediate hosts in this marine system provides, therefore, an explanation for the
local accumulation of digenean metacercariae in this nursery ground (Durieux et al., 2007b).
Similar results were obtained by El-Darsh & Whitfield (1999a) for the European flounder,
Platichthys flesuqL.), juveniles in the Thames estuary where the most infected area with
digenean metacercariae was the lower estuary, due to the presence of the first intermediate

hosts.

The absence of metacercariae in late stage juveniles (Durieux, unpub) and adults
(here) suggested that these parasites are eliminated through the host's immune response or
natural death of the metacercariae before they reach their final host. In the Bay of Biscay,
adults were infected with four species of Nematoda belonging to two families: the
Cuccullanidaedichelyne minutusndCucullanus campana&nd the Anisakidaénisakissp.
and Hystherothylaciumsp. (Table lIl).C. campanaes a widely distributed and specific
parasite ofS. soleahat uses the polychadtereisspp. as an intermediate host (Koie, 2000).

According to this authorlNereis spp. are also the first intermediate hosts Dorminutus
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which despite being specific #. flesus has been detected in other hosts, especially in areas
where its prevalence and intensity are low (Alvarez et al., 2002).

Table Ill. Prevalence (P (%)), mean abundance (Ab + S.E.) and mean intensity (I £ S.E. (max)) of the
macroparasite species of ad@oblea solea from the two continental shelves (Bay of Biscay and
Portuguese coast).

Bay of Biscay Portuguese coast

Parasite taxa P((%) Abz*S.E I (max) P((®%) Ab+S.E. 1£S.E. (max)
Nematoda

Anisakissp. 9.1 0.14+0.06 1.57+0.28(3) - -

Hystherothylaciunsp. 11.7 0.23+0.10 2.00+0.52 (6) - -

Dichelyne minutus 5.2 0.06+£0.03 1.25+0.22(2) - - -

Cullanus campanae 26.0 0.51+0.12 1.95+0.24(5) 28.6 0.43+0.13 150%0.25(4)
Digenea

Macvicaria soleae - - - 48 0.24+0.21 5.00+2.83(9)
Cestoda

Nybelinia lingualis - - - 7.1 0.09%£0.06 1.33+0.27(2)

Scolex pleuronectis - - - 2.4 0.05+0.05 2.00+0.00(2)
Acanthocephala

Acanthocephaloides propinquus - - - 24 0.05+0.05 2.00+0.00(2)
Copepoda

Bomolochus soleae - - - 595 1.12+0.19 1.88+0.20 (4)

The Anisakidae Anisakis sp. andHysterothylaciumsp., are characteristic of cold
and/or deep waters and use planktonic euphausiid crustaceans and benthic invertebrates,
respectively, as first intermediate hostsiisakissp. andHysterothylaciumsp. were only
found in females and significant positive relationship was detected between these species
abundance antr (Spearmann rank order correlation witls 36, R = 00356, P < 001; R =
0[438, P < 0001; respectively). The finding of these macroparasites only in females from the
Bay of Biscay, where the water temperature is lower than in Portuguese waters, may thus be
related to the parasite’s ecology but also to that of the host. Given that Anisakidae are found
in other fishes off the Portuguese coast (Marques et al., 2006a), the differences detected
between the two areas and sexes might be due to differences in common sole ecological
patterns in spatial partitioning and feeding habits between areas. Females being much bigger
than males in the Bay of Biscay is consistent with increase in abundance of anisakidae
parasites with host age and length (Tolonen & Karlsbakk, 2003). But the fact that they were
only found in females may also reflect differences in diet between males and females, as
already reported for Mediterranean soles by Molinero & Flos (1991). The much wider
continental shelf in the Bay of Biscay, with depth increasing progressively, may allow adults
to go deeper on this shelf and prey on a less diverse prey assemblage that might be mostly
infected by nematodes.
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On the Portuguese coast, adult sole exhibited a more diverse macroparasite fauna: one
digenean, Macvicaria soleae (Opecoealidae), two cestodesNybelinia lingualis
(Tentaculariidae) and Scolex pleuronectis (Tetraphyllidea incertae sedis one
acanthocephalam\canthocephaloides propinquygrhythmacanthidae), one nematode,
campanaegand one copepodomolochus solea(Bomolochidae) (Table 1I). No significant
differences in macroparasite mean abundances were detected between sexes (Mann-Whitney
U-test, P > 005). A significant positive relationship was detected betwkerand C.
campanaeabundance (Spearmann rank order correlatior, 37, R = 0346, P < 0[05).
Prevalence and mean abundance of parasites were generally low in both sites, with values
below 300 % and @, respectively, except for the copedddsole@ in the Portuguese coast
which reached 39 % and 11 (Table Ill). There was no significant difference in mean
abundance of. campanador the two samples, (Mann-Whitné&jttest,P > 005) (Table ).

A higher level of consumption of molluscs and crustaceans in coastal waters, probably
explains the presence of the macroparashks soleae (Trematoda),N. lingualis S.
pleuronectis(Cestoda) and. propinquus(Acanthocephala) in the Portuguese coast sample
only. Whilst M. soleaeand S. pleuronectidife-cycles include molluscs and crustaceans as
intermediate hosts (Alvarez et al., 2008), lingualisandA. propinquushave been found to
require amphipods as intermediate hosts (Dollfus, 1976). The finding of ectoparasites
(Copepoda) in the Portuguese coast might be related to environmental conditions, especially
water temperature, given that for parasites with direct life cycles these are the main factors
controlling for infection success (MacKenzie & Abaunza, 1998). Also, as this ectoparasite is
essentially found in coastal environments, it could be related to the more coastal distribution
of sole in the Portuguese coast due to its narrow continental shelf. In contrast to the Bay of
Biscay, the depth of the Portuguese coast continental shelf increases rapidly, which may limit
the distribution of adult sole to shallower areas.

In the Muros estuary (Galicia, northwest Spain) which is located more or less half way
between the two considered areas in the present study, Akbtaabz2002) found a diverse
assemblage of abdominal macroparasites characterized by six species of Digenea and two
species of Cestoda, with only two species in common with adults from the Portuguese coast
and none with those from the Bay of Biscay. Although, Alvareal. (2002) did not report
size range for the fish they examined, most of these individuals were likely to be juveniles
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(between 1 and 3 years old at most), since they were sampled in the inner third of the Muros
estuary. Thus, the differences found in macroparasites assemblage between Alvarez et al.
(2002) study and the present might be related to differences in prey availability and feeding
habits of sole between the three areas but also between estuaries and the continental shelf as
pointed out by Molinero & Flos (1991) in the Mediterranean sea. These results suggest the
acquisition of different abdominal macroparasites through the lifespan of the host, reflecting
the different inhabited habitats. It also highlights the fact that within the same stock
management area of the Portuguese coast (ICES 1Xa) different ecological stocks of sole may
exist which is in agreement with what has been shown for other flatfishes off the Portuguese
coast (Marques et al., 2006b).

In conclusion, this study demonstrated that macroparasites may reflect the habitat in
which their sole hosts live and have lived through their life-span. They are therefore good
indicators of the biology and ecology of both stages (juvenile and adult) of the common sole.
Digenean metacercariae revealed the difference in the behaviour of 0-group juveniles between
estuarine and embayed nursery areas and can be used as tags to infer migrations and habitat
use of 0-group juveniles. Macroparasites infecting the gills and the digestive tracts of adults
can also be used as tags to discriminate ecological stocks as they reflect differences in habitat
and feeding habits of their hosts. A more detailed study including other sampling areas along
the European Atlantic coast and focusing on the dynamics of the acquisition of
macroparasites through the life cycle of sole is needed to assess stock boundaries and the
relative contribution of the different nurseries to a specific stock.
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Abstract

Coastal areas, such as shallow water bays and estuaries, serve as nurseries for juveniles of many
marine fishes and especially flatfishes. Parasites play an important role in these marine ecosystems, but it
remains poorly studied. Little attention has been paid to parasitism as a potential factor of variation in flatfish
juveniles biological performances in these habitats. Sole juveniles, Solea solea (Pleuronectiformes,
Soleidae), that is a species of primary importance for fisheries, are infected by digenean metacercariae.
Thus, the aims of this PhD thesis were: i) to determine the spatio-temporal dynamics of the digenean
metacercariae infection of 0-group sole juveniles at different scales; ii) to estimate the effects of this infection
at different biological integrative levels (molecular immunity, condition, growth, behaviour). Both descriptive
and experimental approaches were used.

In coastal nursery grounds, O-group sole locally accumulate different taxa of digenean
metacercariae: Prosorhynchus spp. (Bucephalidae), Timoniella spp. (Acanthostomidae) and Podocotyle sp.
(Opécoelidae). Spatial dynamics of the infection was studied through field sampling at meso-scale between
nurseries (several tens of km) and at small scale (few km) in the Pertuis Charentais area; an in situ caging
experiment allowed to analyse the dynamics at fine scale (hundreds of m). These studies showed that
digenean metacercariae load in 0-group sole is controlled by the major local factors, i.e. proximity (probably
also abundance) of the first intermediate hosts and cercariae dispersal capacities. Higher infection levels in
bays (compared to large estuaries) highlight the success of the parasites life cycles in this habitats. Infection
is characterized by a high heterogeneity at small spatial scale. Thus, digenean metacercariae have been
used as biological tags of habitat use by O-group sole juveniles in the Pertuis Charentais. 0-group sole
juveniles show a high residency and a high variability of their growth performances at small spatial scale.
The quality of the habitat is highest for 0-group sole in the Aiguillon Bay (compared to other part of the
Pertuis Charentais): it is a typical nursery.

Species of the genus Prosorhynchus (that infest O-group sole), namely P. crucibulum and
Prosorhynchus sp. A (similar to P. aculeatus) were distinguished combining morpho-anatomical and
molecular analysis (ITS 1 sequencing). Life cycle of P. crucibulum was confirmed and the impact of mussel
farming (mussel = first intermediate host) in the transmission of this parasite was highlighted. At around 1
month post-infection (when metacercariae lie free in host tissues), a positive relationship between the
abundance of P. crucibulum and the expression of C3 gene (measured by RT-real time qPCR) of 0-group
sole was shown. This might indicate a generalized immune response where the complement system is
involved. A 3 months growth experiment was realized in semi-natural conditions on experimentally in situ
infected individuals (with a control group). The growth and condition of 0-group sole are not affected which
show the compensation capacities of sole for the cost of parasitism in non-restricted trophic and thermal
conditions. A positive relationship between the abundance of P. crucibulum and the swimming activity
(quantified by video-tracking) was detected. This result might indicate a behavioural strategy of energetic
compensation of the host for the cost of parasitism, leading also to a potentially higher exposure of highly
infected individuals to predators. In the field, only a negative correlation between the abundance of P.
crucibulum metacercariae and the Fulton’s condition index (K) of 0-group sole was detected at the onset of
winter. The strong water temperature decrease during this time and the very low nutritional status (lipid index
TAG / ST) of the individuals in this part of the habitat, likely conduct to diminish their compensation
capacities against high P. crucibulum infection levels, which might lower their first winter survival.

Parasitism ( i.e. digenean metacercariae) is a factor that has effects on immunity, condition
and behaviour of 0-group sole juveniles. These impacts are modulated by the development of the
parasite, the physiological status of the host and the environmental factors. Furthermore, these
parasites are particularly efficient biological indicators to study habitat use of their host. From now,
parasitism appears essential in the study of the functioning of flatfish coastal nurseries.

Key words : nurseries — flatfish — parasitism — immunity — growth — condition indices — behaviour —
biological tags — mussel farming — North-East Atlantic



Résumeé

Les zones cotiéres, que sont les baies peu profondes et les estuaires, servent de nourriceries pour
les juvéniles de nombreuses espéeces de Téléostéens marins et notamment pour les Pleuronectiformes.
Dans ces écosystéemes marins, le parasitisme joue un rdle particulierement important, mais reste encore
souvent trop peu étudié. Peu d'attention a ainsi été portée sur le parasitisme en tant que facteur pouvant
potentiellement affecter les performances biologiques des juvéniles de Pleuronectiformes dans ces habitats.
Les juvéniles de sole, Solea solea (Pleuronectiformes, Soleidés), espéce d'intérét halieutique majeur, sont
infestés par des métacercaires de Digénes. Ainsi, les objectifs de cette thése étaient: i) déterminer la
dynamique spatio-temporelle de l'infestation des juvéniles du groupe 0 (GO) de sole par des métacercaires
de Digenes a différentes échelles ; ii) évaluer les effets de cette infestation au niveau individuel a différents
niveaux d'intégration biologique (immunité moléculaire, condition, croissance, comportement). Afin de
répondre a ces objectifs, des approches descriptives et expérimentales ont été utilisées.

Les GO de sole, en tant que deuxieme hote intermédiaire accumulent, localement dans les
nourriceries cétieres, différents taxons de métacercaires de Digénes : Prosorhynchus spp. (Bucéphalidés),
Timoniella spp. (Acanthostomidés) et Podocotyle sp. (Opécoelidés). La dynamique spatiale de I'infestation a
été étudiée grace a un échantillonnage de terrain a méso-échelle (plusieurs dizaines de km) entre
différentes nourriceries de la cbte ouest francaise et a petite échelle (quelques km) dans les pertuis
Charentais ; une expérience d'infestation in situ en cages a permis d'analyser la dynamique a trés petite
échelle (quelgues centaines de m). L’ensemble de ces travaux montrent que l'infestation des GO de sole est
essentiellement contrélée par les facteurs locaux que sont la présence (probablement aussi I'abondance)
des premiers hotes intermédiaires et la capacité de dispersion des cercaires. Les niveaux d'infestation, sont
particulierement élevés dans les baies (par rapport aux grands estuaires), ce qui montre le succes des
cycles de vie de ces parasites dans ce type d’habitat. Par ailleurs, I'infestation est caractérisée par une tres
forte hétérogénéité spatiale a petite échelle. Les métacercaires de Digenes ont ainsi pu étre utilisées comme
marqueurs biologiques de [l'utilisation de I'habitat par les juvéniles GO de sole dans les pertuis Charentais.
Les GO de sole présentent une forte sédentarité ainsi qu'une forte variabilité de leur densité et de leur
croissance a petite échelle spatiale. La baie de I'Aiguillon apparait ainsi comme une zone ou la qualité de
I'habitat est nettement supérieure pour les GO de sole par rapport au reste des pertuis Charentais : c’est une
nourricerie stricto sensu.

Grace au couplage de I'analyse morpho-anatomique et de I'analyse moléculaire (séquencage de
TS 1), les especes de métacercaires du genre Prosorhynchus infestant les GO de sole, a savoir P.
crucibulum et Prosorhynchus sp. A (proche de P. aculeatus) ont été distinguées. Le cycle de P. crucibulum
dans les pertuis Charentais a été confirmé et I'implication de la mytiliculture sur bouchots (moule = premier
héte intermédiaire) dans la transmission de ce parasite mise en évidence. A environ 1 mois post-infestation
(période ou les métacercaires sont libres dans I'h6te), une relation positive entre P. crucibulum et
I'expression du géne C3 (mesuré en RT-PCR quantitative en temps réel) des GO de sole a été montrée.
Cela pourrait étre le signe d'une réponse immunitaire généralisée faisant intervenir le systéeme du
complément. Une expérience de croissance de 3 mois a été réalisée en conditions semi-naturelles sur des
individus infestés expérimentalement in situ (avec un lot témoin). La croissance et la condition des GO ne
sont pas affectées, ce qui met en évidence la capacité de compensation de la sole face au colt du
parasitisme en condition trophique et thermigue non-limitante. Une relation positive entre 'abondance des
métacercaires de P. crucibulum et les niveaux d'activité natatoire (quantifié par vidéo-analyse) a été
détectée. Ce résultat pourrait ainsi constituer une stratégie comportementale de compensation énergétique,
ce qui menerait aussi potentiellement a une exposition plus importante des individus fortement infestés a la
prédation. En milieu naturel, seule une relation négative entre I'abondance des métacercaires de P.
crucibulum et lindice de condition morphométrique K des GO a été détectée en Novembre. La forte
diminution de température a cette période ajoutée au tres faible statut nutritionnel (indice lipidique TAG / ST)
des individus de cette partie de I'habitat, conduit a diminuer leurs capacités de compensation face a des taux
d’infestation élevés de P. crucibulum, ce qui pourrait limiter leur capacité de survie au premier hiver.

Les résultats montrent donc que le parasitisme ( i.e. métacercaires de Digenes) est un facteur
qui est susceptible d’affecter I'immunité, la condition et le comportement des juvéniles GO de sole.
Ces impacts peuvent étre modulés par le développement du parasite, le statut physiologique de
'héte et les facteurs environnementaux. Par ailleurs, ces parasites se révélent des marqueurs
biologiques particulierement puissants dans I'étude de l'utilisation de I'habitat par son héte. La prise
en compte des parasites semble donc étre incontournable dans I'étude du fonctionnement des
nourriceries cotiéres pour les juvéniles de Pleuronectiformes.

Mots clés : nourriceries — Pleuronectiformes — parasitisme — immunité — croissance — indices de
condition — comportement — marqueurs biologiques — mytiliculture — Atlantique Nord-Est



