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Systémes hotes-parasites

= Parasitisme : Interaction durable
entre deux organismes au cours
de laquelle seul I'un des deux (le CJ"”e monoxene
parasite) retire un bénéfice de Hote deﬁmtlf
I'interaction, en exercant
éventuellement un impact négatif
sur ’autre (I’hote) (Combes et al.
2018).

Cycle heteroxene

Hote(s) mtermedlalre(s)

= Cycle parasitaire : Ensemble des
étapes biologiques permettant a
un parasite de se retrouver dans
un hote définitif, il peut étre
monoxene ou hétéroxeéne
(Combes et al. 2018).
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Systémes hotes-parasites

= Parasitisme : Interaction durable Hote(s)
. paraténique(s)
entre deux organismes au cours

de laquelle seul I'un des deux (le @
parasite) retire un bénéfice de

9. .
I'interaction, en exercant

éventuellement un impact négatif Hote(s) o Hote(s)
, 1 A paraténique(s) Cycle hétéroxene paraténique(s)
sur ’autre (I’hote) (Combes et al.

2018).
Hote(s) intermédiaire(s) Impasse
parasitaire

= Cycle parasitaire : Ensemble des
étapes biologiques permettant a Hote(s)
un parasite de se retrouver dans paraténique(s)

un hote définitif, il peut étre
monoxene ou hétéroxene ~&—— | Hote accidentel |
(Combes et al. 2018).
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@ L’huitre plate Ostrea edulis

= Espece native européenne

= Consommeée depuis I’Antiquité

=  XVIII®™e siécle : surexploitation
des gisements naturels Eepoce

140000+ -s- Crassostrea gigas
~o= Qstrea edulis

120000+

100000+ @

Marteilia
refringens

s XXeéme gjecle : mortalités

@

Bonamia
ostreae

80000

* Aujourd’hui :

60000+

* Production trés faible

Production frangaise (tonnes)

40000+
* Inscrite liste OSPAR « especes
. , 20000-
et habitats menacés »
I . . <F 0 -Sg-t-g--. S
* Inltlatlves restauration $0030 1950 1955 1960 1985 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020
EVER Année
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Pourquoi ... ?

* Pourquoi s’intéresser a I’huitre plate ?
* Intérét patrimonial : espece native européenne
* Intérét économique : diversification de la production

* Intérét écologique : espece ingénieure de I’écosysteme

" Pourquoi s’intéresser aux parasites ?
* Impact économique et écologique des maladies

* Nombreuses études des parasites dans les huitres plates &5

* Etudes en dehors de I’huitre : comprendre les cycles,

les maladies et proposer des solutions de gestion
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» Taxonomie : Cercozoa (Embranchement) /
Ascetospora (Classe) / Paramyxida (Ordre)

» Spectre d’hotes : Huitre plate, moule, palourde, couteau

= Cellules cibles : Epithéliums digestifs
* (Esophage / estomac : jeunes stades

* Canaux et diverticules digestifs : formes sporulées

= Distribution géographique : Europe, bassin I
méditerranéen

= Reglementation : Déclaration obligatoire (UE et OIE)
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Le parasite Bonamia ostreae

Taxonomie : Cercozoa (Embranchement) /
Ascetospora (Classe) / Haplosporida (Ordre)

Spectre d’hotes : Huitres plates, huitre creuse

Cellules cibles : Hémocytes

Distribution géographique : Europe,
Canada, Etats Unis, Nouvelle Zélande

Reéglementation : Déclaration obligatoire
(UE et OIE)
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Le parasite Bonamia ostreae

Entrée : organes palléaux Oreenes el
(branchies)
Organes palléaux
(branchies)

Libération : organes palléaux

N
Transmission : Directe
(également larves +
macroinvertébrés benthiques ?) %
(hémocytes)
Saisonnalité : Pic de prévalence
en hiver — printemps A

Cultivable : Non
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Les parasites M. refringens et B. ostreae

_ Marteilia refringens ® Bonamia ostreae ©

Tropisme Epithéliums digestif's Intrahémocytaire
Transmission Indirecte Directe
Cycle Hétéroxene Monoxeéne

Survie en dehors de

. ? Environ 48 heures
Ihuitre plate
. Large (huitre plate, moule Restreint (huitre plate, huitre
Spectre d’hotes ge ( prate, m ’ ( prate,
palourde, couteau, copépodes) creuse)
Saisonnalité Eté — automne Hiver — printemps
Parametres . 0
environnementaux i i
Distribution Macroinvertébrés benthiques
i Zooplancton . . -
environnementale (Ophiothrix fragilis)
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Objectifs

AXE 1
Marteilia COMN
refringens ? Bonamia
° ostreae
@ Approches analytiques pour étudier 0
I'écologie de M. refringens et B. ostreae

N -

© ¥

JT

S o
@

Etude in situ de la distribution
environnementale et de la
dynamique temporelle de
M. refringens et B. ostreae

Etude de la survie
de M. refringens et B. ostreae
en conditions expérimentales
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Introduction

» Objectif : Compléter le panel d’outils disponibles pour étudier
I’écologie des parasites

= Parasites non cultivables = approches analytiques moléculaires

S

» M. refringens : Détection / quantification d’ADN dans I’eau et le benthos
(sédiment marin inerte + organismes < 1 mm)

» B. ostreae : Détection / quantification d’ADN et d’ARN dans I’eau

)
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Matériel et méthodes

W

Canier et al. (2020) C:;

Culots de para&

isolés

/ Extraction

acides nucléiques

Dilutions successives 1:10

aj%

PCR en temps réel

(18 SSU)
Canier et al. (2020) c_:\. Gervais et al. (2018) 6

| ] ] [ ]
2 al |@ = o
o
@
> 22| oo CJ >
oo o o O
)
Culots de parasites I . .
p Dilutions successives 1:10 Extraction

isolés . -
acides nucléiques

QSM ‘5\

PCR en temps réel
(185 8SU)
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Matériel et méthodes

W

* ’
Canier et al. (2020) \ Mérou et al.

Culots de para&

isolés

Extraction
acides nucléiques

Dilutions successives 1:10

/NN

M o

PCR en temps réel

(18 SSU)
Canier et al. (2020) \ Gervais et al. (2018) 6

| ] ] [ ]
2 al |@ = o
o
@
> 22| oo CJ >
oo o o O
)
Culots de parasites I . .
p Dilutions successives 1:10 Extraction

isolés . -
acides nucléiques

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep.

) M
PCR en temps réel
(188 SSU)
microbial biotechnology sam
Research Artcle | & Open Access | @ ®

An eDNA/eRNA-based approach to investigate the life cycle of
non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia
ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis
Nicolas Mérou, Cyrielle Lecadet, Stéphane Pouvreau, Isabelle Arzul i

irst published: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751-7915.13617
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Résultats

Cq =-3.63 x log10{N) + 38.7 ; R* = 0.98 ; Efficacitée = 88.5 %

M. refringens — Eau - ADN

Cycle de quantification (Cq)

%
M2
1

20-

18-

16_ T T T T 1
2.50e+01 2.50e+02 2.50e+03 2.50e+04 1.25e+05
Nombre de Marteilia refringens (N) détectés (échelle log10)
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Résultats

Limite de détection (LD) :
Plus petite quantité détectée
dans plus de 75% des réplicats

Limite de quantification (LQ) :
Plus petite quantité détectée dans
la partie linéaire de la courbe standard

Efficacité (%) : (1072 - 1) * 100

Cycle de quantification (Cq)

32-

30-

28-

€q =-3.63 x log10(N) + 38.7 ; R® = 0.98 ; Efficacité = 88.5 %

M. refringens — Eau - ADN

LD/LQ @ M

2.502+01 2.50e+02 2.50e+03 2.50e+04 1.25e+05
Nombre de Marteilia refringens (N) détectés (échelle log10)
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Résul
esu tats Cq =-3.63 x log10(N) + 38.7 ; R* = 0.98 ; Efficacité = 88.5 %

M. refringens — Eau - ADN

* Limite de détection (LD) : LD/ LQ @ W@&

Plus petite quantité détectée
dans plus de 75% des réplicats

32-
30-
28-

* Limite de quantification (LQ):
Plus petite quantité détectée dans
la partie linéaire de la courbe standard  =»-

Cycle de quantification (Cq)

2.502+01 2.50e+02 2.50e+03 2.50e+04 1.25e+05

™ Efficacité (%) . (10-1/a _ 1) * 100 Nombre de Marteilia refringens (N) détectés (échelle log10)

T
Marteilia @ N 25 parasites 88 %

refringens Benthos * W 10 parasites 96 %
Bonamia Eau (ADN) * W‘ 7,5 parasites 93 %
ostreae C Eau (ARN) * ﬁ@ 0,75 parasites 80 %

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep.
* Mérou et al. 2020 « An eDNA / eRNA based approach to investigate the life-cycle of non cultivable shellfish microparasites ». Microbial Biotechnology .
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Conclusion

Des outils ...
=  Sensibles
=  FEfficaces

= Comparables a d’autres approches analytiques ‘@

@ + ADN M. refringens et B. ostreae dans I'huitre plate (Roberts et al., 2009, Canier et al.,
2020)

* ADN P. marinus dans ’eau (Audemard et al., 2004)

@) Détection d’ARN de B. ostreae (ARNr 18S SSU) ﬁ
= Complete approche analytique de détection d’ADN

= Meilleure sensibilité
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=  Objectif : Etudier la survie des parasites en dehors de ’huitre plate
en conditions expérimentales

@ = M. refringens : survie dans I’eau et les feces d’huitres plates
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Introduction

Devenir parasites en dehors de 'huitre plate et parametres
épidémiologiques méconnus

Objectif : Etudier la survie des parasites en dehors de ’huitre plate
en conditions expérimentales

M. refringens : survie dans I’eau et les feces d’huitres plates

B. ostreae : survie dans ’eau
* 48 heures ? (Arzul et al., 2009)

Utilisation approches moléculaires Axe 1 + microscopie (M. refringens) @

i) k
O
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Matériel et méthodes

@ Pénicilline G
Streptomycine

@ e

ks

Huitres plates Parasites fraichement
naturellement infectées libérés

Pénicilline G

Streptomycine

24h, 15C [T 0 ¢
® & 5 e o g o H’ @ 2 g
@ @ o @ o o D
o @ ge® o252
Huitres plates Parasites fraichement
libérés

naturellement infectées
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Matériel et méthodes

Pénicilline G
Streptomycine

s Lamb @6?‘@@!@ ¢ 20jrs, 200
— > | 3EL | — [ —

Huitres plates Parasites fraichement Prélévements d'eau
naturellement infectées libéres ¢t de ffscesl tous les
1 abjours

Pénicilline G
Streptomycine

24h 15C [T ¢ ’l N 30jrs, 15°C
— > |2 ea®| — 3 [F85] o —
@ D g @ oD
o @ ge® %,
; ; Prélévements d'eau
Huitres plates Parasites fraichement
P libérés 70, 71, 32, 37, 15 et F30
+ toutes les 4h (70-72)

naturellement infectées
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Matériel et méthodes

@ Pénicilline G
Streptomycine
o oS ¢ * 20 jrs, 20C %
®) B0/ ta® e % o
s T > [RF] > - > W ==
: =

> s
e
Biologie moléculaire (ADN) + Microscopie

0)

Huitres plates Parasites fraichement Prélévements d'eau
naturellement infectées libéres ¢t de ffscesl tous les
1 abjours

Pénicilline G
Streptomycine

24 b, 15C [T = ¢ ’l I‘“ 30jrs, 15C
p . '- ‘o = 5 2 og ﬁ H
9

s o — 3
e 2D g4 @ oo
o @ ge® @ 2,2
P Parasites fraichement Prélévements d'eau ) _ ) _
Huitres plates Lbérds 50, 71, 2, 77, 15 et 730 Biologie moléculaire (ADN / ARN)
+ toutes les 4h (70-72)

naturellement infectées
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Matériel et méthodes

* Mérou et al.
In prep.

Pénicilline G
Streptomycine

@ @QD(.\ ¢ * 20]rs 20°C
: B—

Biologie moléculaire (ADN) + Microscopie

0)

Huitres plates Parasites fraichement Prélévements d'eau
naturellement infectées libéres ¢t de ffscesl tous les
1 abjours

Pénicilline G
Streptomycine

' 24 b, 15C [T : ¢ 30 jrs, 15°C

» @ o 9
— |2 o 2o 2 @g
o @ 2 [ oo
ol @ go® 02,2
A ; ; Prélévements d'eau
Huitres plates Parasﬁesﬁ:afchement 091 92 37 115 et 930 Biologie moléculaire (ADN / ARN)
naturellement infectées libérés 30. 31, 32, 37, 15 et J
+ toutes les 4h (70-72)
microbial biotechnology gfam

Research Article @ Open Access @ ®

An eDNA/eRNA-based approach to investigate the life cycle of
non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia
ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis

Nicolas Mérou, Cyrielle Lecadet, Stéphane Pouvreau, Isabelle Arzul

ed: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751.7915.13617

Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep.



Axe 2 — Survie en conditions expérimentales

&® Résultats — Survie M. refringens * AW

= Gamme standard (Axe 1) dans
chaque essai de PCR en temps réel :
Quantification des parasites

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep. e
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&® Résultats — Survie M. refringens * AW

= Gamme standard (Axe 1) dans
chaque essai de PCR en temps réel :
Quantification des parasites

1e+064 Suspension

1e+05+

1e+04

1e+03-

Nombre de parasites détectés (échelle log10)

1e+02+

1e+01-

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Jours post-libération

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep. a
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&® Résultats — Survie M. refringens * AW

= Gamme standard (Axe 1) dans
chaque essai de PCR en temps réel :
Quantification des parasites

1e+064 Suspension

1e+05+

= Détection d’ADN de parasite
jusqu’a 20 jours apres libération

1e+04

1e+03-

Nombre de parasites détectés (échelle log10)

1e+02+

1e+01-

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Jours post-libération

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep. °
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&® Résultats — Survie M. refringens * AW

= Gamme standard (Axe 1) dans
chaque essai de PCR en temps réel :
Quantification des parasites

1e+064 Suspension

1e+05+

= Détection d’ADN de parasite
jusqu’a 20 jours apres libération

1e+04

1e+03-

= Survie meilleure dans les féeces

Nombre de parasites détectés (échelle log10)

* Nombre de parasites toujours
plus important

* Pente plus faible (-0,16 + 0,03) que
dans I’eau (-0,55 +/- 0,25)

1e+02+

1e+01-

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Jours post-libération

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep. e
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* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep.
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= Observation M. refringens avec spores (=) et granules réfringents (g)

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep.
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&® Résultats — Survie M. refringens * |

= Observation M. refringens avec spores (=) et granules réfringents (g)

=  Distinction de 3 « stades »

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep.
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&® Résultats — Survie M. refringens * |

Entre JO et J1 Entre JO et J1 Apreés J1

= Observation M. refringens avec spores (=) et granules réfringents (g)
* Distinction de 3 « stades »

= Evolution des stades dans le temps : disparition de la membrane ?

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep.
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&® Résultats — Survie M. refringens * [

= 3 niveaux d’imbrication : S1 > S2 > S3

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep. °
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&® Résultats — Survie M. refringens * [

= 3 niveaux d’imbrication : S1 > S2 > S3

= Haplosporosomes : libération sous forme mature (Grizel et al., 1974 ;
Perkins, 1976)

* Mérou et al. « Out of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ». In prep. a
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An eDNA/eRNA-based approach to investigate the life cycle of

non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia

ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis
uuuuuuuuuuuu , Cyrielle Lecadet, Stéphane Pouvreau, Isabelle Arzul
First published: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751-7915.13617
= Gamme standard (Axe 1) dans chaque

essai de PCR en temps réel :
Quantification des parasites
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non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia

ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis
Nicolas Mérou, , Cyrielle Leca det, Stéphane Pouvreau . Isabelle Arzul
First published: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751-7915.13617
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Reésultats — Survie B. 0SITrede  imimiommemmss

non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia

ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis

Nicolas Mérou, , Cyrielle Leca det, Stéphane Pouvreau . Isabelle Arzul =

First published: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751-7915.13617
Gamme standard (Axe 1) dans chaque

essai de PCR en temps réel : ;
Quantification des parasites 250 - ADN (Médiene,n=4)
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Reésultats — Survie B. 0SITrede  imimiommemmss

non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia

ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis

uuuuuuuuuuuu , Cyrielle Lecadet, Stéphane Pouvreau, Isabelle Arzul g

First published: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751-7915.13617
Gamme standard (Axe 1) dans chaque

essai de PCR en temps réel : ;
Quantification des parasites s50- - ADN (Médiane, n =4
- ARN (Médiane, n = 4)
500+
48 heures post-libération as0-

B

o

=1
:
®

* -90 % parasites t, (ADN et ARN)

7 jours post-libération
* Plus dADN

Détection (en % de la détection a t=0}
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Reésultats — Survie B. 0SITrede  imimiommemmss

non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia

ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis

Nicolas Mérou, Cyrielle Lecadet, Stéphane Pouvreau, Isabelle Arzul i

First published: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751-7915.13617
Gamme standard (Axe 1) dans chaque

essai de PCR en temps réel :
Quantification des parasites

48 heures post-libération
* -90 % parasites t, (ADN et ARN)

7 jours post-libération
* Plus dADN

30 jours post-libération
* Traces d’ARN (- de 1 % signal t,)

Détection d’ARN : caractérisation
e Cellules actives VS cellules inactives ?

550+
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450+

Détection (en % de la détection a t=0}
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Axe 3

Etudier in situ la distribution
environnementale et la dynamique
temporelle de M. refringens et B. ostreae
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Introduction

@ = M. refringens
* Cycle hétéroxéne
* Transmission probablement indirecte (P. grani/ latisetosa)

* Large spectre d’hotes

@ = B. ostreae

* Cycle monoxene

* Transmission directe + autres voies (larves, macroinvertébrés benthiques)

* Spectre d’hotes restreint
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Introduction

L

M. refringens
* Cycle hétéroxéne
* Transmission probablement indirecte (P. grani/ latisetosa)

* Large spectre d’hotes

©

B. ostreae
* Cycle monoxene
* Transmission directe + autres voies (larves, macroinvertébrés benthiques)

* Spectre d’hotes restreint
= Beaucoup de questions subsistent ...

= Objectif : Compléter les cycles parasitaires de M. refringens et B.
ostreae (distribution environnementale et dynamique temporelle)
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Matériel et méthodes *

s
T R Sites d'étude Bathymétrie Production
’ | . Pointe du Chateau L 0-5m [ Agriculture
Oceéan “5 FRANCE & £ 510m 3 Conchyliculture
Atlantique Bretagne . Roz B 10-20 m
B 20-30 m

Bl 30-50 m

* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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PLANCTON

Pompage 1.5 m?> d'eau de mer

¢ Meésoplancton (> 200 pm)
Tamisages < Microplancton (20-200 pm)

Nanoplancton (1-20 pm)

@AY

BIVALVES
BENTHOS

* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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PLANCTON

Pompage 1.5 m?> d'eau de mer

¢ Meésoplancton (> 200 pm)

Tamisages < Microplancton (20-200 pm)
Nanoplancton (1-20 pm)

QA

BIVALVES
BENTHOS Récolte quadrat 1 m?

* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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PLANCTON

Pompage 1.5 m?> d'eau de mer

¢ Meésoplancton (> 200 pm)

Tamisages < Microplancton (20-200 pm)
Nanoplancton (1-20 pm)

QA

BIVALVES
BENTHOS Récolte quadrat 1 m?

Carottier-boite
PN Méiofaune benthique
Sous-carotte Tamisages (100 pm - 1. mm)
Microfaune benthique

(0-100 pm)
Strates

* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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Matériel et méthodes *

PLANCTON

Pompage 1.5 m?> d'eau de mer

¢ Meésoplancton (> 200 pm)
Tamisages < Microplancton (20-200 pm)

Nanoplancton (1-20 pm)

QA

BIVALVES
BENTHOS Récolte quadrat 1 m?

Carottier-boit
j;liil ¢ Meéiofaune benthique
Sous-carotte Tamisages (100 pm - 1. mm)
Microfaune benthique
(0-100 pm)
Strates

=  Prélévements saisonniers : avril 2018 — février 2020

= Echantillonnage 2 Extraction ’ADN = PCR en temps réel “WL

* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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@ Résultats — Huitres plates

. Négatives . Positives & M. refringens . Positives & M. refringnens et B. ostreae . Positives a B. ostreae
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@ Résultats — Huitres plates

. Négatives . Positives & M. refringens . Positives & M. refringnens et B. ostreae . Positives a B. ostreae

2016-2017 2017-2018 2018-2019 2018-2020

100
90+
80+
70+
60+
50
404
30+
20+
10+

0-

(30)  (45)

(30) (@0) @0 30) | O @0) (30) (30) 45) @45 | @8 (31) (@5 (42
Mar-16 Apr-16 Jun-16 Sep-16 Feb-17 Apr-17 Jul-17 Sep-17 Apr—18 Jub18 Oct-18 Jan-19 Apr-19 Jul19 Oct-19 Feb-20
Campagne

Proportion d'huitres plates (%)

= Fréquence de détection de M. refringens @ > B. ostreae @D
= Généralement : pic prévalence M. refringens été @ // pic prévalence B. ostreae hiver @)
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@ Résultats — Huitres plates

Influence environnement ~ fréquence de détection

Marteilia refringens : @

* Fréquence de détection été

» Bonamia ostreae: ©)

* Fréquence de détection printemps

" Température Moyenne des
. Sallnlté = saisons
= Chlorophylle-a _ précédentes
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@ Résultats — Huitres plates

Influence environnement ~ fréquence de détection
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Résultats — Distribution environnementale *
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* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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= B. ostreae : strictement associé aux huitres plates @)

* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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Résultats — Distribution environnementale *

A Plancton B Benthos C  Pétoncles

224 — 221 22

®
Bl e Il o

204 <O_. 20- 20+

184 18+ 18
» 16 16+ 161
c
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=
g
£ 124 12 121
%]
N
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g
E 8 8 81
[+]
Z & 6 6
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0 0 01
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= B. ostreae : strictement associé aux huitres plates 0

= M. refringens : largement répandu dans I’environnement
* Role clés du sédiment et plancton dans le cycle de M. refringens @

*  Chlamys varia comme hote réservoir ?

* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.



Axe 3 — Distribution environnementale et dynamique temporelle

Conclusion

@ B. ostreae &% M. refringens




Conclusion générale

_ Marteilia refringens ® Bonamia ostreae ©

Tropisme Epithéliums digestif's Intrahémocytaire
Transmission Indirecte Directe
Cycle Hétéroxene Monoxeéne
Survie en dehors de :
v ‘: . ? Environ 48 heures
I’huitre plate
. Large (huitre plate, moule Restreint (huitre plate, huitre
Spectre d’hotes ge ( prate, m ’ ( prate,
palourde, couteau, copépodes) creuse)
Saisonnalité Eté — automne Hiver — printemps
Parametres . 0
environnementaux i i
Distribution Macroinvertébrés benthiques
i Zooplancton . . -
environnementale (Ophiothrix fragilis)




Conclusion générale

_ Marteilia refringens ® Bonamia ostreae ©

Tropisme Epithéliums digestif's Intrahémocytaire
Transmission Indirecte Directe
Cycle Hétéroxene Monoxeéne
Sur;;euizg;l;::: de Jusqu’a 20 jours Environ 48 heures
Spece s Lrte (el ol st e e, e
Saisonnalité Eté — automne Hiver—- printemps
Parameétres Hautes températures hiver/été  Basses températures hiver/été
environnementaux précédent précédent
Distribution Large (plancton, benthos,

. . y R Restreinte (huitres plates)
environnementale  espéces associées aux huitres)




Perspectives générales

Production et restauration écologique

4 )
= Approches analytiques de détection d’ADN de parasites
* Détection précoce dans 'environnement ?
 Evaluation de I’état de santé d’une zone d’intérét ? y

\_

( Survie des parasites en dehors de 'huitre pate
e Mise en place de « jachere » ?

e Espacement des élevages / populations restaurées ?

* Eloignement du sédiment : élevage en suspension ?

k * Identification de fenétres climatiques a risques ?

=  Distribution environnementale et influence de I’environnement

~

J

Surveillance

Gestion d’élevage /
Programme de
restauration
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Articles présentés durant la soutenance

An eDNA/eRNA-based approach to investigate the life cycle of
non-cultivable shellfish micro-parasites: the case of Bonamia
ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis
Nicolas Mérou, Cyrielle Lecadet, Stéphane Pouvreau, Isabelle Arzul g

published: 01 July 2020 | https://doi.org/10.1111/1751-7915.13617

Mérou, N., Lecadet, C., Pouvreau, S., and Arzul, I. (2020) « An eDNA/eRNA-based
approach to investigate the life cycle of non-cultivable shellfish micro-parasites: the
case of Bonamia ostreae, a parasite of the European flat oyster Ostrea edulis ».
Microbial Biotechnology 13: 1807-1818.

Mérou N., Lecadet, C., Billon, T., Chollet, B., Pouvreau, S., and Arzul, I. (In prep.) « Out
of the flat oyster Ostrea edulis : what happens to the parasite Marteilia refringens ».

Mérou N., Lecadet, C., Pouvreau, S., and Arzul, I. (In prep.) « Investigation of the
environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and

Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ».
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Axe 2

@ Matériel et méthodes - Libération de B.
ostreae

PR o o
Q 9 ?® o Préfiltration 20 um
Jadjrs, 15TC &

38 jrs, 15C puis filtration 1 pm
T A g
o & 278 ' . . , .
9 9 ®a® Prélévements d'eau Biologie moléculaire
oW o o ¢

tous les 3 a 4 jours

(ADN)
Huitres plates
naturellement infectées




Axe 2

@ Résultats — Libération de B. ostreae
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= Forte variation individuelle et temporelle de la libération des parasites
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@ Résultats — Libération de B. ostreae
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Axe 3 — Distribution environnementale et dynamique temporelle

Résultats — Huitres plates

Avril 2018 | Ma + | Ma - | Total
Bo + 3 7 10
Bo - 6 14 20
Total 9 21 30

Chi-2 (N) Chi-2 (P)

Mars 2016
Avril 2016 0,74 0,06
Juin 2016 NA NA
Septembre 2016 1 0,54
Février 2017 1 0,76
Avril 2017 1 0,62
Juillet 2017 1 0,58
Septembre 2017 NA NA

Avril 2018 | Ma + | Ma - | Total
Bo + 10 23,33 | 33,33
Bo - 20 46,67 | 67,67
Total 30 70 100

Chi-2 (N) | Chi-2 (P)

Avril 2018 1
Juillet 2018 1 0,89
Octobre 2018 1 0,95
Janvier 2019 0,35 0,07

Avril 2019 NA NA
Juillet 2019 NA NA
Octobre 2019 1 0,83

Février 2020
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Résultats — Huitres plates
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Résultats — Huitres plates
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Résultats — Distribution environnementale *
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* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and
Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.
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&% Résultats — Typage Marteilia refringens *
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* Mérou et al. « Investigation of the environnemental distribution and temporal dynamics of Marteilia refringens and

Huitres plates
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Bonamia ostreae, two protozoan parasites of the flat oyster Ostrea edulis ». In prep.




