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A - BILAN DES ELEVAGES ET GISEMENTS NATURELS

1.1. Résultats des semis

1.1.1. - SBemis en découvrant

L'éilevage reste toujours trés limité en terrain découvrant.

A Paimpol la prévalence en Bonamia a augmenté sensiblement en
1988 sur les lots semés, aussi bilen sur les huitres de 3 ans (26 %)
que sur celles de 2 ans (18 %). Les bilans de ces élevages ne sont
pas connus.

A Cancale 11 n'y a pas eu, a8 notre connaissance, de semis
effectué en 1986 et 1987 aprés le phénoméne d'envasement survenu au
cours de 1'hiver 198B4-1985. Quatre semis de 100 Kg ont été
effectués au printemps 1988 & partir de naissain de tuille ainsi
qu'un semis d'huitres captées sur coques de moules.

1.1.2. - Semis en eau profonde

L'élevage se poursuit dans les trois sites bretons avec des
résultats trés divers, consighés dans les tableaux 1, 2 et 3. Les
courbes de croissance des différents semis apparaissent sur les
figures 1 - 2 et 3.

1.1.2.1. - Baie de Cancale

Captage 1985 - Semis 1986

Trente trois millions six cent mille huitres captées sur
tuiles dans le Morbihan en 1985 ont été semées en 1986 sur 2
concessions a8 Cancale.

Dix neuf millions sept cent mille huitres ont été réparties
également dans 2 endroits d'une des concessions. Un des secteurs
ayant été compledtement envasé au cours de l'hiver 1986-1987 a été
hersé par la sulte et les lots ont été suivis séparément. Ils ont
montré une évolution sensiblement différente : le lot ayant souf-
fert, quoique présentant une meilleure croissance, s'est infesté
plus rapidement avec une prévalence de 14 % contre 4 % sur l'autre
lot en juin 1988.

Le relevage a été effectué en trois fois entre décembre 1987
et décembre 1988 et la recapture sur l'ensemble des 2 lots n'est
que d'environ 10 % sans qu'il soit possible de déterminer la part

-

de mortalité due 3 l'envasement et celle due & la maladie.



Caractéristique

Captage 1985 - Loumergat
5 tonnes - St-Quay

Captage 1986 - Loumergat
5 tonnes - Binic

Poids

Nombre

Bonamia

Poids

Nombre

Bonamia

Mai

Juin
Juillet
Aolt
Septembre
Octobre
Novembre
Décembre

1986

5.5

139

100

50

1987

14.2

94

100

Janvier
Février
Mars
Avril
Mai

Juin
Juillet
Aolit
Septembre
Octobre
Novembre
Décembre

1987

15.4

15.6

34.5

47.0

100

100

100

100

1988

175

25.8

36.1

130

194

100

36

33

Janvier
Février
Mars
Avril
Mai

Juin
Juillet
Aolit
Septembre
Octobre
Novembre

1988

44.0

52.9

85.9

130

L2

100

21

Janvier
Février
Mars

Tableau n°

1

:Evolution de la croissance et de l'infestation par Bonamia
sur les élevages en Baie de Saint-Brieuc.
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Captage 1985 - tuiles Captage 1986 - tuiles
Caractéristique Morbihan - 33.6 millions Morbihan - 4.8 millions
Nombre d'hultre 3 semis différents notés
1 - 2 - 3
Poids Nombre Bonamia Poids Nombre Becnamia
1986 1987
Mai
Juin
Juillet :
Aoiit 7.0
Septembre 9.0 200 g
Octobre
Novembre 16.6 50 0
Décembre 18.4 50 0
1987 1988
Janvier ’ Hersage lot 1
Février 18.4
Mars 16.4 50 0 19.4 130 2
Avril {18.11 50 0
Mai ‘
Juin 22.1 100 0 28.0 50 0
Juillet
Aolt 421 100 3
Septembre
Octobre
Novembre 42 3
Décembre 1 59.3 50 2
2 ; . 50 3
3 615 100 3
Janvier 1988 Relevage en cours
Février
Mars 1 58. 1 129 8
2 {50.5 130 2
3 56.7 130 1
Avril
Mai ) 7 50 6
. 51.8 50 1
3 55: 1 50 1
Juin 1 70.9 100 14
2 {57.7 100 4
Juillet
Aolit
Septembre
Octobre 106 2 100 10
Novembre 3 84
Décembre
Janvier
Février
Mars
Relevage en 3 fois des lots 1 et 2
128 tomes - survie 10 %
lot 3 survie environ 20-23 %

Tableau n°® 2 : Evolution de la croissance et de l'infestation par Bonamia
sur les élevages en baie de Cancale.
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Caractéristique Captage 85 -B.A. |Captage 86 - B.A. Captage 87 - B.A.
Nb cadre B.A. 240 240 195
Nb bétes 11 millions 0,6 4 0,9 millions| 3,8 &4 5,7 millions
+ 0,5 M au sol + captage au sol + 0,06 M au sol
Densité < 100/m2 << 100/m2 < 100/m2
Taille Taille Taille
/Poids Nb Bo | /Poids| Nb Bo /Poids| Nb Bo

1986 1987 1988
Janvier 129 0
Février 120 0
Mars 60 0 Ly 0
Avril 53 0
Mai 86 0
Juin 4o 1 /
Juillet
Aoiit
Septembre 6.5 100 0
Octobre
Novembre 4o 1
Décembre

1987 1988 1989
Janvier by 50 |- 0 T . 1 50 0
Février 9.4
Mars 4.8
Avril
Mai 7.2 102 2
Juin T.4 50 0
Juillet
Aolit % 13.3 50 0
Septembre
Octobre
Novembre 50 2
Décembre ¥ 27.3 100 0

1988
Janvier
Février
Mars
Avril ¥ 31.8
Mai
Juin
Juillet
Aolit
Septembre _ 45.2 100 10
Octobre
Novembre
Décembre x 56.5
Taux de 20 T relevées en 88 Mortalité tres
recapture relevage du reste importante par

prévu fin 1989 perceur

Tableau n° 3 : Evolution de la croissance et de 1'infestation par Bonamia
sur les élevages en baie de Quiberon - Résultats obtenus sur le
banc amodié ou sur la ccncession IFREMER. *
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Figure 1 : semis réalisés a Cancale a partir du naissain capté sur tuiles en 1985 et 1986 : courbes de croissance




-—9_

MASSE en grammes

100

75

50

25

ST QUAY ~ BINIC SEMIS HUITRES PLATES

| 1 T I T I
= s ‘ St-QUAY X />< J
- X —..—X captage 1985 . . /7 B
— -: BOEG @09 FEEEREFESIRRBFAAMBAGMMAES W / ....... re—
- [J-. .. captage 1986 . // i
L L ]
. 7 ]
) : D
et ® ® B ® ® ® ®» ® @& © ® ®- ®w = B & 8 & & & = ¥ # ® & ¥ ® s e B 8B ¥ B & T W W 8 = I e ks =S 5 g o R V .- llllllllllllll —_—
g o, g . .
- : P - » . 7
a . # . y
. .
i . % - L) s
. . gk . 6 g
: '-:'/ .
— e R S B I T I R R R L e -
I . _ 7 5
- - %L“ - .
: 5 : .
= S C-
S % ; o
[ 1 | ] ] ]
01/07 31/12 01/07 31/12 01/07 31/12
1
an 2 ans DATE 3 ans

Figure 2 : semis réalisés en Baie de St-Brieuc & partir du naissain capté A Loumergat en 1985 et 1986 :
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semis réalisés en Baie de Quiberon & partir du naissain capté en 1985 : courbes de croissance




Treize millions neuf cent mille bétes ont été semées par
l'autre groupement. L'évolution de ce semis a été satisfaisante
avec une faible infestation (2 % en avril 1988) et un poids moyen
de 84 g en cécembre 1988. Le relevage commencé en 1987 se termine
actueilement et permet d'estimer la survie & 20 - 22 %.

Cantage 1986

Quatre millions huit cent mille hétes captées sur tuililes en
1986 ont été semées en 1987 par un seul groupement. La croissance
est bonne et le taux d'infestation est proche de 7 % en novembre
1988.

Prés de 700 000 huitres captées sur coques de moules en Baie
de Quiberon ont également été semées fin 1986.

Un seul prélévement effectué en 1988 a montré un début de
croissance et l'absence de parasite sur 30 huitres.

Par contre le semis réalisé en janvier 1987 par le C.I.C.
Bretagne Sud (700 & 150 000 bhétes) n'a pas été retrouvé en plongée
en juin de la méme année.

Captage 1987

La diversification des sites de captage et l'agrandissement
du secteur d'élevage a Cancale entrainent une multiplication des
semis dont la répartition est donnée dans le tableau ci-dessous.

f . p . _r

i Site de : Mode de : Quantité : Nombre de :

i captage : captage : semée ¢ semis a : Date semis

i 2 3 : Cancale :

é Morbihan : tuiles : 19,8 : 3 : fin avril a

; : : miilions : . : fin juin 88

| S S == mmm=-- e e R R R
i Morbihan : coques de : 2.2 3 2 : ?

i moules : millions : !

) ross e il e e B R § mi e e o i e
i Méditer- : cogques de : 1,3 : 1 : novembre 87

i ranée : moules g millions : : a avril 1988
; Loumergat : coques de : o, : 1 . printemps 88
i : moules ' : million : p

: TOTAL : 2 modes : 23 - 24 : 7 semis : entre nov. 87
i : millions : i et fin 1988

[}

Tableau 4 : Résultats du captage 1987 et semis consécutifs
dans le secteur de Cancale



1.1.2.2. - Baile de St-Brieuc

Captage 1985 semé en 1986

Le retard de croissance observé la premiére année a &té
rapidement combié et le produit obtenu en fin d'élevage attelignailt
86 Kg le mille. L'infestation s'est développée dés le début de 1la
seconde année tout en restant a des taux largement inférieurs a
ceux observés sur 1e semis précédent. En fin d'élevage la
prévalence atteignait 22 % contre 46 % sur Le captage 1984,

Captage 1986 semé en 1987

-

EZnviron 5 tonnes de naissaln captées 3 Loumergat ont été
semées 3 Binic au printemps 1987. La premiére année de croissance
ast meilleure que sur ie semis précédent mais l'infestation s'est
dévelopréde massivement pour atteindre 33 % en fin de deuxiéme année.
Ce semis a é€té en partie relevé. Plusleurs raisons peuvent é&tre
invoquées pour expliquer cette évoliution. Forte densité par
endroits signalde par le professionnel, présence & proximité, lors
de la premilére année d'élevage d'un lot de 3 ans ayant subi une
tempéte et lui-méme fortement parasité.

Enfin, 11 faut se rappeler que Binic était le site le plus

exploité et le plus touché lors de l'apparition de la maladie en

1979-1980. Il se peut gque le nettoyage n'al pas suffi a éliminer le
i re

parasite qui reste virulent malgré les falbles tonnages semés.

1.1.2.3. - Baie de Quiberon

En 1988 11 restait en Baie de Quiberon en plus du captage
naturel, essentiellement trois classes d'age issues du captage sur
coques de moules des années 1985, 1986 et 1987. Leur suivi a été
réalisé sur le Banc amodié et la concession IFREMER.

Zn ce qul concerne les semis des professionnels, une enquéte
est prévue au printemps 1989 pour connaitre 1'état du stock
correspondant.

Banc amodié - captage 1985

La prévalence observée sur le semis d'huitres issues du
captage 1985 est de 10 %, taux proche de celui observé au méme &ge
sur les huitres captées en 1983. L'estimation du stock restant sur
le banc amodié n'a pas été effectuéde en 1988 mais a partir du
chiffre trouvé en mal 1987 (4,4 millions de bétes), du poids moyen
(55-60 g), et en supposant une mortalité de 50 % due en grande
nartie aux prédateurs on peut estimer a 100 - 150 tonnes d'hultres
de 3 ans le stock restant fin 1988. Quinze & vingt tonnes ont été
relevées en décembre pour la vente. Etant donné 1l'état sanitaire du
semis, celui-ci peut &tre maintenu en place pour servir de stock de
géniteurs en 1989, sous réserve du maintien de cet état.



Banc amodié - captage 1986

Le peu d'huitres captées en 1986 par 1le C.I.C., a été anéanti
par un précdateur peut-étre capté la méme année 3 l'intérieur des
collecteurs ; il s'agilit du biligorneau perceur (Qcenepra erinacea.

Banc amodié - captage 1987

Une partie du captage 1987 semé parmi le captage 1986 a subi
ile méme sort que celui-ci. Sur l'autre partie estimée treés
approximativement a8 2 milliions de bétes, le Bonamia n'a pas encore
é6té décelé mais la premiére année de croissance a été plutdét fai-
ble : 6,5 g en septembre 1988 contre 9 3 11 g au méme age pour les
semis précédents a l'exception du semis 1985 exceptionnellement
petit (<4 g). Ce semis pourrait représenter environ 15 tonnes au

moment de la reproduction 1989.
Gisement classé de Penthiévre

A l'ouest des concessions de la Baie, a la limite du zéro des
cartes se trouve un gisement d'huitres plates réguliérement
exploité par les pécheurs & pied. Une estimation du stock a été
faite en plongée en octobre 1988 sur une zone d'une cinguantaine
d'hectares. Six a 9 millions d'huitres étaient présentes sur la
zone, appartenant a 2 classes d'age (captage 1986 et 1987).
Totallsant & cette époque 100 & 160 tonnes, elles représentent un
stock de géniteurs non négligeable, qu'il conviendrait de protéger
étant donnée la pénurie actuelle de géniteurs et de naissain
d"huitres plates.

Concession IFREMER - captage 1985

Une partie du semis réalisé & partir d'huitres captées en
1985 a été relevée laissant supposer un stock global d'environ
quatre & cing tonnes soit 68 & 85 000 bétes sur les 784 000 semées
en janvier 1986. Le taux de survie serait de 8,5 & 11 % ce qul est
treés en aoessous du résultat espéré situé entre 20 et 30 %. La
prévalence en Bonamia est passée de 2 - 3 % a 12 % durant la 3éme
année d'élevage et ce taux ne justifie pas une telle perte. Celle-
cl est en grande partie attribuable & la prédation par bilgorneaux
perceurs, surtout en début d'élevage, et par étoiles de mer durant
les 2 derniéres années. Malgré des nettoyages fréquents au faubert
et en plongée, une trentaine de sorties ayant permis d'éliminer
30 000 étoiles, la quantité d'étoiles observée se situait entre 0,1
et 1,1 étoile au m2. Le probléme est d'ailleurs général a la Bale
de Quiberon et a justifié l'engagement d'un technicien contractuel
par le C.I.C. pour améliorer les moyens de lutte, en relation avec
le laboratoire IFREMER de la Trinité/Mer.



Semis d'huitres d'origine Méditerranéenne

A la sulte d'un contrat passé avec un ostréiculteur, un semis
de 2 500 000 huitres plates d'origine méditerranédenne a é&té
effectué sur 2,5 hectares de la concession IFREMER en Baile de
Quiberon pour une premiére approche de l'adaptation de ce naissain
et de son évolution.

Ces huitres ayant souffert du stockage en Méditerranée ont
cependant repris leur croissance et ne montrent pas d'infestation
par Bonamia en septembre 1988 (15 mois). Le risque le plus
important a l'heure actuelle pour ce semis est la prédation par
étoiles de mer. Des opérations de nettoyage ont permis d'en
éliminer déja plusieurs milliers.

1.2. - Estimation du recrutement sur coques de moules
en eau profonde

Cette année encore, les opérations de captage en eau profonde
se sont développées dans les 3 centres de production de naissain :
Rade de Brest, Baie de Quiberon et Méditerranée.

Les estimations des différentes récoltes ont été effectuées
entre septembre et décembre 1988 et sont résumées dans le tableau 5.

En Rade de Brest, dans le secteur de Loumergat, température et
développements phytoplanctoniques ont été nettement plus favorables
qu'en 1987, assurant un taux de captage trois fols plus 1mportant.
L'effort de captage produit par l'Asscciation RPL ayant été doublé,
l'opération a permis de récolter 7,8 millions d'huitres destinées
au secteur de Cancale. Trois ou quatre autres professionnels ont
également immergé des collecteurs dans ce site, leur récolte devant
étre transférée sur Cancale ou sur St-Brieuc.

En Baie de Quiberon, le taux de captage est plutdét médiocre en
raison de mauvaises conditions thermiques. L'effort de captage
ayant cependant plus que doublé, la récolte atteint prés de 43
millions d'huitres dont 5,8 pour le C.I.C.. Une partie de cette
récolte a été semée directement sur le site en automne dont celle
du C.I.C.. Dix "3 Quinze millions d'huitres ont été ou seront
iransférées sur Cancale entre novembre et février.

Zn Méditerranéde, 3 Port-Vendres, le taux moyen de captage est

sensiblement égal & ceiul de 1'an passé (0,7 nalssaln par coque)
mais le relevage effectué avant la période des tempétes a permis de
semer l'intégralité de la récolte, partagée entre Cancale (19
millions d'huitres) et le Banc amodié de la Baie de Quiberon (5,8
millions d'huitres). Ce relevage précoce se tradult cependant par
une taille au semis trés faible, 37 % & 53 % des individus selon
les lots mesurant moins de 3,5 mm. Un essal effectué en Baie de
Quiberon sur un petit lot expérimental, a permis de montrer que le
naissain de petite taille pouvait survivre aprés un mois de semis
mais le taux de survie reste & préciser sur des lots plus
importants.



A Gruissan, toujours en Méditerranéde, le captage a été meilleur
cette année avec 2 a 3 fixations par coque selon des sondages
restreints. L'essentiel de la récolte est destiné & la Baie de
Quiberon ; une partie ayant déja été semée en automne, le transfert

de l'autre est prévu au printemps.

Au total, la récolte de naissain d'hultres plates capté en
suspension s'élédve a8 environ 90 miliions d'huitres, tous secteurs
confondus, dont 20 millions pour le C.I.C.. Elle est ainsi prés de
3 fois supérieure a celle de l17an dernier en raison d'une
augmentation de 1'effort de captage et de 1'absence de tempéte
(tableau 5).

Des semis expérimentaux sont prévus en février sur la
concession IFREMER. Ils doivent permettre la comparaison du
naissain de différentes origines sur le plan survie, croissance et
sensibillité & Bonamia.

i.3. - Epidémiologie dans les différents centres bretons
(cf. tableau 6).

Une surveilillance zoosanitaire s'exerce régullérement sur les
différentes espéces de coquillages d'importation ou indigénes : la
méthode consiste & rechercher au microscope optique d'éventuels
agents pathogénes, a partir de frottis ou de coupes histologiques
de différents tissus.

Les nombres d'individus analysés au cours de l'année 1988
sont de

- coquillages d'importation
(tOULES CSPBCES )t v v v v v av v s anascensnnnss Ey——— 1288

- coquillages francais

. huitres plates naturelles........vi v unan 1221
huitres plates d'élevage....... ... iEEm e E e 4209

. autres coquillages....... B B FE T B B 2 (80 057 e 2021
Total coquillages francais........cvee... TEIET 7451

-

L'effort consacré a l'huitre plate en raison de la présence de
2 agents pathogénes Marteilia refringens et Bonamia ostreae, est
donc considérable.

= 2 -
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SITE

ANNEE 1988

MILLIONS D'HUITRES

ANNEE 1987

MILLIONS D'HUITRES

=

cIC 6.7 = 21 % 3.8 & 5.7
BAIE DE QUIBERON
PROFESSIONNEL environ 36 11 a 15
GIe 7,8 Iy g environ 0,6
RADE DE BREST
PROFESSIONNEL 3,2 environ 3
cIC 5,8 = 39 % -
MEDITERRANEE
PROFESSIONNEL 20 a 4o environ 8,5
CIC 250 = 21 % 4,2 4 6,5
TOTAL
PROFESSIONNEL environ 70 22 a 27
TOTAL GENERAL environ 90 26 a 34

Tableau 5 Récolte de naissain d'hultre plate capté en eau profonde sur coques de moules en suspension dans

les différents secteurs. Année 1987 et 1988




-—nL_

nnée de naissance 1983 1984 1985 1986 1987
Origine N | %Ma %Bo N | %Ma %Bo N %Ma | %Bo N | %Ma | %Bo N %Ma; %Bo
Golfe du Morbihan 72 | T2.2 0 39 | 46.1 0 21 (23.8 0
Riv. de St-Philibert 42 (2.4 30.8 31 0 22.5] 31 0 29 15 0 1353
Riviére de Crac'h 12 |50 25
Baie de Quiberon 119 0 4.2 197 0 10.6] 81 0 12.3| 20 0 0 30 0 0
Odet 50 0 y 50 0 6
Banc de Loumergat 22 90.91 9.9
Riviére de Penzé 35 0 0 50 0 0
Riv. du Jaudy (Tréguier) 30 3.310
Riviére du Trieux 26 | 76.9 7.6 30| 6.6 0 31 |78.3 0 30 0 0
Méditerranée 511 0O 21.5
Marennes s | 0 0
Baie de Bourgneuf 60 0 0

Tableau n® 6

N = nombre d'huiltres examinées

%Ma = Pourcentage d'huitres infestées par Marteilia refringens

: Bilan des examens réalisés sur les huitres naturelles de Bretagne Sud et de Bretagne Nord en 1988

%Bo = Pourcentage d'huitres infestées par Bonamia ostreae




1.3.1. Gisements naturels hors Bretagne

Les observations effectuées sur des lots de 4-5 ans en
provenance de la Baile de Bourgneuf, et du bassin de Marennes-
Oléron (sud de 1"'Ile d"Aix) n'ont révélé aucun parasite.

Par contre un lot d'huitres plates naturelles présentes le long

de la digue du Port de Séte en Méditerranée s'est montré parasité
_par Bonamia.

1.3.2. Gisements naturels de Bretagne Sud

Le Golfe du Morbihan demeure trés touché par la marteiliose ;

par contre Bonamia, habituellement présent a des taux faibles n'y a
pas été observé en 1988.

A l'inverse, la riviére de S5t-Philibert montre une quasi-
disparition de Marteilila, mals une nette augmentation de Bonamia
par rapport a l'année 1987.

Les 2 parasites sont observés & des taux élevés dans l1'échan-
tillon de la riviére de Crac'h.

1.3.3. Gisements naturels de Bretagne Nord

Le gisement naturel de Loumergat en Rade de Brest reste treées
affecté par Marteilia. Par contre, les gisements de Penzé et
Morlaix confirment un état zoosanitaire trés satisfaisant (aucun
Marteiiia ni Bonamia décelé dans les échantillons observés).

Les huitres du Trieux, comme les années précédentes, présentent
peu ou pas de Bonamia, mals beaucoup de Marteilia.

1.3.4. Elevages en terrain découvrant (cf. parag. 1.1.1.)
Les quelques analyses effectuédes en 1988 sur le site de
Paimpol ne montrent pas d'amélioration de la situation dans ce
secteur.

1.3.5. Elevages en eau profonde (¢f. parag. 1.1.2.)

Les résultats des élevages en eau profonde dans les Bales de
Cancale, St-Brieuc et Quiberon ne permettent pas de conclure a une
évolution sensible de la situation zoosanitaire de ces baies durant
i'année 1988.

La situation peut étre jugée satisfaisante mais sans évolution
récente marquée 3 Cancale et Quiberon ; elle reste médiocre en Balile
de St-Brieuc.



En résumé, l'échantillonnage réalisé tant sur les gisements
naturels que sur les élevages ne permettrait en aucun cas de
déceler une évolution fine. Par contre on peut affirmer que 1
1988 n'a vu ni amélioration ni détérioration trés nette de la
situation des 2 épizooties de l'huitre plate.

'année

B - EXPERIMENTATIONS ZOOTECHNIQUES

2.1. Effet des transferts

Pour la 4éme année consécutive des géniteurs ont été transférés
au printemps 1988 de Cancale vers la Baie de Quiberon, par le C.I.C.
Bretagne Sud, pour accroitre le potentiel de captage de ce secteur.
Un premiler lot de 30 tonnes d'huitres triédes dont 2 % des individus
étalent parasités par Bonamia a du étre relevé en septembre, 28 %
des huitres étant alors parasitées. Un 2&me lot de 21 tonnes
livrées en vrac s'est contaminé moins vite (13 % en septembre) pour
atteindre en novembre le méme taux de 28 %. Sur un échantillon
témoin du lot resté sur place 3 Cancale, 4 % 38 14 % des huitres
présentalent du Bonamia au méme moment, tandis que les huitres de
Quiberon du méme age étaient touchées 3 10 %. Comme les années
précédentes, ce transfert de géniteurs se traduilt donc par une
infestation accrue par Bonamia, aprés la ponte, par rapport aux
lots non transférés. Cependant 42,6 tonnes ont pu étre relevées a
l'automne sur les 51 tonnes semées.

Dans le méme but, 9 tonnes de géniteurs ont été transférées en
mai 1988, de Cancale a Loumergat, en Rade de Brest. La prévalence
initiale en Bonamia était comprise entre 2 % et 12 %. Aprés la
ponte, & la fin septembre 1988, 5 % des huitres de l'échantillon
observé étaient touchées par Bonamia, et 55 % par Marteilia.
L'effet du transfert lui-méme n'est ici pas évident, se confondant
en partie avec l'effet du site de réception, dont les huitres
naturelles sont trés touchées par Marteilia.

L'impact de transfert entre 2 secteurs de la Bale de Quiberon,
avec ou sans passage a terre, a pu étre apprécilé sur quelques lots
en 1988 (tableau 7). Le lot transféré au printemps avec 2 passages
en chantier montre une augmentation trés significative de la
prévalence et un taux de mortalité important. Deux des lots resemés
directement aprés relevage présentent une infestation sensiblement
plus importante que le lot resté en place sans que l'on ait pu
vérifier toutefois 1e taux de contamination du secteur environnant
le lot transféré. L'infestation du troisiéme lot n'est par contre
pas significativement différente du lot du méme &ge non transféré.

Il est donc démontré que les transferts de géniteurs au
printemps les sensibilisent & la bonamiose. Des transferts
expérimentaux seront tentés en hiver en 1989. Par contre, l'impact
de courts transferts, de manipulations, d'exondations, de hersages..

\_devra &tre mesuré plus précisément, et explicité.
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DATE DATE CONDITIONS DE PREVALENCE DATE PREVALENCE PREVALENCE DU LOT
CAPTAGE TRANSFERT TRANSFERT INITTIAL CONTROLE AU CONTROL RESTE SUR PLACE QU D'UN
% % LOT DE MEME AGE %
Eté 1985 mars 1987 relevage 3/152 34/60
chantier 1 fin janvier 88
chantier 2 2% 57 % £ 14 %
semis
Eté 1985 automne 1987 relévage _ sveniive 1GHE 13/100 . 3/50 :
semis . ) 13 % 6 %
Eté 1986 automne 1987 rel?vage . naveniing 1918 10/50 0/50 .
semis . 20 % 0 %
Captage
naturel décembre 1987 | relevage 1/46 fin juin 1988 14/81 7/50
1985 semis 2 % : 17 % 14 9%
Tableau 7
Evolution de la prévalence a la suite du transfert de lots d'huitres plates de 18 mois et 2 ans

d'un secteur & un autre secteur de la Baie de Quiberon.




2.2. Elevage mixte huitres plates/huitres creuses

L'huitre creuse Crassostrea gigas est insensible aux deux
épizooties qui affectent actuellement l'huitre plate O0strea edulis.

Ceci peut s'expliquer par la destruction du parasite Bonamia
ostrege, 4 la sulte de sa pénétration au niveau des hémocytes, mise
en évidence au laboratoire IFREMER de la Tremblade.

Par ailleurs, des professionnels ont parfois signalé un effet
bhénéfigque des huitres creuses sur les huitres plates en mélange :
par exemple les semis du captage 1983 en Baie de Quiberon et &
Cancale auxquels était mélangé du naissain d'hultres creuses ont
donné des résultats plutdt supérieurs a3 la moyenne des élevages.

Ces observations ont suggéré la mise en place en 1988 d'une
série d'essals d'élevage mixte "plates-creuses™ afin de vérifier
I'hypothése d'une amélioration des rendements en huitres plates en
mélange avec des huitres creuses. Le lot expérimental d'huitres
plates de 18 mois provenait d'un secteur de la Méditerranée non
contaminé par Bonamia. Deux facteurs ont été testés : la propor-
tion optimale d'huitres creuses et la densité d'animaux en élevage.

Pour le facteur densité, nous avons retenu deux modalités
extrémes qui sont 200.et 400 animaux par poche ostréicole. Le
facteur proportion quant a lui comporte 4 modalités, soit :

0 % d'huitres creuses
25 % d'huitres creuses
50 % d'huitres creuses
75 % d'hultres creuses

Dans le but de cerner la période d'apparition d'une
différence éventuelle l'ensemble de ce plan est reproduit trois
fois.



Fin septembre 1988 nous avons relevé une premieére série de 40
poches représentant les 8 combinalsons en essals : aprés &6 mois
d'élavage nous obtenons, pour les mortalités d'huitres plates, les
résuliltats suivants

% de creuses :
0 ' 25 50 X il
Densité totale : i : :
par poche 1 : : :
L2 T 16 18.3 12
I : 13.4 19:.2 - 14,3
200 198... 1 16.6 132 20
15,5 : 19.4 12.4 25. 4
g (R 46.6 15 : 18
12.6 s 25.5 23 - 19.8
: 15.1 : 22.6 10.5 : 8.3
f 400 : 18.1 ; 17.3 - 17.3 22.3
i : 15 3 15.1 : 1%:5 : 9.9
i 19.3 § 22.3 2 8 1 6
Tableau 1 : mortalités (%/poche) en fonction des 2 facteurs
étudiés,

a9

Paralilélement 1'hémolymphe de 1200 huitres plates a été
prélevée et stockée pour analyses pathologiques ultérieures.

Les mortalités moyennes sont respectivement 17,3 % et 16,1 %
pour 200 et 400 huitres par poche (figure 4).

Une analyse de variance n'a pas mis en évidence de différence
significative entre ces valeurs.

De méme (figure 5) les mortalités enregistrées sont du méme
ordre pour les différentes proportions d'huitres creuses.

En combinant les deux facteurs testés (figure 6) on constate
que quels que soient la densité ou le pourcentage d'hultres creuses,
les mortalités sont similaires d'un traitement a l'autre aprés 6
mois d'élevage. :

Il est prévu de mener cette comparaison jusqu'a la fin 1989,
date 3 laquelle l'ensemble des séries sera relevé.

o Y
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2.3. Essal de sélection d'une souche d'huitres plates
résistante 3 Bonamia

Cette tentative de sélection se fait par 2 voies :

- sélection des survivantes aprés injection de Bonamia
purifié au laboratolire : entreprise au laboratoire de La TremBlade
et poursuivie & La Trinité/Mer en fin 1988, elle fournira en 1989
une 1are génération d'huitres a tester.

- sélection de géniteurs agés avant survécu dans un secteur
contaminé par Bonamia ostreae.

Cette deuxieéme voie donne lieu depuis avril 1986 a un suivi
comparatif de 2 lots d'huitres, l'un produit en écloserie a partir
de géniteurs sélectionnés et l'autre 1ssu de captage naturel, en
gulse de témoin. Cette comparaison est réalisée dans 2 contextes
trés différents : en Bretagne Nord, en découvrant, et en Baie de
Quiberon, en eau profonde.

En Bretagne Nord (Penzé et Paimpol), ce suivi a mis en
évidence au cours des années 1986 et 1987 des différences marquées
de mortalité et d'infestation par Bonamla ostreae, en faveur du lot
sélectionné de 1ére génération (cf. rapports d'avancement des
travaux 1986 - 1987). La fin de cette expérience comparative a été
suivie 3 partir de mars 1988 en Penzé, en poches, a raison de 150
huitres par poche, selon le protocole suivant

- 1 poche témoin d 'huitres de captage naturel
poches de téte de lot d'écloserie
roches de corps de lot d'écloserie
poches de queue de lot d'écloserie

|
[SNE - -

Les mortali
représentées sur
mortalité moindre

5 ¢ es5 observées sur chacun de ces lots sont
7. On constate comme précédemment une
o)

ts sélectionnés.

[
wom o

mulé
figure
ur les 1

SR I

En Baie de Quiberon, sur la concession IFREMER, 2 lots ont
été semés au sol en 1986 :

- un lot du captage 1985 sur cogques de moules en suspension,
sur une surface de 1,24 hectares a la densité initiale de 40 h/m2.

- 150 000 naissain d'écloserie du méme lot sélectionné, que
celui testé en Bretagne Nord, & la densité au semis de 150 h/m2.
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Figure 7 : Evolution des mortalités cumulées en 1988 sur les 4 lots expérimentaux
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Zn novembre 1988, un contrdle épidémiologique par frottis a
mis en évidence une différence sensible de prévalence en Bonamia
ostreae sur ces 2 lots : 12 % (12 sur 100) d'huitres parasitées sur
le témoin contre 2,4 % (4 sur 166) sur le lot d'écloserie.

Ce résulitat tendrait donec a conforter l'hypothése d'une
résistance transmise & une premiére génération d'huitres plates.

Il convient cependant d'étre prudent sur cette conclusion.
L'origine des lots de naissain mis en comparaison (écloserie pour
l'un, captage naturel pour lTautre) peut en effet induire certaines
différences de mortalités et de sensibilité 3 Bonamia ostreae. Les
essais en cours d'injection de Bonamizs ostreae purifié devraient
permettre de mieux étayer l'hypothése de résistance. D'autre part,

il reste & vérifier que cette résistance se transmet 3 la 2&me
génération.

- R



C - ETUDE DES MECANISMES DE DEFENSE
' La mise au point de modéles 1in vitro et l'amélioration de
techniques de laboratoire ont permis d'entreprendre 1'étude des
cellules effectrices de 1'immunité cellulaire, de leurs rela-
tions avec Bonamla ogstreae, mais également des mécanismes
d'échappament employés par ce parasite.

Cette étude comparative a €té réalisée avec les deux genres
de Mollusques couramment élevés en Bretagne, 0strea edulis,
espéce sensible et hdte de B.ostreae, puis en fonction des molé-
cules mises en jeu (systéme enzymatique, protéines particulie-
res), tenter de provoquer leur synthése ou de les inhiber afin
d'accroitre la résistance de l'huitre plate.

Le rapport ci-apres donne l'ensemble des résultats obtenus
au cours de la réalisation du plan sur les mécanismes de défense
des Mollusques, modéle Huitre-Bonamia ostreae.

1 - ANALYSE MORPHOLOGIQUE, BIOCHIMIQUE ET FONCTIONNELLE DES
HEMOCYTES

1. Morphologie en microscopie photonigue

Pour cette étude, sans qu'il solt possible d'avancer une
explication rationnelle, la cytologilie est bien meilleure avec
les hémocytes préparés par empreinte de coeur (fig.8 et 9,
P1.II) qu'avec les préparations de frottis humides.

Trois types d'hémocytes peuvent étre identifiés dans les
deux espéces '

- les celliules de type I, de taille homogéne (environ
10 um) ont un rapport nucléocytoplasmique faible. Leur cytoplas-
me, chromophobe, contient de nombreuses granulations brunétres
dont une affinité acidophile, basophile ou neutrophile apparait
difficile & préciser en raison de leur autoplgmentation (fig.10,
B1.IT3

- les cellules de type II de taille homogéne (environ 15
pym), a rapport nucléocytoplasmique falble ont un noyau souvent
excentré. Leur cytoplasme se colore en gris rosé ou rose pale et
ne ceontient pas de granulation (fig.11, P1.II).

- les pcellules de type III sont beaucoup plus hétérogénes
en taille (5 & 10 um). Le rapport nucléocytoplasmique est élevé,
mais variable. Le cytoplasme, sans granulation se colore en bleu
nlus ou moins soutenu (fig.12, P1.II).

2. Ultrastructure

2.1. Sur hémolymphe entiére

Chez 0.edulis, les hémocytes de type I apparaissent effec-
tivement comme un type unique (fig.13, PlL.III) & contours
irréguliers., Ils présentent des projections cytoplasmiques.

- 2l -
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PLANCHE II

Morphologie des hémocytes d'Ostrea edulis et de Crassostrea gigas
en microscopie photonique : appositions de coeur.

Figure 8 :

Hémocytes d'Ostrea edulis

t.I : Cellules de type I,
Leur cytoplasme contient des granulations autopigmentées.

Figqure 9

Hémocytes de Crassostrea gigas

a rapport nucléocytoplasmique faible.

t.II : Cellules de type II, & rapport nucléocytoplasmique faible.
Leur cytoplasme ne contient pas de granulation.

t.III : Cellules de type III

Fiqure

Fiqure

Figure

-

: petites cellules a rapport

nucléocytoplasmique élevé et cytoplasme azurophile

sans granulation.

Micrographies photoniques X 400

10 :
Fort grossissement d'un
Micrographie photonique
11
Fort grossissement d'un
Micrographie photonique
12 ¢

Fort grossissement d'un
Micrographie photonique

hémocyte granuleux de type I (0.edulis)
X 1250

hémocyte de type II (0.edulis)
X 1250

hémocyte de type III (0.edulis)
¥ “¥280






Dans le noyau arrondi, on observe rarement un nucléole.Le
cytoplasme contient quelques mitochondries, des ribosomes libres,
de rares profils de réticulum endoplasmique rugueux, des vacuo-
les contenant un matériel granulalre assimilable a du glycogeéne.
L'appareil de Golgl n'est pas rencontré. La caractéristique
essentielle des hémocytes de type I est la présence dans le
cytoplasme de granules de structure hétérogéne. Certains sont
uniformément denses aux électrons (fig.13,Pl1.III), d'autres ont
un centre clair et un cortex dense (fig.14, Pl.III),les derniers
cnt un centre dense et un cortex clair (fig.15, Pl1.III).

Chez C.gigas, les hémocytes de type I ont des caractéris-
tiques générales 1dentiques a celles des hémocytes de type I
chez 0.edulis & l'exception des granules cytoplasmiques.

- Le type Ia (fig.16, P1.IV) contenant des granules nombreux,
sphériques, uniformément denses aux électrons et de structure
amorphe,peut ainsi étre identifié.

- Le type Ib (fig.17, Pl.IV) se caractérise par des granules
plus ou moins sphériques uniformément clairs aux électrons.

- Un type Iec (fig.18, Pl.IV), observé assez rarement,
contient a la fois des granules de type Ia et Ib.

Les hémocytes de type II se révelent identiques dans les
deux espeéces (fig.22 et 23, Pl.V). Leur forme est ovoide. Le
noyau présente les mémes caractéristiques que celui des
hémocytes de type I.Le cytoplasme contient des mitochondries
plus nombreuses, parfois regroupées.Un appareil de Golgi typique,
ainsi que du réticulum endoplasmique rugueux sont plus
fréquemment observés. Ce type cellulaire est particuliérement
riche en réticulum endoplasmique lisse et comporte d'innombra-
bles petites vésicules claires aux électrons. Quelques granules
modérement denses aux électrons sont parfois présents.

La population des hémocytes de type III regroupe chez
O.edulis et chez C.gigas des cellules polymorphes, arrondies ou
amoeboides (fig.24 et 25, Pl.VI). Le novyau présente fréquemment
un nucléole. Dans le cytoplasme,on rencontre un appareil de
Golgi, des mitochondries le plus souvent regroupées, du réticu-
lum endoplasmique rugueux parfois disposé en périphérie du noyau,
de nombreux ribosomes libres et pas de granulation.

2.2. Sur types cellulaires séparés de C.gigas

2.2.1. Distribution des hémocytes dans le gradient de

L'interface 10-20 % contient quelques cellules agranu-
leuses et des débris cellulaires. Les deuxiéme et troisiéme
bandes contiennent des cellules agranuleuses de taille variable.
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PLANCHE III

Ultrastructure des hémocytes de type I d'Ostrea edulis
sur hémolymphe entiére

Figure 13 :

Hémocyte de type I contenant trois types de granules :

-

. granules a cortex dense et centre clair aux électrons (gr 1)

. granules uniformément denses aux électrons (gr2)

-

. granules & centre dense et cortex clair aux électrons (gr3)

Micrographie électronique ¥ 14000

Figure 14 :

»

=

Détail d'un granule & cortex dense et centre clair (gril)
Micrographie électronique X 24000 .

Fiqure 15 :

Détail des granules & centre dense et cortex clair (gr3)
Micrographie électronique X 24000






PLANCHE IV

Ultrastructure des hémocytes de type I
chez Crassostrea gigas sur hémolymphe entiére

Figure 16 :

Hémocyte de type Ia contenant
de nombreux granules sphériques
uniformément denses aux électrons

(gd)
M.électronique X 20400

Figure 19 :

Détail des granules denses
aux électrons entourés d'une
membrane (m)

M.électronique X 80000

Figure 20 :

Détail des granules intérmédiaires
M.électronique X 80000

Figure 21

Détail des granules clairs
aux électrons
M.électronique X 80000

Figqure 17 :

Hémocyte de type Ib & granules
clairs aux électrons (gc) et
quelques vacuoles contenant un
matériel assimilable & du
glycogéne (gly)
M.électronique X 12500

Fiqure 18 :

Hémocyte de type Ic contenant
a la fois des granules denses
et clairs aux électrons.
Certains granules apparaissent
intermédiaires (gi)
M.électronique ¥ 25000






PLANCHE V

Ultrastructure des héﬁocytes de type II
sur hémolymphe entiére

Figure 22 :

Ostrea edulis - Ce type cellulaire contient de trés nombreuses
vésicules (ve) claires aux électrons. Son noyau (n) présente

-

une morphologie trés similaire a celle des hémocytes de type I

Micrographie électronique ¥ 11500

Figure 23 :
Crassostrea giqas - Sur ce cliché sont présents les typiques

petites vésicules claires (ve), du réticulum endoplasmique
lisse (rel), l'appareil de Golgi (Go), quelques granules
cytoplasmiques (gr) modérément denses aux électrons, ainsi que
des vacuoles (va) dont certaines contiennent du glycogéne (gly)

Micrographie électronique X 15000






Figure

Figure

Figure

PLANCHE VI

Ultrastructure des hémocytes de type III
sur hémolymphe entiére

24

Ostrea edulis - Il faut noter le noyau (n) relativement

volumineux, des mitochondries souvent regroupées (mi),

du réticulum endoplasmique rugueux (rer)

Micrographie électronique ¥ 20000

25 :

Crassostrea gigas - (n) noyau volumineux, (mi) mitochondries.
Sur cette figure sont présents un appareil de Golgi typique (Go),
du réticulum endoplasmique rugueux (rer) et de nombreux ribosomes
libres (ri)

Micrographie électronique X 16200

26 :
Détail des saccules de l'appareil de Golgi

Micrographie électronique X 32500






La quatriéme bande contient un mélange de cellules
granuleuses et agranuleuses. Les interfaces 50-60 % et 60-70 %
contiennent une population composéde & 90 % de cellules
granuleuses de type Ia et Ib (fig.27 et 28, Pl.VII) impossibles
a séparer. La viabilité est estimée a 920 %.

2.2.2. Distribution des hémocytes dans les fractions

Les hémocytes des deuxiéme et troisiéme bandes obtenues par
centrifugation isopycnique sont de diamétre hétérogéne. Ils sont
élutriés en huit fractions correspondant a un volume cellulaire
croissant. Les hémocytes des fractions F1 et F2 ont un rapport
nucléocytoplasmique élevé et des ribosomes libres (fig.31,
Pl1.VII).

Dans les fractions F3 et F4, le cytoplasme est plus étendu
et présente quelques vésicules claires aux électrons (fig.30, Pl.
VII). Les cellules contenues dans les fractions F5, Fé et F7 ont
un rapport nucléocytoplasmique faible, des vésicules claires aux
électrons et un réticulum endoplasmique lisse étendu (fig.29, Pl.
VII).

3. Détermination des hémogrammes

3.1. Numérations d'hémocytes au compteur cellulaire

Les estimations du nombre d'hémocytes par ml d"hémolymphe,
effectuées sur 50 individus de chacune des deux espéces sont
présentées dans les figures 32 et 33. Elles mettent en évidence
une trés grande variabilité individuelle quelle que soit
l"espéce considérée.

L'histogramme de la figure 34 fait apparaitre des
différences minimes de répartition entre les deux espéces, 68 %
des individus se situant entre 1 et 5 x 106 hémocytes chez
0.edulis contre 64 % chez C.pgigas.Il yv a moins d'individus a
numération basse (inférieure & 1 x 106 hémocytes/ml) chez
O.edulis.

3.2. Pourcentage des différents tvypes hémocytaires

Sur la base des données morphologiques cohérentes en
microscopie photonique et électronique, les cellules sont
classifiées selon trois types :

- granulocytes : type I unique pour Q.edulis, types Ia,lIb,
Ic confondus pour C.gigas.

- grands hyalinocytes : type II pour les deux espéces

- petits hyalinocytes : type III pour les deux espéces
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PLANCHE VII

Morpholopgie des types cellulaires séparés de Crassostrea giqas

Figure 28
Autre champ de la méme
fraction qui contient
un hémocyte de type Ia
(grains denses)
Figure 27 : M.électronique X 10800

Fraction regroupant
les interfaces 50-60 % et
60-70 % du gradient
de Percoll. Les hémocytes
a4 granulation claires
aux électrons (Ib)
y sont majoritaires
M.électronique X 5700

Figure 30 :

Hémocyte de la fraction
F4 élutriée
M.électronique ¥ 10500

Figure 29 : Figure 31 :
Hémocytes de la fraction Fé Hémocytes de la fraction
caractéristiques des fractions F1 présentant 1l'aspect
élutriées F5, Fé, F7. ' typique des hémocytes
Ils correspondent aux hémocytes de type III
de type II : M.électronique X 4500

M.électronique X 3700






Nombre d hemocyles

d Ostrea edulis
(210" /mi) =SS

10 2l0 30 4b Sb animai
Figure 32 : Estimation du nombre d'hémocytes par ml d'hémolymphe

pour 50 huitres 0. edulis

Nombre d;hémocytes Crassostrea qigas
(2107 /m1)

10 20 a0 40 50 —

Figure 33 : Estimation ¢du nombre d'hémocytes par ml d'hémolymphe
pour 50 huitres C. giqas
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% d’animaux Ostrea edulis

30/
20
10|
o I
01 12 23 34 45 56 67 78 89 Nombre d"hemocyles -
(x 10%/mi)
A% d"animaux Crassostrea gigas
30,
20,
10
0
01 12 22 34 45 56 67 78 89 Nombre d’ hemocyties
(x10°%/mi)

Figure 34 : Répartition en pourcentage des animaux en fonction de
leur nombre d'hémocytes par ml
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Une comparaison entre les deux modes de préparations
hémocytaires :frottis humilide ou empreinte de coeur, afin
d'évaluer leur représentativité relative conduilt 3 des pourcen-
tages identiques. La technique des appositions de coeur est
alors préférée en raison des meilleurs résultats morphologiques
chservés,

L'évaluation des pourcentages des trols types hémocytaires
définis précédemment pour 50 individus exempts de bonamiose de
lrespéce O0.edulis provenant de Quiberon, 50 individus de méme
espece provenant de Méditerranée, 30 individus parasités
provenant de Quiberon et 50 individus de l'espéece (C.gigas est
présentée respectivement dans les figures 35, 36, 37 et 38.

La encore, les "formules sanguines™ montrent une grande
variabilité individuelle. Cependant, les résultats obtenus
permettent de mettre en évidence que contrairement aux données
de la littérature (CHENG, 1981) les granulocytes ne sont pas
majoritaires quelle que soit l'espéce considérée. Chez C.gigas,
la moyenne se situe a8 16.1 % (+x 1.9).Chez 0.edulis, elle est de
22.4 % (+ 1.7) pour les huitres provenant de l1'étang de Thau, et
de 15.2 % (+ 1.8) pour celles originaires de la bailie de Quiberon.
La population des grands hyalinocytes représente 58.8 % (x 2.3)
des cellules sanguines chez C.gigas, contre 32.1 % (% 1.2) chez
0.edulis de Méditerranée, et 25.0 % (+ 2.0) chez Q0.edulis de
Quiberon.Enfin,le pourcentage moven de petits hyalinocytes est
de 25.1 % (x 2.1) pour C.gigas, alors qu'il est respectivement
de 45.4 (+ 1,5) et 59.8 (+ 2.7) pour les huitres plates de
Méditerranée et de Quiberon.

L'analyse de variance a un facteur (ANOVA) effectuée a
1'aide d'un logiciel STATGRAPHICS montre que les pourcentages
moyvens en types cellulaires sont significativement différents
pour C.gilgas, et 0.edulis. Les pourcentages moyens de
granulocytes, grands hyalinocytes et petits hyalinocytes chez
0Q.edulis originaire de Quiberon et faiblement parasitée sont
respectivement de 7.4 % (* 1.7),20.3 % (x 2.5), 72.2 % (x 3.2).
L'analyse de variance effectuéde pour comparer ces résultats a
ceux obtenus sur des huitres saines de méme espéce et de méme
provenance montre que les granulocytes sont significativement
moins nombreux et les petits hyalinocytes significativement plus
nombreux chez les animaux atteints de bonamiose.

4. Caractérisations enzymatigques

4.1. Phosphatase acide

La phosphatase acide catalyse en milieu acide 1l'hydrolyse
de la cytidine 5'-monophosphate. Les produits libérés réagissent
avec le nitrate de plomb pour donner des précipités de phosphate
de plomb qui diffusent fortement les électrons.
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Contrairement aux données existantes (CHENG et DOWNS, 1988
AUFFRET, 1985) établissant la présence d'une activité
nhosphatasique acide, détectée & l'aide d'autres substrats, (B-
glycérophosphate de sodium, p-nitrophényphosphate de scdium)
dans tous les types hémocytaires et en particulier dans les
granules des granulo- cytes chez C.gigas, nos résultats ne
mettent en évidence aucune activité de ce type quelle que soit
i'espéce.

k4

4.2. Estérases non spécifiques

Cette famille d'enzymes hydrolyse le 2-thiolacétoxy-
benzanilide. En présence de ferrocyanure de potassium et de
suifate de cuivre, 11 se forme aux sites d'activité du ferro-
cyanure de cuilvre qui peut alors provogquer la polymérisation de
la diaminobenzidine (DAB). Le polymére est dense aux électrons.

Une telle activité est détectée dans les grands et petits
hyalinocytes des deux espéces. Le produilt de la réaction
apparait localisé de manieére diffuse dans le cytoplasme et, dans
les grands hvalinocytes, il est assoclé aux petites vésicules
claires aux électrons (fig.40, P1.VIII). Aucune activité n'est
mise en évidence dans les granulocytes.

4.3. Peroxydase

La peroxydase catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogéne
en eau par un donneur d'électrons, la DAB. La DAB oxydée forme
un polymére gue l'on peut visualiser en microscople électronique.

Une activité peroxydasique peut étre localisée, dans les
hyalinocytes seulement, chez les deux espéces. Dans les grands
hyalinocytes, elle se situe dans les vésicules claires aux
électrons (fig.42, Pl1.VIII) et le réticulum endoplasmique
rugueux. Dans les petits hyalinocytes, seul le réticulum endo-
plasmique rugueux est réactif (fig.41, P1l.VIII). Les mitochon-
dries de tous les types cellulaires sont également positives.
Afin de déterminer la spécificité de la réacticn, des contrdles
sont réalisés. Ltincubation dans un milieu sans DAB, puls sans
H? 02 ne donne aucun produit de réaction. L'incubation dans un
milieu contenant du 3-amino-1,2,4-triazole, inhibiteur de 1la
catalase donne les mémes résultats que le milieu original.
L'addition de cyanure de potassium 1lnhibe toute réaction, v
compris dans les mitochondries.

Les réactions observées dans les témoins, ainsi que le pH
de travall sont compatibles avec une activité de type peroxydase.
Selon ESSNER (1973a), l'activité dans les mitochondries est due,

%

soit 8 l'activité du cytochrome ¢, soit a son oxydation.

4.4. NADH oxvydase

La NADH oxvydase catalyse la réduction de l'oxygéne
moléculaire en lon superoxyde 02- quil prodult spontanément de
iI'eau oxygénée H? 02. En présence de peroxyde, les 1ons cerreux
forment un précipité dense aux électrons.
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PLANCHE VIII

Caractérisations enzymatiques

Figure 39 :

NAD(P)H oxydase

Petit hyalinocyte (0.edulis) - Coupe non contrastée

n = noyau pPs = pseudopode

Le précipité d'ions cerreux qui signale la présence de
cette activité enzymatique est localisé le long dfune
partie de la membrane plasmique (mp)

Micrographie électronique ¥ 50000

Figure 40 :

Estérases non spécifiques

Grand hyalinocyte (C.gigas) - Coupe non contrastée
Le matériel dense granuleux du cytoplasme et de
certaines vésicules claires aux électrons (ve) est
de la DAB polymérisée aux sites dractivité estérases

Micrographie électronique X 54000

Figure 41 :

Péroxydase

Petit hyalinocyte (0.edulis) - Coupe non contrastée
La DAB oxydée aux sites d'activité péroxydasique se
localise au réticulum endoplasmique rugueux (rer) et
‘dans l'espace périnucléaire (ep).

Noter la positivité des mitochondries (mi)

Micrographie électronique X 20600

Figure 42 :

Peroxydase

Grand hyalinocyte (C.gigas) - Coupe non contrastée
Noter le produit de réaction dans les vésicules (ve)
et dans les mitochondries (mi)

Micrographie électronique X 18000






Les hémocytes incubés dans un milieu contenant du oNADH et
du chlorure de cérium montrent une réactivité qui se traduit par
la présence de précipités discrets au niveau de la membrane
plasmique, quelle que s0it l'espéce et dans tous les types
hémocytaires (fig.39,P1.VIII). La réactivité ne disparait pas
lorsque le milieu d'incubation contient du cyanure de potassium.

5. Production de radicaux libres de l'oxygéne

Les oxydants qui sont générés lors du processus phagocy-
taire réagissent avec certaines molécules des particules
ingérées qui aboutissent & des intermédiaires riches en énergie,
électriquement excités. Le retour & 1'état de repos de ces
intermédiaires provoque l'émission de lumidre qui est a la base
du phénoméne de chimioluminescence native. Ce phénoméne natif
donne un signal assez bas, mais peut étre amplifié par l'adjone-
tion dans le systéme expérimental d'une molécule telle que le
Luminol. Le nombre de coups par minute enregistré au compteur a
scintillation est fonction de la concentration en phagocytes, de
la concentration en stimulant, et de la concentration en_Luminol.

La figure 43 présente les caractéristiques de la réponse
des hémocytes stimulés par le zymosan en chimioluminescence par
rapport a un témoin hémocytes non stimulés., Cette réponse est
longue et dure plus de 4 heures.La hauteur maximum du pic dépend
de 1la concentration en zymosan. Elle est aussi atteinte plus
rapidement, lorsque le nombre de particules de zymosan par
hémocyte augmente. Les courbes Z1, Z2, Z3, Z4, Z5, Z6, 27
correspondent a des rapports zymosan/hémoycte de 10/1, 20/1,
4071, 60/1, 80/1, 120/1, 160/1. Les figures 44 et 45 montrent
les résultats obtenus lorsqu'un nombre d'hémocytes fixé a 50 000
est stimulé par une concentration de zymosan de 80 particules
par hémocyte chez trois individus d'espéce Q0.edulis et trois
individus d'espéce C.gigas. La réponse apparailt variable selon
1'individu et globalement plus élevée chez 0.edulis que chez
C.gigas.

5.1. Effet des inhibiteurs

5.1.1. Superoxyde dismutase (5.0.D.)
La S.0.D. catalyse la formation d'H2 02 & pH neutre au
détriment de l'ion superoxide selon une réaction de dismutation

D2 &% 02 #* BHHF - meees > H2 02 =+ 02

Lorsque de la S0D exogéne est ajoutée dans le milieu
réactionnel,la réponse des hémocytes de C.gigas stimulés par le
Zymosan n'est pas modifiéde, celle des hémocytes d'0.edulis
montre une légére inhibition (fig.46).

5.1.2. Azide de sodium et cyanure de potassium
Ajoutés au moment du pic drfactivité, ces inhibiteurs
métaboliques, connus comme inhibiteurs de peroxydase font chuter

trés rapidement la réponse des hémocytes chez les deux espeéces
(fig.46).
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Fiqure 43 : Effet de différentes concentrations de zymosan sur la

"chimioluminescence des hémocytes d'0. edulis par le
luminol
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5.1.3. Cytochalasine B

La cytochalasine B empéche la fermeture des vacuoles de
phagocytose et provoque le relarguage extracellulaire des
enzymes lysosomiales, en particulier celul de la peroxydase. Les
pPnénoménes membranaires ne sont pas 1inhibés, et du peroxyde
d"hydrogéne, substrat de la peroxydase est aussi présent
extracellulairement, ce qui explique le flash précoce de
chimioluminescence suivi d'une chute brutale puisque le zymosan
n'est pas internalisé (fig.46).

5.2. _Hémocytes séparés

La réponse obtenue par stimulation dfune population
homogéne de granulocytes avec le zymosan apparait au niveau du
bruit de fond cbservé sans stimulation. Au contrailre, 1la
population des hyalinocytes donne une réponse élevée (fig.47).

Le Percoll n'interfére pas avec l'activité des hémocytes
(fig.48).

6. DISCUSSION

Trois principaux types cellulaires, granulocytes, grands
hyalinocytes,petits hyalinocytes peuvent é&tre définis sur la
base des données morphologiques obtenues en microscopie
photonique et électronique.L’'existence de sous-types de
granulocytes chez C.gigas pourrait étre interprétée comme des
variations fonctionnelles d'un type unique, dans la mesure ol
les granules clairs et denses aux électrons qui servent a les
définir sont parfois observés dans la méme cellule.

L'analyse ultrastructurale des fractions obtenues par
l'édlutriation-centrifugation de la population des hyalinocytes
conduilt a8 envisager qu'elle constitue une série évolutlve. Cette
hypothése est renforcée par la localisation subcellulaire de
l'activité peroxydasique : observée dans le réticulum endoplas-
migque rugueux des deux types hyalinocytaires chez 0. edulis
et C.gigas, elle est également détectée dans les vésicules
claires aux électrons des grands hyalinocytes, qui pourrailent
ainsi avoilr valeur dforganites de stockage et de lysosomes
primaires : le grand hyalinocyte serait alors la forme plus
mature du petit hyalinoeyte. Ces résultats s'intégrent dans le
schéma général proposé par CHENG (1981) pour la classification
des hémocytes des Mollusques bivalves et qui distingue deux
catégories : les cellules granuleuses et les cellules non granu-
leuses, les types multiples observés représentant des stades de
maturation ou des stades fonectionnels de ces deux classes
principales.

L'analyse des hémogrammes, tant en ce qui concerne le
nombre des hémocytes circulants que leur répartition fait
apparaitre une grande variabilité et rend difficile 17établis-
sement d'une norme bien définie comme chez les Vertébrés.
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par le luminol ) de 2 x 10° hémocyvtes mzintenus dans
le Percoll ou dans la solution modifiée d'Alsever
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Les numérations hémocytaires sont globhalement trés élevées
( de 1 a 5 x 100 cellules/ml) par rapport a celles de ces
derniers (4000 a 10000 leucocytes/ml) et ne font pas apparaitre
de différence entre les deux espéces considérées,

Malgré la varilabilité observée au niveau des pourcentages
en types cellulaires, 1les granulocytes ne sont pas majoritaires
contralrement aux données établies chez C.virginica, espéce pour
laquelle CHENG (1981) rapporte 87 % de granulocytes. Les popula-
tions les plus représentées sont respectivement les grands
hyalinocytes chez C.gigas et les petits hyalinocytes chez
0.edulis. La faible proportion de granulocytes chez C.gigas est
drailleurs confirmée par les dénombrements cellulaires effectués
sur les {fractions hémocytaires séparées. Cette différence
d"observation peut s'expliquer soit parce qu'il s'agit d'espéces
différentes, soit plus probablement parce qu'aucuhe étude de 1la
répartition des types hémocytaires n'avait été réalisée sur un
grand nombre d*échantillons,

La valeur des évaluations des numérations et des "formules
sanguines™ chez les Mollusques a été discutée (AUFFRET, 1985)
dans le sens o0t elles ne représentaient que le "pool circulant™
de cellules sangulnes,et ne tenalent pas compte des cellules
associées aux tissus.Cette réserve pourrait aussi bilen sTappli-
gquer aux Vertébrés ol de telles estimations sont pourtant
utilisées en routine a des fins de diagnostic. Les problémes se
situent plutét au niveau de l'interprétation qui peut é&tre faite
de ces éléments dans des espéces ol ne sont connues ni la
fonction, ni l1"hématopoiése, ni les modifications pathologilques
associées aux maladies. Une étude de l'évolution des hémocytes
au cours de l'infection expérimentale d'0.edulis par B.ostreae
est actuellement en cours au laboratoire. D'autre part, la mise
au point d'une technique de séparation de cellules viables
permet d'envisager des études fonectionnelles type par type.

Les activités enzymatiques mises en évidence dans les
hémocytes des deux espéces sont un autre élément précisant 1la
fonction de ceux-ci.

La phagocytose, chez les Vertébrés donne lieu & des
phénoménes membranaires et intracellulaires décrits dans la
figure 50.

La reconnaissance d'une particule étrangére peut provoquer
une stimuiation du métabolisme oxydatlif connu comme "Respilratory
Burst"™ ou activation métabolique respiratoire (BADWEY et
KARNOSKY, 1980). Le métabolisme du glucose est augmenté par la
voie du shunt des hexoses monophosphates, ce quil conduit & la
génération de NADPH qui active une NADPH oxydase membranaire. La
consommation d'oxygéne est augmentée et la NADPH oxydase
catalyse la réduction de l'oxygeéne en 1lon superoxyde, servant
d'intermédiaire dans des réactions d'oxvdo-réduction qui
produlsent de l'eau oxygénée et des oxydants énergiques tels que
le radical hydroxyle .0H et l'oxygéne singulet 02. )
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Figure 50 : Activation métabolique respiratoire accompagnant 1la

phagocytose
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Ces oxydants sont potentiellement cytocides (LOCKSLEY et
KLEBANOFF, 1983) et se retrouvent dans le phagosome. Les
iysosomes fusionnent alors avec le phagosome. La présence dans
ies lysosomes de la myéloperoxydase, jointe & celle d'H2 02 et
d'ions Cl-donne lieu & des phénoménes cytocides puissants.
D'autre part, les hydrolases lysosomiales entrainent la diges-
tion du matériel phagocyté. Parmi ces dernigres, les estérases
phagocytes mononucléaires (VAN FURTH,198&).

Les petits et grands hyalinocytes des deux espéces étudiées
posseédent des estérases non spécifiques. La détection histochimique
d'une activité peroxydasigue, jointe & celle d'une NADPH
membranaire pouvait lalisser supposer l'existence de mécanismes de
cytocidie oxygéne dépendants. Cette hypothése a été confirmée par
la mise en évidence en chimioluminescence d'un métabolisme de type
"Respiratory Burst”. Les conditions expérimentales, (stimulant
particulalire, Luminol comme amplificateur), et les réponses aux
inhibiteurs renforcent 1l 'implication de la peroxydase dans le
phénoméne (ALLEN, 1986 ; DE CHATELET et al., 1982). Les
hyalinocytes peuvent ainsi é&tre assimilés & des "macrophages"-
d'Invertébrés. La production de radicaux libres de l'oxygéne
ntavait jusqu'ici été démontrée que chez les gastéropodes
(DIKKEBQOOM et al.,1988) et chez le bivalve Patinopecten vessoensis
(NAKAMURA, 1985).

Les résultats obtenus sur les granulocytes posent le probléme

de leur fonction par rapport 3 la bibliographie ex15tante, mais
aussi dans lTabsolu.

L'absence d'activité phosphatase acide confirme les données
établies pour les granulocytes de Ruditapes decussatus (HENRY,
1987), mais contredit celles présentées par d'autres auteurs pour
C.virginica (CHENG et DOWNS, 1988), C.gigas et 0.edulis (AUFFRET,
1985). L'utilisation du substrat cytidine 5'-monophosphate au lieu
du 8-glycérophosphate de sodium pourrait expliquer la différence
des résultats cobtenus comme 1'a noté ESSNER (1973b). Cependant, des
recherches complémentaires devront é&tre effectuédes car la nature
lysosomiale des granules ne peut pas étre établie sur le seul
critére de positivité de la phosphatase acide. Les autres activités
enzymatiques lysosomiales étudiées, estérases et peroxydases ne
sont pas présentes dans les granulocytes alors qu'elles le sont
dans les hyalinocytes. D'autre part, les granulocytes ne semblent
pas intervenir dans l'activation métabolique respiratoire, malgré
la présence membranaire de NADPH oxydase.

Les granulocytes 3 grains denses et clairs aux électrons de
C.gigas ont une morphologie qui pourrailt rappeler celle des
granulocytes basophiles des Vertébrés, cellules 3 grosses granu-
latlions sphériques denses aux électrons, devenant claires apreées
dégranulation et libération extracellulaire de médiateurs.
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A part des différences dans la répartition des types cellu-
laires, aucune différence qualitative entre les hémocytes de
C. gigas et ceux d'0. edulls ne peut étre mise en évidence sur la
base des fonctions étudiées.

IT - RELATIONS BONAMIA OSTREAE - HEMOCYTES

1. ANALYSE DES CELLULES INFECTEES NATURELLEMENT

1.1. Microscopie photonigque

L'examen de frottis de coeur d'0.edulis parasitées met en
évidence la capacité de B.ostreae de se développer dans les trois
types cellulaires définis comme granulocytes (fig.51, P1.IX),
grands hyalinocytes (fig.52, Pl.IX) et petits hyalinocytes (fig.53,
P1.IX). Dans certains cas, le parasite apparait nettement auréolé

d'un halo chromophobe assimilable & une vacuole. Des parasites
libres peuvent étre observés, provenant de la lyse spontanée des
hémocytes pathologiques ou de l'éclatement de ces cellules,
fragilisées lors de la confection du frottis.

1.2. Microscopie électronique

Elle confirme les données précédentes quant aux types
cellulaires parasités et met en évidence, méme lorsque l'infection
est faible, des effets cytopathiques drastiques (fig.54) en
particulier au niveau du cytoplasme ol 11 devient difficile
d'identifier les structures. Le parasite semble généralement enclos
dans une vacuole parasitophore, souvent intimement accolée 3 sa
propre membrane plasmique (fig.55, P1.X),et dans laquelle, il est
capable de se diviser par scissiparité (fig.58, P1.X)). Des formes
binucléées, de signification incertaine dans le cycle de
développement sont aussi rencontrées (fig.57, Pl.X).

L'ultrastructure de B.ostreae a été décrite dans le
détail par COMPS (1983). Le parasite apparait généralement sous
forme d'une cellule arrondie de 2 8 3 u de diamétre (fig.56, P1l.X),
mais peut présenter un certain polymorphisme (fig.55, Pl.X). Son
novau entouré d'une enveloppe nucléaire contient une chromatine
finement granuleuse et répartie de fagon homogéne. Dans le
cytoplasme, on note une forte densité de ribosomes libres, une ou
deux grosses mitochondries & crétes tubulaires et des organites
particuliers limités par une membrane unitaire, les haplosporosomes.
La présence de ces organites, de taille, de forme, et de densité
aux électrons varilables a conduit & apparenter le parasite aux
protozoaires de la classe des Stellatospora (Phylum des
Ascetospora).La nature des haplosporosomes n'est pas connue avec
précision, bien que leur soient attribués une origine Golgienne et
un contenu en ADN (COMPS, 1983). Une observation mérite cependant
d'étre mentionnée : le parasite libére ces organites dans la
vacuole parasitophore par un processus d'exocytose (fig.59 et 60,
P1.XI). Ce phénoméne est décelé lors d'infections naturelles mais
aussi lors d'infections expérimentales in vitro.
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PLANCHE IX

Infections naturelles

Figure 51 :

Apposition de coeur
Granulocyte (G) parasité (B.o)

Micrographie photonique ¥ 1250

Fiqure 52 :

Apposition de coeur
Grand hyalinocyte (Gh) parasité (B.o)

Micrographie photonique ¥ 1250

Figure 53 :

Apposition de coeur
Petit hyalinocyte (Ph) parasité (B.o)

Micrographie photonique ¥ 1250

Figure 54 :

Culot drhémocytes d'Ostrea edulis

La cellule infectée contient quatre parasites (B.o).
Elle est considérablement dégradée, le noyau (n) de 1'un
des parasites présente un nucléole (nu) excentré

mi = mitochondrie
h = haplosporosome
va = vacuole parasitophore

‘Micrographie électronique X 18750






PLANCHE X

Ultrastructure de Bonamia ostreae dans les infections naturelles

Figure 55 : Figure 56 :
Forme allongée & contours irréguliers Forme ronde de B.ostreae

n = noyau ' en = enveloppe nucléaire
h = haplosporosome

mu = membrane unitaire M.électronique ¥ 30000
ri = ribosome

mi = mitochondrie

ct = créte tubulaire

va vacuole parasitophore

M.électronique X 42500

Figure 57 : ’ Figure 58 :
Forme binucléée (n) Division binaire

M.électronique ¥ 30000 M.électronique X 24000






PLANCHE XI

Organites de Bonamia ostreae

Figure 59 et 40 :

Extrusion d'haplosporosomes dans la vacuole parasitophore

B.o = Bonamia ostreae
va = vacuole parasitophore
h = haplosporosome

Micrographies électroniques ¥ 160000

Figure 61

Détail de structure du parasite montrant le corps dense (cd)
associé 3 des saccules de type Golgien (Go)

Micrographie électronique ¥ 84000
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Certaines cellules contiennent une grosse inclusion plus ou
moins dense, parfoils assoclée 3 des saccules de type Golgien (fig.
&1, Bl.XI).

2. ETUDE DES INTERACTIONS IN VITRO

2.1. Mécanismes d'entrée

2.1.1. Description des cellules infectées

La mise en contact d'hémocytes d'0.edulis et de C.gigas avec
B.ostreae in vitro aboutit a l'internalisation du parasite dans les
deux espéces. Les trois types hémocytaires apparaissent réceptifs
les figures 62 et 63 présentent l'estimation des polrcentages de
cellules parasitées, type par type, apreés une heure de contact. Les
taux d'infection les plus élevés sont notés chez les granulocytes
qul sont plus fréquemment parasités chez C.gigas que chez 0.edulis
(63.6 % / 45.7 %). Les taux d'infection les plus faibles sont
rencontrés dans les petits hyalinocytes : 26.2 % chez C.glgas et
13.8 % chez 0.edulis ; 27.1 % des grands hyalinocytes de ({.gigas
contiennent des parasites contre 31.9 % chez 0.edulis.

L'examen en microscopie électronique de primocultures
d'"hémocytes fixés apres 30 mn, 1h et 2h de contact avec B.ostreae
confirme la localisation intracellulaire des parasites dans tous
les types et chez les deux espéces. Les images observées, contact
ponctuel avec la membrane hémocytaire (fig.64 et 65, P1.XII),
englobement progressilf du parasite par des pseudopodes (fig.66 et
647, P1.XIII), puis internalisation compléte au sein d'une vacuole
parasitophore (fig.68, Pl1.XIII) suggérent la phagocytose. Dans la
plupart des cas, cette vacuole parasitophore persiste dans tous les
types cellulaires apres 4h de contact (fig.s69, 70,P1.XIV, fig.73,
Pl1.XV). Cependant, de rares observations dans les grands
hyalinoccytes (fig.71 et 72, P1.XV) montrent le parasite libre dans
le cytoplasme ; les cellules-hdétes apparaissent alors assez
dégradées ce quil rend aléatoire l'interprétation.

AQuelques images de B.ostreae dans les hémocytes de C.gigas
évoquent la dégradation du parasite (fig.74, Pl.XV), mais ne sont
pas systématiques.

2.1.2. Traitement des hémocytes par la cytochalasine B

La cytochalasine B empéche la polymérisation des molécules
d'actine,et de ce fait inhibe la locomotion cellulaire et 1la
phagocytose (STUART et al., 1985).

Les pourcentages de cellules parasitées sont évalués type par
type sur des hémocytes préalablement traités & la cytochalasine B
et comparés pour chaque animal 3 ceux obtenus sur des hémocytes
témolns (fig.75). Le traitement des hémocytes provoque une balsse
des taux d'infection qui passent en moyenne chez 0.edulis de 33 % a
9 % dans les granulocytes, de 12 % a8 5 % dans les grands
hyalinccytes et de 13 % &8 2 % dans les petits hyalinocytes, et
parallelement chez C.gigas de 75 % a 13 %, de 22 % a 16 % et de
30 % 43 7 4. ;
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Crassostrea gqigag

Evaluation des pourcentages de cellules parasitées

type par type aprés 1 h de contact in vitro
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PLANCHE XII

Expérimentation in vitro : Pénétration de Bonamia ostreae
dans les hémocytes

Figqure 64 :

Crassostrea gigas

Grand hyalinocyte aprés 30 mn de contact. Le parasite (B.0) est
en contact ponctuel avec l'hémocyte qui commence & émettre des
pseudopodes (ps)

Micrographie électronique ¥ 15000

Fiqure 65 :

Crassostrea gigas
Contact entre un petit hyalinocyte et Bonamia ostreae (B.o)

aprés 10 mn d'incubation. La coupe passe par 1l'appareil
de Golgi (Go) :

Micrographie électronique ¥ 20000






PLANCHE XIII

Expérimentation in vitro : Pénétration de Bonamia ostreae
dans les hémocytes

Fiqure 66 :

Crassostrea gigas ,

Fermeture progressive de la vésicule d'endocytose aprés 1 h
de contact

B.o = Bonamia ostreae Ps = pseudopode

Micrographie électronique ¥ 20000

Figure 67 :

Crassostrea gigas

Internalisation de Bonamia ostreae (B.o) au sein d'une vacuole
parasitophore (va) dans un granulocyte & granules clairs aux
électrons (gc) aprés 1 h de contact

Micrographie électronique X 15000

Fiqure 68 :

Crassostrea gigas
Persistance de la vacuole parasitophore (va) dans un petit
hyalinocyte aprés 2 h de contact

Micrographie électronique X 62500






Figure

Figure

PLANCHE XIV

Expérimentation in vitro : Pénétration de Bonamia ostreae
dans les hémocytes

69

Ostrea edulis - 4 h aprés infection
Persistance de la vacuole parasitophore (va) dans un granulocyte
contenant des granules uniformément denses aux électrons (gr2)

-

et des granules & centre dense et cortex clair (gr3)

B;o
gri

Bonamia ostreae
granule & centre clair et cortex dense

Micrographie électronique ¥ 17100

70

Ostrea edulis - 4 h aprés infection
Petit hyalinocyte

B.o = Bonamia ostreae
mi = mitochondrie
rer = réticulum endoplasmique rugqueux

La vacuole parasitophore (va) est ici accolée a la membrane
plasmique du parasite

Micrographie électronique ¥ 18000






PLANCHE XV

Expérimentation in vitro : Pénétration de Bonamia ostreae
dans les hémocytes

Figure 72 :

Plus fort grossissement
du parasite de la
figure 71

M.électronique ¥ 22500
Figure 71 :
Ostrea edulis 4 h apres infection
Grand hyalinocyte. B.ostreae semble

libre dans le cytoplasme mais la
cellule héte est assez dégradée

M.électronique X 15000

Figqure 74 :

Crassostrea gigas
Vacuole parasitophore contenant
un parasite dégradé ou l'on
identifie encore un haplosporosome (h)

M.électronique X 41500
Figure 73 :
Ostrea edulis 4 h aprés infection
Grand hyalinocyte. Dans ce cas,

la vacuole parasitophore (va) subsiste

M.électronique X 48500






Les différences sont analysées statistiquement par un test de
signification appliqué & des séries appariées a3 l'aide d'un
logiciel STATITCF. Ce test montre que le traitement des hémocytes
par la cytochalasine B entraine une diminution significative des
taux d'infection quelle que soit l'espéce, sauf dans les grands
hyalinocytes de C.gigas. Le DMBO, utilisé comme solvant de la
cytochalasine B est sans effet sur les taux d'infection.

2.1.3. Traltement de B.ostreae par la cytochalasine B

La figure 76 présente les résultats de l'expérience parallele
a3 la précédente dans laquelle les taux d'infection sont estimés
lorsque le parasite est traité par la cytochalasine B avant sa mise
en contact avec des hémocytes non traités et comparés 3 des taux
d'infection témoin. La diminution des taux dT'infection observée
lorsque B.ostreae est prétraité 3 la cytochalasine B, soit en
moyenne 17.4 % dans les granulocytes, 7.9 % dans les grands
hyalinocytes, 8.2 % dans les petits hyalinocytes chez C.gigas et
respectivement 24.2 %, 21.2 et 10 % chez 0.edulis, est non
significative chez C.gigas, alors qu'elle est significative chez
Q.edulis, et pour tous les types cellulaires, selon le méme test
statistique que précédemment.

2.2. Phénoménes de reconnaissance :
étude des récepteurs impliqués

2.2.1. ROle opsonisant de l'hémolymphe

Afin de déterminer l'intervention de facteurs humoraux dans la
phagocytose de B.ostreae, les taux d'infections sont comparés
lorsque l'on met le parasite en contact, soit avec 1'hémeclymphe
compléte, soit avec des hémocytes lavés et remis en suspension dans
de l'eau de mer filtrée.

L'analyse statistique des données obtenues (fig.77) montre gque
les résultats ne sont pas significativement différents chez C.gigas
pour les trois catégories d'hémocytes, en présence ou en l'absence
d"hémolymphe.

Par contre, la baisse des taux d'infections chez Q.edulis est
significative dans les granulocytes et les petits hvalinocytes en

l"absence d'hémolymphe, alors qutelle ne l'est pas dans les grands
hyalinocytes.

2.2.2. Intervention d'épitopes membranaires de B.ostreae

. Localisation d'un épitope membranaire

L'anticorps monoclonal anti-B.ostreae 20B2, utilisé comme
marqueur dans une technique d'immunofluorescence indirecte donne
des images qul suggeérent que 1'épitope reconnu sur le parasite se
localise sur la membrane plasmique (fig.78, Pl.XVI).
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Figure 75 : Traitement des hémocytes par la cytochalasine B
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Cragsostrea qiqas

(R UL R T —

4 " cH " PH
1 ] 1
Ténoins 1 : Expériences % ;: Témoins % , Expériences % !: Témoins % ; Expériences %
44,44 : 40 f' 34,04 : 33.33 ;; 27.27 ' 25.53
466 25 ;I “o 41,55 j 33.33 1 9.10
33.33 | 40.50 " 21.49 | 3.66 " 28.57 | 7.49
40 | 0 " 33.56 | 8.24 " 33.33 : 9.69
66.66 | 12.50 : 6.75 | 1.30 " 4,35 | 13.33
0 1 0 |; 15.50 3.45 g 3570 t 12.82
60, 5L [ b35S 29.13 30,30
1 11 ¥
pP=0.11 P=0.18 P = 0.06
Ostrea edulis
HH I
G " GH ¥ PH
] 1
Témoins % | Expériences % E:'Iémoins 1 ! Expériences % f: Témoins % , Expériences %
Il H
H t ! i !
20 | 15.60 H 65.95 | 30.43 " 30.23 | i1
54,16 | 26.66 T 43.48 | 12.12 " 8.82 | 0
51.28 | 9.30 " 41.02 ; 22.86 , 4.55 | 16.66
57.14 0 n BT 28.58 :; 29.51 7
54,54 | 47.05 " 45.61 | 41,66 " 33.33 | 31,43
25 | 38.46 " 46,34 | 25.50 " 17.14 ; .M
70 | 17.65 " 39.02 | 10,25 " 12.25 | 4,54
0 | 20 ! 43,10 | 19.35 " 17.07 | 0
9.3 , 1905 . 3050 , 217, 6.6 4
1 i 1 [N 1
P = 0.006 P = 0.000 P = 0.003

P : Test de comparaison de séries appariées

Fiqure 76 : Traitement de Bonamia ostreae par la cytochalasine B
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54,16 : 50 " 8.20 | 13.33 " 13.33 | 17.65 |
45 | 15.40 " 34.90 | 5.88 . " 5.88 | 1.70 |
65.71 ! 55.55 " 52.90 | 9.67 " 9.67 | 8.33 |
33,313 | 22.70 | 20.80 | 2.74 " 2.74 | 4,35 |
P =0.02 P=10.5 P = 0.08

: Test de comparaison de séries appariées

Figure 77 : Intervention de facteurs humoraux dans la phagocytose de Bonamia ostreae

Témoins : en présence d'hémolycphe
Expériences : en |'absence d'hémolymphe
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Fiqure

Figure

Figure

PLANCHE XVI

Mise en évidence d'épitopes membranaires

78 :

Apposition de coeur d'huitre parasitée
Immunofluorescence indirecte avec l'anticorps monoclonal
anti Bonamia ostreae 20B2

Micrographie photonique X 1250

79 =

Coupe ultra-fine congelée de coeur d'hui;re parasitée, Immunogold.
Dans la vacucole parasitophore (va) d'un hémocyte ceontenant un
parasite (B.o), les fléches indiquent les particules d'or colloidal
qui signalent la fixation de l'anticorps monoclonal 20B2

Micrographie électronique ¥ 34000

80 :

Coupe ultra-fine congelée de coeur d'huitre parasitée, Immunogold.
Détail d'un parasite (B.o)

mi = mitochondries
Les fléches indiquent les sites de fixation de l'anticorps
monoclonal 20B2 sur la membrane du parasite et dans la

vacuole parasitophore

Micrographie électronique X 100000






Cette hypothése a été vérifide par immunomarquage a l'or
colloidal de coupes ultra-fines congelées de coeur d'Q.edulis
atteinte de bonamiose. Aucun marquage n'est obhservé lorsque les
coupes sont incubées avec un anticorps témoin de souris anti-
amylase au lieu de l'anticorps 20B2 comme anticorps primaire. De
méme, 1l ne se produit aucun marquage si les coupes sont incubées
seulement avec la protéine A-gold.

Lorsque l'anticorps monoclonal 20B2 est appliqué, suivi de la
protéine A-gold, les particules d'or sont observées sur la membrane
plasmique de B.ostreae (fig.80, P1.XVI), mais aussi dans la vacuole
parasitophore (fig.79, Pl.XVI). Aucun marquage n'est observé sur
les tissus adjacents.

. Traitement du parasite par des anticorps monoclonaux 20B2 +
15C2

Ces anticorps sont utilisés préalablement au contact hémocytes
parasite afin de masquer des épitopes membranaires susceptibles de
jouer un réle dans les phénoménes de reconnaissance. Les taux
d'infection sont plus faibles lorsque le parasite est ainsi
prétraité (fig.81). Le test statistique de comparaison de séries
appariées montre que la diminution observée est significative chez
O.edulis et C.gigas. Elle est significative pour les grands
hyalinocytes des deux espéces et pour les petits hyalinocytes de
C. gigas seulement.

2.2.3. Reconnaissance liée aux interactions sucre-lectine

Des données récentes (SHARON et QOFEK, 1986 ; SHARON, 1987)
mettent en évidence une reconnaissance spécifique entre phagocytes
et cellules-cibles par l'intermédiaire de protéines membranaires de
type lectine, présentes sur l'une des cellules et capable de se
combiner a des sucres complémentaires a la surface de 1'autre
cellule, la liaison pouvant entrainer la phagocytose. Cette
hypothése a été envisagée pour le modéle B.ostreae-hémocytes.

. Traitement des hémocytes par des sucres simples

Les sucres sont choisis sur la base de leur reconnais-
sance la plus fréquente par les lectines de bivalves et appliqués
en panel comprenant du glucose, du mannose, du fucose et des
N-acétyl glucosamine et galactosamine. La figure 82 donne les
résultats des taux d'infection dans les trois types cellulaires des
deux espéces avec des hémocytes témoins et des hémocytes dont les
lectines membranaires sont liées 3 des oligosaccharides. Il n'y a
pas d'effet évident du traitement sur les taux d'infection, ce qui
est confirmé par l'analyse statistique.

. Traitement de B.ostreae par des sucres simples

Le méme mélange de sucres est utilisé pour pré-incuber
B.ostreae. Aprés lavage, les parasites sont utilisés pour infecter
des hémocytes normaux. Dans ce cas, on observe dans les deux
espéces une diminution des taux d'infection quelle que soit la
population hémocytaire considérée (fig.83).
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Crassostrea qigas

I i

G " GH ' PH
1 I
Témoins % : Expériences % :E Témoins % ; Expériences % !: Témoins ¥ |, Expériences %
! 1 I i :
60 i 0.25 " 16.70 | 17.50 " ? | 0
22.20 II 71.40 " 25.70 | 26.40 " 0 | 0
100 | 50 " 35 | 25.20 " 0 | 0
100 | 0 " 21.70 | 1.50 " 0 | 0
%o 100 R N | R 1 0
36.40 | 37.50 " 28 | 21.50 " 15.80 | 5.20
100 | 100 X 27.40 | 16.20 ¥ 0 | 0
50 . 62.50 R Y | 24.20 " 25 | 0
P=0.3 P = 0.01 P = 0.05
Ostrea edulis
] ] 1 1
Témoins % : Expériences 3 l; Témoins % , Expériences % :: Témoins % ; Expériences %
0 100 TR L
63.60 | 13.30 " 33.70 | 22.40 " 5.50 | 0
49.20 0 g 3050 2110 I; 0 ;0
100 | 0 0" 36 | 14.70 " i1.10 | 12,50
100 | 20 " 24 | 6.40 " 0 | 0
20 | 0 " 19.40 | 5.70 " 0 | 0
88.20 | 50 " 21.70 | 11.20 " 1 | 0
657 | Akd0 0 BT0 860 o , 0
i (N1
P=0.21 P =0.04 P=0.2

: Test de comparaison de séries appariées

Figure 81 : Traitement de Bonamia ostreae par un mélange
d'anticorps monoclonaux 20 B2 et 15C2
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Crassostrea qigas

— . - — — — - — e . w— m— — — — —

e e mm mm mm e wm mE mEm me R e —— S m— m—— = ——

6 " GH " PH
Témoins : Hémocytes traités :: Témoins : Hémocytes traités :: Témoins : Hémocytes traités
71.40 : 3130 : T 46.60 : 5.70
57.10 | 50 [ 3690 53 1; 25 | 4.20
62.50 | 100 " 12 | 33.30 " 29.40 I 19.04
28.60 | 13.30 T 35.90 | 45,30 " 13.80 | 20
66.70 | 50 T 45.30 | 37.90 T 45,40 | 21.43
100 [ 100 T 23.10 | 49.30 ‘“ 17.60 | 11,60
93.30 | 94.90 ¥ 19.70 | 17.30 " 0 | 0
0 | % 26.60 | " £8.40 | 28,60
75 | 17.70 " 42.10 | 27.80 " 18.75 | 7.10
92.30 | 95.20 " 41.50 | 24.20 " 40.90 | 0
89.20 | 100 " 29.60 | 25.90 " 50 | 18.20
78.60 33.30 , AT 36.40 L3890 28.60
P=0.4 P=0.3 P =0.15
|
Ostrea edulis |
; i H !
T s ¥ pH !
i 1
Témoins : Hémocytes traités :: Témoins ; Hémocytes traités :: Témoins ; Hémocytes traités :
| ] | [ | |
68.90 | 50 " 50.90 : 64.90 1 14.20 | 39.10 |
33.30 | 0 T 25.90 | 1.20 " 8.30 | 0 |
33.30 | 39.30 " 10,53 | 43.90 " 0 | 9.70 |
31.60 | 4,20 " 63.16 | 50 " 20.60 | 23.50 ;
26.70 | 58.30 I 48.72 i 60 " 19.60 | 17.60 |
84.20 | T 24,40 | " 25 | |
80 I 92,30 " 40 I 55.50 . 4.30 | 13.80 |
P=0.3 P=0.7 P =0.8

: Test statistique de comparaison de séries appariées

Figure 82 : Traitement des hémocytes par un mélange de sucres simples
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Crassostrea gigas

1 i

— s e Sen S mmn o e e e e e G S e e

6 i oH e PH
[ 1
Témoins i Bonamia traité :: Témoins ; Bonamia traité :: Témoins : Bonamia traité
| ki | H | ’
71.40 | 35.70 " 37.30 | 31.40 0" 16.60 | 31.20
57.10 | 53.80 T 36.90 | 39.70 " 25 I 5.26
62.50 | -50 ¥ 12 | 18.20 " 29.40 | 8.40
28.60 | 60 " 35.90 | 41,30 . 13.80 | 10.50
66.70 | 80 1" 45.30 | 35.50 ;] 45,40 | 42.80
100 | 0 " 23,10 | 18.40 " 17.60 | 21.40
93.30 | 91.20 " 19.70 | 17.80 " 0 | 0
0 | 0 T 26.60 | 19.70 " 68.40 | 39.30
15 | 59.10 o 42.10 | 20.30 " 18.75 . 6.25
92.30 | 94,40 ;' 41,50 | 14,10 T 40.90 | 13.30
89.20 | 69.20 " 29.60 | 21.10 n ‘50 | 29.40
78.60 | 62,50 0o B, 3890, 3040
1 [
P=0.2 P = 0.04 P = 0.003
Ostrea edulis
i 1l
4 " eH " PH
1 1 ]
Témoins ; Bonamia traité f' Témoins ; Bonamia traité E: Témoins , Bonamia traité
i il | H H
68.90 | 20 T 50.90 | 42 X 14,20 | 12
33.30 | 0 " 25.90 | 14.10 1" .30 I 0
33.30 | 5.90 T 10.53 | 10.50 " 0 | 3.60
31.60 | 10 " 63.16 | 11.80 T 20,60 | 2.60
26.70 | 44,40 1 48.72 | 41,20 1" 19.60 | 10.52
84.20 | 3 " 24,40 | 31.25 n 25 | 4,25
80, 33.30 g 40, 3.7 g 430 9.10
P =10.02 P=0.2 P =0.04

: Test de comparasion de séries appariées

Figure 83 : Traitement de Bonamia ostreae par un mélanée de sucres simples
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Cette diminution est statistiquement significative, pour les
grands et petits hyalinocytes de C.gigas et non slgnificative pour
les granulocytes ;elle est aussi significative pour les
granulocytes et les petits hyalinocytes d'0.edulis alors qu'felle
est non significative pour les grands hyalinocytes de cette espeéce.

3. PHENOMENES DE SURVIE

La comparaison des résultats expérimentaux in vivo montre
que C.gigas est réfractaire a la bonamiose alors qu'0.edulis est
sensible. Or, in vitro, B.ostreae est internalisé par les cellules
sanguines des deux espéces ce qui suggérait une destruction du
parasite par les hémocytes de C.gigas et une survie dans ceux
d'0.edulis. L'analyse des phénoménes de survie a été conduite du
point de vue des capacités cytocides oxygeéne dépendantes mises en
évidence chez les hémocytes.

3.1. Activités enzymatiques de détoxification chez B.ostreae

3.1.1. Phosphatase acide

Le principe de la détection d'une activité phosphatasique
acide au niveau ultrastructural est le méme que celul utilise pour
les hémocytes. Pratiquée sur une suspension de B.ostreae purifié,
la réaction donne lieu & la formation d'un produit inscluble qul se
localise au niveau du corps dense (fig.84.P1.XVII).

3.1.2. Catalase

Elle catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogéne en eau,lors
d'une réaction ol H2 02 est & la fois donneur et accepteur
d'électrons. En milieu alcalin, elle est partiellement dissociée en
sous-unités de peroxydase et peut ainsi étre détectée par
l'oxydation de la DAB. L'incubaticn de B.ostreae dans le milieu de
Novikoff et Goldfisher donne lieu 3 la formation cytoplasmique d'un
précipité brun révélateur d'une activité catalase. 51 le milieu
contient du 3-amino-1,2,4-triazole, aucun précipité ne se développe

la sensibilité de la réaction & ce puissant 1inhibiteur de
catalase confirme la présence d'une activité enzymatique de ce type
chez B.ostreae (fig.85, P1l.XVII).

3.2. Interférence de B.ostreae avec le "Respiratory Burst®

La réponse des hémocytes en chimloluminescence est étudiée
lorsque B.ostreae est utilisé comme stimulant. La figure 86
présente les courbes obtenues lorsque B.ostreae vivant ou tué est
phagocyté par les hémocytes des deux espéces.Des témoins hémocytes
non stimulés et hémocytes stimulés par la zymosan sont inclus dans
l'expérience. Aucun pic d'activité n'est enregistré lors de la
phagocytose de B.ostreae vivant ou tué et ceci dans les deux
especes. :
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PLANCHE XVII

Caractérisations dractivités enzymatiques
chez Bonamia ostreae

Fiqure 84 :

Phosphatase acide
Coupe ultra-fine non contrastée a partir d'un culot de

Bonamia ostreae purifié

h = haplosporosome
mi = mitochondrie
cd = corps dense

Les flédches indiquent le précipité de phosphate de plomb formé
sous l'action de la phosphatase acide

Micrographie électronique X 150000

Figure 85

Catalase

Frottis de Bonamia purifié

Les sites d'activité catalase se localisent dans le cytoplasme du
parasite qui prend un aspect granuleux

n
cd

noyau
corps dense

Micrographie photonique X 1250
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Figure 86 : Chimioluminescence amplifiée par le luminol
de 2 x10° hémocytes d'0.edulis et de C.gigas
phagocytant B.ostreae
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4. DISCUSSION

Les mécanismes par lesquels les parasites des bivalves marins
s'établissent dans 1'hdéte et induisent la pathogénése restent peu
étudiés. La disposition d'un modéle d'étude in vitro B.ostreae-
hémocytes (MOURTCON, 1987) a permis d'aborder ces questions avec une
démarche expérimentale inspirée des recherches effectuédes en
médecine humaine sur des protozoaires parasites intracellulaires
tels que Leisnhmania donovani,Trypanosoma cruzi, ou Toxoplasma
gondil, capables de survivre dans des macrophages.

En effet, l'hémocyte, cellule-hdte de B.ostreae présente des
caractéristiques qui le rapprochent du macrophage.

Dans les deux espéces, Q0.edulis et C.gigas, le mécanisme
d'entrée, dont le déroulement a été suivi en ultrastructure, se
réveéle sensible & la cytochalasine B : la diminution significative
des taux d'infection par traitement des hémocytes avec cette
molécule indique une phagocytose dirigée par 1'héte (MOULDER, 1985)
dans les deux cas. Chez 0.edulis seulement, le traitement du
parasite par la cytochalasine B entraine une diminution
significative des taux d'infection : il y aurait donc pour cette
esp2ce, une possible pénétration active, les deux modes d'entrée
pouvant par ailleurs étre simultanés comme pour T.gondili (WERK,
1985). Des études complémentaires devront étre entreprises pour
pouvolr établir si B.ostreae induit sa propre endocytose.

C'est de cette fagon que Rickettsia tsutsugamushi et
R.prowazekii entrent dans les cellules hétes par un mécanisme
sensible a la cytochalasine B qui ressemble 3 la phagocytose.
Cependant, elles ne pénétrent plus si elles sont lnactivées par la
chaleur, le formaldéhyde ou la lumiére ultra-violette (COHN et al.,
1959 ; WALKER et WINKLER, 1978). D'autre part, le traitement 'de
I.cruzi par un inhibiteur de synthése, le cycloheximide, réduilt de
80 % l'internalisation du parasite (ZINGALES et COLLI., 1985) pour
lequel le concept de phagocytose induite est également valable.

Les expérimentations entreprises mettent en évidence des
interactions de type récepteur-ligand au niveau des membranes
plasmiques des hémocytes et du parasite. Ces interactions
conditionnent l'internalisation ou non de B.ostreae. De telles
études présentent un double intérét : celui de définir les
processus d'adaptation du parasilite a sa cellule héte, mais aussi

celul plus général de la reconnaissance immune chez les Mollusques
bivalves,

Chez C.gigas, la séquence des événements membranaires peut
conduire 3 une interprétation relativement simple : le parasite est
inactif et la phagocytose semble se produire par l'intermédiaire
d'un ligand de type lectine présent sur B.ostreae de spéeificité
Blucose, mannose, fucose, N-acétyl glucosamine ou N-acétyl
galactosamine, le récepteur hémocytaire glycoprotéique ou
glycolipidique comportant un ou plusieurs de ces oligosaccharides
en position terminale.
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Le bloquage d'épitopes membranaires masqués par les anticorps
monoclonaux 20B2 et 15C2 influence significativement les taux de
phagocytose.Aucun des autres récepteurs étudiés n'influence
significativement le taux de phagocytose :s5'1l existe un récepteur
de type lectine a la surface des hémocytes,susceptible d'étre

loqué par les sucres utilisés, 1l n'intervient pas, pas plus que
n'intervient un récepteur pour un ligand humoral agissant comme
opsonine. Chez 0.edulis, le phénoméne d'entrée est plus complexe,
puisqu'il met en évidence une phagocytose initiée par 1'héte, mais
aussi une phagoecytose induite par B.ostreae. Comme chez C.gigas,
un récepteur hémocytaire de membrane de type lectine de membrane
ne semble pas jouer alors qu'un tel récepteur est opérant sur le
parasite.Il faut rappeler qu'un récepteur de type agglutinine du
germe de blé (WGA) a été mis en évidence sur les promastigotes de
Leishmania mexicana (BRAY, 1983) et est supposé sur les
trypomastigotes de T.cruzi (ZINGALES et COLLI, 1985).D'autre part,
de nombreuses espéces bactériennes comportent des lectines qul
interagilssent avec des structures membranaires contenant des
sucres sur les phagocytes et provoquent une "lectinophagocytose”
(OFEK et SHARON,1988). La spécificité du récepteur de type lectine
de B.ostreae devra étre précisée par des études d'inhibition
réalisées en traitant le parasilite avec les sucres préalablement
utllisés en solutlions séparées,

Des récepteurs d'une nature différente paraissent impliqués
dans l'internalisation de B.ostreae par les hémocytes de 1'huitre
plate. La diminution significative des taux d'infection en
l"absence d'hémolymphe suggére chez 0.edulis l'intervention de
facteurs humoraux facilitant l'internalisation. Des études
ultérieures devront établir s'il s'agit de lectines plasmatiques,
pulsque ces molécules sont présentes chez les Mollusques et
fortement impliquées dans l'opsonisation. Les lectines exogénes
facilitent l'ingestion de bhactéries (GALLILY et al.,1984) et de

levures (BAR-SHAVIT et GOLDMAN, 1976) par des macrophages de
Vertébreés.

Il semble donec que l'entrée de B.ostreae dans les
hémocytes d'0.edulis mette en jeu comme chez L.donovani (ALEXANDER
et RUSSEL, 1985),plusieurs récepteurs dont le fonctionnement
coordonné ou indépendant reste a démontrer.

Les épitopes membranaires de B.ostreae, susceptibles d'étre
masqués par les anticorps monoclonaux 20B2 et 15C2 reconnailssent
des structures communes aux hémocytes des deux espéces. La
disponibiiité d'anticorps monoclonaux rend possibles la
purification et la caractérisation de ces déterminants antigéniques
de B.ostreae par des techniques de chromatographie draffinité ou
d'immunoprécipitation (HANDMAN et GOODING, 1985 ; DIRK et al.,
1985) ce quil constituerait une premiére étape dans l'étude de leur
rdéle biologique.La localisation membranaire et vacuolaire de
l'épitope reconnu par l'anticorps monoclonal 20B2 présente dans
cette optique un intérét certain, car des antigénes de localisation
similaire ont été décrits chez Leishmania major ou T.gondii
(HANDMAN et GOODING, 1985 ; EILAM et al., 1985 ; SIBLEY et al.,
1986a) et sont impliqués dans des phénoménes de reconnaissance et
de résistance aux enzymes lysosomiales.
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L'ingestion d'un agent pathogéne par un macrophage donne lieu
a une série d'évéenements qui doivent aboutlir & la mort du premier.
Ces événements comprennent l'activation métabolique respiratoire,
la production de radicaux libres de l'oxygéne et la fusion des
lysosomes avec le phagosome contenant 1'agent pathogéne.les
parasites intracellulaires ont élaboré des stratégies pour éviter
les conséquences létales des phénoménes post-phagocytaires (EDELSON,
1982 ; MAUEL, 1984).Alnsi, l'étude en chimioluminescence de 1la
phagocytose de B.costrease montre qu'il y a interférence avec
lractivation métabolique respiratoire des hémocytes des deux
espéces. Treils hypothéses peuvent é&tre édmises

- l'interaction ligand-récepteur qui entraine l'internalisa-
tion de B.ostreae ne stimulerait pas le "Respiratory Burst™, la
nature du récepteur conditionnant le devenir du parasite. La
phagocytose sans "Respiratory Burst™ a été démontrée pour des
macrophages humains (WRIGHT et SILVERSTEIN, 1983),

- le parasite inhiberait activement le "Respiratory Burst". La
détection d*une phosphatase acide chez B.ostreae constitue dans ce
cas un élément d'importance puisque la phosphatase acide
membranaire de L.donovani décrite par GOTTILIEB et DWYER (1981) est
capable de déprimer sévérement la production de radicaux libres de
l'oxygéne (REMALEY et al.,1984). La phosphatase acide de B.ostreae
n'est cependant pas une exoenzyme et se localise dans un organite
interne, le corps dense. La fonction du corps dense et le mode de
libération de la phosphatase acide devront étre précisés,

- les radicaux libres de l'oxygéne formés par les hémocytes
seralient métabolisés et détoxifiés par B.ostreae, dans ce cas, la
catalase mise en évidence pourrait avoir cette fonction (SIBLEY et
al., 1986b ; PENKETH et al., 1987).

En ce quil concerne les mécanismes mis en jeu par B.ostreae
afin d'éviter les dommages consécutifs 3 l'action des enzymes
lysosomiales, l1'analyse ultrastructurale des infections in vivo et
in vitro montre d'une fagcon & peu prés constante la présence d'une
vacuole parasitophore.Cette vacuole subsiste, aprés 4 heures de
contact in vitro. L'adaptation parasitaire ne consiste donc
probablement pas en une fuite hors du phagosome, comme pour T.cruzil,
retrouvé libre dans le cytoplasme une heure aprés entrée dans la
cellule au sein d'un phagosome (NOGUEIRA et COHN, 1976 ; MILDER et
KLOETZEL, 1980) ou pour R.tsutsugamushi pour laquelle une
phospholipase A peut étre responsable de la dissolution de la

membrane du phagosome, 30 mn aprés infection (WINKLER et MILLER,
1982).

Des images suggérent que la fusion phagolysosomiale se produit
(MOURTON, 1987) mais demandent & &tre confirmées par marquage de
lysosomes par des produits sélectivement sequestrés par ces
organites (HORWITZ et SILVERSTEIN, 1981). B.ostreae semble capable
de survivre dans l'environnement hostile du phagolysosome. Les
parasites du groupe des leishmanies ont fait cette adaptation. Les
mécanismes mis en jeu sont assez mal connus, mais les facteurs
excrétés par les parasites de ce groupe et discutés précédemment
inhibent certaines enzymes lysosomiales.
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L'observation inattendue de figures d'extrusion
d'haplosporosomes, organites dont la structure biochimique et 1la
fonction sont inconnues souléve la question de leur implication
dans des processus de survie. La disponibilité d'un protocole de
purification des parasites peut laisser envisager la purification
des haplosporosomes afin d'étudier leurs caractéristiques.

51 des différences sont notées dans les processus d'entrée et
dans le comportement spécifique de chaque type cellulaire.



D - CONCLUSIONS

La sltuation épidémiclogique reste stationnaire dans
l'ensemble de la Bretagne. Les élevages conduits en eau profonde
donnent des résultats variables d'un semis & 1l'autre, ces
variations dépendent plus, a l'exclusion de Binic, de paramétres
autres que la maladie (envasement, prédateurs). Cependant, toutes
ces opérations permettent de dégager un bilan positif. Le point
important reste l'approvisionnement en naissain. Les essais de
diversification des zones de captage s'avérent, pour le moment
poslitifs, avec de bon rendement en rade de Brest et en Méditerranée.
Le devenir ultérieur des semis permettra de conclure sur l1'intérét
de cette stratédgie.

Concernant les essals zootechniques, l'importance du
transfert comme paramétre favorisant 1'évolution de la maladie a
€té confirmé. Différentes expériences, vont étre rédalisdes, pour
mieux définir les conditions de transfert. Aprés six mois d'élevage,
aucune différence n'apparalt dans les semis mixte. Cette période
est de fait trop courte pour pouvoir tirer des conclusions. Enfin
i1a premiére génération d'huitres obtenues en écloserie et issues de
génlteurs agées de la baie de Quiberon a montré un taux de survie
supérileur que celul du témoiln, aussi bien en zone intertidale qu'en
eau profonde. De plus, sur ce dernier site, les prévalences sont
significativement différente entre les deux lots (2,4 % lot sélec-
tionné, 12 % lot témoin). Une deuxidme génération sera produite
afin de vérifier si ces différences se confirment et si elles
évoluent. '

Le travall d'immunologie comparée a révélé des différences
dans les mécanismes d'entrée de Bonamia ostreae chez l'huitre plate
et d'huitre creuse. De plus, des premi2res donnédes ont été obtenues
sur le mécanisme d'échappement mis en oeuvre par B. ostreae. Cette
étude treés intéressante et susceptible de déboucher sur des
applications sera poursuivie, en accentuant l'effort sur le devenir
du parasite dans la vacuole parasitophore des hémocvtes des deux
genres d'huitres.

< Tl
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DESTINATAIRES

donsieur J.C. GOSSELIN, Commissaire de la République, Prefet de la régicn
Bretagne.

Monsieur Y. BQURGES, President du Conseil Régional de Bretagne.

Messieurs les Presidents des Conseils Genéraux et Messieurs lss Prefets
des departements de Bretagne.

Monsieur le President du Comite Economique et Social de Bretagne.

Monsieur le Direc%teur Regional des Affaires Maritimes et tous Quartiers
des Affaires Maritimes. '

Monsieur le Délégué Regicnal a l'Aquaculture.

Comite Interprofessionnel de la Conchyliculture (CIC).
Comita Central des Peches Maritimes (CCPM).
Comite Regional des chges et des Cultures Marines (CQORPECUM). -

tions regionales du Comité Interprofessionnel de la Conchyliculture
C) - Nord et Sud Bretagne.

Tous les Comités Locaux des Peches de Bretagne.

Comite Interprofessionnel des Algues Marines (CIAM).

-

Comité Interprofessionnel des Crustaces.

Comiteé Interprofessionnel de la Coquille Saint-Janues.

Comite d'Expansicn Ecoﬂomique des Cotes-du-Nord.

Comite Departemental de Développement et d'Aménagement du Finistere.

IFREMER - Direction, Departements et services concernes.
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La Direction des Ressources Vivantes (DRV)

de I'Institut Francais de Recherche pour I'Explbitation de la Mer (IFREMER)

produit une série non-périodique de documents scientifiques et techniques

Les RAPPORTS INTERNES DE LA DIRECTION DES RESSOURCES VIVANTES
- 2

Cette série est destinée a permettre la diffusion en série limitée des travaux de recherche et développement
réalisés par les laboratoires et stations de la Direction des Ressources Vivantes et des équipes associées dans le
domaine de :
- la protection
- 1a conservation
- I'évaluation des ressources vivantes marines
- I'exploitation
- la valorisation
et de 'environnement des péches maritimes et cultures marines
S A
4 , , N\
La cotation des rapports RIDRYV est constituée par : RIDRV-89, 001- RH/BOULOGNE
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Année. N°'d'ordre- Département / Laboratoire d'origine

La Direction des Ressources Vivantes est constituée de 5 départements :

£

CSRU : CONTROLE E'I‘-SUIVI DES RESSOURCES ET DE LEUR UTILISATION
RA : RESSOURCES AQUACOLES

RH : RESSOURCES HALIEUTIQUES

SDA : STRATEGIES DE DEVELOPPEMENT ET D'AMENAGEMENT

UVP : UTILISATION ET VALORISATION DE LA RECHERCHE




Cote Liste des Rapports Internes de la Laboratoires

Direction des Ressources Vivantes
Année 1988

DRV-88.005-CSRU Bilan des perturbations phytoplanctoniques observées Nantes
sur les cotes frangaises en 1985.

DRYV-88.006-RH Surveillance écologique et halieutique du site de Nantes
Flamanville Année 1986.

DRV-88.007-CSRU Etude sanitaire (1984-1986) des mouli¢res La Trinité
de DAMGAN - AMBON - BILLIERS (Morbihan)

DRV-88.008-CSRU Bilan des perturbations phytoplanctoniques Nantes
observées sur les cOtes francaises en 1986.

DRV-88.009-RA Programme de recherche pour la mise au point d’une Sete

DRV-88.010-CSRU

DRV-88.011-RA

DRV-88.012-RA

DRV-88.013-RA

DRV-88.014-RA

DRV-88.015-SDA

DRV-88.016-RH

DRV-88.017-RH

DRV-88.018-RA

DRV-88.019-CSRU

DRV-88.020-CSRU

DRV-88.021-RH

DRV-88.022-RH

méthode d’élevage de la coquille Saint-Jacques en
Méditerranée. Résultats obtenus en 1987.

Influence de I’apport de 1a Charente sur la
la qualité bactériologique des eaux de ’estuaire.

L’élevage de I’huitre creuse & Marennes-Oléron
en 1987 : estimation des stocks cultivés.

Estimation des stocks de moules de gisements
naturels dans la baie de Bourgneuf en 1986.

Diversification de la production conchylicole :
cultures de palourdes sur estran.

Incidence du débit de la Charente sur la

capacité biotique du bassin ostréicole
de Marennes-Oléron.

Analyse des résultats et des comportements
économiques des entreprises de péche artisanale.

La pécherie de langouste rouge en Corse.
Descriptif des flottilles et des activités
halieutiques des quartiers du Sud Golfe de
Gascogne, en 1986 - de Noirmoutier 2 Bayonne -

Estimation du captage en huitres plates sur
coques de moules en 1987.

Etude sanitaire (1984-1986) de la riviére
de Penerf (Morbihan).

Etude sanitaire (1986-1988) de la zone de
Kerjean en riviére de Crac’h.

Filets, lignes et palangres utilisés en
Bretagne Nord (Brest a Paimpol).

Analyse typologique de la flottille du Mor-Braz

La tremblade
La Tremblade
Bouin

La Tremblade

La Tremblade

Paris
Martinique
La Rochelle
La Trinité
La Trinité
La Trinité
Brest

Nantes



DRV-88.023-SDA

DRV-88.024-RA

DRV-88.025-RA

DRV-88.026-RH

DRV-88.027-RH

DRV-88.028-RA

DRV-88.029-UVP
DRYV-88.030-RH

DRV-88.031-RA

DRV-88.032-RA

DRV-88.033-RH

DRV-89.001-RH

DRV-89.002-CSRU

DRV-89.003-CSRU

DRV-89.004-RA

DRV-89.005-RA

Analyse économique de la pécherie crevettiére Paris
de Guyane Francgaise.

Diversification de la production conchylicole. Bouin
Approche d’une stratégie d’élevage de la

palourde japonaise (R.philippinarum) dans la

région de la Baie de Bourgneuf.

Estimation de la biomasse d’huitres Arcachon
Crassostrea gigas en €levage dans le bassin
d’Arcachon : étés 1986-1987.

Analyse et modelisation des composantes biologiques Cayenne
de la pécherie crevettiére de Guyane Frangaise.

Séminaire d’initiation a la théorie et A la Nantes
pratique des sondages.

Estimation de la capacité biotique des marais - L’Houmeau
maritimes et des eaux coticres atlantiques;
valorisation par I’aquaculture semi-extensive.

Les marinades de produits de la mer. Nantes |

Utilisation de I’écho-intégration en recherche Nantes
halieutique (analyse de 5 campagnes effectuées
dans le Golfe de Gascogne de 1983 a 1987).

Mise au point d’une stratégie de pré-grossissement Bouin
intensif en nourricerie de naissains de palourdes

(Ruditapes philippinarum) et d’huitres

(Crassostrea gigas) dans la région de la Baie de Bourgneuf.

Surveillance écologique et halieutique Site de Nantes
PENLY - Année 1987

Elevage, Péche et Programmes d’étude des stocks Brest
du «Lambi» Strombus gigas

(Gastéropode : Strombidae) dans deux pays de la

Caraibe : iles Turks et Caicos, Porto-Rico.

Année 1989

Chaine de traitement des statistiques Boulogne -
de péche maritime.

Etude sanitaire (1986-1987) de la La Trinité
petite mer de Gavres (Morbihan)

Etude relative a la qualit€ des eaux Ouistreham
conchylicoles : la Basse Normandie

Contrat de Plan Etat-Région Bretagne La Trinité/La Tremblade
Relance de I'huitre plate
Rapport de synthése 1984-1988

Contrat de Plan Etat-Région Bretagne La Trinité/La Tremblade
Relance de I'huitre plate
Rapport d'avancement des travaux 1988









