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ACP: Acide Phosphatase  
ADN: Acide DésoxyriboNucléique  
ADNc: Acide DésoxyriboNucléique complémentaire 
ALP: Phosphatase ALcaline  
AOD: American Oyster Defensin 
ARN: Acide RiboNucléique  
ARNm: Acide RiboNucléique messager  
ATP: Adénosine Tri Phosphate   
BaP: Benzo(a)Pyrène  
BPI: Bactericidal/Permeability-Increasing protein  
CRD: Coding Region Domain 
CSF: Colony Stimulating Factor 
DCFH-DA: 2’,7’-DiChloroFluorescein DiAcetate  
DD: Death Domain 
DEPC: DiEthylPyroCarbonate 
DHR 123: DiHydroRhodamine 123  
DMSO: DiMéthylSulfOxyde  
dNTPs: Deoxy Nucléotides TriPhosphates  
DSCAM: Down Syndrome Cell Adhesion Molecule 
ECP: Extra Cellular products  
ec-SOD: extracellular SuperOxide Dismutase 
EDTA: Ethylène Diamine Tétraacetic Acid  
EOR : Espèces Oxygénées Réactives  
EST: Expressed Sequenced Tags  
FAO: Food and Agriculture Organization  
FDA: Fluorescein DiAcetate  
FITC: Fluorescein IsoThioCyanate  
FREP: Fibrinogen-RElated Proteins 
GFP: Green Fluorescent Protein 
GPX: Glutathion PeroXydase  
GRED: Glutathion REDuctase  
GSH: Glutathion réduit   
GST: Glutathion-S-Transférase  
GTP: Guanosine TriPhosphate  
HAPs: Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques  
HSP: Heat Shock Protein  
IAP: Inhibitor of apoptosis 
IFN: InterFéroN  
IFREMER: Institut Français de Recherche pour l’Exploitation de la Mer   
Ig: ImmunoGlobulines  
IL: InterLeukine  
iNOS: induction Oxyde Nitrique Synthetase 
IP: Iodure de Propidium  
IRF: Interferon Regulatory Factor 
LBP: Lipopolysaccharide Binding Protein  
L-Dopa: L- dihydrophénylalanine  
LERPC: Laboratoire Environnement Ressources des Pertuis Charentais  
LPG: LipoPhosphoGlycan  
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LGP: Laboratoire de Génétique et Pathologie  
LPS: LipoPolySaccharides  
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases 
MASPs: MBL- Associated Serines Protéases 
MBL: Manose-Binding Lectin  
MCP: Mort Cellulaire Programmée  
MMLV: Moloney Murine Leukemia Virus  
MT: MétalloThionéine  
MyD88: Myeloid Differentiation primary response gene 88 
NADH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide (forme réduite)  
NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (forme réduite)  
NF-κκκκB: Nuclear Factor-kappa B 
NK: Natural Killer  
NO: Nitric Oxide  
NOS: Nitrite Oxyde Synthétase  
o-GST: omega Gluthatione-S-Transferase  
OIE: Office Internationale des Epizooties 
ORF: Open Reading Frame 
Oligo dT: Oligonucleotide deoxyThymidine  
OsHV-1: Oyster HerpesVirus type 1  
PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns 
PCR: Polymerase Chain Reaction  
PDS: Particules Denses Structurées  
PMA: Phorbol Myristate Acétate  
PRPs: Pathogen Recognition Pattern  
Prx 6: Peroxiredoxin-6 
pH: Potentiel Hydrogène  
PKC: protéine kinase C 
PO: PhénolOxydase  
PTKS: protéines tyrosine kinases 
QPX: Quahog Parasite X 
QTL: Quantitative Trait Locus 
RACE PCR: Rapid Amplification of cDNA Ends PCR 
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism  
ROI: Reactive Oxygen Intermediates  
ROS: Reactive Oxygen Species  
RT: Reverse Transcription  
sHSP: small Heat Shock Protein  
SNP: Single Nucleotide Polymorphism 
SOD: SuperOxide Dismutase  
SSH: Suppressive Substractive Hybridization  
TBT: TriButylTin  
TGF: Transforming Growth Factors 
TLR: Toll Like Recetor  
TIMP: Tissue Inhibitor Metallo-Proteinase  
Tm: Temperature of melting  
TNF: Tumeur Necrosing Factor  
TIR: Toll Interleukine Receptor  
TRAP: Tumor Receptor Associated Protein  
UV: Ultra-Violet  
VHSV: Viral Hemorrhagic Septicemia virus 



 

 

-Sommaire- 
 

 
 

Introduction générale 1 
 
 

Première partie : rappels bibliographiques 7 
 
 
 

I Aquaculture mondiale et conchyliculture 9 
 

I.1 Production de mollusques au niveau mondial 9 
I.2 Production de mollusques en Europe    11 
I.3 Conchyliculture en France en 2010     11 

 
 

II L’hôte 12 
 

II.1 L’huître plate, Ostrea edulis 12 
II.1.1 L’histoire… de l’huître plate en France 12 
II.1.2 Répartition géographique 14 
II.1.3 Systématique 16 

 
II.2 Biologie de l’huître plate Ostrea edulis 16 

II.2.1 Cycle biologique 16 
II.2.2 Ecologie de l’huître plate 18 
II.2.3 Techniques d’élevage de l’huître plate 19 

II.2.3.1 Captage de naissain naturel 19 
II.2.3.2 Production de naissain en écloserie 19 
II.2.3.3 Grossissement  20 

 
II.3 Les hémocytes, cellules aux multiples fonctions 21 

II.3.1 Différent types hémocytaires 21 
II.3.2 Propriétés des hémocytes 23 
II.3.3 Fonctions des hémocytes      25 
 

II.4 Les mécanismes de défense chez les mollusques bivalves 26 
II.4.1 Mécanismes à médiation cellulaire 26 

II.4.1.1 Infiltration hémocytaire 26 
II.4.1.2 Encapsulation 27 
II.4.1.3 Phagocytose 29 

II.4.1.3.1 Processus de la phagocytose 29 
II.4.1.3.2 Reconnaissance, attachement et voies de signalisation 30 
II.4.1.3.3 Internalisation 34 
II.4.1.3.4 Dégradation des particules internalisées 35 



 

 

II.4.1.3.5 Devenir des particules étrangères phagocytées dans les 
hémocytes 38 
II.4.1.3.6 Types hémocytaires impliqués dans la phagocytose 39 

II.4.1.4 Mort cellulaire programmée (MCP) ou apoptose 41 
II.4.2 Substances solubles présentes dans l’hémolymphe 43 

II.4.2.1 Enzymes hydrolytiques lysosomales 43 
II.4.2.2 Protéines de stress  45 
II.4.2.3 Système pro-phénoloxydase/ phénoloxydase 45 
II.4.2.4 L’Oxyde Nitrique Synthétase 46 
II.4.2.5 Inhibiteurs de protéases 46 

II.4.2.5.1 α2-macroglobuline 47 
II.4.2.5.2 Serpines 47 
II.4.2.5.3 Inhibiteurs de métalloprotéases 48 

II.4.2.6 Peptides antimicrobiens 48 
II.4.2.7 Cytokines 49 

II.4.3 Facteurs affectant les mécanismes de défense chez les mollusques 51 
II.4.3.1 Origine génétique 51 
II.4.3.2 Environnement 51 

II.4.3.2.1 Facteurs naturels 52 
II.4.3.2.2 Contaminants 53 

II.4.3.3 Agents infectieux 54 
II.4.4 Mémoire et spécificité immunitaire chez les invertébrés ? 55 

II.4.4.1 Pathogen Recognition Pattern (PRPs) 56 
II.4.4.2 Priming  57 

 

III La bonamiose maladie due au parasite Bonamia ostreae 61 
 

III.1 Le parasite Bonamia ostreae 61 
III.1.1 Morphologie et ultrastructure 62 
III.1.2 Distribution géographique  63 
III.1.3 Taxinomie 63 
III.1.4 Cycle de développement et transmission 63 

 
III.2 La maladie : la bonamiose 65 

III.2.1 Période d’infection 65 
III.2.2 Espèces sensibles  66 
III.2.3 Facteurs biotiques et bonamiose 66 

III.2.3.1 Age  66 
III.2.3.2 Taille et poids 66 
III.2.3.3 Période de maturation 67 

III.2.4 Facteurs abiotiques et bonamiose 67 
III.2.4.1 Température 67 
III.2.4.2 Pratiques culturales et zootechniques 68 

III.2.5 Méthodes de diagnostic 68 
 

III.3 Moyens de lutte contre la bonamiose 70 
III.3.1 Prophylaxie et contrôle sanitaire 70 
III.3.2 Amélioration génétique 70 



 

 

 

IV Système hôte/parasite, interactions durables  72 
 

IV.1 Parasitisme 73 
IV.1.1 Transmission parasitaire 73 
IV.1.2 Cycle parasitaire et implication d’un ou plusieurs hôtes  73 
 

IV.2 Interactions durables : le système hôte-parasite 74 
IV.2.1 Rencontre et compatibilité 74 
IV.2.2 Course aux armements 76 
 

IV.3 Se faire accepter, exploiter et se multiplier 76 
IV.3.1 Parasites intracellulaires chez les vertébrés et Bonamia ostreae 77 

IV.3.1.1 Entrer sans frapper dans la cellule hôte 77 
IV.3.1.1.1 Leishmania sp 77 
IV.3.1.1.2 Trypanosoma cruzii 78 
IV.3.1.1.3 Toxoplasma sp. et Plasmodium sp. 80 
IV.3.1.1.4 Bonamia ostreae 81 

IV.3.1.2 « Tenue correcte exigée » pour ne pas se faire dégrader 81 
IV.3.1.2.1 Remodelage intracellulaire après internalisation 81 
IV.3.2.1.2 Manipulation du système immunitaire de l’hôte par le parasite 83 

IV.3.2 Interactions entre parasite et mollusques bivalves 86 
IV.3.2.1 Perkinsus marinus et Crassostrea virginica 86 
IV.3.2.2 Marteilia sydneyi et Saccostrea glomerata 88 

 
 
 

Deuxième partie : Acquisition de données moléculaires 
chez l’huître plate, Ostrea edulis 91 
 
 
 

I Identification d’ESTs d’intérêt suite à une infection des hémocytes 
d’huître plate in vitro par le parasite Bonamia ostreae 95 
 

Article 1 96 
 
II Etude la réponse moléculaire chez les hémocytes de deux 
populations d’huîtres plates infectés par le parasite Bonamia 
ostreae 127 
 

Article 2 128 
 
III Identification de gènes de ménage chez Ostrea edulis infectée 
par le parasite Bonamia ostreae 155 
 

Article 3 157 
 



 

 

IV Résultats complémentaires 185 
 

IV.1 Caractérisation et étude de l’expression du gène Oe-MyD88, codant 
une protéine adaptatrice de la voie de signalisation IL-1 et Toll like récepteur 186 

IV.1.1 Identification du gène OeMyD88 par RACE PCR 188 
IV.1.2 Analyse phylogénétique du gène OeMyD88 188 
IV.1.3 Analyse du niveau d’expression du gène OeMyD88 chez des hémocytes 
d’huître plate infectés par le parasite Bonamia ostreae 188 

 
IV.2 Caractérisation du gène Oe-C1q 189 

IV.2.1 Identification du gène C1q par RACE PCR 190 
IV.2.2 Analyse phylogénétique du gène OeC1q 191 

 

V Conclusion 193 
 
 
 

Troisième partie : Interactions entre hémocytes d’huître 
plate (Ostrea edulis) et son parasite Bonamia ostreae 195 
 
 
 

I Effet du parasite Bonamia ostreae sur les activités hémocytaires : 
une première approche 198 
 

Article 4 199 
 
II Réponse cellulaire et moléculaire des hémocytes d’huître plate 
suite à une infection in vitro par le parasite Bonamia ostreae : un 
suivi au cours du temps 207 
 

Article 5 209 
 
III Comparaison de la réponse cellulaire et moléculaire de deux 
groupes d’huîtres plates suite à des infections expérimentales : 
quelles bases pour la résistance à la bonamiose ? 239 
 

Article 6 241 
 
IV Résultats complémentaires 267 
 

IV.1 Analyse des activités enzymatiques dans l’hémolymphe, le plasma et 
des hémocytes totaux par galerie API ZYM (Api System, Bio-Merieux) chez 
deux populations d’huîtres plates Ostrea edulis et chez l’huître creuse 
Crassostrea gigas 267 

 



 

 

 

V Conclusion  271 
 
 

Conclusion générale et perspectives  273 
 
 
 
Références bibliographiques  287 
 
Index des figures  304 
 
Index des tableaux  307 
 

Annexes 308 
 
Annexe 1 : Article n°7 : Effects of temperature and salinity on the survival of Bonamia 
ostreae, a parasite infecting flat oysters Ostrea edulis 309 
 
Annexe 2 : Article n°8 : Bonamia ostreae-induced mortalities in one-year old European 
flat oysters Ostrea edulis: experimental infection by cohabitation challenge  319 
 
 



 

 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Introduction générale 
 
 
 



 

 



-Introduction générale 

1 

ostréiculture représente une part importante de l’aquaculture française et 

plus particulièrement de la production de mollusques bivalves. Elle repose 

principalement sur l’huître creuse, Crassostrea gigas, et dans une moindre 

mesure sur l’huître plate, Ostrea edulis, produites à hauteur de respectivement 128 

000 et 1 950 tonnes en 2007 (FAO 2009).  

 

L’histoire de l’ostréiculture française met en évidence la fragilité de cette production 

face à la surexploitation des stocks et l’apparition de maladies. En effet, il est 

fortement suspecté que des virus apparentés à la famille des Iridoviridae aient 

décimé les populations d’huîtres creuses portugaises, Crassostrea angulata, entre 

1967 et 1971 (Comps 1970, Comps et Duthoit, 1976). Ultérieurement, l’huître plate, 

Ostrea edulis, a subi l’impact de deux maladies parasitaires : la marteiliose et la 

bonamiose qui ont engendré une diminution importante de la production. Cette 

production est en effet passée de 20 000 tonnes produites annuellement dans les 

années 70 à moins de 2 000 tonnes aujourd’hui (Comps 1970b, Herrbach 1971, Grizel 

et al., 1974, Pichot et al., 1979, Grizel, 1985, Goulletquer & Héral, 1997). A l’échelle 

européenne, la production d’huîtres plates a également souffert de l’impact de ces 

deux maladies parasitaires. À ce jour, les principaux pays producteurs sont l’Espagne 

(3 215 tonnes), la France (1 960 tonnes), la Croatie (500 tonnes), l’Irlande (382 

tonnes), le Royaume-Uni (91 tonnes) et les Pays-Bas (90 tonnes) (FAO, 2009). La 

production d’huîtres en Europe et en France repose majoritairement sur l’élevage de 

l’huître creuse du Pacifique C. gigas.  

 

La production d’huîtres plates reste aujourd’hui fortement impactée par la présence 

du parasite Bonamia ostreae. Pour diminuer les effets de ce parasite, les moyens de 

lutte sont relativement restreints. Du fait de l’élevage des huîtres en milieu ouvert, 

l’utilisation de traitements reste limitée et inadaptée de fait. De plus, l’absence de 

mémoire immunitaire (au sens conventionnel du terme) chez les invertébrés, ne 

permet pas d’utiliser la vaccination comme moyen prophylactique contre cette 

maladie. Ainsi, les moyens de lutte reposent essentiellement : 

- sur la surveillance des stocks afin de limiter la dissémination et la propagation de la 

maladie,  

- sur l’utilisation de modèles prédictifs de l’évolution de la maladie en zone infectée 

afin d’optimiser la gestion des stocks et minimiser l’impact du parasite,  

L’ 
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- et enfin, sur le développement d’animaux résistants/tolérants à l’infection 

présentant une meilleure survie. 

 

Ces différentes approches nécessitent des outils de diagnostic adaptés, une bonne 

connaissance du cycle de vie de l’agent pathogène, et plus particulièrement des 

interactions hôte - parasite - environnement (Snieszko 1974)(Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Schéma des interactions hôte/pathogène/parasite (modifié d’après 

Sniesko,1974) 

 

Depuis sa détection en association à des mortalités d’huîtres plates sur l’Ile Tudy en 

Bretagne en 1979 (Pichot et al., 1980), la bonamiose, maladie due au parasite 

protozoaire Bonamia ostreae, a fait l’objet de nombreux travaux de recherche. Ces 

travaux ont consisté à clarifier la position taxonomique de l’agent responsable 

notamment pour développer des outils diagnostiques sensibles et spécifiques et pour 

comprendre l’impact du parasite sur son hôte et plus particulièrement sur les cellules 

cibles que sont les hémocytes.  

 

La bonamiose est listée comme maladie à déclaration obligatoire de l’Office 

international des Epizooties (OIE), et la réglementation de l’Union Européenne en 

raison de son impact économique sur la filière ostréicole française et européenne. 

Les travaux de recherche effectués sur le développement d’outils de détection ont 

permis de sélectionner trois techniques recommandées par le manuel de 
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diagnostique de l’OIE (2009) ; le diagnostic sur coupes histologiques, les appositions 

de tissus cardiaques et la PCR. 

 

Plus récemment des techniques moléculaires ont été développées comme la PCR 

en temps réel ou l’hybridation in situ (Cochennec et al., 2000 ; Carnegie et al., 2003, 

Robert et al., 2009) qui offrent de nouvelles possibilités de part leur sensibilité et 

spécificité notamment pour l’étude et la compréhension du cycle de vie du 

parasite. 

 

Le parasite Bonamia ostreae a été apparenté au groupe des « microcell » décrit par 

Katkansky et al., (1969) et Farley et al., (1988). Les parasites « microcell » sont 

caractérisés par leur petite taille et regroupent les parasites des genres Bonamia et 

Mikrocytos. L’étude ultrastructurale de ces parasites a permis d’éclaircir 

partiellement leur classification. L’analyse du gène codant pour l’ARNr de la petite 

sous unité ribosomale de ces parasites a permis de clarifier leurs relations 

phylogénétiques et de confirmer l’inclusion des parasites B. ostreae, B. exitiosa 

(agent de la bonamiose chez l’huître Ostrea chilensis en Nouvelle Zélande), B. 

perspora et Mikrocytos roughleyi (agent de la mikrocytose chez l’huître australienne, 

Saccostrea glomerata) dans le phylum des Haplosporidia. L’analyse d’autres gènes 

d’intérêt phylogénétique par des approches de génomique comparative semble 

nécessaire afin de clarifier leur position taxonomique. 

 

L’étude de Bonamia ostreae en microscopie électronique à transmission a permis 

d’observer à l’intérieur des cellules hôtes, les hémocytes, différents stades de division 

du parasite. Ces différents stades de division pourraient correspondre à un mode de 

division binaire de type schizogonique. Des formes plasmodiales, peu fréquentes, ont 

également été décrites (Bréhelin et al., 1982). Malgré certaines études sur le cycle 

d’infection du parasite (Van Banning, 1990 ; Montes et al., 1994), celui-ci reste 

inconnu avec toutefois une constante : aucune spore n’a jamais été décrite.  

 

En outre, la possibilité pour le parasite d’infecter des huîtres saines par simple contact 

(cohabitation) avec des huîtres infectées a été démontrée expérimentalement, 

semblant montrer qu’un hôte intermédiaire n’est pas nécessaire dans le cycle 
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parasitaire. L’obtention de parasites purifiés (Miahle et al., 1988) a largement aidé à 

reproduire la bonamiose en laboratoire (Hervio, 1995).  

 
Par ailleurs, la purification du parasite et la primoculture d’hémocytes (Mourton et 

al., 1992 ; Perroquin, 1995) ont permis l’étude in vitro des interactions entre Bonamia 

ostreae et hémocytes (Mourton et al., 1992 ; Chagot et al., 1992, Cochennec 2001, 

Xue, 1998). Chez les mollusques bivalves, le système de défense repose 

essentiellement sur les cellules circulantes, les hémocytes présents dans tous les tissus 

et dans l’hémolymphe. Leurs fonctions principales sont l’élimination de particules 

étrangères (notamment d’agents infectieux) par l’intermédiaire de la phagocytose 

et de la production de molécules extracellulaires visant à détruire les organismes 

pathogènes. Les travaux réalisés par Xue (1998), consacrés à la caractérisation 

morphologique et fonctionnelle des hémocytes d’huître plate, ont permis de 

déterminer la distribution des hémocytes dans l’hémolymphe et de caractériser les 

activités cellulaires et enzymatiques de ces cellules.  

 

Les hémocytes peuvent également être les cellules cibles des infections causées par 

certains agents pathogènes, tel que  Bonamia ostreae (Comps et al., 1980). Ce 

parasite se multiplie à l’intérieur des hémocytes sans être dégradé. Les hémocytes 

peuvent donc jouer le rôle de vecteur pour la distribution du parasite dans 

l’organisme et le développement de la maladie.  

 

Le développement d’animaux résistants (Naciri et al., 1998) a ouvert des 

perspectives concernant l’étude des mécanismes cellulaires de défense impliqués 

dans les phénomènes de sensibilité et de résistance. La sélection génétique a été 

réalisée sur des animaux présentant un meilleur taux de survie suite à des infections 

expérimentales (Hervio 1992) puis ces mêmes individus ont servi de géniteurs pour un 

programme de sélection génétique d’huître plate réalisé par l’Ifremer (Martin et al., 

1993 ; Naciri, 1994 ; Naciri et al., 1998).  

 

Les mécanismes de défense de l’huître impliqués dans la résistance à la bonamiose 

ont été peu étudiés. Une étude a montré que les activités des estérases et la 

production de radicaux oxygénés sont plus élevées chez les individus sélectionnés 

que chez les individus sauvages (Cochennec, 2001). Plus récemment, des travaux de 
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génétiques quantitatives ont été réalisés visant à identifier des QTLs (Quantitative 

Trait Locus) impliqués dans la résistance à la bonamiose (Lallias et al., 2009).  

 

Ainsi, la bonamiose représente un modèle intéressant d’étude des interactions hôtes 

bivalves/agents pathogènes de part la possibilité de purifier le parasite, de 

reproduire la maladie en laboratoire et de part l’existence de lignées d’huîtres plates 

résistantes à la maladie (Figure 2).  

 

La bonamiose représente également un modèle d’étude de parasitisme particulier 

du fait du double rôle joué par les hémocytes dans cette maladie. En effet, ils sont à 

la fois les cellules effectrices des mécanismes de défense et les cellules hôtes du 

parasite.  

 

Dans ce contexte, il apparaît nécessaire d’approfondir les connaissances sur les 

interactions hôte/parasite afin de mieux comprendre la réponse de l’huître vis à vis 

du parasite et d’identifier les mécanismes de résistance à la maladie. L’apport de 

ces nouveaux éléments a pour perspectives de sélectionner des huîtres résistantes à 

la maladie et donc à plus long terme de relancer la culture de l’huître plate. La 

relance de la culture de l’huître plate semble une voie à explorer pour le maintien 

de la filière ostréicole française et européenne au vu des mortalités massives 

d’huîtres creuses Crassostrea gigas observées depuis 2008. Maintenir une diversité 

dans la filière ostréicole pourrait permettre de limiter les effets de certains agents 

infectieux spécifiques d’espèce.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Modèle d’étude des interactions hôte (huître plate)/parasite (Bonamia 

ostreae) 

 

 Infection 

Hôte 
Ostrea edulis Bonamia ostreae 

Parasite ? 
Défense 
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Le travail de thèse a donc consisté à étudier les interactions hôte/parasite et plus 

particulièrement la réponse de l’hôte Ostrea edulis à l’infection par Bonamia ostreae 

aux niveaux cellulaire et moléculaire. 

 

Ce mémoire s’organise en trois parties. 

 

La première partie est consacrée aux rappels bibliographiques portant sur le modèle 

d’étude, l’huître plate, Ostrea edulis et son parasite Bonamia ostreae. Dans cette 

synthèse bibliographique, un rappel est fait sur les principaux mécanismes de 

défense chez les invertébrés et plus particulièrement chez les mollusques. Ensuite, un 

point est consacré à l’infection par B. ostreae. Enfin, cette première partie s’achève 

sur une présentation des interactions entre hôte et parasite intracellulaire chez les 

vertébrés et invertébrés aquatiques. 

 

Les travaux réalisés  au cours de cette thèse ainsi que les résultats obtenus sont 

présentés dans une deuxième et troisième parties. 

 

La deuxième partie concerne l’acquisition de données moléculaires chez l’huître 

plate Ostrea edulis en réponse à l’infection par le parasite Bonamia ostreae. La 

réalisation de banques soustractives a permis d’identifier des ESTs différentiellement 

exprimées et potentiellement impliquées dans les interactions hôte-parasite.  

 

La troisième partie est consacrée à l’étude de la réponse cellulaire et moléculaire 

des hémocytes d’huître plate à l’infection par le parasite au travers 

d’expérimentations menées in vitro. Ces essais ont été complétés par la réalisation 

d’une étude comparative de la réponse de deux populations d’huîtres plates 

(sélectionnées pour leur résistance et naturelles) au cours d’infections 

expérimentales in vivo.  

 

 

Une conclusion générale sur le travail ainsi que les perspectives envisagées clôturent 

le mémoire. 
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I L’aquaculture : La production  
 

 

I.1 Production de mollusques au niveau mondial 

 

L’essentiel de la production mondiale aquacole repose sur la production de 

poissons, de crustacés et de mollusques. La production d’organismes dulçaquicoles 

représente 56,6% en volume et 50,1% de la valeur totale. La mariculture représente 

36% des quantités produites et 33,6% de la valeur totale. La production marine est 

principalement composée de poissons à forte valeur ajoutée, mais tient compte 

également d’un volume important de moules et d’huîtres à faible valeur ajoutée. 

 

En 2006, plus de la moitié de la production aquacole mondiale est constituée de 

poissons d’eau douce. La production s’élève à 27,8 millions de tonnes, pour une 

valeur de 29,5 milliards de dollars. Cette même année, les mollusques occupent la 

deuxième place avec 14,1 millions de tonnes (27% de la production totale), pour 

une valeur de 11,9 milliards de dollars. Malgré un volume très inférieur 4,5 millions de 

tonnes la valeur de la production de crustacés est bien plus considérable: 17,95 

milliards de dollars. 

 

Cependant, cette répartition ne tient pas compte de la production de plantes 

aquatiques. La production mondiale de plantes aquatiques issues de l’aquaculture 

s’est élevée à 15,1 millions de tonnes (7,2 milliards de dollars).  

 

La famille de mollusques la plus représentée est celle des ostréidés (huîtres) avec plus 

de 4.6 millions de tonnes. Viennent ensuite les vénéridés (3 millions de tonnes), les 

mytilidés (moules) et les pectinidés (coquilles Saint Jacques et pétoncles). L’espèce 

de mollusque la plus produite au monde est l’huitre creuse du Pacifique Crassostrea 

gigas 4,2 millions de tonnes. Le principal pays producteur est la Chine, la France 

occupant le quatrième rang mondial et le premier au niveau européen pour la 

production de l’huître japonaise. 
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Figure 3 : Production en tonnes des principaux coquillages en France (CNC 2009) 

(http://www.cnc-france.com) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Production d’huîtres creuses et de moules de bouchot en 2009 dans les 

principaux sites d’élevage (CNC 2009)  
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I.2 Production de mollusques en Europe 

 

La production mondiale de mollusque est d’environ 13 millions de tonnes. L’Europe 

est le deuxième continent (0,69 millions de tonnes) en quantité totale de production 

de mollusques loin derrière l’Asie (11,6 millions de tonnes). Au niveau européen, la 

France se classe deuxième (188 870 tonnes) derrière l’Espagne qui est le premier 

producteur européen de mollusque avec 217 749 tonnes. L’Italie termine ce podium 

avec une production de 120 318 tonnes. L’Espagne se classe première grâce à sa 

forte production de moules (209 633 tonnes), la France est le premier producteur 

d’huîtres avec une production annuelle de 128 500 tonnes d’huître creuse 

Crassostrea gigas (FAO 2007, CNC 2009). 

 

En Europe, l’huître creuse n’est pas la seule huître cultivée. L’huître plate, Ostrea 

edulis, huître indigène des côtes européennes connaît une production réduite 

d’environ 6 200 tonnes par an pour l’Union Européenne. Cette production réduite est 

liée en particulier aux effets de deux parasites Marteilia refringens et Bonamia 

ostreae. L’Espagne est le premier producteur (3 215 tonnes), suivie par la France 

(1960 tonnes) et la Croatie (500 tonnes) et l’Irlande (382 tonnes). 

 

I.3 Conchyliculture en France en 2010 

 

La production française de coquillages repose essentiellement sur la production 

d’huîtres creuses et de moules de bouchot (Figure 3). La production d’huîtres creuses 

est de 128 500 tonnes pour l’année 2009 et de 53 600 tonnes pour la production de 

moules de bouchot. La production de coquillages en France est complétée par la 

production de moules (autre que bouchot) (9 000 tonnes), de palourdes (3 000 

tonnes), de coques (2 500 tonnes) et d’huîtres plates (1960 tonnes). Les sites de 

production sont localisés sur la façade maritime méditerranéenne, atlantique, 

bretonne et normande (Figure 4). 
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II L’hôte 

 

 

II.1- L’huître plate, Ostrea edulis 

 

L’huître plate, Ostrea edulis est une espèce d’huître autochtone des rivages 

européens. En France, elle est connue sous plusieurs appellations selon les régions de 

production: pied de cheval (Dunkerque à Tréguier), Belon, Marennes ou Gravette 

(Arcachon).  

 

II.1.1 L’histoire de l’huître plate en France 

 

L’huître plate a connu une époque glorieuse du temps des Romains. Suite à une 

exploitation intensive, le parlement de Bretagne a interdit son exploitation en 1755 

afin de protéger les stocks. Malheureusement, cette mesure s’est avérée insuffisante 

et une pénurie d’huîtres fut observée. Afin de palier à cette pénurie, des travaux ont 

été menés pour tenter de maitriser l’approvisionnement en juvéniles dans le but de 

repeupler de nouveaux sites. 

 

Suite aux travaux de Costes et De Bon dans les années 1850 qui portaient sur les 

techniques de captage de naissain d’huître, l’ostréiculture moderne a vu le jour. Les 

premières applications des travaux furent réalisées dans le bassin d’Arcachon et ont 

conduit à l’émergence des premiers parcs de captage du naissain. L’huître plate 

était alors la seule espèce cultivée en France. À la même époque, le gouvernement 

autorise l’importation d’huîtres creuses dites « Portugaises », Crassostrea angulata. En 

1868, l’incident du Morlaisien marqua l’implantation de cette espèce en France. Le 

Morlaisien, en provenance de Lisbonne et transportant des huîtres creuses s’abrita 

dans l’estuaire de la Gironde suite à de fortes intempéries. En raison d’un séjour 

prolongé, la cargaison à bord devint avariée, et fut rejetée dans l’océan dont les 

huîtres creuses. Ces huîtres s’acclimatèrent et se reproduisirent. 
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La conchyliculture s’est développée grâce aux premières attributions de 

concessions sur le domaine public maritime, la production entre l’huître plate et 

l’huître creuse reste équilibrée au début du XXème siècle. La production d’huîtres 

plates était alors développée dans le bassin d’Arcachon, et s’élevait à 20 000 tonnes 

par an. 

 

En 1920, les huîtres plates ont connu de fortes mortalités encore inexpliquées à ce 

jour. L’huître creuse portugaise la remplaça, étant principalement produite dans le 

bassin d’Arcachon et dans le sud-est de la France. 

 

Au début des années 60, l’ostréiculture reposait essentiellement sur la production 

d’huîtres creuses portugaises estimée à 85 000 tonnes, alors que la production 

d’huîtres plates avoisinait les 30 000 tonnes (FA0 2009). 

 

Entre 1967 et 1973, l’ostréiculture française a dû faire face à une crise de grande 

ampleur liée à deux maladies infectieuses affectant l’huître creuse portugaise : la 

première appelée « la maladie des branchies » due à un virus de type iridovirus, puis 

la seconde également due à un virus de type iridovirus comparable dite « maladie 

hémocytaire ». Ces deux maladies consécutives sont reconnues comme ayant 

entraîné la disparition de l’huître portugaise Crassostrea angulata des côtes 

françaises. Les pouvoirs publics décidèrent alors d’importer une nouvelle espèce 

d’huître creuse en provenance du Japon et du Canda : C.  gigas. 

 

Durant cette même période, l’huître plate a connu des premières mortalités dues au 

parasite Marteilia refringens (Comps 1970, Herrbach 1971, Grizel et al., 1974), agent 

de la marteiliose ou maladie des Abers. En 1979, l’huître plate a subi une seconde 

vague de mortalités due au parasite Bonamia ostreae (Pichot et al., 1979, Comps et 

al., 1980, Comps 1983). Ces deux maladies ont considérablement affecté la 

production d’huître plate, la production est alors passée de 20 000 tonnes en 1970 à 

2 300 tonnes en 1985 par an (Grizel 1985 ; Goulletquer & Héral 1997), cette 

production reste similaire de nos jours (Source FAO 2009) (Figure 5). 
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Figure 5 : Historique de la production d’huîtres plates en France (FAO) 

 

Aujourd’hui, la production d’huîtres plates en France se fait essentiellement en 

Bretagne. Le captage du naissain est réalisé dans la baie de Quiberon (Bretagne 

sud). Le naissain est majoritairement envoyé pour grossissement à Cancale 

(Bretagne Nord). En 2001, la production de naissain s’élevait à 375.5 106 unités. La 

baie de Quiberon assure 87,8% de la production de naissain en France contre 12,2% 

pour la rade de Brest (Girard et al., 2005). À l’âge de dix mois, une partie du naissain 

est transférée sur le site de Cancale, principal site de grossissement des huîtres plates 

avant commercialisation. La Bretagne sud représente la moitié de la 

commercialisation de l’huître plate, (Girard et al., 2005). 

 

II.1.2 Répartition géographique 

 

L’huître plate, Ostrea edulis peuple les côtes européennes de la Norvège à 

l’Espagne, et notamment le Danemark, l’Allemagne, les Pays-Bas, la Belgique, la 

Grande-Bretagne, l’Irlande et la France. En Méditerranée, elle est présente en 

France, Italie, Sicile, mais aussi au Maroc et en Tunisie, et s’étend jusqu’en mer 

Adriatique et en mer Noire (Figure 6) (Jaziri, 1985). 
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Figure 6 : Distribution géographique de l’huître plate Ostrea edulis (d’après Jaziri 

1985) 

 

 

 

 

Règne Animal, Invertébrés 
Phylum Mollusques 
Classe Lamellibranches (Bivalvia) (Linné, 

1758) 
Ordre Filibranchia (Woodward,1892) 
Sous-Ordre Anisomyaria 
Super-
Famille 

Ostreoidea (Rafinesque, 1815) 

Famille Ostreidae (Rafinesque, 1815) 
Genre Ostrea 

 

Espèce Edulis  

  
Tableau 1 : Systématique de l’huître plate, Ostrea edulis 
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II.1.3 Systématique 

 

L’huître plate Ostrea edulis appartient à la classe des Lamellibranches, à l’ordre des 

Fillibranches, au sous-ordre des Anisomyaires, à la superfamille des Ostréoidés et à la 

famille des Ostréidés (Tableau 1).  

Le corps de l’huître se situe à l’intérieur d’une coquille constituée de deux valves, 

unies par un ligament situé le long de la charnière. Il existe plusieurs classifications 

des bivalves selon des critères anatomiques et distribution géographique. La forte 

plasticité morphologique de ces animaux (formes, couleur) rend la classification plus 

complexe.  

 

Les huîtres sont des animaux métazoaires (organismes pluricellulaires), protostomiens 

(bouche formée à partir de blastopore), triploblastiques (possédant entre 

l’ectoderme et l’endoderme un troisième feuillet individualisé, le mésoderme), 

coelomates (possédant un coelome), hyponeuriens (système nerveux ventral) à 

symétrie bilatérale. Leur corps est mou et non segmenté. 

 

Le genre Ostrea regroupe quarante-trois espèces (Breisch & Kennedy 1980). La 

répartition du genre Ostrea est très large, il est présent dans les eaux chaudes et 

tempérées et dans tous les océans (Jaziri, 1985).   

 

II.2 Biologie de l’huître plate Ostrea edulis 

 

II.2.1 Cycle biologique 

 

L’huître plate est un animal hermaphrodite asynchrone à sexualité consécutive 

rythmique. Elle est généralement protandrique, mais peut changer de sexe plusieurs 

fois dans la même saison de ponte. Elle peut être successivement mâle et femelle. 

La période de reproduction se situe au début du printemps jusqu’à l’automne. 

L’huître plate est larvipare contrairement à l’huître creuse où la fécondation est 

externe. La fécondation des ovocytes se situe dans la cavité palléale de l’huître 

plate. Le mâle libère le sperme dans le milieu et la femelle filtre les gamètes et la 

fécondation a lieu dans la cavité palléale. Les larves sont incubées huit à dix jours 

dans la cavité palléale, puis sont libérées dans le milieu à raison d’un million de larves 
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par ponte en moyenne. Il est possible d’observer des huîtres plates femelles 

porteuses de larves. On parle d’huîtres ardoisées. Les larves émises mesurent 160 µm 

environ. La durée de la phase planctonique des larves véligères est fonction de la 

température : de cinq jours dans les eaux à 26°C, jusqu’à 14 jours à 17°C. La vie 

pélagique de ces larves pédivéligères dure encore dix jours, au terme desquels elles 

se fixent sur un support (280 à 300 µm). Les juvéniles sont capables de se reproduire 

dès le premier été. Le cycle de reproduction de l’huître plate est résumé sur la Figure 

7. 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Cycle de reproduction de l’huître plate Ostrea edulis (com. Per. Estelle 

Harrang) (Photos Estelle Harrang) 
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II.2.2 Ecologie de l’huître plate 

 

L’huître plate vit immergée jusqu'à des fonds de 40 m ou dans le domaine intertidal 

(zone de balancement des marées) à l’étage infralittoral (coefficient de 90-110). En 

élevage, elle peut être cultivée sur des parcs découvrant seulement aux marées de 

vives-eaux par des coefficients supérieurs à 60 ou dans des étangs salés. Les adultes 

peuvent vivre fixés sur des substrats durs (roches, débris coquillaires), mais aussi sur 

des substrats meubles de type sablo-vaseux. L’huître plate vit dans des eaux plus 

salines que l’huître creuse. Elle ne prolifère pas dans les eaux estuariennes, car la 

turbidité y est trop importante.  

 

L’huître plate comme toutes les autres huîtres sont des filtreurs microphages. Elles 

s’alimentent en se nourrissant de particules inférieures à 4 µm (bactéries, 

phytoplancton) ou par absorption de substances organiques dissoutes dans l’eau de 

mer. L’huître peut filtrer des dizaines de litres d’eau par jour. 

 

 

 

Figure 8 : Filets tubulaires avec des coquilles de moules utilisées comme collecteurs 

de naissain (source FAO) 
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II.2.3 Techniques d’élevage de l’huître plate 

 

II.2.3.1 Captage de naissain naturel 

 

La culture de l'huître plate repose surtout sur l'utilisation des collecteurs de naissain et 

l'obtention de juvéniles sauvages. Les collecteurs de naissain utilisés sont des filets en 

tubes remplis de coquilles de moules, puis mis en suspension (Figure 8). Ils sont 

implantés au printemps dans des eaux peu profondes. D’autres supports de fixation 

peuvent être utilisés tels que des tuiles chaulées, des ardoises, des broches de 

coquilles St Jacques, des tubes en PVC, des lamelles ou coupelles en PVC. Ces 

supports sont placés dans les zones intertidales.  

 

II.2.3.2 Production de naissain en écloserie 

 

La production de naissain en écloserie est faible voir inexistante. Cette faible 

production s’explique par deux raisons majeures : la complexité de la production et 

une faible demande de la profession. L'élevage en écloserie nécessite la production 

de microalgues. Les espèces normalement utilisées sont des flagellés combinés avec 

des diatomées pour fournir un régime bien équilibré et pouvoir faciliter la 

gamétogenèse et le développement larvaire. La quantité de nourriture dépend de 

la densité larvaire. Cette production était assurée par trois structures situées en 

Bretagne sud, Poitou-Charentes et Méditerranée. 

 

 

Figure 9 : Zootechnie de l’huître plate (source FAO) 
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II.2.3.3 Grossissement  

 

Deux principales techniques de production sont utilisées pour produire des huîtres 

plates : en surélévation et à plat. 

 

Le grossissement en surélévation consiste à utiliser  des plateaux flottants ou radeaux, 

filières, cordes suspendues, lanternes ou paniers en plastique suspendus sur des 

radeaux, tables basses intertidales et poches d'huîtres (Figure 9).  

 

Dans le grossissement à plat, le naissain est directement semé par bateau sur un 

fond sub-tidal à une densité de 50-100kg/ha, cinq à dix fois moins que les huîtres 

creuses (Crassostrea gigas). La taille commune au repeuplement, qui est réalisé en 

mai-juin, est de 1 cm (après 1 an environ). La culture en eau profonde maximise le 

taux de croissance depuis que la bonamiose a fortement réduit le taux de survie des 

huîtres de trois-quatre ans. Les huîtres de deux ans (60-80 g) sont récoltées par 

dragage avant que la maladie n’induise des mortalités. Les huîtres sont 

habituellement récoltées par draguage. Malgré cette pêche précoce les taux de 

survie restent faibles, environ cinq pour cent après un cycle de trois années 

d'élevage (Figure 9). 
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II.3 Les hémocytes, cellules aux multiples fonctions 

 

II.3.1 Différent types hémocytaires 

 

Les hémocytes sont véhiculés par l’hémolymphe dans un système circulatoire semi-

ouvert (Cheng, 1981). Ils peuvent occuper différentes localisations dans le système 

circulatoire (vaisseaux et sinus), mais sont également présents dans tous les tissus et 

organes.  

 

L’origine des hémocytes n’est pas clairement définie, l’absence de multiplication 

des hémocytes circulant laisse suspecter l’existence d’un ou plusieurs sites 

d’hématopoïèse chez l’huître. Il est généralement décrit que les hémocytes 

circulants proviennent d’une différenciation de cellules dans le tissu conjonctif. 

Plusieurs modèles d’ontogénèse hémocytaire ont été proposés notamment par 

Cheng (1981) et Mix (1976) (Figure 10 et 11).  

Différents types d’hémocytes ont été différenciés sur la base de critères 

morphologiques, cytochimiques, fonctionnels et moléculaires (Xue, 1998). Cheng 

(1981) et Fisher (1986) ont établi deux grandes catégories cellulaires en se basant sur 

les critères morphologiques tels que la taille, la forme, le rapport nucléo-

cytoplasmique, l’affinité tinctoriale et la présence d’organites cellulaires.  

 

Les deux grandes catégories cellulaires sont : 

 -Les hémocytes granuleux qui présentent un petit noyau et un large 

cytoplasme caractérisé par de nombreuses granulations. Leur rapport 

nucléocytoplasmique est faible (Figure 12). Les granules peuvent présenter 

différentes formes, tailles et affinités tinctoriales (Hine, 1999). 
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Figure 10 : modèle général d’ontogénèse hémocytaire chez les mollusques bivalves 

proposé par Mix (1976) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : modèle général d’ontogénèse hémocytaire chez les mollusques bivalves 

proposé par Cheng (1981) 

 

 

 

Figure 12 : Hémocytes chez l’huître plate Ostrea edulis colorés à Hémacolor 
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 -Les hémocytes agranuleux, également appelés hyalinocytes, qui présentent 

un rapport nucléo-cytoplasmique élevé. La cellule contient peu ou pas de 

granulations. Les hémocytes agranuleux peuvent êtres divisés en deux sous 

catégories en fonction de leur taille, les grands et les petits hyalinocytes (Figure 12). 

Sur la base des critères morphologiques, l’huître plate, Ostrea edulis, possède un 

type de granulocytes et deux type de hyalinocytes (grand et petit) (Chagot, 1989 ; 

Auffret, 1989 ; Chagot et al., 1992 ; Mourton et al., 1992). Chez l’huître creuse 

Crassostrea gigas il a été mis en évidence trois types de granulocytes et deux types 

de hyalinocytes (Chagot, 1989 ; Auffret, 1989 ; Chagot et al., 1992 et Mourton et al., 

1992). Chez les pectinidés, une étude a révélé l’absence de granulocyte chez le 

pétoncle Chlamys varia et la coquille Saint-Jacques, Pecten Maximus (Auffret, 1985). 

Certains auteurs ont utilisé d’autres critères comme les critères fonctionnels 

(présence d’activités enzymatiques). Les critères fonctionnels ont permis de séparer 

différents types cellulaires chez la palourde Ruditapes phillipinarum. Les granulocytes 

et les hyalinocytes possèdent certaines enzymes en commun (phosphatase alcaline, 

estérases non spécifiques, péroxydase et cytochrome c oxydase) alors que certaines 

activités ne sont détectées que dans les granulocytes (β-glucoronidase, estérase 

acide et arylsulphatase) (Cima et al., 2000).  

 

II.3.2 Propriétés des hémocytes 

 

Les hémocytes possèdent de nombreuses propriétés : agrégation hémocytaire, 

adhésion, plasticité, mobilité et chimiotactisme. 

 

-L’agrégation hémocytaire 

Les hémocytes peuvent s’agréger. Cette agrégation est dite spontanée si elle a lieu 

suite à un stress en l’absence d’agents infectieux. L’agrégation peut également 

survenir suite à une infection. Ce phénomène  permet l’immobilisation de l’agent 

infectieux, puis sa dégradation. La formation d’amas hémocytaires suite à 

l’agrégation hémocytaire peut se rapprocher du phénomène de coagulation 

sanguine chez les vertébrés. Cependant, les amas hémocytaires peuvent se 

dissocier à l’inverse de la coagulation sanguine chez les vertébrés. Les hémocytes 

dissociés peuvent ensuite retourner dans le système circulatoire (Feng, 1988). 
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L’agrégation hémocytaire peut être diminuée en plaçant l’hémolymphe sur glace 

(4°C) ou par l’ajout de substances (EDTA et caféine) qui inhibent l’agrégation 

(Cheng & Bayne, 1995a), (Auffret & Oubella, 1997). Chen & Bayne, 1995a rapportent 

aussi que l’ajout de la cytochalasine B dans l’hémolymphe de Mytilus californianus 

inhibe aussi l’agrégation hémocytaire du fait de l’implication du cytosquelette dans 

le processus d’agrégation hémocytaire. 

 

-Adhésion 

L’adhésion hémocytaire correspond à une interaction entre les cellules et des 

substrats. Les substrats correspondent à des molécules présentes dans le milieu 

extérieur. Ces substrats peuvent être des récepteurs présents à la surface d’autres 

particules (agents infectieux) ou bien des protéines solubles libres dans le milieu 

jouant le rôle d’opsonine. Les molécules intervenant dans l’adhésion peuvent être 

de type carbohydrates, sucres présents à la surface des hémocytes (cf. Partie 1 § 

II.4.1.3.2). 

 

-La plasticité 

La forme des hémocytes circulant chez les mollusques est généralement sphérique 

(Sminia et al., 1983 ; Hinsch & Hunte, 1990). C’est le cas chez Ostrea edulis (Figure 

13). Cependant, les hémocytes fraîchement prélevés mis sur une surface plane ont 

tendance à s’étaler. Ils prennent une forme amiboïde et émettent des filipodes 

(Figure 13). L’étalement des hémocytes peut être inhibé par l’EDTA ou par un milieu  

ne contenant pas de Ca2+ et de Mg2+.  

 

 

 

Figure 13 : Hémocytes d’huître plate Ostrea edulis fraîchement extraits et observés 

sur cellule de Malassez (x 400) (Photo B. Chollet) 
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Par ailleurs, dans les cas de néoplasie, les hémocytes perdent cette plasticité et leur 

capacité de s’étaler. Beckman et al., (1992) ont montré que les hémocytes ayant 

perdu la capacité de s’étaler perdent aussi certaines fonctions telle que la 

phagocytose. 

 

-Mobilité 

Après étalement, les hémocytes peuvent présenter la capacité de se déplacer. 

Cette capacité de déplacement repose sur la formation de pseudopodes. Cheng & 

Howland (1982) ont montré que chez Crassostrea virginica le traitement des 

hémocytes avec la cytochalasine B inhibait la production de microfilaments. 

 

-Chimiotactisme 

L’orientation du déplacement des hémocytes est nécessaire dans le processus de 

défense, notamment pour la localisation et la capture des particules étrangères. Les 

hémocytes de mollusque peuvent être attirés chimiquement par des substances 

produites par des organismes étrangers ou par les organismes eux-mêmes.  

Le chimiotactisme entre bactéries et hémocytes a été montré chez Crassostrea 

virginica (Cheng & Rudo, 1976 ; Cheng & Howland, 1979, 1982), Mytilus edulis 

(ScheeweiB & Renwarantz, 1993).  

 

 

II.3.3 Fonctions des hémocytes 

 

Les hémocytes sont impliqués dans de nombreux processus vitaux comme les 

réactions de défense, la réparation de lésions ou la réparation de la coquille (Mount 

et al., 2004), la digestion et le transport de nutriments, la respiration ainsi que 

l’excrétion (Feng, 1988 ; Cheng, 1996). Ces fonctions reposent presque toutes sur les 

capacités de recrutement des hémocytes vers les sites d’infection ou de lésion, où ils 

s’agrègent pour restreindre l’infection ou la lésion et y transportent des éléments 

essentiels (calcium pour la réparation de la coquille, nutriments et les molécules de 

défense). Leur capacité de phagocytose est aussi une des fonctions essentielles 

pour éliminer des éléments endogènes (cellules mortes, lésées) ou exogènes (agents 

infectieux, nourriture).   
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II.4 Les mécanismes de défense chez les mollusques bivalves 

 

Les mollusques bivalves (huîtres) comme les autres invertébrés sont considérés 

comme dépourvus d’une immunité acquise reposant sur des cellules « mémoire ». 

Cependant, l’absence de réponse immunitaire spécifique et de mémoire chez les 

invertébrés est aujourd’hui remise en question (Schmid-Hempel, 2005 ; Rowley & 

Powel, 2007 ; Schulenburg et al., 2007). 

 

Les huîtres ne produisent pas d’anticorps suite à une infection. Les mécanismes de 

défense chez les huîtres reposent sur l’immunité dite « innée » ou non spécifique. Les 

barrières anatomiques et chimiques constituent les premières lignes de défense 

contre l’invasion d’agents infectieux. Ces premières lignes de défense sont la 

coquille, le manteau, les branchies et le mucus. La seconde ligne de défense est 

assurée par les composants présents dans l’hémolymphe notamment les substances 

dissoutes dans l’hémolymphe et les hémocytes (Roch, 1999 ; Chu, 2000 ; Xue & 

Renault, 2001 ; Bachère et al., 2004). Les hémocytes sont les cellules effectrices de 

l’immunité chez les bivalves. Le processus de défense immunitaire repose 

essentiellement sur la phagocytose. 

 

 

II.4.1 Mécanismes à médiation cellulaire 

 

II.4.1.1 Infiltration hémocytaire 

 

L’infiltration hémocytaire est la réponse cellulaire immédiate suite à une infection, à 

un dommage causé par des substances toxiques ou une blessure. L’hémocytose est 

le principal processus impliqué dans l’infiltration hémocytaire. L’hémocytose 

correspond à une élévation de la densité hémocytaire dans le système circulatoire. 

Les hémocytes sont ensuite véhiculés par l’hémolymphe vers le site à « réparer ». 

L’hémocytose peut être considérée comme une étape préliminaire au processus 

d’encapsulation ou de phagocytose. Anderson et al., (1995) indique chez l’huître 

américaine, Crassostrea virginica, une augmentation de la densité des hémocytes 

lors de l’infection par le parasite Perkinsus marinus. La détection de Bonamia ostreae 
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sur coupe histologique chez Ostrea edulis est associée fréquemment à une 

infiltration hémocytaire sur le site d’infection (Figure 14).  

 

 

 

Figure 14 : (A) Coupe histologique illustrant une infiltration hémocytaire chez Ostrea 

edulis associée à l’infection par le parasite Bonamia ostreae (x 100). (B) Coupe 

histologique d’une huître plate saine sans infiltration hémocytaire (x 100). (Photos B. 

Chollet) 

 

II.4.1.2 Encapsulation 

 

Le processus d’encapsulation intervient lorsqu’une particule est trop volumineuse 

pour être phagocytée (Figure 15). Différentes étapes ont été décrites lors de 

l’encapsulation des helminthes chez les mollusques (Cheng & Rifkin, 1970). Les 

hémocytes sont véhiculés par l’hémolymphe sur le site de l’infection puis ils infiltrent 

les tissus infectés pour se différencier en cellules de type fibroblastique. Ces cellules 

produisent des fibres qui interviennent dans le processus d’encapsulation en formant 

une capsule fine autour du parasite. Ce phénomène a été observé chez la moule 

Mytilus edulis, infectée par un procaryote de type rickettsien (Gulka & Chang, 1984).  

A B 
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Figure 15 : Mécanisme général de la phagocytose et de l’encapsulation 
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II.4.1.3 Phagocytose 

 

II.4.1.3.1 Processus de la phagocytose 

 

La phagocytose est un processus visant à éliminer les corps étrangers tels que 

bactéries, protozoaires, et virus. Ce processus peut se décomposer en quatre étapes 

principales (Auffret, 1985 ; Cheng, 1981 ; Fisher, 1986) (Figure 15). 

 

1. Reconnaissance: la rencontre entre les hémocytes et les particules 

étrangères peut se produire passivement ou activement par chimiotactisme. Les 

hémocytes sont alors dirigés vers la particule à phagocyter. Cette reconnaissance se 

fait grâce à des récepteurs et des lectines (Figure 15). 

 

2. Attachement: les particules se fixent sur la membrane externe avant d’être 

internalisées (Figure 15). 

 

3. Internalisation : l’internalisation est réalisée par la formation d’un 

phagosome qui résulte d’un enroulement de la membrane externe de l’hémocyte. 

Le phagosome fusionne avec les lysosomes afin de former un phagolysosome. Lors 

de cette formation, le lysosome libère les enzymes lysosomales dans le phagosome 

(Figure 15). 

 

4. Destruction des particules et exclusion des particules : La destruction des 

particules repose sur les enzymes lysosomiales et par la formation d’espèces 

oxygénées réactives. Les particules sont dégradées, puis excrétées par exocytose 

(Figure 15). 
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II.4.1.3.2 Reconnaissance, attachement et voies de signalisation 

 

La reconnaissance des particules étrangères fait intervenir des récepteurs 

membranaires capables de reconnaître des motifs présents sur la cellule cible 

(Humphries & Yoshino, 2003 ; Vasta, 2009). Chez les mollusques, des molécules de 

reconnaissance ont été identifiées comme les lectines, les protéines de liaison au LPS 

(lipopolysaccharides), mais peu de récepteurs ont été identifiés.  

 

a) Lectines 

Les lectines sont des glycoprotéines produites par les hémocytes capables de se lier 

à la surface des microorganismes. Ces lectines peuvent intervenir comme récepteur 

dans la reconnaissance des motifs présents sur les algues ou sur les agents infectieux 

(bactéries, parasites) (Tasumi & Vasta, 2007 ; Wang et al., 2008). Les lectines jouent 

un rôle clé dans la phagocytose, car elles permettent l’agglutination des 

microorganismes et facilitent la liaison entre les deux cellules par leur rôle opsonisant. 

Les lectines peuvent être membranaires, mais aussi extracellulaires sous forme soluble 

dans l’hémolymphe. Deux grandes classes de lectines ont été rapportées chez les 

mollusques, les galectines et les lectines de type C (Vasta et al., 1994 ; Vasta & 

Ahmed, 1996 ; Vasta, 2009).  

 

Les galectines forment un groupe de lectines animales caractérisées par leur 

spécificité pour les sucres de type α-galactosides (Cooper & Barondes, 1999). Il existe 

plusieurs types de galectines, classées en fonction de leur structure allant de 

polypeptides contenant un « coding region domain » (CRD) pouvant former des 

homodimères ou des monomères  et des polypeptides pouvant contenir des 

tandem repeat CRD. Chez les vertébrés, les galectines pourraient êtres impliquées 

dans une variété de processus cellulaires déterminant le destin de la cellule, 

l’interaction entre les cellules, la prolifération cellulaire et l’apoptose (Rabinovich & 

Gruppi, 2005).  

 

Une lectine de type galectine a été identifiée chez Crassostrea virginica associée à 

une infection par le parasite Perkinsus marinus (Tasumi & Vasta, 2007). Ces auteurs 

suggèrent que la galectine intervient dans l’entrée du parasite dans la cellule hôte.  
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Les lectines de type C sont des lectines dépendantes du calcium (Ca2+). Elles sont 

toutes caractérisées par la présence d’un site de reconnaissance situé dans un 

domaine extracellulaire. Plusieurs types de lectines C ont été identifiés, les lectines 

endocytiques, les collectines, les ficolines et les sélectines. 

 

Les lectines endocytiques sont des protéines trans-membranaires de type II (N-

terminal cytoplasmique et CRD sur le segment C-terminal extracellulaire). Les 

collectines sont des protéines solubles composées d’un domaine N-terminal riche en 

cystéine et d’un CRD au C-terminal. Les sélectines sont au nombre de trois (type E 

(endothéliales), P (plaquettaires) et l (leucocytaires)), ce sont des protéines 

transmembranaires de type I comportant un C-terminal cytoplasmique et le CRD 

situé dans le domaine externe N-terminal. Les sélectines de type E jouent un rôle 

important dans le recrutement des leucocytes au site de la lésion chez les vertébrés. 

Ce recrutement provoque la libération locale de cytokines IL-1 et le TNF induit par les 

cellules endommagées de la sur-expression de la E-sélectine sur des cellules 

endothéliales.  

 

Chez les invertébrés, une sélectine a été clonée chez Biomphalaria glabrata, elle 

correspond à une protéine de masse moléculaire apparente de 36-kDa (BgSel). La 

partie C-terminale de la protéine montre un domaine lectine putatif. La protéine 

BgSel a pu être détectée par immunocytochimie au niveau des hémocytes et dans 

les cellules embryonnaires de B. glabrata, mais la fonction de cette sélectine reste 

encore à déterminer (Duclermortier et al., 1999). 

 

Chez les vertébrés, les ficolines et « Manose-Binding Lectin » (MBL) sont des 

récepteurs de reconnaissance des agents infectieux. Les ficolines activent plusieurs 

serines protéases MASPs « MBL- Associated Serines Protéases », qui sont capables de 

cliver des composants de la cascade du complément (Fujita et al., 2004). La MBL et 

la ficoline sont des oligomères constitués par des sous-unités structurales identiques, 

chaque sous-unité est composée respectivement de trois polypeptides de 32kDa et 

35 kDa respectivement. MBL et ficoline contiennent une région N- terminale riche en 

cystéines, un domaine collagène putatif, cependant MBL montre un domaine CRD « 

Carbohydrate Recognition Domain » dans son domaine C-terminal. L’extrémité C-

terminale de type ficoline a un domaine similaire au fibrinogène « Fibrinogen-like 
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domain ». Les MBL se lient donc à la surface des agents infectieux pour limiter 

l’invasion.  

 

Il a été identifié des ESTs BQ426875 codant pour des ficolines chez Crassostrea gigas, 

mais leur caractérisation n’a pas été précisée (Gueguen et al., 2003). Enfin, deux 

autres types de lectines (gigalin-E et H) ont été caractérisés chez C.  gigas possédant 

des propriétés d’agglutination de bactéries de l’espèce Vibrio anguillarum. Les 

gigalines possèdent une activité opsonisante accrue in vivo en réponse à des 

injections bactériennes suggérant son implication dans l’élimination des micro-

organismes (Olafsen et al., 1992). 

 

Chez la palourde Ruditapes phillipinarum, il a été identifié une EST codant pour une 

lectine de type C. Cette séquence a été identifiée en présence du parasite 

Perkinsus olseni (Kang et al., 2006). Chez l’ormeau Haliotis diversicolor, une lectine de 

type C a été identifiée, son expression étant induite par la présence de Vibrio 

alginolyticus (Wang et al., 2008). Chez le pétoncle, Chlamys farreri, une lectine de 

type C a été identifiée. Cette lectine contient trois CRDs (Carbohydrate-Recognition 

Domains). La Cflec-3 est sur-exprimée après 8h et 16h d’exposition à Listonnella 

anguillarum.  

 

b) Protéines de liaison au LPS 

 

Les protéines de liaison au LPS ont été identifiées notamment chez Crassostrea gigas 

avec la caractérisation de Cg-LBP (C. gigas LPS-binding protein) (Gonzalez, 2005) et 

Cg-BPI (C. gigas Bacterial Permeability Increasing protein) (Gonzalez et al., 2007). La 

protéine BPI est produite par les granules des cellules immunitaires à action 

microbicide. L’expression de ce gène est induite en réponse à une stimulation 

bactérienne (Gonzalez et al., 2007).  

 

Les LBP sont des protéines plasmatiques qui peuvent reconnaître spécifiquement les 

LPS des bactéries Gram négative, et signaler leur présence par un récepteur 

membranaire (CD14 chez les mammifères). Le récepteur membranaire CD14 

transcrit le signal via son interaction avec le Toll like receptor 4 ou TLR4 chez les 

mammifères. L’activation de ces molécules de reconnaissance conduit à la 
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mobilisation des voies de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire. 

Plusieurs voies de signalisations sont possibles : la voie NF-κB qui régule plusieurs gènes 

intervenant dans la réponse immunitaire (Escoubas et al., 1999 ; Montagnani et al., 

2004) (Figure 16). Certains composés de la voie NF-κB ont été caractérisés chez 

l’huître creuse, Crassostrea gigas (Gueguen et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Conservation de la voie NF-κB chez les vertébrés, la drosophile et chez 

l’huître creuse Crassostrea gigas (Modifié d’après Montagnani et al., 2004) 

 

 

c) Voie Toll like recepteur 

 

L’identification d’un Toll like receptor chez Chlamys farreri laisse suspecter la 

présence de ce type de récepteur chez les mollusques marins, en revanche la 

fonction et l‘implication dans la reconnaissance des agents infectieux n’a pas été 

encore précisée (Qui et al., 2007). 

 

d) Voie MAP Kinase 

 

La voie des MAP Kinases (Mitogen-activated kinases) a été caractérisée chez 

Littorina littorea (Lakovleva et al., 2006) et Biomphalaria glabrata (Humphries & 
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Yoshino, 2006). La voie de signalisation décrite chez B. glabrata a été identifiée en 

réponse de l’ajout de PMA qui a abouti à la régulation de production de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). Une précédente étude menée par Zelchk et al., (2007) a 

montré que la transduction du signal menant à la phagocytose, à l’activation de la 

production d’EOR et à l’encapsulation du parasite Schistosoma mansoni, passait par 

la voie des MAP Kinase. 

 

 

 

 

Figure 17 : Internalisation du parasite Bonamia ostreae par un hémocyte d’huître 

plate Ostrea edulis (ps : pseudopodes, B.o : Bonamia ostreae) Microscopie 

électronique x 20000 JEOL JEM 1200 EX (Chagot, 1989). 

 

II.4.1.3.3 Internalisation 

 

Après l’étape de reconnaissance et d’adhésion, l’internalisation de particules 

étrangères fait intervenir des phénomènes de remaniement du cytosquelette. 

L’internalisation de particules étrangères peut être suivie par l’ajout de particules 

colorées (billes de latex fluorescentes, encres, bactéries mutées GFP ou particules 

étrangères de type zymosan, érythrocytes de vertébrés). L’internalisation commence 

immédiatement après la phase d’adhésion entre la particule étrangère et la cellule 

effectrice (Cheng et al., 1975 ; Cheng, 1983 ; Alvarez et al., 1989). Le processus 

d’internalisation de particules n’est pas complètement élucidé à ce jour. Trois 

modèles d’internalisation ont été proposés par Cheng (1981). Dans le premier 

modèle, les particules étrangères seraient attachées à la surface des hémocytes au 

niveau des filipodes, englobées dans le cytoplasme, puis dans le phagosome. Dans 

le second modèle proposé, les particules seraient attachées à la surface des 
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hémocytes, puis englobées dans des vacuoles d’endocytose par des invaginations 

de la surface cellulaire, sans prolongement cellulaire de type filopodes. Dans le 

troisième modèle proposé, les particules entreraient dans le phagosome par 

l’intermédiaire de pseudopodes « zippering ». Les images en microscopie 

électronique obtenues suite à une mise en contact entre des hémocytes de l’huître 

plate Ostrea edulis et du parasite Bonamia ostreae laissent penser que le parasite B. 

ostreae utiliserait ce dernier modèle proposé afin de pénétrer dans les hémocytes 

(Chagot, 1989 ; Bachère et al., 1992, Mourton et al., 1992) (Figure 17).  

 

II.4.1.3.4 Dégradation des particules internalisées 

 

La dégradation des particules étrangères s’effectue à l’intérieur du phagolysosome 

après internalisation. La destruction des particules étrangères est assurée par (1) un 

mécanisme faisant intervenir des espèces oxygénées réactives (EOR) et/ou (2) un 

mécanisme faisant intervenir les enzymes lysosomiales (Bachère et al., 1995 ; Roch, 

1999 ; Chu, 2000) (Figure 18). 

 

(1) La production d’EOR, ROS (Reactive Oxygen Species) ou ROI (Reactive Oxygen 

Intermediate) est décrite chez les vertébrés et chez les invertébrés. La formation 

d’espèces oxygénées réactives est dépendante de l’oxygène (« flambée 

oxydative » ou « respiratory burst »). Les espèces formées sont le radical anion 

superoxyde (O2-), le péroxyde d’hydrogène (H2O2), les radicaux hydroxydes (OH--) et 

l’anion hypochloride (OCl--) (Toreilles et al., 1996). La formation de ces espèces est 

initiée par l’attachement des particules à la périphérie de la membrane 

cytoplasmique. Ceci active par la suite une activité enzymatique NADPH-oxydase 

catalysant la réduction univalente de l’oxygène moléculaire en O2-. La formation de 

ces radicaux contribue à une augmentation de la consommation en O2. Les ions O2- 

peuvent être transformés en péroxyde d’hydrogène sous l’action catalytique d’une 

superoxyde dismutase (SOD). L’excès d’H2O2 peut être réduit en H2O et O2 sous 

l’action d’une catalase ou transformé en acide hypochloreux (HOCl) par une 

myelopéroxydase.  
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DS : Dismutase spontanée, SOD : Superoxyde dismutase, MPO : Myelopéroxydase, P : Particule 
phagocytée, NAD(P)H oxydase : nicothiamide adénine dinucléotide (phosphate) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Mécanisme de dégradation des particules phagocytées (d’après Xue, 

1998) 
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La production d’EOR peut être stimulée par l’ajout de zymosan ou de solution 

soluble comme le PMA (Phorbol Myristate Acétate) (Toreilles et al., 1996). La 

présence d’espèces oxygénées réactives a été étudiée par différentes méthodes 

chez différents bivalves, dont Ostrea edulis (Chagot, 1989, ; Bachère et al., 1991, Xue 

et al., 2001), Crassostrea gigas (Bachère et al., 1991 Lambert et al., 2003, Goedken & 

De Guise, 2004), Mytilus galloprovincialis (Carballal et al., 1997) et Mytilus edulis (Pipe, 

1990a, 1992).  

 

La production des EORs peut devenir très toxique pour la cellule hôte. Il existe donc 

des enzymes capables de détruire les EORs produites en excès dans la cellule. Les 

systèmes enzymatiques mis en place sont les superoxydes dismutases (SOD), 

péroxydases ou catalases. Les enzymes de type SOD permettent la dismutation des 

ions O2- en H2O2. La catalase et la glutathion péroxidase (GPX) qui réduisent l’ H2O2 

en H20, la glutathion réductase (GRED) qui régénèrent le glutathion réduit (GSH). La 

GST (Glutathion S Transférase) catalyse la conjugaison du GSH, la glyoxalase et des 

composés piégeurs de radicaux de faible poids moléculaire (vitamines A, C et E, 

caroténoïdes, etc) (Toreilles et al., 1996). Tous ces systèmes antioxydants ont été 

identifiés chez différents bivalves comme  Crassostrea gigas, Mytilus galloprovincialis 

et M.  edulis (Pipe et al., 1993 ; Livingstonnes et al., 1992 ; Porte et al., 1991).  

 

 

(2) Le second mécanisme intervenant dans la dégradation des particules étrangères 

repose sur la libération des enzymes lysosomiales. Ces enzymes sont contenues dans 

les lysosomes, puis libérées dans le phagosome lors de la fusion du lysosome et du 

phagosome formant alors le phagolysosome (Figure 18) (Cheng, 1981). Les enzymes 

contenues dans les lysosomes sont des enzymes de type hydrolases. L’effet 

hydrolytique de ces enzymes joue un rôle important dans la dégradation des agents 

infectieux chez les bivalves marins (Xue & Renault 2000). La fonction et la nature de 

ces enzymes hydrolytiques sont détaillées dans la partie 1 §II.4.2.1.  

 

En complément de ces deux processus impliqués dans la dégradation des particules 

étrangères, il existe un autre système de dégradation, le système nitrite oxyde (NO) 

présent dans la cellule phagocytaire et dans l’hémolymphe. La synthèse de NO a 
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été identifiée chez les mollusques bivalves. Le système de production de nitrite oxyde 

synthétase et détaillé dans la partie 1 §II.4.2.4.  

 

 

II.4.1.3.5 Devenir des particules étrangères phagocytées dans les 

hémocytes 

 

Les particules étrangères sont détruites après phagocytose. Une étude effectuée 

chez l’huître américaine Crassostrea virginica a permis de décrire l’évolution des 

matériaux phagocytés dans les phagolysosomes (Cheng, 1981). Pendant le 

processus de dégradation de l’organisme phagocyté, un grand nombre de granules 

de glycogène s’accumulent dans le phagolysosome. Les granules de glycogène 

sont libérés dans le cytoplasme suite à une rupture de la membrane du 

phagolysosome. Ces granules sortent de la cellule par l’intermédiaire de vésicules. 

Ces vésicules se retrouvent alors dans l’hémolymphe où la membrane contenant du 

glycogène peut être détruite et le glycogène dégradé en glucose. Auffret (1985) et 

Carballal et al., (1997) ont respectivement décrit ce même processus chez l’huître 

plate Ostrea edulis et chez la moule Mytilus galloprovincialis. 

 

Malgré l’existence de ces processus de dégradation certains agents infectieux (virus, 

bactéries ou protozoaires) internalisés peuvent éviter, inhiber ou résister à ces 

mécanismes de destruction ce qui leur permet de s’installer dans la cellule hôte afin 

de s’y multiplier. Notamment plusieurs parasites de mollusque bivalves résistent à la 

destruction après phagocytose. C’est le cas du parasite Bonamia ostreae chez 

l’huître plate Ostrea edulis (Grizel et al., 1988 ; Chagot, 1989 ; Chagot et al., 1992 ; 

Mourton et al., 1992 ; Xue, 1999 ; Cochennec, 2001), de Bonamia sp. chez l’huître 

plate Ostrea chilensis (Dinamani et al., 1987 ; Doonan et al., 1994 ; Hine & Wesney, 

1994a, b), de Perkinsus marinus et d’Haplosporidium nelsoni chez l’huître américaine, 

Crassostrea virginica (Ford et al., 1993 ; Lapeyre et al., 1995a). Dans le cas des 

parasites B. ostreae et Bonamia sp., des vésicules parasitophores et non pas des 

phagolysosomes ont été détectés dans les grands hyalinocytes, (Chagot, 1989 ; 

Chagot et al., 1992 ; Hine & Wesney, 1994a, b). Ceci laisse suspecter que les enzymes 

lysosomiales ne participent pas à la dégradation de ces parasites du fait d’une 

absence de fusion des vésicules parasitophores avec les lysosomes. 
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II.4.1.3.6 Types hémocytaires impliqués dans la phagocytose 

 

Des études sur la phagocytose ont permis de montrer que les types hémocytaires 

(hyalinocytes et granulocytes) présents dans l’hémolymphe n’avaient pas les mêmes 

capacités de phagocytose. Les granulocytes seraient les cellules les plus actives 

dans le processus de phagocytose du fait de la présence des granules (lysosomes) 

contenant des enzymes hydrolytiques (Cheng, 1981, 1983, 1990 ; Moore et Gelder, 

1983 ; Auffret, 1985 ; Pipe, 1990). L’implication de ce type cellulaire dans la 

phagocytose est également liée à une mobilité cellulaire plus rapide (McCormick-

Ray & Howaerd 1991). Cela a été montré chez l’huître américaine, Crassostrea 

virginica. Chez la moule, Mytilus galloprovincialis, seuls les granulocytes sont 

capables de phagocyter les particules de zymosan et les bactéries Vibrio tapetis, 

alors que les hyalinocytes ne semblent pas impliquer dans la phagocytose de ces 

corps étrangers (Carballal et al., 1997b). Hine & Wesney (1994) ont rapporté que le 

parasite Bonamia sp. était phagocyté par tous les types hémocytaires. Un résultat 

similaire a été rapporté chez l’huître plate Ostrea edulis infectée par le parasite 

Bonamia ostreae où le parasite a été détecté dans les granulocytes et les 

hyalinocytes (Cochennec et al., 2003).  
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Figure 19 : Représentation des effets directs du parasite dans la mort de la cellule 

hôte. (a) Le parasite infecte une cellule hôte et bloque l'apoptose afin de rester 

dans la cellule hôte et s’y multiplie. (b) Activation de l'apoptose de la cellule hôte, 

ce qui peut causer la mort du parasite. (c) Propagation des parasites (modifiée 

d’après Lüder et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Représentation des mécanismes indirects de la mort cellulaire au cours 

d’une infection par des parasites intracellulaire. (a) les cellules cytotoxiques T tuent 

les cellules cibles infectées et, éventuellement, le parasite dans les cellules hôtes. (b) 

les lymphocytes T auxiliaires activent les macrophages infectés pour tuer les parasites 

intracellulaires. (c) Les cellules T activées expriment Fas et Fas ligand (FasL) et 

deviennent vulnérables à la mort par apoptose induite par la signalisation Fas 

(modifiée d’après Lüder et al., 2001). 
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parasite et mort de la 
cellule hôte Formation du 

CMH 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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hôte 
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Survie de la cellule hôte 
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Mort de la cellule hôte et 
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du parasite 
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(b) 

(c) 
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II.4.1.4 Mort cellulaire programmée (MCP) ou apoptose 

 

L’apoptose, mort cellulaire programmée (MCP) ou suicide cellulaire, peut être 

déclenchée par de nombreux facteurs externes. Elle se caractérise par la 

condensation et la fragmentation de l’ADN, un arrondissement des cellules et des 

transformations caractéristiques au niveau des membranes cellulaires par le 

bourgeonnement des membranes (Kim & Sharma, 2004). L’apoptose est un 

phénomène actif différent des phénomènes de nécrose. L’apoptose est un 

mécanisme intervenant dans la réponse immunitaire, car elle peut empêcher ou 

limiter la dissémination des agents infectieux  dans l’organisme. Il a été caractérisé 

des cellules apoptotiques chez l’hôte suite à une infection par des parasites 

intracellulaires (Figure 19 et 20) (Lüder et al., 2001). Les parasites intracellulaires 

peuvent manipuler ce phénomène en l’inhibant ou l’induisant (Tableau 2).   

L’apoptose peut être activée par deux voies, une voie extrinsèque et une voie 

intrinsèque. La voie extrinsèque est déclenchée par l’intermédiaire de récepteurs de 

la super-famille des TNFα (Fas-ligand et TNFR). Ces récepteurs permettent d’activer la 

cascade d’activation de l’apoptose (Figure 21) conduisant à la mort cellulaire. La 

voie intrinsèque est principalement assurée par la mitochondrie. Cette voie est 

gouvernée par des protéines appartenant à la superfamille de Bcl-2. Les protéines 

de cette superfamille des protéines homologues à Bcl-2 jouent un rôle majeur dans 

la régulation de l'apoptose, car certaines sont pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bok, Bad, 

Bid et Bim) et d’autres anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Nr13). Cette régulation 

passe par la modulation de l'activité de certaines caspases, principalement la 

caspase 9. Ainsi, en empêchant la libération du cytochrome c par la mitochondrie, 

Bcl-2 et Bcl-xL inhibent la formation du complexe APAF1/cytochrome c/procaspase 

9 nécessaire à l'apoptose.  

 

Ces mécanismes ont largement été étudiés chez les vertébrés. Chez les bivalves, 

plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence ce mécanisme cellulaire chez 

l’huître creuse Crassostrea gigas, chez l’huître américaine C. virginica, chez l’huître 

plate Ostrea edulis, chez la palourde japonaise Ruditapes phillipinarum (Renault et 

al., 2000 ;  Lacoste et al., 2001 ; Sunila & LaBanca, 2003 ; Da Silva et al., 2006). 
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Tableau 2 : Induction ou inhibition de l’apoptose chez les cellules hôtes par des 

parasites intracellulaires 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Modèle simplifié des voies de signalisation pouvant induire ou inhiber 

l’apoptose (modifiée d’après Lüder et al., 2001) 

Espèces 
Type de 

modulation 
Type de cellule Mécanisme Références 

Induction 
Cellules intestinales 

et épithéliales 
Fas et Fas-L 

Chen et al., 1998, Chen et 
al., 1999, Ojcius et al., 
1999, McCole et al., 2000 Cryptosporidium 

parvum 
Inhibition 

Cellules intestinales 
et épithéliales 

Activation de 
la voie NF-κB 

McCole et al., 2000 

Induction CD4+ ND Das et al., 2000 

Leishmania dovoni 
Inhibition Macrophages 

Activation du 
TNF-α 

Moore & Matlashewski 
1994 

Leishmania braziliensis Induction CD4+ et CD8+ ND Bertho et al., 2000 

Plasmodium sp. Induction Lymphocytes Fas et Fas-L 

Toure-Balde et al., 1995, 
Toure-Balde et al., 1996, 
Helmby et al., 2000, 
Hirunpetcharat & Good 
1998, Kern et al., 2000, 
Toure-Balde et al., 2000, 
Matsumoto et al., 2000  

Theileria parva Inhibition Lymphocytes T 
Activation de 
la voie NF-κB 

Heussler et al., 1999 

Induction 
Lymphocytes T et 

macrophages 
Sur expression 

FAS 

Khan et al., 1996, 
Liesenfeld et al., 1997, Hu 
et al., 1999, Hisaeda et al., 
1997 Toxoplasma gondii 

Inhibition Macrophages 
Expression de 

l’HSP65 

Hisaeda et al., 1997, Nash 
et al., 1998, Goebel et al., 
1999, Orlofsky et al., 1999 

Induction 
Lymphocytes T et 

macrophages 
Fas et Fas-L, 

NO, IFNγ 

Lopes et al., 1995, Nunes 
et al., 1998, Martins et al., 
1998, Leguizamon et al., 
1999, Lopes et al., 1999, 
Freire-de-Lima et al., 1998 

Trypanosoma cruzii 

Inhibition Macrophages 
Expression de 

l’HSP65 
Chuenkova & Pereira, 
2000, Sakai et al., 1999 
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Les phénomènes d’apoptose étudiés précédemment ont été caractérisés en 

réponse à des stimuli tels que l’environnement (Da Silva et al., 2006), certains agents 

infectieux (Renault et al., 2000 ; Sunila & LaBanca, 2003 ). Plus récemment, chez 

l’ormeau Haliotis discus discus, il a été caractérisé un gène codant pour une 

protéine présentant une forte homologie avec la molécule Fas-ligand qui est 

impliquée comme récepteur dans l’activation de la cascade de la voie 

apoptotique (De Zoysa et al., 2009). Un autre récepteur impliqué dans la cascade 

de signalisation de la voie apoptotique a été caractérisé chez le pétoncle Chlamys 

farreri, le TNFR (CfTNFR) (Li et al., 2009). De plus, l’étude des transcrits de ces deux 

gènes a permis d’observer une sur-expression en présence de bactéries.  

 

II.4.2 Substances solubles présentes dans l’hémolymphe 

 

II.4.2.1 Enzymes hydrolytiques lysosomales 

 

Les enzymes lysosomales sont présentes dans la partie acellulaire de l’hémolymphe 

et à l’intérieur des cellules. Les enzymes hydrolytiques sont notamment impliquées 

dans la dégradation des organismes infectieux, les enzymes hydrolytiques 

lysosomales jouent un rôle important chez les bivalves marins du fait de leurs multiples 

activités (Xue & Renault, 2000). La présence extracellulaire des enzymes 

hydrolytiques lysosomales résulterait d’une dégranulation des granulocytes durant la 

phagocytose (Cheng, 1981). Les activités lysosomales ont largement été étudiées 

chez les mollusques bivalves marins (Moore & Gelder, 1985 ; Beckmann et al., 1992 ; 

Toreilles et al., 1997, Xue & Renault, 2000 ; Da Silva et al., 2008). Les enzymes 

hydrolytiques lysosomales sont composées principalement de la β-glucuronidase, la 

phosphatase acide (ACP) et la phosphatase alcaline (ALP), les aminopeptidases, les 

estérases, l’amylase, la lipase, la β-galactosidase et le lysozyme. Ces activités ont été 

détectées chez l’huître plate Ostrea edulis (Xue, 1999). Le gène codant pour la 

lysosozyme a été caractérisé chez Ostrea edulis AB179776 (Matsumoto et al., 2006). 
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Figure 22 : Activation de la cascade phénoloxydase chez les invertébrés (d’après 

Söderhäll & Cerenius, 1998) 
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II.4.2.2 Protéines de stress  

 

Les protéines de stress sont produites par tous les organismes vivants en réponse à un 

stress biotique ou abiotique (polluant, température, salinité). Ces protéines sont très 

conservées, leur masse moléculaire varie entre 29 et 100 kDa. Ces protéines sont 

communément appelées Heat Shock Proteine (HSP). Les HSPs sont des protéines 

chaperonnes impliquées dans l’élimination des molécules dégradées. Initialement 

décrites en réponse à une augmentation de température, ces protéines sont 

impliquées dans d’autres situations de stress. Leur rôle est la protection, le maintien et 

la régulation des fonctions des protéines. Chez les mollusques bivalves, ces protéines 

ont été décrites suite à des stress tels que des variations de température (Buckley et 

al., 2001), de salinité (Tirard et al., 1997) et à l’exposition à des polluants (Moraga et 

al., 2005). Ces molécules peuvent aussi participer aux mécanismes de défense 

(Tirard et al., 1997, Lacoste et al., 2001 ; Perrigault et al., 2009). Chez Ostrea edulis, 

plusieurs études ont permis d’identifier plusieurs isoformes d’HSP 70 suite à des stress 

thermiques et par l’ajout de contaminants (Piano et al., 2002 ; Boutet et al., 2003 ; 

Corporeau & Auffret, 2003 ; Piano et al., 2004 ; Piano et al., 2005). 

 

II.4.2.3 Système pro-phénoloxydase/ phénoloxydase 

 

La phénoloxydase (PO) est une enzyme impliquée dans la production de mélanine, 

la mélanine est le composé terminal du système pro-phénoloxydase. La PO oxide les 

monos et di-phénols ; elle catalyse la réaction de conversion de la L-

dihydrophénylalanine (L-dopa) en quinone qui forme, par polymérisation la 

mélanine. Au cours de la formation de la mélanine, des composés intermédiaires 

bactéricides tels que l’o-quinone sont formés (Coles & Pipe, 1994 ; Söderhäll & 

Cerrenius, 1998). Le système pro-phénoloxydase peut être stimulé par l’ajout de β-

glucan et des lipopolysaccharides. Cette stimulation active la cascade des sérines 

protéases qui permet le clivage de la prophénoloxydase en phénoloxydase (Figure 

22). 

Le système pro-phénoloxydase intervient chez les invertébrés dans la défense contre 

les agents infectieux. Il n’est pas rapporté chez les vertébrés. Plus précisément, la 

phénoloxydase catalyse la réaction d’oxydation intervenant dans le processus de 
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réparation des blessures, d’encapsulation et de mélanisation (Söderhäll & Cerenius, 

1983). 

 

L’existence du système pro-phénoloxydase a été mis en évidence dans 

l’hémolymphe de certains mollusques bivalves tels que ; Placopecten magellanicus, 

Argopecten irridians, Guekensia demissa, Mya arenaria (Deaton et al., 1999), Mytilus 

edulis (Coles & Pipes , 1994), M. galloprovincialis (Carballal et al., 1997a), Perna viridis 

(Asokan et al., 1997), Saccostrea glomerata (Newton et al., 2004), Anodonta cygnea 

(Soares-da-Silva et al., 2002), Crassostrea gigas (Luna-Gonzalez et al., 2003 ; 

Gagnaire et al., 2004 ; Raftos et al., 2004, Hellio et al, 2007 ) et Ostrea edulis (Da Silva 

et al., 2008). Da Silva et al., (2008) rapportent que la quantité de phénoloxydase 

détectée dans l’hémolymphe est plus faible chez des individus infectés par le 

parasite Bonamia ostreae. Le parasite B. ostreae serait donc capable d’inhiber le 

système phénoloxydase. Cependant, l’implication de la phénoloxydase dans les 

systèmes de défense des mollusques bivalves reste à approfondir.  

 

II.4.2.4 L’Oxyde Nitrique Synthétase 

 

L’Oxyde Nitrique Synthétase (NOS) peut catalyser la production d’oxyde nitrique 

(NO) à partir de la L-arginine en utilisant le NADPH comme cofacteur. Le composé 

N-OH-Arginine résultant peut réagir avec d’autres EOR et forme un oxydant fort, le 

peroxynitrite (ONOO-) qui est un composé microbicide (Ottaviani et al., 1993). Ce 

processus a été identifié chez les mollusques bivalves (Conte & Ottaviani, 1995).  

 

II.4.2.5 Inhibiteurs de protéases 

 

Les inhibiteurs de protéases participent aux mécanismes de défense chez les 

vertébrés et les invertébrés. Un des rôles de ces inhibiteurs est d’éviter l’activation 

excessive de cascades protéolytiques endogènes (composées en partie de sérines 

protéases) qui génèrent des composés toxiques (quinones, complexe d’attaque 

membranaire) pouvant conduire à des dommages tissulaires pour l’hôte. D’autre 

part, ces inhibiteurs agissent contre les protéases de bactéries et protozoaires 

pathogènes. Ces protéases constituent de véritables facteurs de virulence 

permettant aux agents infectieux de s’introduire dans l’hôte et d’y proliférer (Lepore 
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et al., 1996). Chez les huîtres Crassostrea virginica et C. gigas, il a été détecté des 

activités inhibitrices contre de nombreuses protéases exogènes produites par des 

agents infectieux tels que Vibrio vulnificus et Perkinsus marinus (Faisal et al., 1998). 

L’α2-macroglobuline, les inhibiteurs de sérines protéases (les serpines) et les inhibiteurs 

de métalloprotéases (TIMP) sont les principaux inhibiteurs de protéases permettant 

de bloquer l’action d’une protéase produite par un agent infectieux. 

 

II.4.2.5.1 α2-macroglobuline 

 

L’α2-macroglobuline permet d’inhiber les protéases par son mode d’action de 

«piégeage » des protéases (Hibbetts et al., 1999). Sous l’action d’une protéase, la 

conformation de l’α2-macroglobuline change, exposant un domaine servant de 

ligand aux récepteurs des phagocytes. L’α2-macroglobuline a été caractérisée chez 

certains mollusques et présente de forte ressemblance avec des molécules des 

invertébrés (Kawabata & Tsuda, 2002). Cet inhibiteur de protéases a également été 

identifié chez Biomphalaria glabrata (Bender & Bayne, 1996), Helix pomatia (Yigzaw 

et al., 2001), Chlamys farreri (Ma et al., 2005) et chez Crassostrea gigas (Renault com. 

pers.).  

 

II.4.2.5.2 Serpines 

 

Les serpines ou inhibiteurs de sérines protéases constituent une large famille connue 

chez les vertébrés. Elles participent notamment à la régulation des sérines protéases  

au cours de l’inflammation, de la coagulation, et de l’activation du complément. La 

présence de serpines a été décrite chez plusieurs invertébrés (C. elegans, 

Tachyplesus tridentatus, et Drosophila sp.) par identification biochimique et par 

biologie moléculaire (Silverman et al., 2001). Chez l’huître creuse Crassostrea gigas, 

une EST a été identifiée comme homologue à une serpine mais sa fonction n’a pas 

été définie (Gueguen et al., 2003). Plus récemment, il a été identifié une protéine de 

type serine protease inhibitor (cvS-1) chez C. virginica. Cette protéine est retrouvée 

dans la glande digestive. La purification de cette protéine a permis de montrer in 

vitro une inhibition de la prolifération du parasite Perkinsus marinus (Lapeyre et al., 

2010). 
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II.4.2.5.3 Inhibiteurs de métalloprotéases 

 
Chez les vertébrés, les inhibiteurs de métalloprotéases (TIMP) interviennent au cours 

des réactions inflammatoires et permettent de réguler l’activité de métalloprotéases 

de la matrice extracellulaire ou lors d’interaction avec des protéines inflammatoires 

(Brew et al., 2000). 

 

Chez l’huître creuse Crassostrea gigas a été mis en évidence une forte 

augmentation des transcrits de Cg-Timp suite a des stimuli bactérien de type vibrions 

pathogènes (Montagnani et al., 2007 ; Tirape et al., 2007).  

 

 

II.4.2.6 Peptides antimicrobiens 

 

Les peptides antimicrobiens sont des effecteurs du système immunitaire répandus 

dans le règne vivant. Les peptides antimicrobiens permettent de protéger les cellules 

contre les agents infectieux. De nombreux peptides antimicrobiens ont été décrits 

chez les vertébrés et les invertébrés. L’étude de leur structure et de leur composition 

en acides aminés a permis d’établir plusieurs groupes (Yeaman & Yount, 2003). Ils 

sont généralement répartis en trois groupes : (1) les peptides linéaires formant des 

hélices α et dépourvus de cystéines, (2) les peptides cycliques riches en cystéines, (3) 

les peptides riches en résidus proline, glycine, arginine ou histidine (Bulet et al., 2004).  

Les peptides antimicrobiens sont généralement compris entre 12 et 50 acides 

aminés.  

 

Chez les mollusques bivalves, plusieurs peptides antimicrobiens ont été caractérisés 

notamment chez les moules Mytilus galloprovincialis et M. edulis (Charlet et al., 1996 ; 

Mitta et al., 1999a, 1999b, 2000). Ces travaux ont permis de mettre en évidence 

quatre groupes de peptides cationiques riches en cystéine et présentant des ponts 

disulfures : les myticines, les mytilines, les mytimicines et les défensines.  

 

Les défensines et myticines ont un spectre d’activité contre les bactéries à Gram 

positif. Les myticines sont antibactériennes et antifongiques alors que la mytimicine 

est uniquement antifongique. Une big-défensine a été identifiée chez Mercenaria 

mercenaria. L’analyse de l’expression de cette défensine a permis d’observer une 
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sur expression de ce gène dans le manteau en réponse à une infection par QPX 

(Quahog Parasite X) (Perrigault et al., 2009). Chez Crassotrea gigas, il a été identifié 

un peptide antimicrobien de type défensine Cg-def. Il est fortement exprimé dans le 

manteau et présente une activité contre les bactéries à Gram positif (Gueguen et 

al., 2006). Une approche moléculaire a permis de caractériser deux isoformes de 

défensines (Cg-def1 et Cg-def2) chez C. gigas (Gonzalez et al., 2007). Un nouveau 

peptide antimicrobien riche en proline a été décrit chez l’huître creuse C. gigas. Ce 

peptide est composé de 61aa (Gueguen et al., 2009). Chez l’huître américaine, C. 

virginica, il a été identifié un peptide antimicrobien de type défensine (American 

Oyster Defensin, AOD). Le peptide AOD est exprimé dans les hémocytes et possède 

un spectre d’activité plus large que les défensines identifiés chez l’huître creuse (Seo 

et al., 2005).  

 

Aucun peptide antimicrobien n’a été caractérisé chez l’huître plate Ostrea edulis, 

Cependant, des travaux ont été réalisés afin d’étudier l’effet d’un peptide 

antimicrobien isolé chez la limule la tachyplesine I, sur le parasite Bonamia ostreae 

purifié (Morvan et al., 1997). Les résultats ont permis d’observer un effet sur le parasite 

à 500 µg/ml de tachyplesine. Une étude similaire a été réalisée avec un autre 

peptide antimicrobien la magainine 1, la magainine isolée chez l’amphibien 

Xenopus laevis. La concentration de 500 µg/ml permet de réduire de 94% la viabilité 

du parasite purifié (Morvan et al., 1994). 

 

II.4.2.7 Cytokines 

 

Les cytokines sont des substances solubles de communication synthétisées par les 

cellules du système immunitaire ou par d'autres cellules et/ou tissus. Les substances 

solubles permettent d’assurer des communications cellulaires entre les cellules. Les 

cytokines sont fortement impliquées dans le système de défense, mais leurs fonctions 

sont variées et complexes. Les cytokines interviennent dans de nombreux processus 

biologiques comme l'embryogenèse, l'hématopoïèse, la réponse immunitaire ou 

l'inflammation. La famille des cytokines est composée des interleukines (IL), 

interférons (IFN) et des chémokines (TNF Tumor Necrosis Factor, CSF Colony 

Stimulating Factor, TGF Transforming Growth Factors).  
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Les interleukines constituent plusieurs sous familles impliquées dans un grand nombre 

de fonctions. Il a été détecté des activités de type IL-1 (anti-tumoral, modulateur de 

l’apoptose) et IL-6 (facteur hématopoïétique) chez la moule Mytilus edulis (Hughes 

et al., 1991). Chez Crassostrea gigas, le gène de l’interleukine 17 (cgIL-17) a été 

caractérisé. Une sur expression des transcrits de ce gène a été observée suite à 

l’injection d’un mélange de bactéries (Micrococcus luteus, Vibrio splendidus et 

Vibrio anguillarum) (Robert et al., 2008).  

 

Trois types d’interféron sont décrits chez les vertébrés IFNα, IFNβ et IFNγ. Les IFNα sont 

produits par les cellules de la lignée hématopoïétique (leucocytes principalement). 

Les IFNβ sont produits par de nombreux types cellulaires et en particulier les 

fibroblastes et les cellules épithéliales. Les IFNγ sont produits par les cellules T activées 

et les cellules NK (Natural killer). Aucun IFN n’a été caractérisé à ce jour chez les 

invertébrés. 

 

Parmi les chémokines, deux types de TNF sont rapportés, le TNF α et β. Le TNF est 

impliqué dans la réponse antivirale comme les IFNs, mais peut induire un message de 

mort cellulaire programmée ou apoptose. Les TNFR interviennent comme récepteur 

pour activer les cascades d’activation cellulaire comme la voie NF-KB et MAPK. Le 

premier TNFα chez un mollusque a été caractérisé chez l’ormeau Haliotis discus 

discus (AbTNF-α) (De Zoysa et al., 2009). L’étude des transcrits de ce gène a permis 

d’observer une sur expression de ce gène en présence de bactéries (Vibrio 

alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus et Lysteria monocytogenes), de virus (VHSV) et 

du LPS (De Zoysa et al., 2009).  

Le TGFα est produit par les macrophages, les neurones et les kératinocytes, et est 

principalement impliqué dans la prolifération cellulaire. Le TGFα est surexprimé dans 

les cellules cancéreuses. La famille des TGFβ est présente sous trois formes TGFβ1, 

TGFβ2, and TGFβ3. Le TGFβ est impliqué dans la régénération des tissus, la 

différenciation cellulaire, le développement embryonnaire, et la régulation du 

système immunitaire (Javelaud & Mauviel, 2004). Chez l’huître creuse, Crassostrea 

gigas, il a été caractérisé plusieurs types de récepteur ligand de la super-famille des 

TGFβ (Lelong et al., 2000 ; Herpin et al., 2004 ; Lelong et al., 2007 ; Huvet et al., 2004 ; 

Fleury et al., 2008). 
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II.4.3 Facteurs affectant les mécanismes de défense chez les mollusques 

 

II.4.3.1 Origine génétique 

 

L’origine génétique chez les mollusques bivalves peut être impliquée dans la 

résistance vis-à-vis d’une maladie infectieuse. Ceci indique qu’une maladie pourrait 

donc être contrôlée grâce à l’amélioration génétique par identification de 

marqueurs génétiques ou traits physiologiques impliqués directement dans la 

résistance à un agent infectieux. Plusieurs travaux ont été menés sur les bivalves 

marins afin d’identifier quels sont les facteurs impliqués dans la résistance à une 

maladie infectieuse. Les études révèlent une forte variabilité individuelle au sein 

d’une même espèce. Gaffney & Bushek (1996) indiquent que l’installation d’une 

maladie et son développement peuvent être influencés par les variations 

physiologiques liées à l’environnement ou à l’origine génétique. Des travaux ont été 

menés sur l’identification de régions d’un génome d’une huître liée à un caractère 

de survie suite à des mortalités associées à la présence d’un agent infectieux (Lallias, 

2008 ; Sauvage et al.,  2010). Les exemples de travaux de sélection réalisés sur les 

quelques espèces conchylicoles sont présentés dans la partie 1 §II.3.2. 

 

II.4.3.2 Environnement 

 

La culture des mollusques bivalves est principalement réalisée en milieu ouvert sur 

l’estran ou en pleine mer. Les animaux placés dans cet environnement sont soumis 

aux conditions du milieu. Le milieu marin est complexe et instable, Il peut être modifié 

et soumis à de fortes variations soit liées au climat (modification des facteurs 

naturels), à l’anthropisation (contaminants). De plus, l’ostréiculture est souvent 

réalisée dans des milieux de type estuarien, ces milieux sont fortement soumis aux 

rejets des bassins versants. Les variations peuvent déclencher une altération du 

système immunitaire et donc rendre plus vulnérable les animaux vis-à-vis des agents 

infectieux ou même entraîner la mort des animaux dans des conditions extrêmes 

(Gagnaire et al, 2007). 
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II.4.3.2.1 Facteurs naturels 

 

Les facteurs naturels pouvant affecter les mécanismes de défense des mollusques 

sont principalement la température, la salinité et le cycle tidal. Les mollusques 

bivalves sont eurythermes et euryhalins. Malgré ces propriétés, les bivalves peuvent 

mal supporter une forte variation de température ou de salinité.  

 

Les huîtres placées sur estran sont soumises à de fortes variations de température en 

période estivale (Soletchnik et al., 1998). Une forte élévation de température peut 

entraîner des effets négatifs sur les mécanismes de défense des huîtres. 

L’augmentation de la température peut induire une augmentation du nombre 

d’hémocytes circulant chez Mytilus galloprovincialis (Carballal et al., 1998), du 

pourcentage de granulocytes chez l’huître américaine, Crassostrea virginica (Chu et 

La Peyre, 1993). Une modification de la température peut entraîner des effets au 

niveau des activités cellulaires des hémocytes notamment au niveau de la 

phagocytose, une diminution de la phagocytose est observée au cours d’une 

élévation de température chez C. virginica (Hégaret et al., 2003 ; Alvarez et al., 1989) 

de même chez l’huître creuse C. gigas (Gagnaire et al., 2006). Ce résultat a été 

observé chez Ostrea edulis (Fisher et al., 1987). Une augmentation de la température 

peut entraîner une déstabilisation des membranes lysosomales chez Perna viridis 

(Hauton et al., 1998, 2001). 

 

L’expression de l’HSP 70 des hémocytes chez Ostrea edulis est augmentée suite à 

une élévation de température (Corporeau & Auffret, 2003). Il semblerait donc 

qu’une élévation de température chez O. edulis ne lui soit pas bénéfique. 

Cependant, à l’inverse une augmentation de température (de 14°C à 21°C) semble 

être bénéfique sur les paramètres hémocytaires chez la palourde Ruditapes 

phillipinarum qui présente alors une augmentation de la quantité d’hémocytes 

circulants et viables et de l’activité leucine-amino peptidase. De plus, ces auteurs 

ont montré qu’à 21°C la prévalence de l’anneau brun était diminuée (Paillard et al., 

2004). 

Pendant les périodes hivernales, il est possible d’observer de faibles températures, 

ces faibles températures peuvent présenter des effets néfastes sur les mécanismes 

de défenses. Une diminution de la température peut entraîner une diminution du 
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processus d’agrégation chez Mytilus californianus (Chen & Bayne, 1995) et de la 

phagocytose des hémocytes de Crassostrea virginica (Alvarez et al., 1989). Chez C. 

gigas, l’exposition des hémocytes in vitro à de faibles températures n’affecte pas la 

phagocytose ni la production d’estérase et la mortalité cellulaire (Gagnaire et al., 

2006a). 

 

La salinité est le deuxième facteur naturel pouvant influer sur les mécanismes de 

défense des mollusques bivalves. Une faible salinité déstabilise la membrane des 

hémocytes (Hauton et al., 1998) et induit une diminution de la phagocytose chez 

Ostrea edulis (Fisher et al., 1987). Chez Crassostrea gigas, une hyposalinité induit une 

forte mortalité hémocytaire alors qu’une hypersalinité induit une mortalité cellulaire 

(Gagnaire et al., 2006a). L’hyposalinité induit une diminution de la production des 

estérases chez C. gigas (Gagnaire et al., 2006a).  

 

Le cycle tidal peut avoir un effet sur les paramètres hémocytaires. Les huîtres à 

marée basse étant émergées, l’animal est contraint de faire fonctionner ces 

mécanismes anaérobies, des risques d’hypoxie peuvent donc alors apparaître. Les 

hémocytes de Mercenaria mercenaria produisent moins d’H2O2 à marée basse 

(Hawkins et al., 1993). 

 

II.4.3.2.2 Contaminants 

 

Plusieurs contaminants sont retrouvés dans le milieu marin tels que des pesticides, 

HAPs, PCB, métaux lourds (cadmium, mercure, cuivre) ou organoétains (TBT). Ces 

contaminants peuvent modifier la qualité de l’hémolymphe, ses propriétés et les 

activités des hémocytes.  

 

Une étude réalisée sur les activités des hémocytes de Crassostrea gigas a permis de 

montrer l’effet de pesticides seuls ou en mixture (Gagnaire et al., 2005). L’atrazine 

seule n’induit pas d’effet sur les activités des hémocytes (Gagnaire et al., 2003). En 

revanche, l’exposition d’un mélange de pesticides induit une diminution de 

l’agrégation hémocytaire spontanée (Auffret & Oubella, 1997). Le paraoxon diminue 

significativement la production des estérases et des EOR (Gagnaire et al., 2006b). Le 

chlorohalonil (antifongique) augmente la mortalité cellulaire et le pourcentage de 
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granulocytes. Ce même pesticide induit une diminution de la production des 

estérases (Gagnaire et al., 2006b). 

 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques, communément appelés HAP, sont 

une famille de composés chimiques constitués d’atomes de carbone et 

d’hydrogène dont la structure des molécules comprend au moins deux cycles 

aromatiques condensés. Les principaux HAPs étudiés chez les mollusques bivalves 

sont le benzo(a)pyrène (BaP), phénanthrène, l’anthracène et le fluoranthène. Une 

étude sur ces HAPs a permis de mesurer leurs effets sur l’hémolymphe de Crassostrea 

gigas. Les résultats ont permis globalement d’observer une augmentation de la 

mortalité, une diminution de la production des estérases et des lysosomes  (Gagnaire 

et al., 2005). D’autres corrélations ont été trouvées entre HAP et lysozyme, chez C. 

virginica (Fisher et al., 2003), SOD, cytochrome p450 et catalase chez Mytilus 

galloprovincialis (Porte et al., 1991) et NADPH-P450 réductase chez M. 

galloprovincialis, Ostrea edulis, C. gigas et Ruditapes decussatus (Sole et al., 1994). 

 

Les PCB induisent diverses modifications notamment le PCB 77 diminue la stabilité 

des membranes des lysosomes (Canesi et al., 2003). Chez Crassostrea gigas, 

l’exposition de ce PCB sur l’hémolymphe a permis d’observer une diminution des 

lysosomes (Gagnaire et al., 2006b).  

 

Les métaux lourds sont présents dans le milieu marin et certains d’entre eux peuvent 

induire des modifications au niveau des activités hémocytaires. Le cadmium 

provoque une augmentation de l’expression des métallothionéines (MT) chez Ostrea 

edulis (Corporeau & Auffret, 2003). Le mercure augmente in vitro la mortalité 

cellulaire chez Crassostrea gigas (Gagnaire et al., 2004). 

 

II.4.3.3 Agents infectieux 

 

Différents  agents infectieux  (virus, bactéries et protozoaires) ont été décrits chez les 

mollusques bivalves. Certains de ces agents infectieux sont capables de résister aux 

mécanismes de défense mis en place par leur hôte. Ils sont capables de moduler les 

activités des hémocytes, voire même de produire des substances solubles afin 

d’éviter leur dégradation et donc s’installer dans l’organisme hôte. Après avoir 
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échappé à la dégradation, les agents infectieux peuvent s’y multiplier, puis causer la 

mort de l’animal. 

 

Dans ce paragraphe, les agents infectieux considérés sont les virus et les bactéries. 

Les relations hôtes/parasites sont traitées dans le paragraphe IV de cette même 

partie. 

 

Chez la palourde Ruditapes phillipinarum, une augmentation du taux d’hémocytes 

circulants a été observée après injection de Vibrio tapetis. Différents auteurs 

interprètent ce résultat comme une mobilisation des hémocytes vers le site 

d’infection afin de limiter la dissémination de l’agent infectieux dans l’animal. Chez 

l’huître creuse, Crassostrea gigas, il a été montré une augmentation des hémocytes 

circulants et une inhibition de leur capacité d’adhésion et de phagocytose après 

infection par V. aestarianus (Labreuche et al., 2006). Lors de cette même étude, il a 

été mis en évidence une dérégulation du système oxydatif par une augmentation 

de la production d’EOR concomitante à une diminution du niveau des transcrits du 

gène de la super oxyde dismutase (Labreuche et al., 2006).  

 

Les interactions entre mollusques bivalves et virus ont été étudiées au travers 

d’approches moléculaires afin d’identifier les gènes viro-induits chez l’huître creuse 

en présence du virus OsHV-1 (Renault et al., 2007). Ces approches ont permis 

d’identifier des gènes comme IFI 44, le MyD88, le Molluscan defence molecule 

precursor et une laccase ou multicooper oxydase. L’expression de ces gènes a été 

étudiée suite à des infections expérimentales réalisées. Une forte surexpression de l’IFI 

44 et du MyD88 est observée après 48h d’infection (Tourancheau, 2009).  

 

 

II.4.4 Mémoire et spécificité immunitaire chez les invertébrés ? 

 

Chez les invertébrés, la réponse immunitaire repose sur une réponse dite innée. En 

effet, les invertébrés sont dépourvus de lymphocytes et d’immunoglobulines (Ig) 

participant à l’immunité adaptative chez les vertébrés. Cependant, des travaux  

récents évoquent l’existence d’une réponse spécifique au travers de la présence de 

récepteurs spécifiques comme les PRPs (Pathogen Recognition Pattern) (Schmid-
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Hempel, 2005 : Rowley & Powel, 2007 : Schulenburg et al., 2007) (Figure 23) et par 

l’identification du phénomène de « priming » (sensibilisation).  

 

II.4.4.1 Pathogen Recognition Pattern (PRPs) 

 

Les PRPs sont des récepteurs activés lors de la reconnaissance de PAMPs (Pathogen-

Associated Molecular Patterns). Dès la reconnaissance de PAMPs, les récepteurs sont 

capables d’induire une destruction des agents infectieux par des mécanismes tels 

que l'encapsulation et la phagocytose, ou indirectement par l'induction des voies de 

signalisation intracellulaires qui contrôlent la transcription des gènes effecteurs 

(Hultmark, 2003 ; Dimopoulos, 2003 ; Brennan & Anderson, 2004).  

 

Il a été identifié des PRPs chez les invertébrés comme le « fester » chez l’ascidie 

Botryllus schosseri (Nyholm et al., 2006), chez la drosophile Drosophilia melanogaster 

et le moustique Anophele gambiae (Watson et al., 2005 ; Dong et al., 2006). Le fester 

est le premier PRP identifié chez les invertébrés permettant de reconnaître le non soi. 

Chez le moustique, A. gambiae, il a été montré que des bactéries de type Gram 

négatif induisent différentes formes d’épissage des DSCAM (Down Syndrome Cell 

Adhesion Molecule), une protéine de la super famille des immunoglobulines. Dong et 

al. (2006) ont montré que les variants d’épissage de DSCAM sont liés à la nature de 

l’organisme infectieux. 

 

Chez Biomphalaria glabrata, il a été identifié une molécule de type FREP 

(Fibrinogen-Related Proteins). Les FREPs (fibrinogen-related proteins) sont constituées 

d’un domaine de la superfamille des immunoglobulines (IgSF) en position amino-

terminale, et d’un domaine de type fibrinogène (FBG) en position carboxy-terminale 

(Adema et al., 1997). Il a été identifié une grande variabilité génétique au niveau de 

ces gènes : 314 séquences ont été obtenues à partir de 22 individus. Cette grande 

variabilité génétique pourrait expliquer l’existence d’une reconnaissance du non soi. 

Cependant, le rôle exact de ces molécules lors d’une infection n’est pas élucidé. Il 

semble que les FREPs soient capables de reconnaître une large gamme de 

molécules provenant de divers agents infectieux aussi bien procaryotes et 

eucaryotes (Zang et al., 2008). 
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Figure 23 : Mécanique de la réponse immunitaire spécifique par l’intermédiaire des 

PRPs (modifié d’après Rowley et al., 2007) 

 

II.4.4.2 Priming  

 

Des phénomènes de « primming response » (sensibilisation) ont été évoqués chez 

certains invertébrés. En effet, il a été mis en évidence que le vers de terre était 

capable de reconnaître et de rejeter des greffes venant d’autres vers de terre et ce 

de façon encore plus rapide lors de la seconde exposition (Cooper & Roch, 1986). 

Cependant, les bases de cette reconnaissance du soi ou non soi n’ont pas encore 

été élucidées.  

Des travaux similaires ont été réalisés sur le mollusque gastéropode Biomphalaria 

glabrata, hôte intermédiaire dans la schistosomiose. En effet, des expériences ont 

été menées sur des individus (B. glabrata) exposés à des larves d’échinostomes 

irradiés (non-viables mais capables de pénétrer chez les hôtes mollusques). Ces 

mêmes individus ont été ensuite exposés une seconde fois à des larves non irradiées 

et ces individus devenaient réfractaires aux schistosomes (Lie et al., 1975 ; Lie et al., 

1982). Sire et al. (1998) ont montré que des individus sensibles, infectés par 

Schistosoma mansoni, ne pouvaient pas êtres réinfectés une seconde fois. Ces 
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résultats illustrent la possibilité d’une protection durable contre la réinfection donc 

l’existence de priming chez ce mollusque et comparable aux autres invertébrés 

étudiés. Les approches moléculaires permettront de compléter les connaissances sur 

l’immunité chez les mollusques bivalves (Figure 24). Ces connaissances sont 

nécessaires à une meilleure compréhension du développement d’une maladie chez 

les mollusques bivalves. 

 

  

 

 

Figure 24 : Répartition des ESTs (Express Sequences Tags) disponibles dans la base 

donnée NCBI 
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Figure 25 : (A) Observation du parasite Bonamia ostreae extracellulaire (Bo Ec) (x 

1000). B Observation de plasmodes (pl) (x 1000). (Photos B. Chollet) 

 

 

 

Figure 26 : Ultrastructure du parasite Bonamia ostreae. Cd :corps dense, n :noyau, 

mi :mitochondrie, h :haplosporosome microscopie électronique x 62500 JEOL JEM 

1200 EX (Chagot, 1989) 
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III La bonamiose maladie due au parasite Bonamia 

ostreae 

 

 

III.1 Le parasite Bonamia ostreae 

 

Le parasite a été observé pour la première fois en 1979 en Europe à l’île Tudy en 

Bretagne en association à de fortes mortalités d’huîtres plates (Pichot et al., 1980).  

 

III.1.1 Morphologie et ultrastructure 
 

Le parasite est le plus souvent observé à l’intérieur des hémocytes, mais il peut 

également être observé en position extracellulaire (Figure 25). La taille du parasite 

est comprise entre 2 et 4 µm de diamètre. Une fois phagocyté par les hémocytes, le 

parasite se trouve dans une vacuole parasitophore limitée par une membrane 

(Chagot, 1989). Deux formes du parasite ont été décrites : une forme claire et une 

forme dense (Pichot et al., 1980). Les formes denses sont les plus répandues. Elles 

possèdent un noyau et présentent de nombreux ribosomes, des mitochondries, et 

des corps denses structurés (Comps, 1983) aussi appelés haplosporosomes. Les 

formes claires présentent des différences. Le noyau peut posséder un volumineux 

nucléole localisé en périphérie. Les mitochondries possèdent des crêtes plus nettes 

et plus nombreuses. Un autre type d'organite est représenté par des formes 

membranaires renfermées en saccules similaires à un appareil de Golgi. Des 

particules denses structurées ou PDS ont été identifiées dans les formes claires et 

denses. Les auteurs suggèrent que ces corps proviennent de lipides de l’hôte. 

 

L’étude ultrastructurale d’un parasite proche, Bonamia sp., par Hine et Wesney 

(1994a, b) révèle la présence de corps lipidiques à la périphérie de l’appareil de 

golgi et du réticulum endoplasmique (Figure 26).  

 

Les formes denses, souvent détectées dans les tissus très parasités, et les formes claires 

décrites dans des tissus faiblement parasités, ont été respectivement interprétées 
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comme des formes de résistance et des formes végétatives du parasite (Pichot et 

al.,1980). 

 

III.1.2 Distribution géographique 

  

De fortes mortalités d’huîtres plates ont été détectées en Californie en 1963. Ces 

mortalités ont été associées à la présence de petits parasites, appelés microcell du 

fait de leur structure (Katkansky et al., 1969). Ces formes ont été assimilées au 

parasite protozoaire Bonamia ostreae suite à l’analyse du parasite en microcopie 

électronique (Elston et al., 1986). 

Le parasite a été décrit pour la première fois en France en 1979 à l’île Tudy, puis 

cette parasitose s’est très vite répandue dans tous les sites ostréicoles français via des 

transferts d’huîtres entre bassins ostréicoles (Tigé et al., 1982 ; Grizel, 1985). La 

prévalence peut varier d’un site à un autre de 10 à 70%. Le parasite Bonamia 

ostreae a touché très rapidement les pays européens producteurs tels que les Pays-

Bas (Van Banning, 1987 ; Van Banning, 1991), le Danemark (Elston et al., 1987), 

l’Espagne (Figueras, 1991), l'Angleterre et l'Irlande (Rogan et al., 1991). Il a été 

également détecté dans l’état du Maine au Etats-Unis (Barber & Davis, 1994 ; 

Friedman & Perkins, 1994 ).  

Plusieurs hypothèses ont été émises sur l’origine de l’émergence de ce parasite en 

France. Des études ont considéré notamment l’introduction du parasite par 

l’intermédiaire des eaux de ballast ou des huîtres collées sur les coques des bateaux, 

mais cette hypothèse n’a pas été retenue (Minchin et al., 1993 ; Minchin & Sheehan, 

1998 ; Hayes, 1998 ; Ruiz et al., 2000). L’hypothèse la plus probable repose sur 

l’importation de naissain d’huîtres plates de Californie (Grizel 1985 ; Balouet et 

al.,1983). Aujourd’hui, la bonamiose due à Bonamia ostreae est présente en Europe, 

en Amérique du nord et au Maroc. 

D’autres parasites du genre Bonamia ont été mis en évidence dans différentes 

régions du monde. Bonamia exitiosa a été identifié en Europe, en Nouvelle-Zélande, 

au Chili, en Australie, en Argentine et en Caroline du Nord, USA (Campalans et al., 

2000; Hine et al., 2001; Burreson et al. 2004 ; Kroeck et Montes, 2005 ; Corbeil et al. 

2006), B. roughleyi en Australie (Farley et al., 1988), B. perspora en Caroline du Nord, 

USA (Carnegie et al., 2006). 

 



-Rappels bibligraphiques 

63 

III.1.3 Taxinomie 

 

Les PDS ont été associées à des haplosporosomes décrits chez certaines 

haplosporidies (Perkins, 1979 ; Pichot et al., 1980 ; Besnard, 2001). La description de 

ces corps a permis d’apparenter Bonamia ostreae à l’ordre des haplosporidae. 

Cette hypothèse a été confirmée par le séquençage du gène codant l’ARN 18S 

(Carnegie et al., 2000 ; Cochennec et al., 2000 ; Reece et al., 2004) et au phylum des 

cercozoaires (Cavalier-smith & Chao, 2003). La figure 27 réalisée par Reece et al. 

(2004) montre que le parasite B. ostreae est présent dans l’ordre des haplosporidae.  

 

La récente identification du gène codant pour l’actine chez Bonamia ostreae a 

permis de confirmer sa position dans le groupe des haplosporidies (López-Flores et 

al., 2007). 

 

III.1.4 Cycle de développement et transmission 

 

Actuellement, le cycle de développement et de transmission de Bonamia ostreae 

n’est pas complètement élucidé. Plusieurs stades de division ont été décrits en 

microscopie électronique correspondant à une multiplication schizogonique. Van 

Banning, (1990) a suggéré que le stade intrahémocytaire serait le stade final de la 

multiplication du parasite et a proposé un cycle d’infection qui passerait par les tissus 

ovariens. Cette hypothèse a été rejetée par Montes et al., (1994), car il n’a pas été 

détecté de parasites dans la gonade, mais la présence de parasites dans les cellules 

épithéliales branchiales a été notée et serait liée, soit à l’entrée, soit à la sortie du 

parasite. La corrélation entre les lésions macroscopiques des branchies et la 

présence du parasite dans les cellules épithéliales est en faveur de l’hypothèse 

d’une sortie du parasite de son hôte au niveau des branchies. Cependant, il est 

possible que le parasite soit éliminé par les fèces car des lésions au niveau de 

l’épithélium stomacal ont été également observées (Comps, 1983). 
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Figure 27 : Classification phylogénétique de Bonamia ostreae sur la base de la 

séquence de la sous unité ribosomale de l’ADNr (Reece et al., 2004) 
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À la mort des animaux, il est envisageable qu’un grand nombre de parasites soit 

libéré dans le milieu par la dégradation des tissus. La transmission de l’infection par 

cohabitation entre des huîtres infectées et des huîtres saines a été montrée (Culloty 

et al., 1999 ; Lallias et al., 2009). Ce résultat suggère que le parasite n’a pas besoin 

d’hôte intermédiaire pour accomplir son cycle biologique. Cependant, plusieurs 

études ont porté sur le rôle d'hôtes intermédiaires ou vecteurs potentiels dans la 

transmission de la maladie, en particulier le rôle de la macrofaune (Culloty et al., 

1999; Lynch et al., 2007). Lynch et al., (2007) ont montré un rôle possible de l’ophiure 

Ophitrix fragilis dans le cycle biologique du parasite. 

 

La mise au point d’un protocole de purification de parasite à partir d’huîtres 

fortement infectées a permis de reproduire la maladie en laboratoire (Mialhe et al., 

1988). Plusieurs auteurs ont effectué des infections expérimentales par injection de 

parasites purifiés soit intra-musculairement ou dans la cavité péricardique (Mialhe et 

al., 1988 ; Martin et al., 1993 ; Renault et al., 1994 ; Hervio et al., 1995 ; Culloty et al., 

1999 ; Lallias et al., 2008).  

 

Une dose infectieuse d’environ 100 000 parasites par injection semble nécessaire 

pour induire la maladie dans 50% des animaux testés âgés de 3 ans et maintenus 4 

mois en laboratoire (Hervio et al., 1995). 

 

III.2 La maladie : la bonamiose 

 

III.2.1 Période d’infection 

 

Le parasite induit des mortalités toute l’année avec deux pics de mortalités à la fin 

de l’hiver et en automne (Culloty & Mulcahy, 1996). Il est généralement observé une 

forte mortalité en période hivernale (Figueras, 1991). Cependant, des expériences 

ont été menées afin de caractériser la ou les périodes d’infection. Tigé & Grizel 

(1984) et Grizel, (1985) ont montré que quelle que soit la période d’immersion 

d’huître plate dans une zone infectée, le parasite est détecté après trois à cinq mois. 

D’autres résultats similaires ont été obtenus dans d’autres pays européens comme 

l’Espagne et les Pays Bas (Montes et al., 1991 ; Van Banning, 1990).  
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III.2.2 Espèces sensibles  

 

L’hôte naturel du parasite protozoaire Bonamia ostreae est l’huître plate 

européenne Ostrea edulis. D’autres espèces huîtres (O. puelchana, O. angasi et O. 

chilensis) ont pu êtres infectées par ce parasite après immersion dans des zones où 

l’agent pathogène est endémique (Grizel et al., 1983 ; Bougrier et al.,1986 ; Pascual 

et al., 1991). Une seule espèce Crassostrea arakiensis du genre Crassostrea est 

sensible au parasite en condition expérimentale (Pascual et al., 1991 ; Cochennec et 

al., 1998). 

 

III.2.3 Facteurs biotiques et bonamiose 

 

Les facteurs biotiques pouvant être impliqués dans le développement de la 

bonamiose sont l’âge de l’huître, la taille/poids et la période de maturation. 

 

III.2.3.1 Age  

 

Le parasite a été observé chez le naissain comme chez l’adulte, mais la mort de 

l’hôte intervient généralement à partir de deux ans d’âge, l’intensité de l’infection 

augmentant avec l’âge et la taille de l’huître (Balouet et al., 1983 ; Caceres-Martinez 

et al., 1995 ; Culloty & Mulcahy, 1996 ; Grizel 1985). Figueras, (1991) n’a observé 

aucune relation directe entre l’âge des huîtres et présence de la bonamiose, 

présence de cellules néoplasiques et infiltration hémocytaire. Cependant, les huîtres 

de moins d’un an restent peu parasitées (<3%) (Cochennec, 2001). Lallias et al., 

(2008) ont démontré qu’il était possible d’induire de la mortalité chez des huîtres 

plates de moins d’un an placées en cohabitation avec des huîtres infectées après 6 

mois d’expérimentation. L’infestation est plus significative après une première saison 

de reproduction, soit après deux d’âge (Culloty et al., 2001). 

 

III.2.3.2 Taille et poids 

 

La bonamiose semble être une maladie taille-poids dépendante. Plusieurs études 

ont été réalisées afin de déterminer si une corrélation existait entre ces deux 

paramètres et la maladie (Culloty & Mulcahy, 1996 ; Figueras et al., 1991 ; Caceres-
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Martinez et al., 1995 ; Montes et al., 2003). Culloty & Mulcahy, (1996) ont montré que 

les huîtres de plus grandes tailles présentaient une prévalence plus faible tandis que 

Figueras et al., (1991) ont observé de plus fortes mortalités chez les huîtres de grosse 

taille. De même, Montes et al., (2003) ont rapporté des mortalités préférentiellement 

sur les plus grosses huîtres de 24 mois.  

 

III.2.3.3 Période de maturation 

 

Des études ont été réalisées durant la période de maturation des huîtres afin 

d’identifier si les huîtres matures présentaient des degrés d’infection supérieurs à des 

animaux non matures. Cochennec et al. (1992) n’observent aucune corrélation 

entre le développement de la gonade et le degré d’infection. Ce résultat réfute 

l’hypothèse émise par Van Baning (1990) proposant une phase du cycle du parasite 

dans les ovocytes, impliquant des taux d’infection plus élevés chez les femelles. 

Cependant, les femelles peuvent être plus vulnérables à la maladie durant cette 

période du fait de l’investissement de l’énergie dans la reproduction et non dans les 

mécanismes de défense. Il a été montré précédemment que les huîtres âgées de 

deux ans et plus présentent une prévalence plus forte. Néanmoins, Des animaux 

infectés mâles ou femelles sont capables de produire des gamètes viables. 

 

III.2.4 Facteurs abiotiques et bonamiose 

 

Parmi les facteurs abiotiques, il y a la salinité, l’oxygène et la température. Seule, la 

température semble avoir un impact sur développement de la maladie. 

Cependant, la récente étude d’Arzul et al. (2009) a montré que la salinité avait un 

impact sur la survie du parasite purifié. 

 

III.2.4.1 Température 

 

La température est un paramètre important chez les mollusques bivalves et de fortes 

variations de température peuvent induire des modifications du fonctionnement du 

système immunitaire chez les huîtres (Cheng, 1987). Cochennec et al. (2004) ont 

réalisé des analyses sur des lots d’huîtres plates injectées placées à différentes 

températures. Une basse température et des changements de températures 
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semblent affecter les mécanismes de défense des huîtres plates. Le développement 

de la maladie est plus rapide à basse température. Récemment, une étude réalisée 

sur la conservation du parasite purifié Bonamia ostreae a mis en évidence que le 

parasite conservé à 4°C présentait un meilleur taux de survie qu’à des températures 

plus élevées (Arzul et al., 2009). Une basse température serait donc favorable au 

parasite et défavorable pour les huîtres. 

 

III.2.4.2 Pratiques culturales et zootechniques 

 

Suite à l’apparition du parasite Bonamia ostreae sur les côtes françaises, certaines 

recommandations concernant les pratiques d’élevage des huîtres plates ont été 

proposées afin de limiter l’impact de la bonamiose. En effet, des études ont permis 

de mettre en évidence qu’une réduction du nombre d’huîtres au m2 permettait de 

diminuer l’impact du parasite sur les élevages (Contrat plan Etat-Région, 1984 et 

1990).  

 

La prévalence de la maladie et la mortalité des huîtres sont augmentées en lien 

avec la manipulation et le transfert des huîtres (Van Baning, 1991 ; Le Bec et al., 

1991). Les professionnels ont également observé que les huîtres plates Ostrea edulis 

mélangées avec des huîtres creuses Crassostrea gigas présentaient de meilleures 

performances zootechniques (Body et al., 1991 ; Le Bec et al., 1991). 

 

III.2.5 Méthodes de diagnostic 

 

La bonamiose est une maladie à déclaration obligatoire au niveau international et 

au niveau européen et des techniques de diagnostic sont préconisées dans un 

cadre réglementaire. Elles sont plus ou moins rapides et simples à mettre en œuvre 

et leurs applications dépendent du contexte de l’analyse. 

 

L’histologie est utilisée comme technique de référence pour détecter le parasite, 

notamment dans le cadre du suivi des mortalités d’animaux (Figure 28).  

L’apposition de tissus cardiaques ou de branchies est une technique rapide et 

simple à mettre en œuvre (Figure 29). Elle consiste à appuyer le tissu sur une lame 

propre et à colorer l’empreinte obtenue en coloration Hémacolor®.  
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Les branchies sont utilisées par défaut, lorsque le cœur est déjà trop dégradé (Hervio 

et al., 1995), ou lorsque les prélèvements sont faits sur animaux vivants anesthésiés 

(biopsies). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Coupe histologique colorée à l’hématoxyline (x 600) (Photo B.Chollet) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Appositions de tissus cardiaque colorées à l’hémacolor (x 1000) (Photos 

B.Chollet) 
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La technique de PCR RFLP permet de différencier certaines espèces de Bonamia. 

Une PCR est réalisée sur l’ADN extrait des échantillons à tester, et les produits obtenus 

sont ensuite digérés par deux enzymes de restriction : BglI et HaeII. La taille des 

différents  fragments obtenus sur le gel permet de différencier trois espèces de 

Bonamia : Bonamia exitiosa, B. ostreae et B. roughleyi (Cochennec et al., 2000 ; Hine 

et al., 2001). Récemment, une technique de PCR en temps réel a été mise au point 

afin de quantifier la charge parasitaire en ciblant un des gènes de l’actine du 

parasite B. ostreae (Robert et al., 2009). 

 

 

III.3 Moyens de lutte contre la bonamiose 

 

Les moyens de lutte contre la bonamiose restent limités. Ils sont basés essentiellement 

sur le contrôle sanitaire, la prophylaxie et l’amélioration génétique. 

 

III.3.1 Prophylaxie et contrôle sanitaire 

 

Les huîtres plates étant dépourvues de réponse immunitaire spécifique, il n’est pas 

possible de développer la vaccination sur les animaux pour les protéger de la 

bonamiose. L’utilisation de traitements médicaux est en général impossible en raison 

des conditions d’élevage (Grizel, 1989).  

 

Le contrôle de la maladie repose en particulier sur des restrictions de transfert 

d’animaux infectés vers des zones indemnes de parasite. Ces mesures sont définies 

par des textes réglementaires aux échelles nationale, européenne et internationale.  

 

III.3.2 Amélioration génétique 

 

Des animaux appartenant à une même espèce peuvent présenter des sensibilités 

différentes vis à vis d’une maladie. Ces différences peuvent être liées aux conditions 

environnementales, l’état physiologique de l’animal ou bien à l’héritabilité de 

caractères génétiques. L’amélioration génétique vise en particulier à sélectionner 

des animaux résistants à une maladie. L’amélioration génétique a été largement 
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étudiée chez différentes espèces conchylicoles afin d’obtenir des populations 

résistantes à certaines maladies. Chez Crassostrea virginica, une population 

résistante au parasite Haplosporidium nelsoni (MSX) a été isolée dans les années 1970 

au Etats-Unis. (Haskin & Ford,1978, 1979). Chez Soccostrea glomerata, l’huître 

australienne, des programmes de sélection ont permis d’obtenir une population 

résistante aux parasites Marteilia sydneyi et Bonamia roughleyi (Nell et al., 2000 ; 

Green et al., 2009 ; Newton et al., 2004). 

 

Des travaux d’amélioration génétique ont été entrepris chez Ostrea edulis afin 

d’obtenir des animaux résistants à Bonamia ostreae. Contrairement au programme 

de sélection réalisé chez Soccostrea glomerata, Crassostrea virginica, le programme 

de sélection entrepris par l’Ifremer en 1985 a fait appel à une pression de sélection 

par infection expérimentale (Mialhe et al., 1988 ; Hervio, 1992 ; Culloty & Mulcahy, 

1992). Après plusieurs générations et des années de sélection massale, le taux de 

survie des huîtres plates sélectionnées est supérieur à celui des huîtres non 

sélectionnées (Martin et al., 1993 ; Naciri, 1994 ; Baud et al., 1997 ; Naciri-Graven et 

al., 1998). Bédier et al. (2001) ont montré que les taux de prévalence de B. ostreae 

étaient corrélés aux taux de survie. Le suivi de paramètres hémocytaires en 

cytométrie en flux a permis de mettre en évidence des différences d’activités de 

type estérase et de production des EORs entre les huîtres sélectionnées et celles non 

sélectionnées. Plus récemment, des QTLs liés à la résistance à la bonamiose ont été 

identifiés dans le cadre d’une infection expérimentale sur deux groupes d’huîtres 

plates présentant des niveaux de survie contrastés (Lallias et al., 2009). 
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IV Système hôte-parasite, interactions durables  

 

Un parasite est un organisme « pique-assiette » qui vit aux dépens d’un autre être 

vivant (hôte) dont il tire sources d’énergie, moyens de transport et protection vis à vis 

du milieu extérieur (Figure 30). 

 

↸ ? 

� ? 

� ? 
Figure 30 : Quels avantages à une vie parasitaire ? (modifié d’après Combes, 1995) 

 

 

Le système hôte-parasite est un écosystème particulier à durée de vie limitée, le 

parasite exploitant les ressources de son hôte. Cette relation obligatoire pour le 

parasite s’établit aux niveaux spatio-temporel et énergétique et se fait au détriment 

de l’hôte. Le parasitisme se différencie ainsi des autres types d’interactions durables 

comme l’épibiose ou la phorésie (support ou transport), l’inquilinisme (habitat), le 

commensalisme et le mutualisme (ressources).  

 

Parasite 
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IV.1 Parasitisme 

 

Le parasitisme est fondé sur un équilibre dynamique entre l’hôte et le parasite qui ne 

peut pas être rompu. Ainsi, seule la mort de l’hôte ou du parasite peut mettre fin à 

cette association. Cela distingue les parasites des parasitoïdes qui tuent leur hôte 

(situation intermédiaire entre le parasitisme et la prédation) pour favoriser leur propre 

survie.  

 

Les relations entre hôte et parasite qui définissent les modalités d’un parasitisme sont 

souvent très complexes. Elles font intervenir des mécanismes adaptés aussi bien pour 

prolonger la survie d’un parasite au sein de son hôte que limiter ou arrêter le 

développement du parasite chez l’hôte.  

  

IV.1.1 Transmission parasitaire 

 

Les parasites ne peuvent survivre que s’ils se trouvent ou aboutissent, activement ou 

passivement dans un habitat favorable (hôte). Les parasites font appel à plusieurs 

modes de transmission pour passer d’hôte en hôte de manière à découvrir et 

exploiter plusieurs milieux.  

 

La transmission parasitaire d’un hôte à un autre hôte peut se faire par quatre 

procédés principaux :  

- la transmission par contact, 

- la transmission par consommation, 

- la transmission par vecteur piqueur,  

- et la transmission par stade libre actif. 

 

IV.1.2 Cycle parasitaire et implication d’un ou plusieurs hôtes  

 

Le cycle parasitaire est l’ensemble d’une succession de transformations obligatoires 

subies par un parasite pour passer d’une génération à une autre. L’achèvement du 

cycle parasitaire peut faire intervenir plusieurs hôtes successifs. On définit ainsi ce 

cycle par le terme « hétéroxène », c’est le cas chez Toxoplasma gondii, Plasmodium 

falciparum et Schistosoma mansoni. En revanche, un cycle parasitaire se déroulant 
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chez un seul hôte est dit « monoxène ». Parmi les parasites à cycle monoxène, nous 

pouvons citer Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis et Entamoeba histolytica.  

 

IV.2 Interactions durables : le système hôte-parasite 

 

Les interactions durables entre un hôte et un parasite sont complexes et font 

intervenir une multitude de caractères permettant la rencontre et la compatibilité. 

L’établissement d’un système hôte-parasite est le résultat de la combinaison de ces 

caractères.  

 

IV.2.1 Rencontre et compatibilité 

 

Les parasites n’exploitent qu’un petit nombre d’espèces parmi toutes celles qui sont 

disponibles. Au sein d’un même écosystème, il existe des disparités, car le parasite 

peut ne pas exploiter l’ensemble des espèces vivant au sein de cet écosystème 

(incompatibilité d’espèces), ni même certains membres d’une même espèce, on 

peut parler alors de résistance.  

L’établissement d’un système hôte-parasite peut se décomposer en quatre 

processus, ou filtres, permettant de faire le tri des espèces pouvant potentiellement 

devenir hôte d’un parasite. 

 

 -1 Les hôtes ne sont pas présents dans le même écosystème que le parasite 

(se trouve en dehors de la « limite de la biocénose »). 

 -2 Le comportement des hôtes est tel que le contact avec les stades infestant 

du parasite est impossible (ne franchissent pas le « filtre éthologique »). 

 -3 Les hôtes potentiels ne conviennent pas aux exigences d’espèces ou de 

ressources métaboliques du parasite (exclusion de « l’angle d’exigence » du 

parasite). 

 -4 Les hôtes sont capables de détruire le parasite par leur système immunitaire 

ou autres procédés d’élimination du parasite (exclusion du parasite par « l’angle 

d’évasion immunitaire »). 
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Les deux premiers processus (1 et 2) conditionnent la possibilité de contact ou filtre 

de rencontre. Les processus 3 et 4 peuvent êtres regroupés ensemble pour former le 

filtre de compatibilité. 

 

En résumé, nous pouvons établir que quatre obstacles doivent êtres franchis pour 

qu’un système « hôte-parasite » soit établi (Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Quatre obstacles à la réalisation d’un système hôte-parasite 

 

Parmi ces quatre obstacles, nous ne pouvons pas mesurer l’importance de l’un par 

rapport aux autres, car si l’un d’entre eux n’existe pas ou ne peut pas être franchis, 

alors ce système « hôte-parasite » ne peut pas exister de façon durable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Etude des différents cas possible dans l’établissement d’un système hôte-

parasite (Combes, 1995). 
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IV.2.2 Course aux armements 

 

L’établissement d’un système hôte-parasite induit des pressions de sélection sur le 

génome de l’hôte et du parasite. L’existence de deux filtres (rencontre et 

compatibilité) implique une sélection sur chaque filtre (Figure 32). 

 

Le filtre de rencontre sélectionne :  

- Les parasites qui possèdent la meilleure aptitude à rencontrer des hôtes 

compatibles. Nous parlerons donc de « gènes de rencontre » ; 

- Les hôtes dont le comportement tend à s’opposer à la rencontre des parasites, 

dans ce cas, nous parlerons de « gènes d’évitement». 

 

Le filtre de compatibilité sélectionne ;  

- les hôtes qui procurent au parasite l’environnement le plus défavorable, 

notamment l’environnement hostile dû aux mécanismes immunitaires, implication de 

« gènes de défense ». 

- les parasites qui possèdent la meilleure aptitude à s’adapter à cet environnement 

notamment à échapper à l’immunité. Nous parlerons donc de « gènes de survie ». 

 

Enfin, si tous ces critères de sélection sont en faveur du parasite, le système hôte-

parasite est établi, mais cela ne veut pas signifier que le succès du parasite est 

assuré. Le parasite doit développer des mécanismes lui permettant de se maintenir 

et de survivre dans son hôte, nous parlerons de « gènes d’exploitation». 

 

 

IV.3 Se faire accepter, exploiter et se multiplier 

 

Se faire accepter par l’hôte sans se faire détruire est la dernière barrière à franchir 

pour un parasite si le filtre de rencontre est ouvert. La capacité de l’hôte à lutter 

contre l’invasion du parasite repose essentiellement sur la réponse immunitaire. Les 

parasites (protozoaires) sont capables d’échapper aux mécanismes de l'immunité 

humorale et cellulaire de l’hôte. Les parasites sont capables de franchir les barrières 

de leur hôte afin de trouver des conditions favorables à leur développement. Pour 
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cela, ils sont capables de déjouer les mécanismes de défense mis en jeu par leurs 

hôtes afin de s’y multiplier. Parmi toutes les stratégies mises en place, la discrétion et 

le camouflage sont les principales stratégies observées chez les parasites 

protozoaires.  

 

IV.3.1 Parasites intracellulaires chez les vertébrés et Bonamia ostreae 

 

IV.3.1.1 Entrer sans frapper dans la cellule hôte 

 

Les parasites existent dans pratiquement toutes les niches écologiques, mais aucune 

n'est aussi spécialisée que celui du parasite intracellulaire obligatoire qui doit 

pénétrer dans les cellules de son hôte pour survivre. La plupart des parasites 

intracellulaires sont des protozoaires dont beaucoup sont responsables de maladies 

mortelles chez les animaux et l’homme. Les défenses que doivent franchir ces 

parasites sont multiples (peau, muqueuses, tissus conjonctifs, et système immunitaire). 

Surmonter l’ensemble de ces défenses et franchir le dernier obstacle imposé qu’est 

la membrane cellulaire est un formidable défi pour les parasites. De plus, une fois à 

l’intérieur de la cellule, les parasites ont développé des stratégies de contournement 

des défenses cellulaires et d’installation afin de survivre. 

 

Les parasites qui pratiquent ce style de vie ont généralement renoncé à la capacité 

de croissance extracellulaire, ce qui les rend vulnérables hors de la cellule. 

 

 Les parasites protozoaires ont développé diverses stratégies pour entrer dans les 

cellules de leur hôte. Les leishmanies utilisent la phagocytose pour entrer dans la 

cellule hôte tandis que les plasmodiums et les toxoplasmes entrent dans la cellule de 

façon active par pénétration (Sacks & Sher, 2002 ; Sibley, 2004). 

 

IV.3.1.1.1 Leishmania sp. 

 

Les leishmanies utilisent la phagocytose pour pénétrer dans la cellule hôte. Les 

leishmanies ne disposent pas des mécanismes nécessaires à l'invasion active et se 

limitent plutôt à l’utilisation de cellules expertes dans la phagocytose, principalement 

les macrophages, avec quelques exceptions (par exemple, les fibroblastes) (Rittig & 
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Bogdan, 2000). L’internalisation des leishmanies par les macrophages se fait par 

l’intermédiaire de récepteurs classiques impliqués dans la phagocytose qui implique 

une diversité des récepteurs de reconnaissance tels que le CR3, les récepteurs CR1 

fucose et le mannose (Alexander & Russell, 1992) (Figure 33 et Tableau 3). La 

phagocytose des leishmanies induit une participation active de l’actine de l’hôte. 

 

IV.3.1.1.2 Trypanosoma cruzii 

 

Les trypomastigotes du parasite Trypanosoma cruzii pénètrent dans le macrophage 

et tous les types de cellules en induisant un recrutement des lysosomes à la 

membrane plasmique. Après fixation à la membrane de la cellule hôte, les signaux 

déclenchés par le parasite peuvent engager le processus d'entrée progressive dans 

la cellule hôte (Rodríguez et al., 1996) (Figure 34). L’internalisation du parasite 

mobilise certains récepteurs comme le TGF-β (Transforming Growth Factor) et des 

protéines de type G. La mobilisation de l’actine dans l’internalisation n’est pas 

nécessaire (Tableau 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Exemples d’internalisation de parasite intracellulaire dans une cellule de 

type macrophage (modifié d’après Sacks & Sher, 2002). 

Leishmania sp. 
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Leishmania sp.  
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Trypanosoma cruzii 
trypomastigote 
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Parasites intracellulaires 
Propriétés 

Leishmania sp. Trypanosoma cruzii Toxoplasma sp. 

Types cellulaires Macrophage Tous Tous 

Récepteurs CR1 et CR3 
G-protein 

TGF-β 
GAGs Acide 

sialique 

Mécanisme de 
pénétration 

Phagocytose 
Voie calcique 

Recrutement des 
lysosomes 

Pénétration directe 

Implication de 
l’actine de l’hôte 

Oui Non Oui 

Implication de 
l’actine du parasite 

Non Non Oui 

Situation dans la 
cellule 

Phagolysosome 
Vacuole 

lysosomale 
Vacuole 

parasitophore 

 

Tableau 3 : Exemples de parasites intracellulaires : stratégies de pénétration 

intracellulaire (modifié d’après Sibley, 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Pénétration de Trypanosoma cruzii dans la cellule hôte 
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IV.3.1.1.3 Toxoplasma sp. et Plasmodium sp. 

 

La motilité invasive des sporozoïtes de Plasmodium sp. ou des tachyzoites de 

Toxoplasma sp est basée sur des mécanismes conservés chez les apicomplexes, tels 

que la motilité par glissement. Les formes invasives de Toxoplasma gondii et 

Plasmodium falciparum sont motiles. La motilité et l’invasion sont intimement liées. 

Les parasites non-motiles sont incapables de pénétrer dans une cellule. Ce 

mécanisme permet au parasite de pénétrer dans tous les types cellulaires. A cela 

s’ajoute un manque de spécificité. En effet, les toxoplasmes et les plasmodiums sont 

capables d’envahir tous les types cellulaires des vertébrés à sang chaud, les cellules 

de poissons, et même les cellules d’insectes. La motilité par glissement des parasites 

apicomplexes n'implique pas de modifications dans la forme des cellules. Leurs 

mouvements ne se fondent pas sur l’utilisation de flagelles ou de cils, mais plutôt sur 

l’existence d’organelles apicales cytoplasmiques, appelées les micronèmes (Figures 

33 et 35). Les micronèmes contiennent des protéines adhésives (adhésines), qui sont 

sécrétées par le pore apical de la cellule et ensuite redistribuées vers l'arrière le long 

de la surface de la cellule (Dubremetz et al., 1998 ; Carruthers & Sibley, 1999 ; Opitz & 

Soldati 2002). Par conséquent, leur motilité est substrat dépendant. En plus de la 

sécrétion d’adhésine, l’invasion des cellules hôtes par le toxoplasme est dépendante 

de l’actine et de la myosine du parasite et de l’hôte (Tableau 3) (Morisaki et al., 

1995 ; Dobrowolski et al., 1997a, 1997b ; Gonzalez et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Représentation schématique des principales étapes de l’invasion des 

tachyzoïtes de Toxoplasma dans la cellule hôte. 
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IV.3.1.1.4 Bonamia ostreae 

 

Les mécanismes de pénétration du parasite sont moins documentés que chez les 

parasites précédemment décrits. Cependant, la mise au point du protocole de 

purification du parasite (Mialhe et al., 1988) et de prélèvement d’hémolymphe a 

permis d’entreprendre l’étude des interactions entre les hémocytes d’huître et les 

parasites in vitro (Mourton et al., 1992 ; Chagot et al., 1992). Les résultats de ces 

expériences ont montré que le parasite était internalisé, puis persistait dans les 

hémocytes d’huître plate (Chagot et al., 1992). Cette étude rapporte aussi que 

l’internalisation du parasite est diminuée en présence de cytochalasine B. Cette 

observation indique une implication possible du parasite dans sa propre 

internalisation. Il a aussi été montré que les hémocytes traités avec des sucres simples 

(mannose, glucose, fucose, N-acétyl glucosamine et galactosamine) conservaient 

la capacité de phagocytose. Des récepteurs de type lectine ne semblent donc pas 

impliqués dans l’internalisation du parasite. En revanche, le traitement du parasite 

avec des sucres avant la mise en contact a montré une diminution du taux 

d’infection des hémocytes. Il semblerait donc que le parasite possède à sa surface 

des molécules de type lectine qui seraient impliquées dans sa reconnaissance par 

les hémocytes (Chagot, 1989).  

 

IV.3.1.2 « Tenue correcte exigée » pour ne pas se faire dégrader 

 

Après internalisation, les parasites vont réorganiser la cellule hôte et interférer avec 

les mécanismes de défense de l’hôte afin de se protéger et de s’installer. 

 

IV.3.1.2.1 Remodelage intracellulaire après internalisation 

 

Les parasites protozoaires sont adaptés à un mode de vie intracellulaire et doivent 

résister aux mécanismes de défense qui peuvent êtres induits dans les cellules 

phagocytaires et non-phagocytaires. Après internalisation, les parasites sont soumis à 

un environnement hostile par la présence de lysosomes capables de produire ou 

libérer des enzymes hydrolytiques et des EOR. Pour contrer cela, les parasites ont 

développé un système basé sur un remodelage intracellulaire. 
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Toxoplasma gondii est situé dans un phagosome, le parasite va se protéger par la 

formation d’une vacuole parasitophore liée à l’absence de fusion avec les 

endosomes et les lysosomes (Mordue et al., 1999 ; Lingelbach & Joiner, 1998). Ce 

remodelage semble être crucial pour l'inhibition de l'acidification des vacuoles 

parasitophores et de la fusion des lysosomes.  

 

L’internalisation du parasite Trypanosoma cruzii induit un recrutement des lysosomes 

à la périphérie de la cellule (Rodriguez et al., 1995, 1996, 1997). Les lysosomes vont 

servir à la construction de la vacuole parasitophore qui est acide (Tardieux et al., 

1992). Le parasite ne peut pas se développer dans la vacuole parasitophore. Il sort 

de la vacuole parasitophore grâce à la sécrétion de molécules telles que la 

molécule Tc-TOX qui va former des pores sur la membrane de la vacuole 

parasitophore. La sécrétion de cette molécule sera facilitée par la présence de 

trans-sialiadase présent à la surface des trypomastigotes. Le parasite libre dans le 

cytoplasme va poursuivre son développement dans la cellule hôte (Andrews et al., 

1990 ; Hall et al., 1992). Une voie lysosome-indépendante a également été décrite 

au cours de l’invasion de T. cruzii (Woolsey et al., 2003). Ce mécanisme d'entrée 

consiste, quant à lui, à induire une invagination de la membrane plasmique de la 

cellule hôte et à la formation d'une vacuole d'origine plasmique, initialement 

dépourvue de lysosome (Woolsey et al., 2003). La vacuole contenant les 

trypomastigotes subit alors un processus de maturation au cours duquel elle acquiert 

progressivement des lysosomes (Woolsey et al., 2003).  

 

Les leishmanies ne semblent pas remodeler le phagosome d’une manière 

importante car la membrane du phagosome se dissout rapidement avec un 

recrutement tardif des lysosomes. Ce recrutement tardif des lysosomes est 

principalement dû à une inhibition de la maturation du phagosome par le 

lipophosphoglycan (LPG). Les promastigotes ont alors le temps de se différencier et 

de devenir eux-mêmes résistants aux hydrolases (Desjardins & Descoteaux, 1997 ; 

Dermine et al., 2000). 

 

Les parasites du genre Bonamia remodèleraient la vacuole parasitophore par le 

déchargement de corps lipidiques. Le parasite utiliserait la vacuole parasitophore 

pour décharger ces corps lipidiques ce qui modifierait les propriétés membranaires 
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du phagosome (Hine & Wesney, 1994a). Cette modification empêcherait une fusion 

entre le phagosome et le lysosome et ainsi une non-dégradation du parasite. 

 

IV.3.2.1.2 Manipulation du système immunitaire de l’hôte par le parasite 

 

Les macrophages possèdent des mécanismes de défense primaire comme 

l’activation du métabolisme oxydatif. La NADPH oxydase est une enzyme qui 

catalyse le transfert des électrons du NADPH vers l’oxygène moléculaire aboutissant 

à la production de superoxyde et d’EOR.  

 

Des études in vitro ont permis de montrer que le parasite Plasmodium sp. était 

capable d’interférer avec la production d’EOR en produisant une molécule, 

l’hémozoïne, durant l’infection (Figure 36) (Schwarzer et al., 1992). L’inhibition de la 

production d’EOR serait due à une inhibition de la production de la protéine kinase 

C (PKC) (Schwarzer et al., 1993). La protéine kinase C (PKC) et des protéines tyrosine 

kinases (PTKS) sont impliquées dans la régulation des fonctions des phagocytes en 

réponse à une variété de stimuli extracellulaires. 

 

Les leishmanies sont capables d’éviter la production d’EOR par une inhibition de la 

PKC (Figure 36) (Olivier et al., 1992 ; Descoteaux et al 1992). Le lipophosphoglycan 

(LPG) présent à la surface des leishmanies est impliqué dans l’inhibition de la PKC.  

 

Bonamia ostreae semble être capable d’inhiber la production d’EOR par la 

présence d’activités spécifiques (acide phosphatase, cytidine monophosphatase et 

thiamine pyrophosphatase) et d’enzymes (catalase et peroxydase) (Hervio, 1992).  

 

En plus de leurs réponses innées, les macrophages peuvent activer des cascades de 

production de cytokines. Plusieurs études ont permis de mettre en évidence que les 

protozoaires intracellulaires peuvent interférer avec la production de cytokines. Les 

macrophages infectés par des leishmanies sont incapables de produire l’interleukine 

12 (IL-12) (McDowell & Sacks, 1999). L’IL-12 est l’inducteur principal de l’interféron 

gamma (IFN-γ). L’excès d’IL-12 peut entraîner des lésions graves des tissus 

préjudiciables au parasite en bloquant son cycle de transmission. 
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Figure 36 : Inhibition des voies de signalisation chez les macrophages infectés par 

Leishmania sp., Plasmodium sp. et Toxoplasma sp. (modifiée d’après Sacks & Sher 

2002). 
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De plus, les leishmanies inhibent la voie de signalisation Jak-STAT par l’intermédiaire 

de protéines tyrosine kinases (Figure 36) (Nandan & Reiner, 1995). L’inhibition de la 

voie Jak-STAT est due à une non-phosphorylation de Jak2 par une activation rapide 

d’une protéine cytoplasmique phosphatase (SHP) (Blanchette et al., 1999). La voie 

de signalisation Jak-STAT est impliquée dans un large éventail de réponses des 

macrophages comme l’induction de la plupart des cytokines pro-inflammatoires 

(TNF-alpha), IL-1β et l’induction de l'oxyde nitrique (iNOS). Un mécanisme similaire a 

été décrit chez les macrophages de souris infectés par le parasite Plasmodium 

berghei. En effet, le parasite inhibe la production de l’IL-12 (Xu et al., 2001).  

 

Contrairement aux leishmanies et aux plasmodiums, le parasite Toxoplasma gondii 

interfère avec la voie de signalisation NF-κB (Butcher et al., 2001 ; Shapira et al., 2002) 

(Figure 36). Cette voie joue un rôle important dans la régulation de nombreux gènes 

impliqués dans l’immunité innée et adaptative tels que l’IL-12, l’IFN-γ, le TNF-α, l’iNOS 

ainsi que des molécules d’adhésion. Les macrophages infectés par T. gondii 

subissent une dégradation rapide de l’IKappaB, ce qui traduit une non-translocation 

vers le noyau. T. gondii induit une inhibition plus généralisée par l’IL-12 et le TNF-α. 

Une étude a permis de montrer que l’utilisation de souches virulentes de T. gondii 

induisait une diminution de la production de l’iNOS (Dobbin et al., 2002). De plus, T. 

gondii inhibe lui aussi la voie de signalisation Jak-STAT par une perturbation le 

transport nucléaire de STAT-α (Figure 36) (Dobbin et al., 2002). 

 

Enfin, les protozoaires parasites ont développé des stratégies pour moduler les voies 

de signalisation de l'apoptose des macrophages afin de maintenir leur survie dans la 

cellule hôte (Lüder et al., 2001). Les leishmanies et les toxoplasmes inhibent la voie de 

signalisation de l’apoptose, puis induisent une augmentation de l’expression de Bcl-2 

(Moore et al., 1994 ; Nash et al., 1998). 
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III.3.2 Interactions entre parasite et mollusques bivalves 

 

Par rapport aux modèles de parasites de vertébrés développés précédemment, les 

interactions entre mollusques bivalves et protozoaires sont peu documentées. Dans 

ce paragraphe, deux parasitoses sont présentées : la marteiliose due au parasite 

Marteilia sydneyi chez l’huître australienne Saccostrea glomerata et la perkinsose 

due au parasite Perkinsus marinus chez l’huître américaine Crassostrea virginica. 

 

IV.3.2.1 Perkinsus marinus et Crassostrea virginica 

 

Le parasite protozoaire Perkinsus marinus est un parasite intracellulaire facultatif des 

mollusques bivalves. La première description de P. marinus a été faite en 1950 par 

Mackin, en Louisiane (Etat-Unis), en association à des mortalités massives de l’huître 

américaine, Crassostrea virginica. Le parasite incriminé a été nommé dans un 

premier temps « Dermocystidium marinum », puis « Labyrinthomyxa marina » et 

finalement Perkinsus marinus. P. marinus induit la maladie appelée « dermo » dans les 

élevages d'huîtres (C. virginica) le long des côtes atlantiques et du Golfe do Mexique 

(Ford 1996 ; Ford & Chintala, 2006 ; Ford & Smolowitz, 2007).  

 

Le cycle de vie de Perkinsus marinus comprend une étape de vie libre-mobile 

(zoospore), un stade végétatif non-mobile (trophozoïte) et des hypnospores. Le 

parasite est ingéré par l'hôte, puis phagocyté par les hémocytes présents dans le 

tube digestif.  

 

De nombreuses études ont été réalisées sur ce modèle afin de décrire les 

interactions entre l’huître américaine Crassostrea virginica et son parasite Perkinsus 

marinus. 

 

Les produits extracellulaires (ECP) de cultures de Perkinsus marinus présentent des 

activités de type sérine protéase (La Peyre et al., 1995a ; Faisal et al., 1999). Cette 

protéase pourrait inhiber la production de molécules cytotoxiques par les hémocytes 

telles que le lysozyme et les ions peroxydes. (La Peyre et al., 1995b ; Chu & La Peyre, 

1989 ; Fisher et Newell, 1986). Les trophozoïtes phagocytés restent viables notamment 
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par inhibition de la production d’EOR produit par l’hôte et grâce à la présence de 

mécanismes antioxydants développés par le parasite (Volety & Chu, 1995 ; Alavi et 

al., 2009). Une étude a permis d’identifier une galectine présente à la surface des 

hémocytes impliquée dans la reconnaissance de P. marinus trophozoïte (Tasumi & 

Vasta, 2007 ; Vasta, 2009). Tanguy et al. (2004), avait déjà émis l’hypothèse de la 

participation d’une lectine de type galectine (beta galactoside binding lectine) 

dans la reconnaissance du parasite.  

 

Une approche moléculaire a permis d’identifier une sérine protéase de Perkinsus 

marinus (Brown & Reece, 2003). Une approche transcriptomique réalisée par Tanguy 

et al. (2004) a permis d’identifier des ESTs potentiellement exprimées en réponse à 

l’infection par P. marinus chez Crassostrea virginica et notamment une EST codant 

pour la permine ou cavortine. Il s’agit d’une protéine glycosylée présentant une 

activité d’inhibiteur de sérine protéase. Cette protéine peut fonctionner comme un 

chélateur du fer et donc inhiberait la croissance de P. marinus (Gauthier & Vasta, 

1994). Plus récemment, un inhibiteur de sérine protéase (cvSI-1) a été identifié et 

purifié chez C. virginica. CvSI-1 inhibe la prolifération du protozoaire parasite P. 

marinus in vitro. Les hybridations in situ ont permis de localiser cvSI-1 dans les cellules 

basophiles des tubules digestifs. L’analyse du niveau d’expression du gène cvSI-1 a 

montré que le niveau d’expression est plus élevé dans les huîtres sélectionnées 

contre la maladie que chez les huîtres non sélectionnées (Xue et al., 2010).  

 

Hughes et al., (2010) ont montré que Perkinsus marinus module l’apoptose des 

hémocytes. Ces auteurs  ont observé une augmentation de l’apoptose au début de 

l’infection aussi bien in vitro qu’in vivo. Une autre étude a montré la suppression de 

l'apoptose dans les hémocytes des huîtres naturellement infectées par P. marinus 

(Sunila & La Banca, 2003), tandis que d’autres auteurs ont rapportés une inhibition de 

l'apoptose après 1 h d'incubation des hémocytes d'huîtres avec P. marinus 

(Goedken et al., 2005). L’étude réalisée par Hughes et al. (2010) a permis de décrire 

le mécanisme moléculaire suspecté dans la modulation de l’apoptose des cellules 

infectées par le parasite P. marinus. Les parasites intracellulaires des vertébrés tels 

que Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzii et Leishmania donovani, stimulent ou 

inhibent l'apoptose par l'activation et l'inhibition de la caspase 3 (Heussler et al., 

1999 ; Heussler et al., 2001). Hughes et al. (2010) suggère que les caspases ne soient 
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pas impliquées dans l'apoptose accrue observée dans les étapes initiales de 

l'infection, et qu'elles ne sont pas inhibées par P. marinus dans les hémocytes 

d'huîtres. La non-implication des caspases dans l’activation de l’apoptose par P. 

marinus est une caractéristique unique des hémocytes d'huîtres qui les différencient 

de la plupart des autres relations hôte/parasites intracellulaires.  

 

IV.3.2.2 Marteilia sydneyi et Saccostrea glomerata 

 

L’huître australienne Saccostrea glomerata a subi de fortes mortalités depuis les 

années 70. Ces mortalités survenant en été et en automne ont été associées à la 

détection du protozoaire Marteilia sydneyi (Perkins & Wolf, 1976 ; Roubal et al., 1989 ; 

Adlard & Ernst, 1995 ; Bezemer et al., 2006). Marteilia sydneyi est un protozoaire classé 

dans le phylum des paramyxa (Berthe et al., 2004). Le mode d’infection et le cycle 

de vie en dehors de l’hôte sont inconnus.  

 

Les autorités australiennes ont entrepris un programme afin de développer des 

lignées résistantes d’huîtres vis-à-vis du parasite (Nell et al., 2000 ; Newton et al., 

2004). Ce programme a non seulement permis de réduire la mortalité (Nell et al., 

2000), mais également d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués 

dans la résistance à la maladie. 

 

L’hémolymphe de Saccostrea glomerata résistantes présente une activité 

phénoloxydase plus importante que l’hémolymphe des huîtres non-sélectionnées 

(Butt & Raftos, 2008). De plus, une nouvelle forme d’enzyme péroxydase a été 

identifiée chez les huîtres résistantes (Bezemer et al., 2006 ; Newton et al., 2004). Plus 

récemment, une étude a été réalisée visant à comparer la phagocytose de 

Marteilia sydneyi par les hémocytes des huîtres sélectionnées et non-sélectionnées 

(Kuchel et al., 2010). Après internalisation du parasite, les granules contenus dans les 

hémocytes fusionnent avec le phagosome, ceci implique un changement de pH 

chez les hémocytes issus de la population sélectionnée. Il a également été observé 

une activité de phénoloxydase chez les huîtres résistantes dans les phagosomes 

après infection in vitro. Les données indiquent que les hémocytes d’huître creuse 

australienne reconnaissent et phagocytent M. sydneyi, et que la résistance contre 
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M. sydneyi peut être associée à une activité phénoloxydase accrue dans les 

phagolysosomes (Kuchel et al., 2010). 

 

Par ailleurs, une étude transcriptomique chez les huîtres sélectionnées a permis 

d’identifier des ESTs potentiellement impliquées dans la résistance des huîtres creuses 

au parasite Marteilia sydneyi (Green et al., 2009). Des ESTs ayant un rôle dans 

l’immunité ont ainsi pu être identifiées  : une ficoline de type 4, une lectine de type 

galactoside, le C1q, une superoxide dismutase extracellulaire, une peroxiredoxin 6 

(Prx 6), une metallothionéine, une small heat shock protein (sHSP), l’IK cytokine et 

l’IKB. Les huîtres sélectionnées semblent présenter une sur expression de la 

superoxyde dismutase extracellulaire et de la sHSP tandis que la Prx 6 et l’IK 

apparaissent sous exprimées. Les huîtres sélectionnées pourraient générer des 

composés anti-parasitaires de type péroxyde d’hydrogène (H2O2) plus rapidement 

et à des concentrations supérieures au cours de la flambée oxydative en raison de 

l’expression différentielle des deux enzymes anti-oxydantes (ec-SOD et Prx 6). 
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Acquisition de données moléculaires chez l’huître plate, 

Ostrea edulis 

 

 

Les approches de génomique comparative dont l’étude de l’expression de gènes 

d’intérêt sont de plus en plus utilisées notamment dans l’étude des interactions 

hôtes-parasites comme les parasites humains ou d’animaux domestiques Giardia 

lamblia (Roxstrom-Lindquist et al., 2005), Trypanosoma congolense (Hill et al., 2005), 

Plasmodium falciparum (Bozdech et al., 2003), Perkinsus marinus, parasite des huîtres 

creuses américaine et japonaise, Crassostrea virginica et C. gigas (Tanguy et al., 

2004), Perkinsus olseni, parasite de la palourde européenne Ruditapes decussatus ou 

encore Marteilia sydneyi, parasite de l’huître australienne (Green et al., 2009). 

 

 

L’acquisition de données moléculaires a pris un essor considérable ces dernières 

années grâce à l’apparition de nouvelles technologies. Ces données moléculaires 

sont nécessaires à une meilleure compréhension du développement d’une maladie. 

Cependant, actuellement, dans les bases de données publiques, il n’est possible de 

recenser qu’une soixantaine d’ESTs chez Ostrea edulis. 

 

Dans ce contexte, deux approches transcriptomiques ont été réalisées afin 

d’identifier des ESTs différentiellement exprimées au cours d’infection d’hémocytes in 

vitro par le parasite Bonamia ostreae. Ces deux approches ont été complétées par 

la mise au point d’une PCR en temps réel avec l’identification de gènes de 

ménage. 

 

Dans une première approche transcriptomique, il a été réalisé deux banques 

d’ADNc visant à identifier des gènes différentiellement exprimés entre des 

hémocytes infectés et des hémocytes sains après une infection in vitro (Article 1). 

 

Une seconde approche transcriptomique par SSH a été réalisée suite à une infection 

in vitro d’hémocytes de deux populations distinctes d’huîtres par le parasite Bonamia 

ostreae. Dans cette étude, les deux populations sont d’une part des huîtres plates 

sélectionnées pour leur résistance à la bonamiose et une population dite 
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« sauvage ». Cette approche a permis d’identifier des ESTs différentiellement 

exprimées pouvant être associées à la résistance ou la sensibilité à la bonamiose 

(Article 2). La production de banques soustractives a permis d’apporter des 

éléments nouveaux sur la connaissance du génome de l’huître plate pour lequel 

pratiquement aucune donnée n’était disponible. Parmi les données obtenues, des 

ESTs potentiellement impliquées dans les interactions hôte/parasite ont été 

sélectionnées et leur niveau d’expression évalué en PCR en temps réel. 

 

La technique de PCR en temps réel n’avait pas été utilisée jusqu’alors chez l’huître 

plate. Il a donc été nécessaire de mettre au point cet outil afin d’étudier les niveaux 

d’expression des ESTs candidates. L’étude de l’expression relative nécessite 

l’utilisation d’un ou plusieurs gènes de ménage (housekeeping gene) ou 

normalisateurs. Ce sont des contrôles internes, qui permettent de normaliser la 

réaction, l’expression des résultats étant mesurée par rapport aux gènes de 

ménage. Afin de choisir un gène de ménage adapté, il a été entrepris une étude 

visant à étudier la stabilité d’expression de plusieurs gènes sélectionnés dans les 

banques soustractives générées et en accord avec littérature. Aujourd’hui chez les 

mollusques bivalves seulement deux études rapportent la mise au point de gènes de 

ménage pour la PCR en temps réel (Araya et al., 2008 ; Siah et al., 2008). Notre 

étude a été réalisée avec cinq ESTs candidates. Les résultats obtenus, ont permis de 

sélectionner un gène de ménage (Article 3). L’étude du niveau d’expression des ESTs 

potentiellement impliquées dans les interactions hôte/parasite a pu alors être 

entreprise. L’analyse des résultats a permis d’observer des différences de niveau 

d’expression en fonction des conditions testées. 

 

Dans le présent chapitre, dans un premier temps, il est présenté l’article 1. Cet article 

cible l’identification d’ESTs différentiellement exprimées au cours d’infections in vitro. 

Cette étude a été complétée par une analyse du niveau d’expression des ARNm 

d’ESTs ciblés, et la caractérisation complète de deux gènes d’intérêt, un gène 

codant une galectine (Oe-Gal) et un gène codant un IRF (Oe-IRF). Cette étude est 

suivie par la présentation de l’article 2 portant sur l’identification d’ESTs 

différentiellement exprimées par les hémocytes de deux populations d’huîtres plates 

en réponse à l’infection in vitro par le parasite Bonamia ostreae. Le niveau 

d’expression des ESTs ciblées a été analysé par PCR en temps réel. Deux des ESTs 
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sélectionnées ont été complètement caractérisées par RACE PCR : un gène codant 

pour une protéine identifiée comme Fas-ligand (OeFas-ligand) et un gène codant 

pour un IAP (OeIAP). Enfin, pour terminer cette partie, il est présenté l’article 3. Cet 

article est consacré à la mise au point de la PCR en temps réel avec l’identification 

de gènes de ménage qui a permis d’étudier les niveaux d’expression des ESTs 

précédemment sélectionnées. 

 

 

Cette partie intègre des résultats complémentaires concernant l’identification et la 

caractérisation du gène Oe-MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 

88) et OeC1q chez Ostrea edulis. 
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I Identification d’ESTs d’intérêt suite à une infection des 
hémocytes d’huître plate in vitro par le parasite Bonamia 
ostreae 
 
 
Il a été entrepris un travail en biologie moléculaire par la production  de banques 

soustractives afin d’identifier les bases moléculaires des interactions hôte/parasite. 

Les banques soustractives ont été réalisées pour identifier des ESTs différentiellement 

exprimées chez les hémocytes d'huîtres plates infectés par le parasite après deux 

heures de mise en contact. Les banques ont permis d’obtenir  1104 et 1344 clones, 

parmi lesquels 391 et 480 clones ont montré une expression différentielle entre les 

deux conditions testées (hémocytes seuls et hémocytes en contact avec les 

parasites). Le séquençage des clones a permis d’identifier la fonction putative de 

protéines codées par les ESTs par recherche d’homologies dans les banques de 

données publiques. Il a été identifié des ESTs impliquées dans le cytosquelette, la 

chaîne respiratoire, la détoxication, des récepteurs membranaires, et le système 

immunitaire. 

 

Le travail a été poursuivi par le suivi de l’expression de certaines des ESTs identifiées. 

Le suivi de l’expression a été réalisé sur trois conditions : des hémocytes infectés par 

le parasite vivant, des hémocytes mis en contact avec du parasite tué et des 

hémocytes seuls servant de contrôle à l’étude. Neuf ESTs ont été sélectionnées 

impliquées dans la détoxication et le stress cellulaire (cytochrome p450, omega 

gluthatione s transferase (OGST), heat shock proteine 90 (HSP 90), superoxide 

dismutase (SOD)), le cytosquelette (filamine), la communication cellulaire 

(galectine) et l’immunité (tissues inhibitor of métalloproteinase (TIMP), régulateur de 

l’interféron (IRF-like), tetraspanine). Après analyse du niveau d’expression de ces ESTs 

par PCR en temps réel, une surexpression de OGST, SOD, TIMP, galectine, IRF-like et la 

filamine est observée en présence du parasite vivant. 

 

En complément dans cette étude, il a été caractérisé la séquence complète de 

deux gènes d’intérêt, les gènes codant la galectine (OeGal) et l’IRF (OeIRF). 
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Abstract 

Bonamiosis due to the parasite Bonamia ostreae is a disease affecting the flat oyster 

Ostrea edulis. Bonamia ostreae is a protozoan, affiliated to the order of haplosporidia 

and to the cercozoan phylum. This parasite is mainly intracellular, infecting 

haemocytes, cells notably involved in oyster defence mechanisms. 

Suppression subtractive hybridisation (SSH) was carried out in order to identify oyster 

genes differentially expressed during an infection of haemocytes with B. ostreae. 

Forward and reverse banks allowed obtaining 1104 and 1344 clones respectively, 

among which 391 and 480 clones showed a differential expression between both 

tested conditions (haemocytes alone versus haemocytes in contact with parasites). 

ESTs of interest including genes involved in cytoskeleton, respiratory chain, 

detoxification membrane receptors, and immune system were identified. The open 

reading frames of two selected genes (galectin and IRF-like) were completely 

sequenced and characterized. Real time PCR assays were developed to study the 

relative expression of candidate ESTs during an in vitro infection of haemocytes by 

live and dead parasites.  

Haemocyte infection with Bonamia ostreae induced an increased expression of 

omega gluthatione s transferase (OGST), superoxide dismutase (SOD), tissue inhibitor 

of metalloproteinase (TIMP), galectin, interferon regulatory factor (IRF-like) and 

filamin genes.  

 

 

Key words: Bonamia ostreae, Protozoan, Ostrea edulis, Flat oyster, Haemocytes, 

Gene expression, Suppression subtractive hybridisation. 

 

 

1. Introduction 

 

The parasite Bonamia ostreae was firstly described in France in association with mass 

mortality of flat oysters occurring in the late 1970’s along the French coast (Pichot et 

al. 1979 and Comps et al. 1980). This intracellular protozoan has contributed to 

drastically decrease the French production of flat oysters which is now estimated at 1 
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900t per year (data available in the fishstat database, 

http://www.fao.org/fi/statist/FISOFT/FISHPLUS.asp). Bonamia ostreae is affiliated to 

the order of haplosporidia and to the phylum of cercozoan (Cavalier-Smith and 

Chao, 2003). The parasite is most often observed inside the haemocytes (Pichot et al. 

1979; Comps et al. 1980), but it can also be observed extracellularly in the digestive 

gland and in the gills (Montes et al. 1994). The multiplication of the parasite is 

associated with haemocyte disruption. Haemocytic infiltration is observed in different 

tissues including digestive gland, mantle and gills (Balouet et al. 1983 ; Cochennec-

Laureau et al. 2003). 

Haemocytes, the circulating cells present in haemolymph, play a key role in the 

immune response of molluscs (Fisher, 1986). Bivalves lack specific immune system and 

immune memory. Their immune response relies on innate cellular and humoral 

mechanisms both operating in coordination to recognise and eliminate pathogens. 

Phagocytosis is the main cellular immune response against pathogens in molluscs 

(Cheng, 1981 ; Feng, 1988). Phagocytosis includes three main steps: 

recognition/adhesion, engulfment/internalisation and degradation (Cheng, 1981 ; 

Feng, 1988). However, after internalisation, various pathogens are able to survive in 

the phagocytes escaping post-phagocytosis mechanisms (Alavi et al. 2009). Previous 

studies have shown that B. ostreae is internalised after two hours of contact. Chagot 

et al. (1992) and Mourton et al. (1992) have demonstrated that the parasite B. 

ostreae was internalised after 30 min of contact with haemocytes and was not 

degraded after phagocytosis. Few studies have investigated the immune response 

of bivalve molluscs against parasites (Tanguy et al. 2004; Kang et al. 2006 ; Green et 

al. 2009 and Prado-alvarez et al. 2009). Such studies are usually based on the 

suppression subtractive hybridisation (SSH) technique. This approach allows the 

identification of genes differentially expressed between two conditions. 

Studies carried out on the interactions between haemocytes and parasites have 

been performed by cellular approaches (Mourton et al. 1992, Xue and Renault, 2001, 

Cochennec-Laureau et al. 2003 and Morga et al. 2009). Molecular responses of 

Ostrea edulis oysters against the parasite Bonamia ostreae have never been 

investigated. Moreover, few sequence data on Ostrea edulis genome are available 

in public databases (Genbank). The only sequences available have been used to 

determine the phylogenetic position of Ostrea edulis (Lopez-Flores et al. 2004).  
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In this context, the aim of the present study was the identification of flat oyster genes 

differentially expressed by haemocytes infected by the parasite B. ostreae 

compared to haemocytes alone using SSH approach. Among the obtained librairies, 

nine ESTs were selected according to their putative biological function: (1) 

detoxification and stress protein (cytochrome p450, OGST, HSP 90, SOD), (2) cell 

communication, membrane receptor and immune system (TIMP, galectin, IRF-like, 

tetraspanin) and (3) cystoskeleton structure (filamin). 

In addition, RT PCR assays were developed in order to estimate expression level of 

ESTs of interest during an in vitro infection of haemocytes with live and dead 

parasites. Dead parasites allowed us to test the specificity of the haemocyte 

response against live parasite. Finally, the open reading frames of two selected 

genes related to immunity (galectin and IRF-like) were completely sequenced and 

characterized. 

 

2. Material and methods 

 

 2. 1 Biological material 

 

  2.1.1 Oysters 

 

Two-year-old flat oysters Ostrea edulis (n=90) were collected from Quiberon Bay 

(Southern Brittany, France), a bonamiosis endemic zone and were acclimatized in 

the quarantine facilities of IFREMER laboratory in La Tremblade (Charente-maritime, 

France) over 30 days. Flat oysters were maintained in 120 l raceways supplied with a 

constant flow of seawater enriched with phytoplankton (Skeletonema costatum, 

Isochrisis galbana, Chaetoceros gracialis and Tetraselmis succica). 

 

  2.1.2 Haemolymph collection 

 

Haemolymph was withdrawn from the adductor muscle using a 1mL syringe 

equipped with a needle (0.40x90mm). Haemolymph samples were filtered on a 75 

µm mesh to eliminate debris and maintained on ice to prevent cell aggregation. 

Haemolymph samples were pooled. Haemocyte counts were performed using a 
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Malassey cell and cell concentration was adjusted at 2.106 cells mL-1 with seawater 

filtered at 0.22 µm (FSW). 

 

  2.1.3 Parasites 

 

Bonamia ostreae was purified according to a previously published protocol (Mialhe 

et al. 1988). Briefly, heavily infected oysters were selected by examination of heart 

tissue imprints using light microscopy. After homogenization of all the organs except 

the adductor muscle, the parasites were concentrated by differential centrifugation 

on sucrose gradients and then purified by isopycnic centrifugation on a Percoll 

gradient. Finally, the purified parasites were suspended in FSW. Bonamia ostreae cells 

were then counted using a Malassez-cell and parasite concentration was adjusted 

at 10.107 cells mL-1 with FSW. 

 

For inactivation, parasites were heated at 100°C for 15 min. The efficiency of the 

inactivation treatment was controlled in flow cytometry using propidium iodide (Arzul 

et al. 2009). 

 

 2.2 In vitro infection protocol 

 

A first experiment including haemocytes alone and haemocytes infected with live 

parasites was performed in order to construct forward and reverse SSH libraries. 

The expression level of some genes identified through SSH was then evaluated during 

a second in vitro experiment including two conditions i.e. haemocytes in contact 

with live parasites and haemocytes in contact with dead parasites and a control 

consisting of haemocytes alone.  

Whatever was the experiment, haemocytes were maintained in contact with 

purified parasites (live or dead) during 2 hours. For that purpose, 5 ml of haemocyte 

suspension were introduced in plastic flasks and incubated at 15°C for two hours until 

the formation of a cell layer. Supernatant was then withdrawn, preserved after 0.22 

µm filtration and replaced by 500 µl of parasite suspension. After 2 hours, supernatant 

previously filtered at 0.22 µm to eliminate bacteria, was introduced again in flasks. 

After 12-hour incubation, cells were rinsed twice with phosphate buffer saline (PBS 
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1X) and were processed for RNA extraction using TRIZOL reagent (Invitrogen) 

following the manufacturer's instructions. 

 

 

 2.3 Suppression subtractive hybridisation (SSH) 

 

Two micrograms of mRNA (1 µg from the haemocytes exposed to the parasite and 1 

µg from the haemocytes alone) were used as templates for the SSH following the 

PCR-select cDNA subtraction kit procedure (Clontech) (Diatchenko et al., 1996). 

Forward subtraction was carried out using the haemocytes exposed to the parasite 

as the tester and the haemocytes alone as the driver. The opposite was performed 

for reverse subtraction. PCR products were cloned using TOPO TA Cloning Kit 

(Invitrogen). White colonies were screened by macro-arrays. Inserts were PCR 

amplified using TOPO F and R primers (Table 1) and one microliter of PCR product 

was spotted in duplicate onto nylon membrane (Roche). cDNA was digoxygenin 

labelled and used as probe in hybridisation experiments using the DIG-labelling and 

detection kit according to the manufacturer’s instructions (Roche diagnostic).  

 

 2.4 Sequencing and sequence analysis 

 

Clones showing a differential digoxygenin labelling intensity between infected 

haemocytes and haemocytes alone were selected and amplified using TempliPhi 

DNA Sequencing Template Amplification Kit (Amersham’s). PCR products isolated 

from individual clones were sequenced in one way with TOPO F with the sequencing 

kit ABI BigDye® terminator version 3.1 using an ABI PRISM® 3130 XL-Avant Genetic 

Analyzer, a 36 cm capillary array and POP 7 polymer. Chromatograms were 

analyzed with Chromas 231 software. Sequences were then analysed with BlastX 

algorithm available from the National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

EST sequences were then submitted to dbEST and GenBank databases 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Only E values less than 10-4 were considered 

significant. 

 



-2ème partie 

102 

 2. 5 Identification and characterization of immune-related genes 

  

In order to obtain the complete open reading frame (ORF) of galectine, OeGal and 

Interferon regulatory factor like, OeIRF, RACE PCR reactions were carried out using 

SMART RACE cDNA Amplification Kit from Clontech according to the manufacturer’s 

instructions. 5’ and 3’ primers were designed using primer 3 software 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (3’Galrace 

GACATCGACTGCAGCCACTAAACAG, 5’Galrace TATGGGCTGTGTCTCTCTTCTGCTC 

and 3’IRFrace TGGGTCCAGACACGGGTTCAATAC, 5’IRFrace 

CACCTTTGCTCTCACCCAGGTTTT). After ligation and cloning in TOPO Vector System 

(Invitrogen) and transformation in Top 10 competent bacteria (Invitrogen), several 

clones were sequenced using the same protocol as described before. Open reading 

frames were identified using ORF finder in NCBI. Complete sequences were 

deposited in GenBank and assigned under the accession numbers GU320697 

(OeGal) and GU320698 (OeIRF-like). The isoelectric point and molecular mass were 

calculated in http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html.  

 

 2.6 Phylogenic analysis of Galectin and Interferon regulatory factor like (IRF-

like) 

 

The sequence of the complete ORF of OeGal was aligned with homologous genes 

available in GenBank database (Homo sapiens sapiens NM_006149.3, Bos taurus 

NM_001034768.1, Mus musculus NM_010706.1, Oryctolagus cuniculus 

NM_001082713.1, Salmo salar NM_001146582.1, Xenopus laevis NM_001085572.1, 

Danio rerio AY421706.1, Strongylocentrus purpuratus XM_001191059.1, Pinctada 

fucata FJ267519.1, Venerupis phillipinarum EU437401.1, Biomphalaria gabralata 

EF687664.1 and Haliotis discus hannai EF392832.1) 

The sequence of the complete ORF of OeIRF-like was aligned with IRF-1, IRF-2, IRF-3 

and IRF 7 genes from GenBank database (IRF-1: Homo sapiens sapiens ABH05670.1, 

Mus musculus P15314.1, Oncorhynchus mykiss NP001117765.1, Salmo salar 

AC168339.1, Sparus aurata AAY68282.1, Scophtalmus maximus AAY68279.1, Gadus 

marhua ACJ06730.1, Carassius auratus ABM55678.1, Danio rerio AY421706.1, Hydra 

magnipapillata XP002168717.1; IRF-2 : Homo sapiens sapiens NP002190.2, Mus 

musculus P23906.1, Oncorhynchus mykiss AAK53987.1, Salmo salar ACI33066.1, 
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Chana argus ABK63484.1, Siniperca chuatsi ABJ09546.1; IRF-3 : Homo sapiens sapiens 

AAH09395.1, Mus musculus AAH50882.1, Salmo salar ACN11005.1, Danio rerio 

NP001137376.1 and IRF-7: Homo sapiens sapiens AA136556.1, Mus musculus 

NP058546.1, Salmo salar NP001130020.1, Carassius auratus AAO18646.1). 

Alignments were performed using Clustal W (Thompson et al. 1997) including in 

MEGA 4 (Tamura et al. 2007). A phylogenetic tree based on amino acid sequences 

was built using the Neighbour-Joining (Saitou and Nei, 1987) algorithm with the 

MEGA 4 software program. Statistical confidence on the inferred phylogenic 

relationships was assessed by bootstrap of 1000 replicates. 

 

 2.7 Expression analysis of the selected ESTs by quantitative real-time PCR 

 

Total RNA was extracted using TRIZOL reagent (Invitrogen) following the 

manufacturer's instructions. Briefly, cells were lysed in TRIZOL, RNA was separated 

from DNA and proteins using phenol chloroform. Total RNAs were precipitated using 

isopropanol. The RNA pellet was washed with 75% ethanol solution and finally eluted 

in 22 µl of DEPC water. The RNA concentration was determined using a 

spectrophotometer at 260 nm and RNA quality was assessed on a 1% agarose gel. 

Total RNAs were treated with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) to remove 

remaining genomic DNA.  

First strand cDNA was synthesized using the oligo(dT) anchor primer (5’-GAC 

CACGCGTATCGATGTCGACT(16)V-3’) and Moloney murine leukaemia virus (M-MLV) 

reverse transcriptase SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 

(Invitrogen). 

For each of the selected genes, forward and reverse primers were designed using 

primer 3 software (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (Table 

1). Real-time quantitative PCR reactions were duplicated and performed in a total 

volume of 25 µL using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-

microwell plates. Each well (25 µL) contained 5 µL of cDNA dilution (1/30), 12.5 µL of 

Brilliant® SYBR® Green II PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 µL of each diluted primer 

(3µM) and 2.5 µL of distilled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of 

activation of Hot start Taq polymerase at 95 °C for 10 min; 40 cycles of amplification 

at 95°C for 10 s, 60°C for 30 s; and melting temperature curve analysis at 95°C to 
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60°C by 0.5°C decrease of the temperature every 10 s. In all cases, negative controls 

(without cDNA) were included to rule out DNA contamination. 

For each candidate gene, melting curve and gel picture were analysed in order to 

verify the specificity of the amplified products and that at a single PCR product was 

amplified. PCR efficacy (E) was calculated for each primer pair by determining the 

slopes of standard curves. These curves were generated using a serial dilutions 

analysis of plasmid containing the insert of interest. Amplification efficacies were 

calculated according to the following equation E=10(1-slope) (Pfall, 2001). 

The expression of the candidate genes was normalized using the elongation factor 1 

alpha (EU651798) as housekeeping gene (Morga et al. unpublished data) and 

haemocytes alone were used as calibrator. Primers are shown in Table 1. Fold units 

were calculated using the method described by (Pfall, 2001). 

 

3. Results 

 

 3.1 ESTs sequencing identification 

 

The SSH technique was used to identify transcripts differentially expressed between 

haemocytes in contact with parasites and haemocytes alone. 864 clones were 

sequenced and 809 sequences (93% of the sequenced clones) were obtained and 

analysed (Table 2). These sequences ranging from approximately 175 to 600 bp in 

length were analysed to evaluate redundancy by multiple alignments using the 

Lasergene software. Finally, 330 unique ESTs were identified including 56 contigs and 

274 singletons. Among these, 224 ESTs showed similarities with genes available in 

databases with an E value < 10-4 and clustered in 8 main categories according to 

their putative biological function (Fig. 1): (1) detoxification, (2) cell communication, 

membrane receptor, immune system, (3) ribosomal protein, (4) cystoskeleton 

structure, (5) respiratory chain, (6) cell cycle, DNA repair, protein regulation and 

transcription, (7) cell metabolism and (8) hypothetical protein. 
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 3.2 Identification and characterization of Ostrea edulis immune-related genes 

 

  3.2.1 Galectin (Oegal) 

 

Ostrea edulis cDNA galectin (Oegal) shows a 1394 nucleotide (nt) sequence. The 

complete sequence was deposited in GenBank and assigned under the accession 

number GU320697. The sequence contains a short 5’-untranslated region (1-95 nt) 

followed by an ORF of 1103 nt (335 codons: 96-1103 nt) and finished by a 3’-

untranslated region (1104-1394 nt) with a polyadenylation signal (AATAAA) starting 

17bp upstream from the polyA tail (Fig. 2). The complete ORF has a putative 

molecular mass at 36 947.07 Da and a predicted isoelectric point at 8.93. The 

analysis of the ORF revealed the presence of two homologous carbohydrate 

recognition domains (CRD), characteristic of tandem-repeat type galect. These 

CRDs, CRD1 and CRD2, consist of 121 and 134 amino acids (Fig. 2) respectively. 

The analysis of the CRD1 and CRD2 allowed the identification of 8 highly conserved 

amino acid (aa) within each CRD. These aa are known to be involved in sugar 

galactosyl-binding activity in invertebrate tandem-repeat type galectins (Pace et al. 

2002 and Huang et al. 2007) (Fig. 2). 

Phylogenic tree analysis of vertebrate and invertebrate dual-CRD or tandem-repeat 

type galectins grouped Oegal within the metazoan invertebrate clade and showed 

closest affinity to other molluscs, including pearl oyster Pinctada fucata, clam 

Venerupis phillipinarum, abalone Haliotis discus hannai and snail Biomphalaria 

gabralata (Fig. 3). 

 

  3.2.2 Interferon regulatory factor like (OeIRF) 

 

Ostrea edulis cDNA interferon regulatory factor like (OeIRF) is composed of 1738 

nucleotides (nt). The complete sequence was deposited in GenBank and assigned 

under the accession number GU320698. The sequence contains a short 5’-

untranslated region (1-95 nt) followed by an ORF of 1076 nt (326 codons: 96-1076 nt) 

and finished by a 3’-untranslated region (1077-1738 nt) with a polyadenylation signal 

(AATAAA) starting 13 bp upstream from the polyA tail (Fig. 4). The complete ORF 

shows a molecular mass at 37208.09 Da and predicted isoelectric point at 5.32.  
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The analysis of the ORF revealed the presence of an IRF superfamilly domain, 

including five conserved tryptophans in the DNA binding region (Fig. 4). 

The full-length flat oyster interferon regulatory factor like (OeIRF) sequence showed 

39,3% and 37.7% identities with human (IRF-1) and IRF-2 respectively and 48,9% and 

34.9% identities with trout (IRF-1) and IRF-2 respectively (Fig. 5 and 6). 

Phylogenic tree analysis showed that OeIRF is closer to IRF1 and 2 than to other IRFs 

(Fig. 7). 

 

 3.3 ESTs expression patterns in haemocytes infected with live or dead Bonamia 

ostreae 

 

Relative expression of the selected ESTs (Table 3) was measured in haemocytes 

infected with live parasites and in haemocytes infected with dead parasites. 

Expression levels in both conditions were normalized using haemocyte alone. 

Live parasites induced a significant increase of the expression levels of OGST (1.8), 

SOD (3.4), TIMP (1.9), OeGal (2.8), OeIRF (4), cytochrome oxydase III (1.7) and filamin 

(51) (Fig. 8). Expression levels of HSP 90 and cytochrome p450 were not significantly 

affected by the presence of the live parasites while tetraspanin (0.5) appeared 

down regulated in the same condition. 

Presence of dead parasites induced a significant increase of the expression of 

parasite cytochrome p450 (2.1) and, OeIRF (1.7) and a down regulation of OeGal 

(0.3) and OGST (0.4) (Fig. 8). 

 

 

4. Discussion  

 

Diseases are one of the major risks affecting the mollusc production worldwide and 

the immune responses of bivalve hosts against pathogens are often scarcely 

understood. However, some studies have been carried out to better understand 

host/pathogen interactions at a molecular level in different bivalve species including 

Crassostrea gigas (Gueguen et al. 2003), Crassostrea virginica (Tanguy et al. 2004), 

Saccostrea glomerata (Green et al. 2009), Ruditapes phillipinarum (Kang et al. 2006) 

and Ruditapes decussatus (Prado-alvarez et al. 2009). 
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The suppression subtractive hybridization method (SSH) is a PCR-based technique 

that allows the identification of genes differentially expressed in response to biotic or 

abiotic stimuli. This method is currently used to identify genes involved in different 

molecular mechanisms in a large variety of species including marine invertebrates 

(Brown et al. 2006 ; Gestal et al. 2007 ; Meistertzheim et al. 2007 and Wang et al. 

2008).  

The present work constitutes the first study on Ostrea edulis responses to the parasite 

Bonamia ostreae based on a molecular approach, i.e. SSH. Application of this 

method allowed the identification of 864 ESTs differentially expressed between 

haemocytes alone and haemocytes infected with B. ostreae. Among the ESTs 

presenting a significant homology in Genbank, nine ESTs were selected according to 

their putative biological function. 

The expression pattern of these ESTs was measured and compared between 

haemocytes in contact with live and dead parasites in order to identify the 

modulation specifically induced by an in vitro infection with B. ostreae. Real-time 

PCR analyses confirmed the differential expression of seven out of the nine tested 

ESTs (more than one fold difference) between the two tested conditions and the 

normalisator of this experiment, i.e haemocytes alone.  

In our study, the putative tetraspanin gene appeared down regulated in 

haemocytes in contact with live parasites. On the contrary, tetraspanin was found 

up-regulated in response to the parasite Perkinsus marinus 45 days after inoculation 

in C. virginica and C. gigas (Tanguy et al. 2004). Members of the tetraspanin family 

are involved in various biological processes such as cell adhesion, migration, cell 

fusion, co-stimulation, signal transduction, immune system and differentiation 

(Boucheix and Rubinstein, 2001; Hemler, 2005 and Levy and Shoham, 2005); 

however, their precise function remains unknown. 

The putative TIMP gene was found significantly more expressed in haemocytes 

exposed to live parasites in comparison with haemocytes exposed to killed parasites. 

Protease inhibitors such as TIMP were found over expressed in the context of infection 

with Schistosoma mansoni and Vibrio splendidus (Labreuche et al. 2006 and Guillou 

et al. 2007). B. ostreae like other mollusc parasites may produce proteases (Faisal et 

al. 1999 and Ordás et al. 2001), which may contribute to modulate the immune 

response of the host (Hervio et al. 1991).  
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The over expression of O-GST and SOD genes in presence of live parasites might be 

related to an increase of cytotoxic components generated during an immune 

response as shown by (Guillou et al. 2007) in Biomphalaria gabralata. SOD is known 

to be involved in the oxidative stress response. Glutathione S-transferases play 

important role in the detoxification of endogenous and exogenous toxic compounds 

during an immune response (Brophy and Pritchard, 1992 and Brophy and Pritchard, 

1994). A previous study showed a significant decrease of reactive oxygen species 

(ROS) production in O. edulis haemocytes after an in vitro infection of O. edulis 

haemocytes with live parasites versus haemocytes alone (Morga et al. 2009). These 

results suggest that B. ostreae has inhibitory effects on ROS production through the 

activation of genes involved in detoxification. 

The putative filamin EST, a gene related to the cytoskeloton structure, was over 

expressed in haemocytes in contact with live parasites compared to haemocytes in 

contact with dead parasites. The cytoskeleton plays a central role in many cell 

functions such as the maintenance of cell shape, cell division, adhesion, motility, 

signal transduction and protein sorting. Filamins are a family of high molecular mass 

cytoskeletal proteins that crosslink cortical actin into a dynamic three-dimensional 

structure and interact with a large number of cellular proteins of great functional 

diversity, suggesting that they are unusually versatile signalling scaffolds (Feng and 

Walsh, 2004). The filamin over expression observed in haemocytes in contact with live 

parasites suggests an increase of cytoskeleton polymerisation which may result in an 

increased parasite internalisation. These results support the hypothesis expressed by 

Chagot et al., (1992). These authors demonstrated that B. ostreae was not engulfed 

when haemocytes were treated with cytochalasin B prior to parasite contact 

suggesting an active participation of host cells in the internalisation of the parasite. 

Similar results were reported by Gonzales et al. (2009) for Toxoplasma gondii 

tachyzoites and Plasmodium berghei sporozoites. 

 

For the first time, we detected and fully characterized a member of the IRF family in 

a mollusc species. The IRF family includes nine members which regulate IFN-α/β 

production (De Maeyer and De Maeyer-Guignard, 1988). IRFs are generally 

associated with the immune response against viral infectious (Collet et al. 2003). 

However, they have functionally diverse roles in the regulation of the immune system 

particularly through Toll-like receptors and other pattern-recognition receptors 
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(Honda and Taniguchi, 2006). In the present study, the putative OeIRF was over 

expressed in haemocytes exposed to live parasites. This over expression of OeIRF 

could translate a response of the flat oyster against the infection with parasite B. 

ostreae. 

A member of the galectin family was also identified and fully characterized. Lectins 

act as pattern recognition receptors (PRRs) (Medzhitov and Janeway, 2002), a group 

of diverse, soluble and membrane-associated molecules such as Toll like receptors 

(TLRs), nucleotide-binding oligodimerization domains (NODs) and NK cell receptors. 

Galectins are able to bind glycans present on the surface of microorganisms and 

favour the entrance of the pathogens inside the cell. A wide range of galectin types 

was described in mammals (Cooper 2002). The galectin presently identified in O. 

edulis (OeGal) exhibits two CRDs joined by a linker peptide and appears closed to 

galectin 4 of mammals. A similar galectin was described in Biomphalaria gabralata 

(Yoshino et al. 2008) and Pinctada fucata. Recently, a four repeat CDRs galectin 

was identified in C. virginica (Tasumi and Vasta, 2007). These authors investigated the 

role of the galectin during the interactions between oyster haemocytes and the 

intracellular parasite P. marinus. C. virginica galectin bound bacteria, phytoplankton 

components and preferentially Perkinsus spp. trophozoites. These results suggested 

the direct role of the galectin in the recognition and opsonisation of potential 

microbial pathogens and algal food. Similar results were obtained for the tandem 

repeat CRDs in B. gabralata, the intermediate host of S. mansoni (Yoshino et al. 

2008). In our study, OeGal expression appeared up regulated in presence of live 

parasites and down regulated with dead parasites. OeGal seems thus involved in the 

recognition of the parasite B. ostreae. In a previous study, phagocytosis of B. ostreae 

was not affected by the prior incubation of haemocytes with sugar (mannose, 

glucose, fucose, N-acethyl glucosamine and galactosamine) while a similar parasite 

treatment induced a significant decrease of in vitro infection (Chagot 1989). These 

results suggested that haemocyte surface lectins do not play a key role in the biding 

of the parasite while parasite lectins are involved as receptor or ligand during the 

infection process. Ours results differ from the conclusion of this previous study and 

suggest an involvement of the haemocyte lectins in the infection with B. ostreae. 

The present study is the first transcriptomic investigation of interactions between 

haemocytes from O. edulis and the parasite B. ostreae. This work has generated new 

data concerning the host genome and contributes to a better understanding of the 



-2ème partie 

110 

relationships between host and parasite. The analysis of expression level by real time 

PCR has brought new insight concerning the molecular mechanisms expressed by 

the haemocyte in response to the parasite internalisation. OeGal seems to be 

involved in the recognition of B. ostreae by the haemocytes. In addition the parasite 

seems to interact with the expression of host genes related to detoxification and 

immune response including SOD, OGST, TIMP and IRF-like. However, these results 

require further investigations.  
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Figure captions 

 

 

Figure 1 Functional classification of the sequences identified in both libraries (ESTs). 

Genes were clustered into 8 categories according to their putative biological 

function. 

 

Figure 2 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat 

oyster OeGal. ORF contains two CRD, CRD1 (galect) (96-515 nt) in red, CRD2 (galect) 

(675-1089 nt) in yellow. Amino acid involved in sugar galactosyl-binding activity are 

boxed. 

 

Figure 3 Neighbour-joining tree showing phylogenetic analysis of galectin amino acid 

sequences from various species. The tree is based on 1000 bootstrap replications. The 

scale for branch length (0.1 substitutions/site) is shown below the tree. 

 

Figure 4 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat 

oyster OeIRF. ORF contains a DNA binding domain including five conserved 

tryptophans (underlined in yellow) and polyadenylation signal (AATAAA) (underlined 

in grey).  

 

Figure 5 Protein sequence alignment of IRF-1: Ostrea edulis (OeIRF), IRF-1 Homo 

sapiens and Oncorhyncus mykiss (GenBank™ accession nos. ABH05670.1 and 

NP001117765.1 respectively). First alignment series shows the aa identities (points) of 

the OeIRF with two IRF-1 protein. 

 

Figure 6 Protein sequence alignment of IRF-2: Ostrea edulis (OeIRF), IRF-2 Homo 

sapiens and Oncorhyncus mykiss (GenBank™ accession nos. NP002190.2 and 

AAK53987.1 respectively). First alignment series shows the aa identities (points) of the 

OeIRF with two IRF-2 protein. 

 

Figure 7 Neighbour-joining tree showing phylogenetic analysis of IRF 1,2,3 and 7 

amino acid sequences from various species. The tree is based on 1000 bootstrap 
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replications. The scale for branch length (0.1 substitutions/site) is shown below the 

tree. 

 

Figure 8 Relative expression by quantitative PCR of selected transcripts from SSH (Hsp 

90, cytochrome p450, o-GST, SOD, TIMP, galectin, IRF, tetraspanin and fimanin) 

libraries. Expression levels were normalized to EF1-α and presented as relative 

expression to controls (mean ± SD, n = 2). * indicates significant differences of gene 

expression compared to controls.  
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Fig.2 
 
 
TCGGGGATAAGTTGGAGTGTGTGAATATTTGATAAATACCTG 
CAACACAGAGCGCAGCCCTCATTTCCTTCTTCGCTGTGAAGTGAAACT  
93    ATC ATG GCT ACT ATA ATG AGC CCA GGC ATT CCC TAC GTG GGA GGA    
1          M   A   T   I   M   S   P   G   I   P   Y   V   G   G    
 
138   ATC CCC GGG GGT ATG AGA GAC GGA CGC CAA ATC GTC ATC AAC GGA    
45     I   P   G   G   M   R   D   G   R   Q   I   V   I   N   G     
 
183   ATG GTG CCC CAC CAC GAG CAC AGT TTT TCG ATC AAC CTC CAA GCC    
60     M   V   P   H   H   E   H   S   F   S   I   N   L   Q   A     
 
228   GGA CCA AAC ATT AAC CCT CGG TCC AAC ACA GCT CTA CAT TTC AAC    
75     G   P   N   I   N   P   R   S   N   T   A   L   H   F   N     
 
273   CCT CGC CCG AAC GAC AAC TGT GTG GTC CGT AAT AGC TAC CAG CAC    
90     P   R   P   N   D   N   C   V   V   R   N   S   Y   Q   H     
 
318   CAC AGC TGG GGA GGG GAA GAG CGA GGA GGG TAC ATG CCG TTC CAG    
105    H   S   W   G   G   E   E   R   G   G   Y   M   P   F   Q     
 
363   AGG GGA ATG CCT TTC GAA ATA ACT GTA CTC TGC CAA CAC CAC CAT    
120    R   G   M   P   F   E   I   T   V   L   C   Q   H   H   H     
 
408   TAT AAG GTA TCA GTG AAT GGC AGA CAT TTC TGC GAT TTT CGC CAT    
135    Y   K   V   S   V   N   G   R   H   F   C   D   F   R   H     
 
453   AGA ATC GAG AAA CAT CAC GTG AAC ACG TTG ACG ATT GAG GGC GGA    
150    R   I   E   K   H   H   V   N   T   L   T   I   E   G   G     
 
498   GTA CAG ATC AGC AGT ATT CGA TTC GAT GGA GCT CAA GGT CAC GGA    
165    V   Q   I   S   S   I   R   F   D   G   A   Q   G   H   G     
 
543   CAG GGC GTA GGG GGC TTT CCT GGT CGA GTT GTT GGA GAG ATG ACG    
180    Q   G   V   G   G   F   P   G   R   V   V   G   E   M   T     
 
588   AAG GCT GCC ATG CCC ACA CCA TCT CCA CCA GCT GGG GCC TAC CCT    
195    K   A   A   M   P   T   P   S   P   P   A   G   A   Y   P     
 
633   CCG GCC GGG GGG TAC CCA GGA GGG GGA GCC CAA CCC ATG TAT AAT    
210    P   A   G   G   Y   P   G   G   G   A   Q   P   M   Y   N     
 
678   CCC CCG ATG CCA TTT ACC ACG CCC ATT TCT GGA GGA ATT TTT CCA    
225    P   P   M   P   F   T   T   P   I   S   G   G   I   F   P     
 
723   GGG AAA ATG ATT TTC ATC AGT GGA GTC CCA AAT CCG AAT GCA GAA    
240    G   K   M   I   F   I   S   G   V   P   N   P   N   A   E     
 
768   AGG TTC ACG TTG AAC CTA ATG TGT GGT CCC TAC GAC GGA AGT GAC    
255    R   F   T   L   N   L   M   C   G   P   Y   D   G   S   D     
 
813   ATT GCG CTT CAT TGT GAT GTC CGT CTG CGA GTT GGA GGT GAT TTT    
270    I   A   L   H   C   D   V   R   L   R   V   G   G   D   F     
 
858   AAT GTC GTC CTG AGA AAT TCC TGC CAG GGT GGT GGC TGG GGA GCA    
285    N   V   V   L   R   N   S   C   Q   G   G   G   W   G   A     
 
903   GAA GAG AGA CAC AGC CCA TAC TTT CCT TTC ATG CCA AAT GCC AAT    
300    E   E   R   H   S   P   Y   F   P   F   M   P   N   A   N     
 
948   TTT GAC ATG ATT ATC ATG GCA GAA CAT GAC AAA TTC AAG ATT GCC    
315    F   D   M   I   I   M   A   E   H   D   K   F   K   I   A     
 
993   GTG AAC AAT CAA CAC TTG CTC GAG TTT AGA CAT CGA CTG CAG CCA    
330    V   N   N   Q   H   L   L   E   F   R   H   R   L   Q   P     
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1038  CTA AAC AGA ATC GAC ACT CTA CAG ATT AAG GGC GAC CTC CGA CTG    
345    L   N   R   I   D   T   L   Q   I   K   G   D   L   R   L     
 
1083  ACT CAA GTC CGA TTC CAA TAA ATT TAT ATG TCA TTA TCA TCA TAC    
360    T   Q   V   R   F   Q   *    
1128  ATTCATACAAGAAACAAAATGCAGAGCAAATAATTGGTTAAAGTA 
1173  TTGTACATTTGTATTTTTGTTGAAACAAATGATTATTTAATCTCT 
1218  CTCTTTCACTCATATCAACATATGATATGGTACTTTCCTGCTATT 
1263  TCAATACGATTATACAAATATCACTGGATAACCCAGGCAATAAAA 
1308  ACACTAAGTGTATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA    
 

 
Fig.3 
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Fig.4 
 
 
 
AAGTAGTGAGTGCCGGGCGTTGAGGAGGACGGACTATAGTACTGTCTCGATCATTAACATTTGTGTTTAC 
TGTGTTTCCAAGGAAAACTA 
91    TCA ATG GGA ATG GAC AAT ATT AGA CAG ACA GGC AGA ATA ATG ACG    
1          M   G   M   D   N   I   R   Q   T   G   R   I   M   T     
 
138   AAA AAA CGT CCG GTG GAG AGG CAG AAG ATG CGG CCG TGG ATC CAG    
15     K   K   R   P   V   E   R   Q   K   M   R   P   W   I   Q    
 
183   GAC ATG TTG GAC AAT GGG GGT GTG CAA GGT TTG GAG TGG TTC GAT    
30     D   M   L   D   N   G   G   V   Q   G   L   E   W   F   D     
 
228   AAA TCG CAG AAT CTC TTT AGA ATT AAC TGG AAG CAT GGG TCC AGA   
45     K   S   Q   N   L   F   R   I   N   W   K   H   G   S   R    
 
273   CAC GGG TTC AAT ACC ACA AAA GAT GCC AGC CTC TTC GAG AAA TAC    
60     H   G   F   N   T   T   K   D   A   S   L   F   E   K   Y     
 
318   GCC CAA CAC ACA GGA CGT TGG GAT CCG AAT GAT CTA AAC CCC AAA   
75     A   Q   H   T   G   R   W   D   P   N   D   L   N   P   K     
 
363   AAA TGG AAG GCA AAT TTC CGA TGC GCC CTG AAC AGC CTG CAA AAC    
90     K   W   K   A   N   F   R   C   A   L   N   S   L   Q   N     
 
408   GTC ATG GAG GTG AAA AAC CTG GGT GAG AGC AAA GGT GCC CAT GCG    
105    V   M   E   V   K   N   L   G   E   S   K   G   A   H   A     
 
453   TAC CGC GTT TAC CAA TTT TTG CTG GAG GAG GAA ACA AAA CCA AAA    
120    Y   R   V   Y   Q   F   L   L   E   E   E   T   K   P   K     
 
498   GAT GGG CAT CAA AGA AAA CAC AAT AAA AAG AAA CCA GAC AAA GGA    
135    D   G   H   Q   R   K   H   N   K   K   K   P   D   K   G     
 
543   AAA TCA AAA AAA CTT TGC AAA TTT GAT GAT GCA ACC GAC GAA GAG    
150    K   S   K   K   L   C   K   F   D   D   A   T   D   E   E     
 
588   CCT GAA AAA GAG ACA TTG GAA ATA AGT AAA CAA GAA ATC GAC GAA    
165    P   E   K   E   T   L   E   I   S   K   Q   E   I   D   E     
 
633   CCA ATG CCC GCA TCG GAT GAA GAG GCG GCG GCC CCA CAA CAG GAC    
180    P   M   P   A   S   D   E   E   A   A   A   P   Q   Q   D     
 
678   ACC CCC TTA CTT ACC AAG CGA CAG GTC GAT TGC TAT ACA TAT CAG    
195    T   P   L   L   T   K   R   Q   V   D   C   Y   T   Y   Q     
 
723   CAC CAT ATG GCC GGA TGC ATT GTC ATA CAG AGC CCA AGA AAG AGG    
210    H   H   M   A   G   C   I   V   I   Q   S   P   R   K   R     
 
768   CCA GCG CCA TAC TCA ACC GAG AAA GAT GAT TGT GAA GAT CCG GTG    
225    P   A   P   Y   S   T   E   K   D   D   C   E   D   P   V     
 
813   GAG ATG ACG TCA TTA GAA GAC GCC CAG CTG ATG GCA CAC GCT GCA    
240    E   M   T   S   L   E   D   A   Q   L   M   A   H   A   A     
 
858   AAG CGA AAC AGA AGT ACC GAT GAT GAC GAA AGT TTG TCG TAT TCG    
255    K   R   N   R   S   T   D   D   D   E   S   L   S   Y   S     
 
903   CAG CTG TCT GTG ACT GAC GAA TCG TCA AAC ATC TCG TGC ACT TCA    
270    Q   L   S   V   T   D   E   S   S   N   I   S   C   T   S     
 
948   GAT TCC AGT TCC TCG AGT CCA GGA GAA GAG ACA GAC AAC GTA CCG    
285    D   S   S   S   S   S   P   G   E   E   T   D   N   V   P     
 
993   CAT TTC TCC AAT CTT TTA TCA GAC AAT ACG GAT GGT GAT TGG GTT    
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300    H   F   S   N   L   L   S   D   N   T   D   G   D   W   V     
 
1038  ATT GAA AGC GAG GAA ACT GTA ACT ACA ACC GAC TCC TGA ACG AAC    
315    I   E   S   E   E   T   V   T   T   T   D   S   * 
 
CACTACACAAAAGTGTAACTGAATACCGCAAAAATAATGACAGTAATTAACGGCGTCTACATCAATACGATGACCGCGATCAA
CAATGCATACAGCAAGACAATGACAGTGATTAGCATTCTCTACAGCTAGACAATGACAGTGATTAGCATTCTCTACAGCTAGA
CAATGACAGTGATTAGCATTCTCTACAGCTAGACAATGACAGTGATTAGCGATGTCTACCGATAGACAACTGTGATTAGCGAT
GTCTACAGCTGGGCGACAGTGATTAGCGATGTCTACAGCTGGACGACAGTGATTAGCAATGTCTACCGATAGACAACCATGAC
TATATAGTATAATTCTTTGTGTCTACATTTGCTGACTAATAGCAATGGGCAAAAAAAGAAATGTTTTTACAACCTTCGTTTTA
CATTGCACATGCATGTTCATTTATCACCCTTTTGATATTAATCATGTTTATATAAAAACAAATCGTTAACTCACCACATTGAT
TTTACTTTGTCAAAGTTCACTGCAGTGTATATAGTGCTTTGCATGATATTTTATTGTTTTTATATGCGTTTCTCAATAAATTA
TTTACTGTTGAATCATTGAATAAAAAAGCAGAGCTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
 
 
Fig.5 
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Fig.6 
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Fig.7 
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Fig.8 
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Name Oligonucleotide sequence (5’-3’) 
Concentration 
of Forward 
primer (µM) 

Concentration 
of Reverse 
primer (µM) 

Filamin Forward:TGATTTAACCGACGGGAAAG 
Reverse: CTTCATCACCGGTTTGTGG 

3 3 

TIMP Forward:TTCGACGCATGTATGAAAGG 
Reverse: TCTGGATTCAGGCCCCTA 

1.5 3 

OGST Forward: GGTCGTCAGGGGTCAGTTT 
Reverse: GGTTCCCGTTCTTGAGCA 

3 3 

CYTOP450 Forward:GTCATCAAGCGAATGCGATA 
Reverse: GGAGAGCTCCCTCATTTTCC 

3 3 

TETRA Forward: TTCCATCCATTGCTGATTTG 
Reverse:AGCTGAACTCTGCCGTGAAG 

3 3 

Hsp90 Forward: TTTGTGGAACGGGTCAAAA 
Reverse:AACGTCGAGCACAGTCGAG 

3 3 

OeGal Forward: TCGGAGGTCGCCCTTAAT 
Reverse: TTGCCGTGAACAATCAACA 

3 3 

SOD Forward: TCGTCAATGTCAGCGTGAA 
Reverse: AAATGTTGGGGCTGGTGA 

3 3 

OeIRF Forward: GTGCAAGGTTTGGAGTGGTT 
Reverse: GAAGAGGCTGGCATCTTTTG 

3 3 

ElongPCRQ5m Forward:GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 
Reverse: CCAGGGTGGTTCAAGATGAT 

3 3 

Topo F GACCATGATTACGCCAAGC   

Topo R CCCAGTCACGACGTTG   

 

 
Table 1 Combinations of primers used in quantitative PCR assays 
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Total number of subtracted clones 2448 
Total number of clones sequenced 864 
Sequences analysed 809 
Total number of sequences with significant match  226 
Contigs 330 
Singletons 274 
Redundancy 40% 
Average size number pb  402 
 
 
Table 2 General characteristics of the subtracted library and cDNA sequences from 
Ostrea edulis haemocytes. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3 Candidate ESTs selected for expression level analysis by quantitative real time 
PCR 
 
 
 
 
 
 

length 
Putative homolog 

protein 
Homolog species 

e- 
value 

Genbank 
Accession 

number 
361 Cytochrome P450 Crassostrea gigas 1e-23 ABR45717 

360 
Tissue inhibitor of 
metalloproteinase 

Crassostrea gigas 3e-40 AAW52530 

475 
Omega class 
glutathione S-
transferase 

Crassostrea gigas 6e-53 CAD89618 

360 Tetraspanin 
Strongylocentrotus 
purpuratus 

1e-5 ABE27957 

614 
Interferon regulatory 
factor 

Paralichthys olivaceus 2e-22 BAA83468 

359 Heat shock protein 90 Crassostrea gigas 2e-33 ABS18268 

376 
Galectin 4-like protein 
transcript variant 

Haliotis discus hannai 1e-21 ABN54798 

324 
Cu/Zn superoxide 
dismutase 

Crassostrea ariakensis 2e-54 ABF14366 

299 Filamin Hirudo medicinalis 4e-20 AAR36862 
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II Etude la réponse moléculaire chez les hémocytes de 
deux populations d’huîtres plates infectés par le parasite 
Bonamia ostreae 
 
 
 

La sélection génétique reste une possibilité afin de maintenir la production et de 

diminuer l’impact du parasite sur les cheptels d’huîtres plates. Un programme mené 

par l’Ifremer a permis d’identifier des animaux présentant des meilleurs taux de survie 

après plusieurs générations en zones d’endémie de la maladie. En revanche, à ce 

jour il n’existe aucune information sur les bases moléculaires liées à cette résistance.  

 

Les banques soustractives d’ADNc ont permis d’obtenir 2201 clones qui ont montré 

une expression différentielle entre les deux conditions testées (hémocytes d’huîtres 

sélectionnées pour leur résistance et infectés par le parasite et hémocytes 

provenant d’huîtres non sélectionnées et infectés par le parasite). Le séquençage 

des clones différentiellement exprimés a permis d’identifier la fonction putative des 

protéines codées par les ESTs par recherche d’homologies dans les banques de 

données publiques. Il a été identifié des ESTs codant des protéines impliquées dans 

la détoxication cellulaire (extracellular superoxide dismutase (OeEcSOD)), et dans le 

système immunitaire (inhibitor of apoptosis (OeIAP), OeFas-ligand, cathepsine B, 

cyclophiline B et C1q).  

 

Les ESTs identifiées ont été analysées par PCR en temps réel afin de suivre leur niveau 

d’expression chez les hémocytes d’huîtres sensibles et résistantes infectées par le 

parasite Bonamia ostreae. Les analyses de PCR en temps réel ont permis de montrer 

une sur-expression d’OeEcSOD, OeIAP, OeFas-ligand et cathepsine B chez les 

hémocytes résistant infectés. Les hémocytes provenant d’huîtres sensibles infectées 

présentent une sur-expression de gène codant la cyclophiline B.  

 

En complément dans cette étude, les séquences complètes de deux gènes 

d’intérêt, le Fas ligand (Oefas-ligand) et l’IAP (OeIAP) ont été obtenues. 
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Abstract 

Bonamiosis due to the parasite Bonamia ostreae has been associated with massive 

mortality in flat oyster stocks in Europe. Control of the disease currently relies on 

disease management practices and transfer restriction. Previously, massal selection 

based on bonamiosis survival have been applied to produce flat oyster families with 

resistant progeny. 

In an attempt to understand the molecular pathways involved in disease resistance, 

differentially expressed sequence tags (ESTs) between resistant and wild Ostrea 

edulis hemocytes were identified using suppression subtractive hybridisation (SSH). 

Sequencing of 1920 clones from two SSH libraries revealed 939 distinct sequences of 

which 382 shared high similarity to sequences in the public databases. Putative 

functions could be assigned to 342 of the sequences. Expression of seven ESTs 

homologous to genes previously shown to be involved in immunity was further 

studied using quantitative reverse-transcriptase PCR (qRT-PCR). The base-line 

expression of an extracellular superoxide dismutase (OeEcSOD), inhibitor of apoptosis 

(OeIAP), OeFas-ligand and Cathepsin B were significantly increased, whilst 

cyclophilin B appeared significantly decreased in resistant oysters. According these 

results obtain in this study, it was hypothesised that resistant oysters would be able to 

generate an anti-parasitic response through hydrogen peroxide (H2O2) production 

and an apoptotic response by an apoptosis response though an up regulation of the 

OeFas-ligand. The open reading frame of the OeFas-ligand and OeIAP were 

completely sequenced. 

 

Key words: Bonamia ostreae, Protozoan, Ostrea edulis, Flat oyster, Haemocytes, 

Gene expression, Resistance 
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1. Introduction 

 

Oyster farming is currently exposed to heavy mortality in association of the detection 

of pathogens (virus, bacteria and parasites) (Pichot et al., 1979 ; Renault et al., 2000). 

Infectious diseases lead to financial losses for oyster farmers. Treatment can not be 

used because oysters are mainly cultured in open areas and vaccine can not be 

developed because molluscs lack lymphocytes and antibodies. Consequently 

bivalve disease control generally relies on stock management and transfer 

restriction. Development of resistant animals when possible can also help to mitigate 

disease impacts. 

Bonamia ostreae has contributed to decrease flat oyster Ostrea edulis production in 

France since the end of the seventies (Pichot et al., 1979 ; Comps et al., 1980). This 

protozoan is affiliated to the order of haplosporidia and to the phylum of cercozoan 

(Cavalier-Smith and Chao, 2001). Bonamia ostreae is most often observed inside the 

haemocytes (Pichot et al., 1979 ; Comps et al., 1980), but it can also be observed 

extracellularly in the digestive gland and in the gills (Montees et al., 1994). 

Haemocytes, the circulating cells present in haemolymph, play a key role in the 

immune response of molluscs. Bivalves lack specific immune system and immune 

memory. Their immune response relies on innate cellular and humoral mechanisms 

both operating in coordination to recognize and eliminate pathogens. Phagocytosis 

is the main cellular immune response against pathogens in molluscs (Fisher, 1998 ; 

Cheng, 1981 ; Feng, 1988). Thus, the better comprehension of interactions between 

the immune system of oysters and pathogens are key factors to understand the 

development of related diseases. 

Selective breeding programs were initiated in Ireland and France, with the main 

objective of producing flat oysters tolerant to bonamiosis (Culloty et al., 2004 ; 

Lapègue et al., 2004). In France, this program was first initiated in 1985 by Ifremer, 

producing two oysters population by mass spawning (Naciri-Graven et al., 1998). 

Individual selection was applied through inoculation tests and field testing, the 

surviving oysters being used to produce the next generation. Three generations of 

selection were carried out in Ifremer hatchery. At that stage, microsatellite analyses 

showed that these strains exhibited a low genetic diversity due to population 

bottlenecks, leading to small effective population sizes and subsequent inbreeding 

(Launey et al., 2001). As a result, the second stage of this selective breeding program 
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consisted of the production of bi-parental families combined with within-family 

selection. Families produced in 1995 consisted of within-strain crosses. Then, in order 

to maximize genetic variability, families produced in 1998 were issued from among-

strain crosses between two family previous produced (Launey, 1998). These families 

showed enhanced survival and lower prevalence of the parasite compared with 

control wild-type oysters in Bonamia ostreae-contaminated areas (Lapègue et al., 

2004). 

Such material is helpful to better understand resistance basis. As an example, in the 

Sydney rock oyster, Saccostrea glomerrata the use of selected oyster against the 

parasite MSX allowed identifying genes involved in the resistance (Green et al., 

2009). In the present study, a comparison of the molecular responses between a 

resistant population and some wild oysters was undertaken using suppression 

subtractive hybridization (SSH), a PCR-based technique that allows the identification 

of genes that are differentially expressed between two conditions. In addition, RT 

PCR assays were developed in order to estimate expression level of ESTs of interest 

during an in vitro infection of haemocytes from resistant and wild oysters. Finally, the 

open reading frames of two selected genes (OeFas-ligand and OeIAP) were 

completely sequenced and characterized.  

 

2. Material and methods 

 

 2.1 Biological material 

 

  2.1.1 Oysters 

 

Eighteen-month-old flat oysters Ostrea edulis (n=90) were collected from Quiberon 

Bay (Southern Brittany, France), a bonamiosis endemic zone. They were acclimatized 

in the quarantine facilities of Ifremer laboratory in La Tremblade (Charente Maritime, 

France) over 30 days. These oysters are considered as the wild population in this 

study. 

The resistant oysters were produced in the Ifremer hatchery from Argenton from 

spawners previously selected for their resistance to bonamiosis. When they were 18 
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months old, they were transferred and acclimatized in the quarantine facilities of 

Ifremer laboratory in La Tremblade (Charente Maritime, France) over 30 days.  

Flat oysters were maintained in 120 l raceways supplied with a constant flow of 

seawater enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis galbana, 

Chaetoceros gracialis and Tetraselmis succica). 

 

  2.1.2 Haemolymph collection 

 

Haemolymph was withdrawn from the adductor muscle using a 1mL syringe 

equipped with a needle (0.40x90mm). Haemolymph samples were filtered on a 75 

µm mesh to eliminate debris and maintained on ice to prevent cell aggregation. 

Haemolymph samples were pooled. Haemocyte counts were performed using a 

Malassez cell and cell concentration was adjusted at 2.106 cells mL-1 with filtered 

seawater at 0.22 µm (FSW). 

 

  2.1.3 Parasites 

 

Bonamia ostreae was purified according to a previously published protocol (Mialhe 

et al. 1988). Briefly, heavily infected oysters were selected by examination of heart 

tissue imprints using light microscopy. After homogenization of all the organs except 

the adductor muscle, the parasites were concentrated by differential centrifugation 

on sucrose gradients and then purified by isopycnic centrifugation on a Percoll 

gradient. Finally, the purified parasites were suspended in FSW. Bonamia ostreae cells 

were then counted using a Malassez-cell and parasite concentration was adjusted 

at 10.107 cells mL-1 with FSW. 

 

 2.2 In vitro infection protocol 

 

In vitro infection experiment including infected haemocytes from resistant oystersand 

infected haemocytes from wild oysterswas performed in order to construct forward 

and reverse SSH libraries. 

The expression level of some genes identified through SSH was then evaluated 

through a second in vitro experiment including two conditions i.e. (1) infected 

haemocytes from resistant oysters and (2) infected haemocytes  from wild oysters. 
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Whatever was the experiment, haemocytes were maintained in contact with 

purified parasites during 2 hours. For that purpose, 5 ml of haemocyte suspension 

were introduced in plastic cell culture flasks and incubated at 15°C for two hours until 

the formation of a cell layer. Supernatant was then withdrawn, preserved after 0.22 

µm filtration and replaced by 500 µl of parasite suspension. After 2 hours, supernatant 

previously filtered at 0.22 µm to eliminate bacteria, was introduced again in flasks. 

After 12-hour incubation, cells were rinsed twice with phosphate buffer saline (PBS 

1X) and were processed for RNA extraction using TRIZOL reagent (Invitrogen) 

following the manufacturer's instructions. 

 

 2.3 Suppression subtractive hybridisation (SSH) 

 

One µg of mRNA from the haemocytes exposed to the parasite and 1 µg of mRNA 

from the haemocytes alone were used as templates for the SSH following the PCR-

select cDNA subtraction kit procedure (Clontech, Palo Alto, CA) (Diatchenko et al., 

1996). Forward subtraction was carried out using the haemocytes from resistant 

oysters exposed to the parasite as the tester and the haemocytes from wild oysters 

exposed to the parasite as the driver. The opposite was performed for reverse 

subtraction. PCR products were cloned using TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen). White 

colonies were screened by macro-arrays. Inserts were PCR amplified using TOPO F 

and R primers (Table 1) and one microliter of PCR products was spotted in duplicate 

onto nylon membrane (Roche Diagnostic). cDNA was digoxygenin labelled and 

used as probe in hybridisation experiments using the DIG-labelling and detection kit 

according to the manufacturer’s instructions (Roche Diagnostic). 

 

2.4 Sequencing and sequence analysis 

 

Clones showing a differential digoxigenin labelling intensity between tested 

conditions were selected and amplified using TempliPhi DNA Sequencing Template 

Amplification Kit (Amersham’s). PCR products isolated from individual clones were 

sequenced in one way with TOPO F with the sequencing kit ABI BigDye® terminator 

version 3.1 using an ABI PRISM® 3130 XL-Avant Genetic Analyzer, a 36 cm capillary 

array and POP 7 polymer. Chromatograms were analyzed with Chromas 231 

software. Sequences were then analyzed with BlastX algorithm available from the 
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National Center for Biotechnology Information (NCBI). EST sequences were then 

submitted to dbEST and GenBank databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 

Only E values less than 10-4 were considered significant. 

 

 2.5 Identification and characterization of immune-related genes 

  

In order to obtain the complete open reading frames (ORF) of Fas-ligand (OeFas-

ligand) and inhibitor of apoptosis, IAP (OeIAP), RACE PCR reactions were carried out 

using SMART RACE cDNA Amplification Kit from Clontech according to the 

manufacturer’s instructions. 5’ and 3’ primers were designed using primer 3 software 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (5’racefas 

TGAGTTAGCCCTGTTTCTCCACCAG, 3’racefas 

CTGGTGGAGAAACAGGGCTAACTCA; 5’raceIAP 

CCTCCATGTCAAAAATCACATTAGC, 3’raceIAP ATGTGATTTTTGACATGGAGGAGAG). 

After ligation and cloning in TOPO Vector System (Invitrogen) and transformation in 

Top 10 competent bacteria (Invitrogen), several clones were sequenced using the 

same protocol as described before. Open reading frames were identified using the 

ORF finder in NCBI. Complete sequences were deposited in GenBank and assigned 

under the accession numbers GU320694 (OeFas-ligand) and GU814273 (OeIAP). The 

isoelectric point and molecular mass were calculated in 

http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html. 

 

 2.6 Phylogenic analysis of OeFas-ligand 

 

The sequence of the complete ORF of OeIRF-like was aligned with Fas ligand, TNF 

alpha and lymphotoxin alpha genes from GenBank database (Fas ligand: Homo 

sapiens sapiens NM 000639.1, Mus musculus NM010177.3, Rattus norvegicus 

NM012908.1, Macaca mulatta AB035139.1, Sus scorfa AB069764.1, Haliotis discus 

discus ASJ12607; TNF alpha: Homo sapiens sapiens M10988.1, Mus musculus U68414.1, 

Rattus norvegicus X66539.1, Sus scorfa X57321.1, Bos Taurus NM173966.2, Xenopus 

tropicalis AM041993.1, Oreochromis niloticus AY428948.1, Paralichtys olivaetus 

AB040448.1, Ictalurus punctatus AJ417565.2, Salmo salar NM001123589.1; 

Lymphotoxin alpha: Homo sapiens sapiens X01393.1, Rattus norvegicus NM080769.1, 

Sus scorfa NM214453.1, Bos Taurus Z14137.1, Xenopus tropicalis AM041994.1). 
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Alignments were performed using the Clustal W (Thompson et al., 1997) including in 

MEGA 4 (Tamura et al., 2007). A phylogenic tree based amino acid sequences was 

designed using the Neighbour-Joining (NJ) (Saitou et al., 1987) algorithm with the 

MEGA 4 software program. Statistical confidence on the inferred phylogenic 

relationships was assessed by bootstrap of 1000 replicates. 

 

 2.7 Expression analysis of selected ESTs by quantitative real-time PCR 

 

Total RNA was extracted using TRIZOL reagent (Invitrogen) following the 

manufacturer's instructions. Briefly, cells were lysed in TRIZOL, RNA was separated 

from DNA and proteins using phenol chloroform. Total RNAs were precipitated using 

isopropanol. The RNA pellet was washed with 75% ethanol solution and finally eluted 

in 22 µl of DEPC water. The RNA concentration was determined using a 

spectrophotometer at 260nm and RNA quality was assessed on a 1% agarose gel. 

Total RNAs were treated with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) to remove 

remaining genomic DNA. 

First strand cDNA was synthesized using the oligo(dT) anchor primer (5’-GAC 

CACGCGTATCGATGTCGACT(16)V-3’) and Moloney murine leukaemia virus (M-MLV) 

reverse transcriptase SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 

(Invitrogen). 

 

For each of the selected genes, forward and reverse primers were designed using 

primer 3 software (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (Table 

1). Real-time quantitative PCR reactions were duplicated and performed in a total 

volume of 25 µL using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-

microwell plates. Each well (25 µL) contained 5 µL of cDNA dilution (1/30), 12.5 µL of 

Brilliant® SYBR® Green II PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 µL of each diluted primer 

(3µM) and 2.5 µL of distilled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of 

activation of Hot start Taq polymerase at 95 °C for 10 min; 40 cycles of amplification 

at 95°C for 10 s, 60°C for 30 s; and melting temperature curve analysis at 95°C to 

60°C by 0.5°C decrease of the temperature every 10 s. In all cases, negative controls 

(without cDNA) were included to rule out DNA contamination. 

For each candidate gene, melting curve and gel picture were analysed in order to 

verify the specificity of the amplified products and that at a single PCR product was 



-2ème partie 

136 

amplified. PCR efficacy (E) was calculated for each primer pair by determining the 

slopes of standard curves. These curves were generated using a serial dilutions 

analysis of plasmid containing the insert of interest. Amplification efficacies were 

calculated according to the following equation E=10(1-slope) (Pfall, 2001). 

The expression of the candidate genes was normalized using the elongation factor 1 

alpha (EU651798) as the housekeeping gene. Primers are shown in Table 1 (Morga et 

al submitted). Fold units were calculated using the method described by (Pfall, 2001). 

 

3. Results 

 3.1 ESTs identification 

The SSH technique was used to identify transcripts differentially expressed between 

infected haemocytes from resistant oysters and infected haemocytes from wild 

oysters. Two thousands and two hundred eight clones were sequenced and 1920 

sequences (95% of the sequenced clones) were obtained and analysed (see Table 

2). These sequences ranging from approximately 152 to 670 bp in length were 

analysed for the redundancy by multiple alignments using the Lasergene software. 

Finally, 909 unique ESTs were identified including 333 contigs and 606 singletons. 

Among these, 382 ESTs showed similarities with genes available in databases with an 

E value< 10-4 clustering in 8 main categories according to their putative biological 

functions (Fig. 1); (1) detoxification, (2) cell communication, membrane receptor 

and immune system, (3) ribosomal protein, (4) cystoskeleton structure, (5) respiratory 

chain, (6) cell cycle, DNA repair, protein regulation and transcription, (7) cell 

metabolism and (8) hypothetical proteins. 

 

 3.2 Characterization of Ostrea edulis immune-related genes 

 

  3.2.1 Ostrea edulis Fas-ligand (OeFas-ligand) 

 

Ostrea edulis cDNA OeFas-ligand showed a 1097 nucleotide (nt) sequence. The 

sequence contained a short 5’-untranslated region (1-29 nt) followed by an ORF of 
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863 nt (287 codons: 30-893 nt) and finished by a 3’-untranslated region (894-1097 nt) 

(Fig. 2). The complete ORF product had a putative molecular mass at 32 442.70 Da 

and a predicted isoelectric point at 6.75. The analysis of the ORF product revealed 

the presence of the transmembrane domain (MIFSCAVNVVLAIVFGVLVGLNW) and a 

TNF domain (154-257). Moreover, tree N-glycosylation sites at 57NATV60, 85NETL88 and 

125NSSS128 could be identified. Signal peptide prediction results showed that there was 

a putative signal peptide in the OeFas-ligand 

(MSAPSSRNCKCFMIFSCAVNVVLAIVFGVLVG). 

Phylogenic tree analysis of Fas ligand, TNF alpha and lymphotoxin alpha grouped 

OeFas-ligand within the Fas ligand clade and showed closest affinity to abalone 

Haliotis discus hannai (Fig. 3). 

 

  3.2.2 Ostrea edulis Inhibitor of Apopotosis (OeIAP) 

 

Ostrea edulis cDNA of IAP (OeIAP) gene was composed of 1241 nucleotides (nt) in 

length. The sequence contained a short 5’-untranslated region (1-16 nt) followed by 

an ORF of 1076 nt (377 codons: 17-1150 nt) and finished by a 3’-untranslated region 

(1151-1241 nt) (Fig. 4). The complete ORF product showed a molecular mass at 

41646.89 Da and predicted isoelectric point at 5.63. ScanProsite analysis revealed 

that the predicted OeIAP protein contained one BIR domain (93-158 aa), followed 

by a RING domain (330-365) at its C terminus. Moreover, it was identified one N-

glycosylation sequence at 51NETD54. The BIR domain of OeIAP had the conserved BIR 

motif of CX2CX6WX3DX5HX6C (Deveraux and Reed, 1999). OeIAP is more similar to the 

ML-IAP (livin), a human IAP that contains a single BIR and RING finger domain than to 

IAP identified in invertebrates. The multiple alignment of BIR domains from Penaeus 

monodon IAP (PmIAP ABO38431.1), Drosophila melanogaster (DIAP1 Q24306.2) and 

(DIAP2 AAF58095.1) and Homo sapiens sapiens ML-IAP (livin NP_647478.1) showed a 

62% of identity with the BIR3 from PmIAP (Fig. 5). The multiple alignment of RING 

domain between Oe-IAP RING domain and the DIAP1, DIAP2, PmIAP and livin RING 

domain show 61% of identity with livin RING domain (Fig. 5). 
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 3.3 Haemocyte expression of selected ESTs  

 

In order to verify that differential expression of genes identified by SSH existed 

between resitant and wild oysters, qRT-PCR was carried out to determine the relative 

expression of the target genes. SSH libraries allowed identifying seven ESTs potentially 

involved in the resistance or susceptibility to bonamiosis. Significant differences in 

expression were observed between resistant and wild oysters for five of the seven 

transcripts. OeEcSOD, OeIAP, OeFas-ligand and Cathepsin B were found to be 

respectively 2.4, 6.5, 3.8 and 3.6-fold over expressed in resistant oysters compared to 

wild ones, respectively (Fig. 6). Cyclophylin B was 0.07 fold less expressed in resistant 

oysters (Fig. 6). No significant difference was found in the expression of Oe-C1q and 

ferritin between resistant and wild oysters by qRT-PCR (Fig. 6). 

 

 

4. Discussion  

 
In the present study, we have investigated the interactions between haemocytes 

from two populations (resistant and wild) and the parasite Bonamia ostreae. 

Molecular responses were studied using suppression subtractive hybridization method 

(SSH) and real time PCR method. SSH has already been used to better understand 

host/pathogen interactions at a molecular level in different bivalve species including 

Crassostrea gigas (Gueguen et al., 2003), Crassostrea virginica (Tanguy et al., 2004), 

Saccostrea glomerata (Green et al., 2009), Ruditapes phillipinarum (Kang et al., 

2006) and Ruditapes decussates (Prado et al., 2009). 

In our study, this method allowed the identification of 1920 ESTs differentially 

expressed between infected haemocytes from resistant and wild oysters. Among the 

ESTs presenting a significant homology in Genbank, seven ESTs were selected 

according to their putative biological function. The expression pattern of these ESTs 

was measured in an in vitro infection experiment. Real-time PCR analysis confirmed 

the differential expression of five out of the seven ESTs (more than one fold 

difference). 
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The putative cyclophilin gene was significantly down regulated in infected 

haemocytes from resistant oysters. On the contrary, cyclophilin was found up-

regulated in response to the bacteria Vibrio splendidus 10 hours after inoculation in 

resistant cupped oyster Crassostrea gigas (Huvet et al., 2004). Cyclophilin, a 

peptidylprolyl isomerase is known in mammals to accelerate the folding of proteins 

and to mediate signalling events leading to T-cell activation (Shida et al., 2003).  

A transcript with homologies with Oe-C1q was identified and could be fully 

characterized by RACE PCR (data not shown). C1q gene was also identified in 

previous studies as Mercenaria mercenaria and Ruditapes decussates (Perrigault et 

al., 2009 ; Prado et al., 2009). C1q is the target recognition of the classical 

complement pathway that is crucial for the clearance of pathogens in vertebrates 

(Kishore and Reid, 2000) and invertebrates (Zang et al., 2008). The C1q gene was 

significantly up regulated in Mercenaria mercenaria and Ruditapes decussatus in 

response to QPX and Perkinsus olseni, respectively (Perrigault et al., 2009 ; Prado et 

al., 2009) while in our study the expression of this gene was not affected by the 

presence of Bonamia ostreae. Although C1q gene was identified in Saccostrea 

glomerata resistant population to theparasite Marteilia sydneyi, the expression of this 

gene appeared not modulated in resistant population compared to wild oyster 

population (Green et al., 2009). 

Ferritin has been classified as a stress protein (Gueguen et al., 2003) and has also 

been associated with defence mechanisms because of its role in the regulation of 

iron availability to infectious agents (Ong et al., 2006). Previous studies demonstrated 

an increase of ferritin expression in invertebrates following exposures to pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs) or bacterial challenge (Beck et al., 2002 ; 

Gueguen et al., 2003 ; Ong et al., 2005). Perrigault et al., (2009) have reported an 

increase of ferritin expression in clams challenged by Quahaog parasite X (QPX) 

after 28 and 48 days.  

 

The over expression of Oe-EcSOD gene in resistant flat oysters might be related to an 

increased production of cytotoxic components generated during an immune 

response as shown by Green et al., (2009) in Saccostrea glomerata. SOD is known to 

be involved in the regulation of oxidative stress response. Morga et al., submitted 

have shown that Oe-EcSOD presented a high sequence homology with other 

bivalve ecSODs, notably Dominin from the eastern oyster, Crassostrea virginica 
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(Tanguy et al., 2004), with Carvortin from the Pacific oyster, Crassostrea gigas (Scotti 

et al., 2007) and with ecSOD from Saccostrea glomerata (Green et al., 2009). One of 

the mechanisms to fight against B. ostreae in resistant Ostrea edulis could be their 

ability to generate hydrogen peroxide at a faster rate and to higher concentrations 

than wild flat oysters during respiratory burst. Oe-EcSOD would be capable of 

generating hydrogen peroxidee by conversion of superoxide anion (O2
−). However, 

the true biological function of bivalve ecSOD is disputed within the literature 

(Gonzalez et al., 2005 ; Scotti et al., 2007). A previous study showed a significant 

decrease of reactive oxygen species (ROS) production in wild flat oyster 

haemocytes after an in vitro infection of Ostrea edulis haemocytes with live parasites 

versus haemocytes alone (Morga et al. 2009). Moreover a recent study on the 

relative expression of this gene after an in vitro infection of haemocytes from wild flat 

oyster with the parasite Bonamia ostreae revealed a down regulation of Oe-EcSOD 

after 1h of contact (Morga et al., submitted). An increased production of SOD in 

resistant oysters may be regarded as an advantage in controlling negative effects of 

ROS production on host cells 

 

We have identified three genes over expressed in resistant oysters in response to the 

infection with the parasite Bonamia ostreae. Cathepsins have recently been shown 

to be associated with cell death regulation (Foghsgaard et al., 2001 ; Guicciardi et 

al., 2001 ; Roberg et al., 2002 ; Lockshin and Zakeri, 2004). Cathepsins have often 

been considered as intracellular proteases capable of mediating caspase-

independent cell death (Lockshin and Zakeri, 2004). The involvement of cathepsins in 

apoptosis could be related to the identification of two others genes involved in this 

pathway. For the first time, we have fully characterized two members of the 

apoptosis pathway (OeFas ligand and OeIAP) in a mollusc bivalve. Apoptosis 

(programmed cell death) is a common physiological process that eliminates 

unwanted or diseased cells, and it plays important roles in embryogenesis, 

homeostasis, metamorphosis and immunity (Vaux and Korsmeyer, 1990 ; Steller and 

Grether, 1994 ; Opferman and Korsmeyer, 2003 ; Zang et al., 2005)The mammalian 

extrinsic apoptosis pathway is regulated by various genes and factors, including Fas 

(APO-1 or CD95), Fas ligand (CD95 ligand) and tumor necrosis factor (TNF) and 

related apoptosis-inducing ligand (Apo2L/TRAIL). It is well known that the Fas and Fas 

ligand (FasL) system plays a central role in apoptosis (Opferman and Korsmeyer, 
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2003). Fas is a type I transmembrane glycoprotein that mediates apoptosis and its 

biological ligand (Fas ligand) induces apoptosis through the binding to Fas (Curtin 

and Cotter, 2003). 

The over expression of the OeFas ligand in infected haemocytes from resistant 

oysters suggested that the product of this gene is involved in the immune response 

against the parasite Bonamia ostreae. Inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) are a 

conserved group of proteins that regulate apoptosis in both vertebrates and 

invertebrates. Since the first discovery of an IAP gene in a baculovirus (Crook et al., 

1993), numerous cellular IAP homologes have been identified (Deveraux and Reed, 

1999 ; Salvesen and Duckett, 2002). The hallmark of an IAP protein is the presence of 

one to three copies of a zinc-binding baculoviral IAP repeat (BIR) domain. These BIR 

domains bind directly to the caspases to inhibit them, and they are essential for the 

anti-apoptotic properties of the IAPs (Deveraux et al., 1997 ; Roy et al., 1997). The 

structure of the OeIAP is more similar to the ML-IAP (livin) from human (Kasof and 

Gomes, 2001 ; Vucic et al., 2002) but the multiple alignment of the BIR domain from 

OeIAP with other BIR domain from other species showed a high identity with the BIR3 

domain from Penaeus monodon. The over expression of the OeIAP suggest an 

involvement of this gene in the apoptosis pathway and more particularly in the 

regulation of the haemocyte apoptosis. These results suggest that resistant oysters 

may eliminate or limit the development of the parasite through apoptosis induction 

by an increased production of OeFas-ligand. Induction of apoptosis in resistant 

oysters may allow limiting the development the disease and differing the mortality of 

the host. At the same time the induction of the anti-apoptotic gene OeIAP may 

suggest (1) a host feed-back control of parasite-induced apoptosis or (2) an active 

phenomenon mediated by the parasite itself in order to survive inside the host. For 

the host, apoptosis can be interpreted as a positive event in order to eliminate 

parasites, but also as a negative one implicated in pathogenesis through cell death. 

Moreover, in the present study, gene expression has not been differentiated 

depending on haemocyte cell types, As haemocytes are represented by several 

types, apoptotic events could be different depending of the cell type. The 

manipulation of the host apoptosis by intracellular parasites is currently described in 

vertebrate and invertebrate hosts (Heussler et al., 2001). Mammalian intracellular 

parasites are able to trafficking the apoptosis, such as Toxoplama gondii, 

Trypanosoma cruzii, Plasmodium sp., Cryptosporidium parvum (Lüder et al., 2001). 
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Macrophages and T cells infected by the parasite Toxoplasma gondii are able to 

induce apoptosis by the Fas-ligand and a inhibition of the apoptosis has been 

reported in the macrophage and different cell lines by the up regulation of the anti-

apototic homolog such as Bcl-2 and the murine anti-apoptotic protein A1 (Orlofsky 

et al., 1999). Finally, Hughes et al., (2010) have reported that apoptosis is involved in 

the Crassostrea virginica response against Perkinsus marinus. Moreover Prado et al., 

(2009) have identified a DAD-1 (defender against apoptotic cell death) in Ruditapes 

decussatus in response to Perkinsus olseni. These results suggest that apoptosis plays a 

potential key role in the immune response in mollusc bivalves against protozoan 

parasites. 

 

 

The present study represents the first investigation in the resistant flat oyster molecular 

response against the parasite Bonamia ostreae. This study has also generated new 

data concerning the host genome and secondly contributed to a better 

understanding of the molecular basis involved in the resistance to Bonamia ostreae 

infection. SSH has allowed the identification of genes potentially involved in the 

resistance. The over expression of the Oe-EcSOD might translate a high participation 

of the ROS production in resistant oyster. Moreover, the identification and over 

expression of cathepsin B, OeFas-ligand and OeIAP suggested the involvement of 

the apoptosis pathway in the response of flat oyster against the intracellular parasite 

B. ostreae. 
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Figure captions  

 

Figure 1 Functional classification of the sequences identified in both libraries (ESTs). 

Genes were clustered into 8 categories according to their putative biological 

function. 

 

Figure 2 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat 

oyster OeFas-ligand. ORF contains a peptid signal (highlighted in grey), a 

transmembrane domain (uderligned in black) and a TNF domain (dotted in black). 

N-glycosylation site were surrounded.  

 

Figure 3 Neighbour-joining tree showing phylogenetic analysis of Fas ligand, TNF 

alpha and lymphotoxin sequences from various species. The tree is based on 1000 

bootstrap replications. The scale for branch length (0.1 substitutions/site) is shown 

below the tree. 

 

Figure 4 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat 

oyster OeIAP. ORF contains a BIR domain (uderligned in black) and a RING finger 

domain (dotted in black). Signature amino acids were highlighted in grey. N-

glycosylation site were surrounded.  

 

 

Figure 5 Multiple sequence alignments of the BIR and RING domains of OeIAP with 

the corresponding domains of other IAP family members Penaeus monodon IAP 

(PmIAP ABO38431.1), Drosophila melanogaster (DIAP1 Q24306.2) and (DIAP2 

AAF58095.1) and Homo sapiens sapiens ML-IAP (livin NP_647478.1). Identical residues 

are indicated in black and similar residues are indicated in grey. 

 

Figure 6 Relative expression by quantitative PCR of selected transcripts from SSH 

(OeIAP, OeFas-ligand, OeEc-SOD, OeC1q, ferritin cathepsin B and cyclophillin) 

libraries. Expression levels were normalized to EF1-a and presented as relative 

expression to controls (mean ± SD, n = 2). * indicates significant differences of gene 

expression compared to controls  
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Name Oligonucleotide sequence (5’-3’) 

Concentration 

of Forward 

primer (µM) 

Concentration 

of Reverse 

primer (µM) 

OeIAP Forward: CTACCTCCCCAGGATTGTCA 

Reverse: CACCACTCTCCTCCATGTCA 

3 3 

OeFas Forward: TTTGGGCAGTGGTGTAAGTG 

Reverse: TAGCCCTGTTTCTCCACCAG 
1.5 3 

Cathep Forward: CTGCACTGATCTGGGACTCA 

Reverse: ATTACYGGCTGGTGGCAAAC 
3 3 

OeEc-SOD Forward:GAGGAGGAAGAGGACCATCC 

Reverse: ATTTTCCTCCGCTTTGTGTG 
2,5 2,5 

Oefer Forward: GATGTGATCGGACACCTCCT 

Reverse: TCACAAAGTTGCAGGCAGTC 
3 3 

OeC1q Forward: CAGTCCCTCAGAGCCTGTTC 

Reverse: ACAGGTATACGCCGGTTTTG 
3 3 

Oepepti Forward: ATGAGCCAGGTCATCAAAGG 

Reverse: GGCCTAGGAGTTCCACATCA 
3 3 

ElongPCRQ5m Forward:GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 

Reverse: CCAGGGTGGTTCAAGATGAT 
3 3 

TOPO Forward: GACCATGATTACGCCAAGC 

Reverse: CCCAGTCACGACGTTG 
  

 

 

Table 1: Combinations of primers used in quantitative PCR assays 
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Total clones sequenced 1920 

Sequences analysed 1831 

Total of sequences with significant match  382 

Contigs 333 

Singletons 606 

Redundancy 48% 

Average size number pb  450 

 

 

Table 2 : General characteristics of the subtracted library and cDNA sequences from 

Ostrea edulis haemocyte. 
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III Identification de gènes de ménage chez Ostrea edulis 

infectée par le parasite Bonamia ostreae 

 

 

L’étude du niveau d’expression des transcrits par PCR en temps réel nécessite 

l’identification de gènes de ménage ou de contrôles internes visant à normaliser 

l’étude de l’expression relative. 

 

L’analyse du niveau des transcrits n’ayant jamais été réalisé chez l’huître plate en 

présence du parasite Bonamia ostreae, il était nécessaire de mettre au point une 

PCR en temps réel intégrant un/des gènes de ménage. Ne disposant pas de 

données dans les banques publiques. Il a été réalisé un travail préliminaire 

d’identification d’ESTs potentiellement candidates pour cette étude dans les 

banques précédemment présentées dans cette partie. La recherche d’ESTs 

candidates dans les banques soustractives a permis de sélectionner cinq ESTs : les 

séquences codant le facteur d'élongation 1 alpha (EF1-α), la protéine ribosomique 

L5, la glycéraldéhyde-phosphate déshydrogénase (GAPDH), la polyubiquitine (Ubiq) 

et la β-actine, gènes utilisés dans d’autres modèles comme gènes de ménage. Afin 

d’analyser la stabilité de l’expression de ces ESTs, il a été réalisé plusieurs essais 

d’infections in vitro. L'expression des ESTs a été quantifiée par PCR en temps réel 

chez des hémocytes infectés et des hémocytes seuls. La stabilité de l'expression a 

été analysée par deux approches analytiques GeNorm et NormFinder. 

 

L’évaluation de la stabilité des gènes de ménage est une étape essentielle dans la 

mise au point d’une PCR en temps réel dans le but d’étudier le niveau d’expression 

des gènes cibles en utilisant la méthode des doubles deltas Cts. L’expression de 

gènes chez les mollusques bivalves est largement étudiée de nos jours, mais 

seulement deux études intégrant la mise au point de l’utilisation de gènes de 

ménage ont été réalisées chez Mya arenaria (Siah et al., 2008 ; Araya et al., 2008).  

 

L’étude a permis d’identifier deux gènes dont l’expression est stable et comparable 

entre hémocytes en présence du parasite et hémocytes seuls, le facteur 

d’élongation alpha (EF1-α) et la glycéraldéhyde-phosphate déshydrogénase 
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GAPDH. Ces gènes sont utilisés dans de nombreux modèles. En revanche, 

l’expression des autres gènes s’est révélée instable. Les résultats obtenus permettent 

de recommander l’utilisation du facteur d’élongation alpha ou GAPDH comme 

gènes de ménage et de mesurer les niveaux d’expression de gènes d’intérêt. La 

méthode d’analyse GeNorm conseille l’utilisation de trois gènes de ménage. De 

plus, ces deux derniers gènes ont été complètement caractérisés par RACE PCR. Le 

développement de cet outil a été directement appliqué dans l’étude suivante afin 

d’étudier le niveau d’expression d’ESTs potentiellement impliqués dans les 

interactions hôte/parasite. 
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Abstract 

 

Bonamia ostreae is an intrahaemocytic protozoan affecting Ostrea edulis. The 

parasite multiplies within haemocytes without being degraded and involves changes 

in cellular activities. Studies aiming at better understanding host response to a 

pathogen at the transcriptome levels are frequently based on the use of real time 

PCR assays, which require some reference genes. However, very few sequence data 

is available for Ostrea edulis in public databases.  

Subtracted cDNA libraries were constructed from the Ostrea edulis haemocytes in 

order to identify genes involved in host reactions against the parasite and 

quantitative real time PCR assays were developed to study expression of these 

genes. In this context, identification of reference genes and study of their relative 

expression stability were required for quantitative real time PCR normalization.  

The expression of 5 potential candidate reference genes from Ostrea edulis (ie 

elongation factor 1 alpha (EF1-α), 60S ribosomal protein L5 (L5), glyceraldehyde 3-

phosphate-dehydrogenase (GAPDH), polyubiquitin (Ubiq) and β-actin (ACT)) was 

studied using RNAs extracted from pools of haemocytes in contact with the parasite 

Bonamia ostreae and haemocytes alone. Gene expression was quantified by real 

time PCR and expression stability was analysed with two analytical approaches 

GeNorm and NormFinder. GAPDH and EF1-α were identified as the most stable 

genes with the GeNorm analysis. Whatever were the tested conditions, EF1-α was 

also found as the most stable gene using Normfinder. The less stable gene was β-

actin although this gene is commonly used as housekeeping gene in many studies.  

Our results suggest using GAPDH and EF1-α combined as reference genes when 

studying expression levels in haemocytes of Ostrea edulis. In addition, the complete 

ORF of these two genes was characterized. 

 

Key words: Real time PCR, Housekeeping genes, Haemocytes, Ostrea 

edulis, Bonamia ostreae, EF1-α, GAPDH 
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1. Introduction 

 

The parasite Bonamia ostreae was first reported in France in 1979 infecting the 

European flat oyster, Ostrea edulis [1, 2]. Despite 30 years of research on this 

protozoan pathogen, host parasite interactions are poorly known and few sequence 

data is available for O. edulis in public databases. A recent study has been 

conducted to investigate the transcriptome during an in vitro infection of O. edulis 

haemocytes with purified parasites. cDNA libraries allowed obtaining a large number 

of expressed sequence tags (ESTs). Based on sequence homologies, some ESTs were 

selected for expression assays and the quantification of transcription levels in 

haemocytes was undertaken using quantitative real time PCR. 

Quantitative real time PCR is commonly used to study gene expression due to high 

sensitivity, specificity, reproducibility and broad dynamic range [3-5]. Level of gene 

expression is determined by quantifying the relative amount of target mRNA 

between different conditions, using the comparative Ct (2−∆∆ct), or Pfaffl method 

including the adjustment by the amplification efficiencies [6]. The relative 

quantification method requires an internal control or a housekeeping gene. The 

internal control is an endogenous control that allows correction of experimental 

variations caused by the quantity and quality of starting material, inhibitory 

compounds, pipetting errors, biological variability, the reverse transcription efficiency 

and the experimental design [7]. Reference genes are thus compulsory but they 

must be carefully validated as pointed out in the MIQE guideline. This guideline 

suggests a minimum set of information that researcher should provide for their 

quantitative real time PCR data [8]. The ideal housekeeping gene should present a 

stable mRNA expression and should be minimally regulated under experimental 

conditions [9-12].  

18S ribosomal RNA, glyceraldehyde-3 phosphate-dehydrogenase and β-actin have 

frequently been used as reference genes in bivalves [13-15]. These genes are 

involved in ribosome structure, metabolism and cytoskeleton respectively and their 

expression level is assumed to be constant. However, some studies have shown that 

expression of these genes can vary depending on development stages or in 

response to an external treatment [10, 16]. Relative quantification by real time PCR 

requires first a study of the suitability and stability of one or more housekeeping genes 

in selected experimental conditions [17]. Some mathematical methods have been 
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developed to evaluate relative stability of gene expression in order to identify the 

most suitable housekeeping genes [18, 19]. Two Visual Basic Applications for 

Microsoft Excel are currently widely used to determine reference gene suitability: 

GeNorm [18] and NormFinder [19]. GeNorm is a mathematical method based on the 

principle that the expression ratio of two ideal control genes should be identical in all 

samples and experimental conditions. It calculates gene expression stability (M), 

which is the mean pair-wise variation between an individual gene and all other 

tested reference genes [18]. NormFinder is another Excel applet based on an 

algorithm for identifying the optimal normalization gene(s) among a set of 

candidates [19]. It ranks the candidate genes according to their mRNA expression 

stability value in a given sample set and a given experimental design. This approach 

combines the intra-group and inter-group expression variation to a stability value 

that enables the ranking of genes by mRNA expression stability. 

In this context, the aim of the present study was to identify from ESTs database 

previously obtained, optimal reference genes that could be used for expression 

analysis in flat oyster haemocytes experimentally infected by the parasite Bonamia 

ostreae. The five tested reference genes (Table 1) were housekeeping genes 

commonly used in quantitative real time PCR studies: elongation factor 1 alpha (EF1-

α), 60S ribosomal protein L5 (L5), glyceraldehyde 3-phosphate-dehydrogenase 

(GAPDH), polyubiquitin (Ubiq) and the β-actin (ACT) [10, 16, 20]. In addition, the ORF 

of EF1-α and GAPDH, identified as the most suitable housekeeping genes in our 

study, were fully characterized. 

 

 

2. Material and methods 
 

2.1 Biological material  

 

  2.1.1 Oysters 

 

Two-year-old flat oysters Ostrea edulis were collected from Quiberon Bay (France) in 

November 2008 and acclimatized in the quarantine facilities of IFREMER laboratory in 

La Tremblade (Charente–Maritime, France) over 30 days. Flat oysters were 

maintained in 120 l raceways supplied with a constant flow of seawater enriched in 
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phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis galbana, Chaetoceros gracialis 

and Tetraselmis succica). 

 

  2.1.2 Haemolymph collection 

 

Haemolymph was collected from the adductor muscle sinus of 40 oysters using a 1 

ml syringe equipped with a needle (0.40 mm x 90 mm). To eliminate cell aggregates, 

the haemolymph samples were filtered through 60 µm nylon mesh and held on ice to 

prevent cell aggregation. Approximately 1 ml of haemolymph was collected from 

each oyster. Samples were pooled, and haemocytes counted using a Malassez-cell. 

The haemocyte concentration was adjusted to 1.106 cells ml-1 using 0.22 µm filtered 

seawater (FSW). 

 

 2.2 In vitro challenge of Ostrea edulis haemocytes with Bonamia ostreae 

 

Haemocytes (1.106 cells ml-1) were incubated with live purified parasites at a ratio of 

five parasites per one haemocyte for two hours at 15°C. Bonamia ostreae was 

purified according to the protocol developed by Mialhe et al., (1988) [21]. The 

control consisted of haemocytes alone suspended in FSW (1.106 cells ml-1). Four 

challenges were performed using four different pools of haemolymph, each pool of 

haemolymph was divided in two parts, one part for the control and a second part 

for in vitro infection. Two hours post challenge, haemocytes were recovered by 

centrifugation (1500 rcf, 4°C for 15 min).  

 

 2.3 Total RNA extraction and cDNA synthesis 

 

Total RNA was extracted using TRIZOL reagent (Invitrogen) following the 

manufacturer's instructions. Briefly, cells were lysed in TRIZOL, RNA was separated 

from DNA and proteins using phenolchloroform. Total RNAs were precipitated using 

isopropanol. The RNA pellet was washed with 75% ethanol solution and finally eluted 

in 22 µl. Total RNAs were treated with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) to remove 

remaining genomic DNA. The RNA concentration was determined using a 

spectrophotometer at 260 nm and RNA quality was assessed on a 1% agarose gel.  
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First strand cDNA was synthesized using the oligo (dT) anchor primer (5’-GAC 

CACGCGTATCGATGTCGACT(16)V-3’) and Moloney murine leukaemia virus (M-MLV) 

reverse transcriptase SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 

(Invitrogen). 

 

 2.4 Real time quantitative PCR 

 

ESTs of five candidate housekeeping genes were obtained from a subtracted cDNA 

library from Ostrea edulis. For each of these genes forward and reverse primers were 

designed using primer 3 software 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (Table 2) and synthesized 

by Eurogentec. Real time quantitative PCR was carried out in duplicate, all 

amplification reactions were performed in a total volume of 25 µL using a Mx3000 

Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-microwell plates. Each well (25 

µL) contained 5 µL of cDNA dilution (1/30), 12.5 µL of Brilliant® SYBR® Green II PCR 

Master Mix (Stratagene), 2.5 µL of each diluted primer (3 µM) and 2.5 µL of distilled 

water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of activation of Hot start Taq 

polymerase at 95 °C for 10 min; 40 cycles of amplification at 95°C for 10 s, 60°C for 

30s; and melting temperature curve analysis at 95°C to 60°C by 0.5°C decrease of 

the temperature every 10s. In all cases, negative controls (without cDNA) were 

included to rule out DNA contamination. 

For each candidate housekeeping gene, melting curve, gel picture and sequences 

were analysed in order to verify the specificity of the amplified products and that at 

a single PCR product was amplified. Efficacy (E) was calculated for each primer pair 

by determining the slopes of standard curves. Efficacies were calculated according 

to the following equation E=10(1-slope) [6]. 

 

 2.5 Rapid amplification of cDNA ends and sequence analysis 

 

In order to obtain the complete open reading frame (ORF) of EF1-α and GAPDH, 

RACE (Rapid Amplification of cDNA ends) reactions were carried out using SMART 

RACE cDNA Amplification Kit from Clontech according to the manufacturer’s 

instructions. 5’ and 3’ primers were designed using primer 3 software 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (3’elongrace 
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GTAATCAAGAGCGGAGATGC, 5’elongrace GTCCAATAAATGACCTGCTGTGGTC 

and 3’GAPDHrace GCAATGCTTCGTGCACCACTAACTGT, 5’GAPDHrace 

GCGGTGTATGCATGAACCGTTGTC) and synthesized by Eurogentec. After ligation 

and cloning in TOPO Vector System (Invitrogen) and transformation in Top 10 

competent bacteria (Invitrogen), several clones were sequenced from both ends 

with TOPO forward and reverse primers using BigDye terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction Kit and an automated DNA sequencer ABI 3130 XL.  

Chromatograms were analyzed with Chromas 231 software (Technelysium). NCBI-

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) was used for detection of known 

orthologs and for comparison of the obtained cDNAs and deduced polypeptides.  

 

 2.6 Phylogenic analysis of EF1-α and GAPDH 

 

The sequence of the complete ORF of EF1-α was aligned with homologous genes 

from GenBank database (Mus musculus (L26479.1), Homo sapiens (AY043301.1), Bos 

taurus (XM001254483.2), Salmo salar (BT059777.1), Solea senegalensis (AB326302.1), 

Sparus aurata (AF184170), Mytilus galloprovincialis (AB162021.1), Crassostrea gigas 

(AB122066.1), Strongylocentrotus purpuratus (XM 0011764), Danio rerio (NM 131263.1), 

Argopecten purpuratus (ES469321), Pecten maximus (DN794050) and Chlamys farreri 

(DT716075). 

The sequence of the complete ORF of GAPDH was aligned with homologous genes 

from GenBank database (Homo sapiens (NP002037.2), Mus musculus (NP032110.1), 

Bos taurus (NP001029206.1), Sparus aurata (ABG23666.1), Xenopus lavevis 

(NP001080567.1), Crassostrea gigas (ABU84874.1), Crassostrea virginica 

(CAD677717.1) and Tribolium castaneum (XP974943.2). 

Alignments were performed using the Clustal W [22] including in MEGA 4 [23]. 

Phylogenetic trees based on amino acid sequences were performed using the 

Neighbour-Joining [24] algorithm with the MEGA 4 software program. Statistical 

confidence on the inferred phylogenetic relationships was assessed by bootstrap of 

1000 replicates. 
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 2.7 Statistical analysis 

  

Cts were calculated with the stratagene Mxpro software 4.0. Data obtained for each 

experiment was analyzed using two excel applets, GeNorm [18] and NormFinder 

[19].  

GeNorm was used to calculate the gene expression normalization factor and to 

determine the most stable internal controls. Determining the average pairwise 

variation of a particular gene with all other genes assessed the gene stability 

measurement M. Moreover, the optimal number of housekeeping genes required for 

normalization was determined using GeNorm. Inter-group and intra-group variations 

were determined using NormFinder and allowed ranking and estimating reference 

gene stability.  

 

 

3. Results 
 

 3.1 Real time PCR amplification of candidate housekeeping genes 

 

The relative expression level of five candidate housekeeping genes (L5, Ubiq, ACT, 

GAPDH and EF1-α) was studied during four different in vitro infections of haemocytes 

with the parasite Bonamia ostreae. Ct values were distributed between 16.1 (±1.5) for 

ACT and 21 (±1.2) for GAPDH. Ct value between replicates was less than one. 

Standard curves exhibited correlation coefficient (R2) higher than 0.99 and PCR 

efficiencies ranged from 95% to 100% (Table 3). The amplification specificity was 

confirmed by melting curve analysis (Fig 1). The melting curves for all genes 

demonstrated a single peak confirming gene-specific amplification. Agarose gel 

analyses showed a single band for all amplified genes (data not shown). 

 

 3.2 Expression stability of candidate housekeeping genes  

 

Expression stability (M) of each candidate housekeeping gene through different 

tested RNA samples was calculated using the GeNorm program. A low M value 

translates a highly stable expression in the tested conditions. The rank of the 

candidate housekeeping genes based on their M values is shown in Fig 2a. ACT 
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(M=0.516) Ubiq (M=0.469) and L5 (M=0.451) appeared less stable while, GAPDH 

(M=0.187) and EF1-α (M=0.187) were the most stable genes. The best combination of 

two genes appeared as GAPDH and EF1-α (M=0.187).  

Gene expression stability was also evaluated using another software, NormFinder. 

Stability values for the tested genes from the least to the most stable were: ACT 

(M=0.130), Ubiq (M=0.119), L5 (M=0.112), GAPDH (M=0.049) and EF1-α (M=0.046) (Fig 

2b). The best combination for the most stable was GAPDH and EF1-α (0.034). 

 

 3.3 Optimum number of housekeeping genes 

 

In addition, GeNorm method can determine the optimum number of housekeeping 

genes recommended in an experiment using a pairwise number variation Vn/n+1 

analysis (Fig 3), Vandesompele et al., (2002) [18] proposed 0.15 as a cut-off value, 

below which the inclusion of an additional reference gene is not required. In our 

experiment the V2/3 and V3/4 values were 0.192 and 0.112, respectively suggesting 

that the normalization factor should preferably contain 3 housekeeping genes.  

 

 3.4 Characterization of Ostrea edulis EF1-α 

 

ESTs with high similarity to EF1-α have been identified in subtracted cDNA libraries. 

RACE reactions allowed obtaining the full cDNA of Ostrea edulis EF1-α. The length of 

the EF1-α was 1698 nucleotides (nt). Complete sequence was deposited in GenBank 

and assigned under the accession number EU651798. The sequence contained a 

short 5’-untranslated region (1-57 nt) followed by the ORF of 1385 nt (461 codons: 58-

1443 nt) and finished by an 3’-untranslated region (1444-1698 nt) (Fig 4). The ORF 

included three domains: elongation factor I 82-768 nt, elongation factor II 778-1050 nt 

and elongation factor III 1057-1368 nt (Fig 5).  

The ORF of the EF1-α presented characteristic regions G1 to G4 critical in GDP/GTP 

exchange, GTP-induced conformational change and GTP hydrolysis (Fig 5). The 

amino acid sequence was submitted in PROSITE database 

(http://www.expasy.ch/prosite/) and a conserved motif DKLKAERERGITIDIA was 

identified at position 61 to 76. This motif is a signature of the GTP-binding elongation 

factor (Fig 5). 
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The nucleotide sequence of EF1-α from Ostrea edulis presented 73% to 86% of 

identity with other species. Crassostrea gigas presented the highest percentage of 

identity (86%).  

The alignment of the selected amino acid EF1-α sequences and phylogenetic tree 

showed that Ostrea edulis EF1-α clustered with other invertebrate EF1-α (Fig 6).  

 

 3.5 Characterization of Ostrea edulis GAPDH 

 

Ostrea edulis cDNA GAPDH showed a 1309 nucleotide (nt) sequence. Complete 

sequence was deposited in GenBank and assigned under the accession number 

GQ150762. The sequence contained a short 5’-untranslated region (1-70 nt) followed 

by an ORF of 1008 nt (335 codons: 69-1077 nt) and finished by a 3’-untranslated 

region (1078-1309 nt) (Fig 7). The complete ORF had a putative molecular mass at 36 

143.34 Da and a predicted isoelectric point at 7.58. The analysis of the ORF revealed 

the presence of two domains, NAD binding domain (3-150 aa) and C terminal 

domain (155-312) (Fig. 7). ORF of GAPDH had a typical eukaryotic GAPDH signature 

(ASCTTNCL; positions from 148 to 155) [25].  

The nucleotide sequence of GAPDH from Ostrea edulis presented 74% to 91% of 

identity with other species. Crassostrea gigas presented the highest percentage of 

identity (91%).  

The phylogenic tree based on amino acid sequences of GAPDH from different 

species showed that Ostrea edulis GAPDH belong to the “mollusc cluster” with 

Crassotrea gigas and Crassostrea virginica (Fig 8).  

 

 

4. Discussion 

 

The quantitative real time PCR is a powerful tool to measure gene expression [6]. This 

method requires an internal control (ie reference gene or housekeeping gene) in 

order to normalize gene expression and to integrate experimental variations. The 

expression of housekeeping genes must be stable during the experiment. Thus, 

studying the expression stability of housekeeping genes is recommended before 

quantifying genes of interest by quantitative real time PCR [8, 17]. 
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In our study, five candidate housekeeping genes identified from subtracted libraries 

have been selected and expression monitored by real-time quantitative PCR during 

in vitro infections of Ostrea edulis haemocytes with the parasite Bonamia ostreae to 

check their stability. Selected housekeeping genes are involved in ribosomal 

metabolism (L5), cytoskeleton structure (ACT), protein metabolism (Ubiq and 

GAPDH) and elongation process (EF1-α).  

Two different analytical approaches based on GeNorm and NormFinder algorithms 

were used to identify the most suitable housekeeping genes. Their expression was 

compared between exposed and non-exposed haemocytes during an in vitro 

infection of Ostrea edulis cells with the parasite Bonamia ostreae. GeNorm and 

NormFinder allowed ranking candidate housekeeping genes according to their 

expression stability.  

Both approaches gave concordant results. EF1-α and GAPDH genes appeared as 

the most suitable housekeeping genes in the present experiment. Both genes are 

widely used as housekeeping genes. EF1-α is a member of the G protein family, and 

one of the four subunits that compose the eukaryotic elongation factor 1 [26, 27]. 

EF1-α plays a key role in protein translation. Araya et al., (2008) [10] demonstrated 

that EF-1α is a suitable reference gene during an in vitro challenge of Mya arenaria 

haemocytes with Vibrio splendidus. In Atlantic salmon, EF1-α was identified as the 

most stable gene in both healthy and virus infected tissues [28]. This gene was also 

reported as the best housekeeping gene during the larval development of the 

flatfish Solea senegalensis [29] and during the development of the European sea 

bass Dicentrarchus labrax [30]. 

The GAPDH gene is frequently used as a housekeeping gene in human [31] or in 

plants [32]. Although the expression of this gene appeared stable in our experiment, 

it was shown unsuitable in other studies because of its involvement in different 

functions. GAPDH is implicated in nuclear RNA export, DNA replication, DNA repair, 

exocytotic membrane fusion, cytoskeleton organisation and phosphotransferase 

activity [33]. Moreover, Cho et al., (2008) [34] showed that the expression of 2 

GAPDH isoforms from the marine teleost fish Oplegnathus fasciatus was modulated in 

response to bacterial and viral infections.  

The less stable genes identified in the present study were Ubiq and ACT.  

Ubiq has previously been used as housekeeping gene in the study of Mya arenaria 

responses to infection with Vibrio splendidus [10]. However, in our study, the 
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expression of this gene was found unstable between the tested conditions. This 

instability could be explained by the involvement of polyubiquin in protein 

degradation through the proteasome. Although β-actin is commonly used as 

housekeeping genes in quantitative real time PCR assays, our results suggest that the 

parasite Bonamia ostreae affects the expression of ACT. β-actin is involved in the 

cytoskeleton structure which plays a pivotal role in the phagocytosis and 

encapsulation. Intracellular parasites such as apicomplexan parasites require 

polymerisation of host actin in order to penetrate into host cells [35]. A similar 

mechanism might be developed by the parasite Bonamia ostreae. Chagot et al., 

1992 [36] demonstrated that parasites were not engulfed when haemocytes were 

treated with cytochalasin B prior parasite contact. These results support an active 

participation of host cells in the internalisation of the parasite.  

 

The GeNorm analysis also defined the optimal number of housekeeping genes in the 

present study as 3. Vandesompele et al., (2002) [18] suggested that in most cases 

three housekeeping genes is the optimal number for a valid normalization strategy. 

The molecular characterization of the EF1-α and GAPDH in Ostrea edulis allowed 

studying the sequence of the gene and identifying conserved domains and 

signatures present in other species. The phylogenetic analysis assigned the flat oyster 

EF1-α and GAPDH inside the mollusc clusters. 

 

This study is the first, to our knowledge, that describes the evaluation of flat oyster 

genes as housekeeping genes for real time quantitative PCR. The most appropriate 

housekeeping gene in flat oyster haemocytes is the EF1-α. In this respect it is now 

possible to evaluate the level of expression of genes of interest in order to improve 

the knowledge on interactions between the flat oyster and the parasite Bonamia 

ostreae. This study has also shown the importance to determine statistically the 

stability of references genes in every experiment because of the impact of the 

experimental conditions used on gene expression. 
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Figure captions 

 

 

Figure 1 Dissociation curves of (A) ACT, (B) EF1-α, (C) GAPDH, (D) L5 and (E) Ubiq.  

 

Figure 2 Determination of the most stable gene during an in-vitro infection of 

haemocytes from flat oyster Ostrea edulis with parasites Bonamia ostreae using the 

GeNorm and NormFinder methods. (a) Average expression stability value M of the 

five candidate reference genes using GeNorm. (b) Stability index of the five 

candidate reference genes using NormFinder. 

 

Figure 3 Determination of the optimal number of housekeeping genes required for 

accurate normalization based on pairwise variation (Vn/Vn+1) between candidate 

genes using GeNorm analysis. 

 

Figure 4 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat 

oyster EF1-α. ORF contains three domains: elongation factor 1 (82-768 nt) in red, 

elongation factor II (778-1050 nt) in green and elongation factor III (1057-1368 nt) in 

blue. Start and stop codons are highlighted in grey. 

 

Figure 5 Comparison of the EF1-α amino acid sequences of Ostrea edulis and three 

other species (Crassostrea gigas, Mytilus galloprovincialis and Homo sapiens). Dots 

represent identity of amino acid between species and dashes represent gaps. G1 to 

G4 indicate the critical regions involved in GDP/GTP exchange and GTP hydrolysis. 

The consensus sequence composed of the three consensus elements GXXXXGK (G14-

K20), DXXG (D91-G94), and NKXD (N153-D156) present in the GTP-binding domain is 

shaded in grey. The GTP-binding elongation factor signature corresponding to amino 

acids 61 to 76 is boxed. 

 

Figure 6 Un-rooted phylogenetic tree on the selected EF1-α amino acid sequences. 

The tree was constructed using the neighbour-joining algorithm in the Mega 4.0 

program. Bootstrap values (shown) are based on 1 000 resamplings of the data. The 

scale for branch length (0.05 substitutions/site) is shown below the tree. 
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Figure 7 Comparison of the GAPDH amino acid sequences of Ostrea edulis and 

three other species (Crassostrea gigas, Sparus aurata and Homo sapiens). Dots 

represent identity of amino acid between species and dashes represent gaps. The 

NAD binding domain (3-150 aa) is underlined in black and the C terminal domain 

(155-312) is underlined in red. The typical eukaryotic GAPDH signature (ASCTTNCL) 

corresponding to amino acids 148 to 155 is boxed.  

 

Figure 8 Un-rooted phylogenetic tree on the selected GAPDH amino acid 

sequences. The tree was constructed using the neighbour-joining algorithm in the 

Mega 4.0 program. Bootstrap values (shown) are based on 1 000 resamplings of the 

data. The scale for branch length (0.05 substitutions/site) is shown below the tree. 
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Fig. 4 
 
1     GCC TTT TTG CTG TGG CTG ACT CTG GGA TAT CAA GAG TAT TAA ATA   45 
1                                                                   15 
 
46    CTA GGA GCA ACG ATG GTT AAA GAA AAG ATT CAC ATC AAC ATT GTC   90 
16                     M   V   K   E   K   I   H   I   N   I   V    30 
 
91    GTC ATT GGT CAT GTC GAC TCT GGA AAA TCG ACC ACT ACT GGA CAT   135 
31     V   I   G   H   V   D   S   G   K   S   T   T   T   G   H    45 
 
136   CTT ATC TAC AAA TGT GGT GGA ATT GAC GAG AGA ACC ATT GCC AAG   180 
46     L   I   Y   K   C   G   G   I   D   E   R   T   I   A   K    60 
 
181   TTT GAA AAG GAA GCT GCT GAG ATG GGC AAG GGT TCC TTC AAG TAC   225 
61     F   E   K   E   A   A   E   M   G   K   G   S   F   K   Y    75 
 
226   GCC TGG GTG TTG GAC AAA CTG AAG GCT GAG CGT GAA CGT GGA ATC   270 
76     A   W   V   L   D   K   L   K   A   E   R   E   R   G   I    90 
 
271   ACC ATT GAC ATT GCC CTC TGG AAG TTT GAG ACG GCA AAG TAC CAC   315 
91     T   I   D   I   A   L   W   K   F   E   T   A   K   Y   H    105 
 
316   ATC ACA ATT ATT GAT GCT CCA GGC CAC AGA GAT TTC ATC AAA AAC   360 
106    I   T   I   I   D   A   P   G   H   R   D   F   I   K   N    120 
 
361   ATG ATT ACA GGA ACA TCT CAG GCT GAT TGT GCT GTG TTG ATC GTA   405 
121    M   I   T   G   T   S   Q   A   D   C   A   V   L   I   V    135 
 
406   GCA GCA GGT GTT GGG GAA TTT GAA GCA GGT ATC TCC GCC AAT GGA   450 
136    A   A   G   V   G   E   F   E   A   G   I   S   A   N   G    150 
 
451   CAA ACT CGT GAG CAC GCT CTA TTG GCT TTC ACC TTG GGA GTC AAA   495 
151    Q   T   R   E   H   A   L   L   A   F   T   L   G   V   K    165 
 
496   CAG CTC ATT GTC GGA GTC AAC AAA ATG GAC AGC ACG GAA AAA CCA   540 
166    Q   L   I   V   G   V   N   K   M   D   S   T   E   K   P    180 
 
541   TAC AGT GAG ACA CGT TTT GAG AAT ATC AAA GGG GAG GTG GAG AAG   585 
181    Y   S   E   T   R   F   E   N   I   K   G   E   V   E   K    195 
 
586   TAC ATC AAG AAG ATT GGA TAT AAT CCA AAG ACT GTT GCC TTT GTA   630 
196    Y   I   K   K   I   G   Y   N   P   K   T   V   A   F   V    210 
 
631   CCT ATC TCT GGT TGG CAT GGT GAC AAC ATG ATT GAA CAG TCA AAA   675 
211    P   I   S   G   W   H   G   D   N   M   I   E   Q   S   K    225 
 
676   AAT ATG TCT TGG TTC AGG GGT TGG AAT GTG GAG AGG AAA GAA GGA   720 
226    N   M   S   W   F   R   G   W   N   V   E   R   K   E   G    240 
 
721   AAT GCC AGC GGA TTT ACT CTC TTG CAA GCT TTG GAT TCC ATC CTG   765 
241    N   A   S   G   F   T   L   L   Q   A   L   D   S   I   L    255 
 
766   CCA CCA AAG AGA CCC ACA GAT TTG GCC CTT CGT CTT CCT CTG CAG   810 
256    P   P   K   R   P   T   D   L   A   L   R   L   P   L   Q    270 
 
811   GAT GTA TAC AAA ATT GGA GGT ATT GGA ACT GTG CCA GTA GGA AGA   855 
271    D   V   Y   K   I   G   G   I   G   T   V   P   V   G   R    285 
 
856   GTT GAA ACT GGT ATT ATG AAG CCT GGT ATG GTT ATC ACC TTC GCT   900 
286    V   E   T   G   I   M   K   P   G   M   V   I   T   F   A    300 
 
901   CCA CCC AAC ATC ACC ACT GAG GTC AAA TCA GTG GAA ATG CAT CAC   945 
301    P   P   N   I   T   T   E   V   K   S   V   E   M   H   H    315 
 
946   GAG TCG CTC ACA GAA GCT GTA CCA GGA GAC AAT GTT GGC TTC AAT   990 
316    E   S   L   T   E   A   V   P   G   D   N   V   G   F   N    330 
 
991   ATA AAG AAC GTG TCT GTT AAG GAA ATC CGT CGA GGA AAT GTC TGT   1035 
331    I   K   N   V   S   V   K   E   I   R   R   G   N   V   C    345 
  
1036  GGA GAC AGC AAG AAT GAC CCT CCC AAG GGT GCC AAG AAC TTT ATT   1080 
346    G   D   S   K   N   D   P   P   K   G   A   K   N   F   I    360 
 
1081  GCC CAG GTC ATC ATC TTG AAC CAC CCT GGT GAA ATC AAG AAT GGA   1125 
361    A   Q   V   I   I   L   N   H   P   G   E   I   K   N   G    375 
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1126  TAT GCG CCT GTC CTC GAT TGC CAC ACT GCT CAT ATT GCC TGC AAA   1170 
376    Y   A   P   V   L   D   C   H   T   A   H   I   A   C   K    390 
 
1171  TTT GTC GAA ATC AGA GAG AAA TGC GAT CGT CGT AGT GGA AAA GTT   1215 
391    F   V   E   I   R   E   K   C   D   R   R   S   G   K   V    405 
 
1216  TTG GAA GAA GCC CCT AAA GTA ATC AAG AGC GGA GAT GCT GCT ATG   1260 
406    L   E   E   A   P   K   V   I   K   S   G   D   A   A   M    420 
 
1261  GTC CTC ATG GTG CCC AGC AAC CCA ATG TGT GTT GAA CAA TTC TCT   1305 
421    V   L   M   V   P   S   N   P   M   C   V   E   Q   F   S    435 
 
1306  AAG TAC GCA CCA TTG GGA CGT TTT GCT GTC CGT GAC ATG AGG CAA   1350 
436    K   Y   A   P   L   G   R   F   A   V   R   D   M   R   Q    450 
 
1351  ACT GTA GCT GTT GGT GTC ATC AAA GAG GTT GAG AAA AAT GAA CCA   1395 
451    T   V   A   V   G   V   I   K   E   V   E   K   N   E   P    465 
 
1396  AGT CAA GGC AAA GTG ACC AAG GCT GCT CAG AAG GCT GGA AAG AAG   1440 
466    S   Q   G   K   V   T   K   A   A   Q   K   A   G   K   K    480 
 
1441  TGA AAA TTA ATG AAC TTT GGA ACC CTT CAA TCC CAT CAG CTT AAT   1485 
481    *                                                            495 
 
1486  TAT GAT TTT TAT TTA AAG AGA AAT AAT GAC ATC ATG CCA CTA TTT   1530 
496                                                                 510 
 
1531  AAT TTT GAA AGA CCA CAG CAG GTC ATT TAT TGG ACA ATT TGG TTT   1575 
511                                                                 525 
 
1576  TTG AAG AAA AAT ATC CAT CGC AAA GAA GTC CGT CGG AAA AAA CGG   1620 
526                                                                 540 
 
1621  ATT TGA AGT AGC AAG TAC TTG AAT TAT GTC GAA TAA ATT TGG ACA   1665 
541                                                                 555 
 
1666  TTT TAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA   1698 
556                                                  
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Fig. 6 
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Fig. 7 
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Fig. 8 
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Genes Reference gene name Cellular functions 

ACT β-Actin Cytoskeleton structure protein 

GAPDH 

Glyceraldehyde-3-

phosphate 

dehydrogenase 

Oxydoreductase in glycolysis 

and gluconeogenesis 

Ubiq Polyubiquitin Protein degradation 

EF-1α Elongation factor alpha Translation eukaryotic factor 

L5 Ribosomal L5 Ribosome submit 

 

Table 1 Candidate genes evaluated for reference genes during an in vitro infection 

between haemocytes from flat oyster Ostrea edulis and the parasite Bonamia 

ostreae. 

 

 

 

Genes Sequences 5’-3’ 

Amplicon 

length 

(bp) 

Annealing 

temperature 

(°C) 

ACT 
Forward:ACCAGTTGTACGACCGGAAG 
Reverse:CACGGTATCGTCACCAACTG 

234 60 

GAPDH 
Forward: TCCCGCTAGCATTCCTTG 
Reverse: TTGGCGCCTCCTTTCATA 

108 60 

Ubiq Forward:ACCAAATGAAGCGTGGATTC 
Reverse:TGAGGTCGAACCATCAGACA 

165 60 

EF-1α 
Forward:GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 
Reverse:CCAGGGTGGTTCAAGATGAT 

162 60 

L5 
Forward: TCAGTGCAGAGGTTCACAGG 
Reverse: TAGCAGCATGGCACTTTTTG 

171 60 

 

Table 2 Housekeeping gene primers and characteristic for quantitative real time 

PCR. 
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Table 3 

 

Genes GAPDH L5 EF-1 ACT Ubiq 

Ct 21 19,9 19,1 16,1 18 

sd 1,2 1,2 1,4 1,5 0,9 

E 96 95 100 96 95 

 

 

Table 3 Descriptive statistics of threshold cycles (Ct) of 5 housekeeping genes. (E) 

Quantitative PCR efficiency of the candidate housekeeping genes. (Sd) corresponds 

to standard deviation (n=8). 
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IV Résultats complémentaires 
 

 

IV.1 Caractérisation et étude de l’expression du gène Oe-

MyD88, codant une protéine adaptatrice de la voie de 

signalisation IL-1 et Toll like récepteur. 

 

 

Les voies de signalisation (MAP kinase, IMD et NF-κB) sont impliquées dans la réponse 

au stress et la réponse immunitaire. La voie NF-κB joue un rôle important dans la 

réponse immunitaire contre des agents infectieux (virus, bactéries et protozoaires). 

Ghosh et al. (1998) ont décrit que la voie NF-κB semble très conservée au cours de 

l’évolution. Cette voie de signalisation fait intervenir les produits codés par un grand 

nombre de gènes, plus particulièrement impliqués dans la réponse inflammatoire 

(Hoffman et al., 1999 ; Hoffman et Reichhart, 2002). Cette voie de signalisation a été 

complètement caractérisée chez les vertébrés ainsi que chez certains invertébrés 

(Montagnani et al., 2004). Cette voie de signalisation implique notamment des Toll-

like récepteurs (TLRs). Les TLRs sont impliqués dans la reconnaissance des organismes 

pathogènes. Les TLRs sont des protéines contenant un motif TIR (Toll/interleukin-1 (IL-

1)) (Bowies et al., 2000 ; Liew et al., 2005). Ce motif TIR interagit avec une protéine 

adaptatrice cytosolique le MyD88 (Slack et al., 2000 ; Beutler, 2004). La protéine 

MyD88 contient deux domaines particuliers : un domaine TIR en C-terminale et un 

domaine DD (Death Domain) dans la partie N-terminale. L’inhibition du MyD88 induit 

une non activation de la cascade d’activation de NF-κB (Liew et al., 2005). Le 

MyD88 joue ainsi un rôle majeur dans la régulation de la réponse immunitaire. 

 

Plusieurs éléments de cette voie de signalisation ont été caractérisés chez différents  

mollusques marins comme l’huître creuse, Crassostrea gigas (Escoubas et al., 1999 ; 

Montagnani et al., 2004 ; Montagnani et al., 2008 ; Tirapé et al., 2007), l’huître 

australienne, Saccostrea glomerata (Green et al., 2009), l’huître perlière, Pinctada 

fucata (Xiong et al., 2008 ; Zhag et al., 2009), l’ormeau Haliotis diversicolor supertexta 

(Jiang et Wu, 2007) et  le pétoncle Chlamys farreri (Qiu et al., 2007). 

 



-2ème partie 

186 

 

VI.1.1 Identification du gène OeMyD88 par RACE PCR 

 

Chez l’huître plate, Ostrea edulis, aucun élément de la cascade d’activation de la 

voie NF-κB n’a été à ce jour identifié. Après analyse des séquences disponibles dans 

les bases de données publiques, le choix s’est porté sur MyD88, identifié chez 

plusieurs espèces de mollusques bivalves. Un alignement multiple de séquences 

d’acides aminés a permis de déterminer une région du gène très conservée 

(AHSMSPGARS) (Figure 37). La séquence complète du gène a été obtenue par 

RACE PCR à partir de ADNc d’huître plate Ostrea edulis en utilisant une amorce 

dessinée dans la séquence codant ce motif conservé.  

 

 

 

 

Figure 37 : Alignement des séquences protéiques d’OeMyD88 chez Oncorhynchus 

mykiss, Crassostrea gigas, Crassostrea ariakensis, Chlamys farreri 

 

 

La séquence complète d’OeMyD88, composée de 964 nucléotides (nt), a été 

déposée sous GenBank (GU814272). La séquence contient une courte région 5 'non 

traduite (1-105 nt), suivie par un ORF de 558 nt (185 codons: 106-663 nt) et se termine 

par une région 3'-non traduite (664-964 nt) avec un signal de polyadénylation 

(AATAAA) 10 nt en amont de la queue polyA (Figure 38). La séquence  en acides 

aminés déduite de l'ORF a montré une masse moléculaire prédite de 21377,81 Da et 

un point isoélectrique de 9,22 (http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). L'analyse 

de l'ORF a révélé la présence du domaine Toll interleukine receptor (TIR). 
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Figure 38 : Séquence du gène OeMyD88. Le domaine TIR est souligné en noir. Le 

signal de polyadénylation est encadré 
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IV.1.2 Analyse phylogénétique du gène OeMyD88 

 

L'arbre phylogénétique basé sur les séquences d'acides aminés de OeMyD88 

provenant de différentes espèces a montré que OeMyD88 appartient au « groupe 

des mollusques» (Figure 39). Dans ce groupe figurent Chlamys farreri, Crassostrea 

gigas et C. ariakensis. OeMyD88 constitue un unique sous groupe proche d’un autre 

sous groupe constitué de C. gigas et C. ariakensis. 

 

 

 

Figure 39 : Arbre phylogénétique (Neighbour-joining) des séquences d'acides aminés 

MyD88 provenant de diverses espèces. Bootstrap : 1000 répétitions. L'échelle de la 

longueur des branches (0,1 substitutions / site) figure sous l'arbre 

 

 

IV.1.3 Analyse du niveau d’expression du gène OeMyD88 chez des 

hémocytes d’huître plate infectés par le parasite Bonamia ostreae 

 

L’identification de ce gène a permis de tester OeMyD88 par PCR en temps réel afin 

d’évaluer et comparer le nombre de transcrits après infection in vitro entre des 

hémocytes infectés et des hémocytes seuls.  

 

L’analyse par PCR en temps réel n’a pas permis de montrer une régulation 

significative (0,45 ± 0,5) d’OeMyD88 chez les hémocytes infectés par le parasite. 
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Cette étude a permis de caractériser le gène OeMyD88 par une recherche de motif 

fortement conservé entre des espèces proches génétiquement d’Ostrea edulis. Ce 

résultat ouvre des possibilités de transfert de connaissances génétiques inter-espèces 

au sein des huîtres. De plus, l’expression de ce gène ne semble pas modulée par le 

parasite Bonamia ostreae.  

 

 

IV.2 Caractérisation du gène Oe-C1q 

 

Le gène C1q est un composé du complexe C1 du complément. Le système du 

complément est un groupe de 35 protéines connues du sérum ainsi que des 

protéines de surface cellulaire qui jouent un rôle essentiel dans la réponse innée et 

adaptative de défense de l'hôte (Nokana & Smith, 2000 ; Boshra & Sunyer, 2006). Le 

système du complément peut être activé par trois voies: la voie dépendante des 

anticorps classiques, la voie alternative anticorps indépendant et la voie des 

lectines.  

 

Le complexe C1 est une protéine de reconnaissance de la voie classique du 

complément jouant un rôle crucial dans la reconnaissance des structures de surface 

des pathogènes et des complexes anticorps-antigène, afin d'ouvrir la voie de la 

médiation et de l'immunité adaptative (Kishore et al., 2004). En outre, C1q est 

considérée comme une protéine polyvalente de reconnaissance (PRP), liant 

directement à un large éventail de micro-organismes pathogènes associés à des 

motifs moléculaires (PAMP) des bactéries, virus et parasites (Medizhitov & Janeway, 

2006 ; Bohlson et al., 2007). Agissant comme une lectine, le C1q active le système du 

complément, comme chez les vertébrés inférieurs (Matsushita et al., 2004). Pour 

cette raison, C1q est considéré comme un maillon important de liaison entre 

l'immunité innée et l'immunité acquise (Kishore & Reid, 2000). 

 

Le C1q-domain-containing (C1q-DC) est une famille de protéines caractérisées par 

un domaine d'environ 140 acides aminés dans la partie C-terminale avec huit acides 

aminés hautement conservés, suivie dans la plupart d'entre eux par une région de 

type collagène et une courte région amino-terminale  (Tom Tang et al., 2005).  
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Le gène C1q-DC a été largement étudié chez les vertébrés, et des nouveaux 

membres de la famille C1q-domaine ont été récemment décrits. Cette famille ne 

comprend pas que le complément C1q, mais aussi des protéines du complément 

comme l'adiponectine, precerebelline (Kishore & Reid, 2000). Toutefois, le C1q et les 

protéines de la famille du TNF semblent jouer un rôle important dans l'immunité ainsi 

que l'homéostasie. La superfamille C1q/TNF semble impliquée dans la défense 

immunitaire, l'inflammation, l'apoptose, l'auto-immunité, et la différenciation 

cellulaire (Kishore et al., 2004).  

 

Le système du complément a été largement étudié chez les mammifères, mais 

beaucoup moins chez les vertébrés inférieurs et les invertébrés. Le gène C1q-DC a 

été récemment décrit chez le pétoncle Chlamys farreri (Zhang et al., 2008), la moule 

Mytilus galloprovincialis (Gestal et al., 2010). Prado et al. (2009) ont récemment 

identifié la protéine C3, C3-Rd, chez la palourde Ruditapes decussatus, ce qui 

démontre la présence de plusieurs composés du complément chez les mollusques 

bivalves. 

 

 

Un fragment contenant une partie du domaine C1q a été identifié dans les banques 

SSH réalisées précédemment. Un travail par RACE CCR a été entrepris afin 

d’identifier la séquence complète de ce gène.  

 

IV.2.1 Identification du gène C1q par RACE PCR 

 

Des amorces spécifiques ont été dessinées, puis utilisées afin d’obtenir la totalité du 

gène. La méthode utilisée est la RACE PCR. Le séquençage des produits de PCR 

obtenus a permis d’identifier un fragment de 853 paires de bases (Figure 40). La 

séquence complète a été déposée sous GenBank (GU814271). La séquence 

contient une courte région 5 'non traduite (1-95 nt), suivie par un ORF de 651 nt (216 

codons: 55-705 nt) et se termine par une région 3'-non traduite (706-853 nt) avec un 

polyadénylation signal (AATAAA) 11 nt en amont de la queue polyA (Figure 40). 

 

La séquence d'acides aminés déduite de l'ORF a montré une masse moléculaire 

prédite de 23 461,60  Da et un point isoélectrique de 6,43 
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(http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). L’analyse de l’ORF, a révélé la présence 

du domaine C1q (Figure 40).  

 

 

IV.2.2 Analyse phylogénétique du gène OeC1q 

 

L'arbre phylogénétique basé sur les séquences d'acides aminés du domaine C1q 

provenant de différentes espèces a montré que OeC1q forme un sous groupe avec 

le domaine C1q identifié chez Pinctada fucata (Figure 41).  

 

 Homo sapiens AAQ89429.1

 Salmo salar NP 001133824.1

 Chlamys farreri ABS50435.1

 Ostrea edulis

 Pinctada fucata AAZ76258.1

 Mytilus edulis AAQ63463.1

100

40

31

0.1  

Figure 41 : Arbre phylogénétique (Neighbour-joining) des séquences d'acides aminés 

provenant de diverses espèces contenant le domaine C1q. Bootstrap : 1000 

réplications. L'échelle de la longueur des branches (0,1 substitutions / site) figure ci-

dessous l'arbre 

 

La caractérisation de ce gène chez Ostrea edulis confirme l’existence de gènes 

appartenant à la voie du complément chez les mollusques. Cependant, cette 

étude ne permet pas de conclure sur la fonction de ce gène et sur son implication 

dans la voie du complément. Des approches moléculaires complémentaires sont 

nécessaires pour de clarifier l’existence de la voie du complément chez Ostrea 

edulis. 
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Figure 40 : Séquence du gène OeC1q. Le domaine C1q est souligné en noir. Le 

signal de polyadenylation est encadré 
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V Conclusion 

 

 

La réalisation de banques soustractives a permis, (1) d’acquérir des données 

moléculaires chez l’huître plate Ostrea edulis, et (2) identifier des ESTs 

potentiellement impliquées dans les réponses de l’huître au parasite. En parallèle des 

gènes de ménage d’intérêt ont été testés et validés pour la PCR en temps réel 

nécessaire à l’étude du niveau d’expression des ESTs sélectionnées.  

 

L’acquisition des données moléculaires et la mise au point d’une technique de PCR 

en temps réel ont permis d’analyser le niveau d’expression des gènes de l’hôte 

Ostrea edulis en réponse au parasite Bonamia ostreae au cours d’infections 

expérimentales in vitro. Plusieurs gènes ont été complètement caractérisés. L’étude 

du niveau d’expression des gènes d’intérêt a montré une probable implication de 

certains gènes dans les interactions hôte/parasite. Ces premières données 

moléculaires ouvrent de nouvelles perspectives d’étude sur le modèle.  
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Interactions entre hémocytes d’huître plate (Ostrea edulis) 

et son parasite Bonamia ostreae 

 

 

 

Plusieurs études ont été réalisées en condition in vitro et au cours d’infections 

expérimentales in vivo. D’une part, les activités hémocytaires ont été mesurées en 

cytométrie en flux. Pour cela un travail préliminaire de mise au point de protocole a 

été nécessaire. Sur la base des précédents travaux réalisés au laboratoire (Xue, 

1998 ; Gagnaire, 2005) un protocole a été établi pour les hémocytes d’huître plate 

Ostrea edulis pour les activités suivantes ; mortalité cellulaire, estérases, espèces 

oxygènes réactives et phagocytose. Ces activités ont ainsi pu être mesurées chez 

des hémocytes infectés in vitro avec des parasites vivants et tués à la chaleur 

(Article 4).  

 

Des infections in vitro ont également été réalisées de façon à suivre dans le temps la 

réponse cellulaire et moléculaire des hémocytes d’huîtres plates mis en contact 

avec le parasite Bonamia ostreae (Article °5). Cette étude reposait notamment sur 

des résultats préalablement obtenus et présentés dans l’article 4 et la deuxième 

partie. La combinaison des deux approches cellulaire et moléculaire a permis 

d’apporter des éléments complémentaires afin de mieux appréhender les 

interactions entre les hémocytes d’huître plate et son parasite B. ostreae. Enfin, des 

infections expérimentales in vivo ont été entreprises sur deux groupes d’huîtres plates 

(résistantes et sauvages). L’utilisation des deux groupes d’huîtres plates et de deux 

modes d’infection expérimentale (injection de parasites ou par cohabitation) a 

permis d’appréhender les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la 

résistance ou la sensibilité à la bonamiose (Article 6).  

 

Des résultats complémentaires sont également présentés à la fin de cette troisième 

partie. Ils concernent l’identification des activités enzymatiques de la fraction 

cellulaire et acellulaire de deux populations d’huîtres plates Ostrea edulis et de 

l’huître creuse Crassostrea gigas. 
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I Effet du parasite Bonamia ostreae sur les activités 

hémocytaires : une première approche 

 

Afin de préciser les modifications induites spécifiquement par le parasite Bonamia 

ostreae sur les activités hémocytaires, des hémocytes d’huîtres plates ont été mis en 

contact avec des parasites purifiés vivants et inactivés par un traitement à la 

chaleur (100°C pendant 15 minutes). Deux concentrations de parasite ont été 

testées (5 et 10 parasites pour 1 hémocyte). Des hémocytes seuls constituaient un 

témoin pour l’ensemble des mesures réalisées. Les paramètres hémocytaires ont 

alors été étudiés après deux heures de mise en contact en cytométrie en flux ainsi 

qu’en microscopie photonique. Les expériences de mise en contact ont été 

réalisées trois fois en triplicata. Les différentes activités hémocytaires mesurées en 

cytométrie en flux étaient la mortalité cellulaire, les activités estérases non 

spécifiques, la production d’espèces oxygénées réactives (EOR) et l’activité 

phagocytaire. Par ailleurs, les hémocytes mis en contact avec le parasite étaient 

également observés au microscope photonique après cytocentrifugation et 

coloration au kit hémacolor (Merck). 

Après deux heures d’infection in vitro, l’observation des cytocentrifugations a montré 

que le parasite vivant et mort était bien internalisé dans les hémocytes. De plus, 

l’analyse de la mortalité cellulaire des hémocytes n’a pas montrée de différences 

significatives  pour toutes les conditions testées. L’internalisation du parasite vivant ou 

mort n’induit pas de mortalité cellulaire chez les hémocytes. En revanche, le parasite 

vivant et mort modifie la détection des estérases et la production des EOR. Cette 

modification est significativement plus importante pour le parasite vivant avec le 

ratio 1 :10. L’analyse de la capacité de phagocytose n’a pas permis d’observer des 

différences significatives entre les conditions testées. 

Cette étude montre que le parasite est capable de diminuer des activités 

hémocytaires impliquées dans sa propre dégradation.  

Ces résultats contribuent à une meilleure compréhension des interactions entre 

Bonamia ostreae et les hémocytes et plus précisément de l'effet du parasite sur la 

cellule hôte pour assurer sa survie et sa capacité par la suite à se multiplier dans la 

cellule. Ces travaux ont fait l’objet d’une publication dans Fish and Shellfish 

Immunology (Morga et al., 2009). 
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II Réponse cellulaire et moléculaire des hémocytes 

d’huître plate suite à une infection in vitro par le parasite 

Bonamia ostreae : un suivi au cours du temps 

 

 

Des expériences in vitro ont été réalisées afin de poursuivre  l’étude des interactions 

entre les hémocytes d'Ostrea edulis et du parasite Bonamia ostreae purifié. La 

réponse cellulaire et moléculaire des hémocytes a été évaluée par microscopie 

photonique, cytométrie en flux et PCR en temps réel après 1h, 2h, 4h et 8h 

d’infection in vitro. 

 

Tout d'abord, la microscopie optique a été utilisée pour suivre la phagocytose des 

parasites par les hémocytes. Les parasites ont été observés à l'intérieur des 

hémocytes après 1h et le nombre moyen de parasites par hémocyte augmente au 

cours du temps de l'expérimentation. De plus, les observations ont montré que le 

parasite se divise à l'intérieur des hémocytes, des cellules binuclées ayant été 

observées après deux heures d’infection et des cellules trinuclées après 4h 

d'infection.  

 

L’utilisation de la cytométrie en flux a permis de suivre les activités hémocytaires 

telles que les estérases non specifiques, la production d’EOR et la phagocytose. 

L’analyse des cytogrammes a montré une diminution de la production des EOR et 

des estérases après 1h, 2h et 4h d’infection. En revanche la phagocytose est 

diminuée après deux heures d’infections. 

 

Le suivi de la réponse moléculaire par PCR en temps réel a montré que 

l’internalisation du parasite induit une modification de la régulation des gènes 

étudiés. Le parasite induit une sur-expression des gènes codant la galectine (OeGal), 

le cytochrome P450, le lysozyme et l’oméga gluthatione S transférase (OGST). 

L’étude du niveau d’expression de deux super oxyde dismutases a montré une sous 

expression de la super oxyde dismutase extracellulaire (Oe-EcSOD) alors que la super 

oxyde dismutase Cu/Zn (Oe-SOD Cu/Zn) apparaît légèrement sur-exprimée après 1h 
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de contact. De plus, cette étude a été complétée par le séquençage complet de 

gènes codant pour l’Oe-SOD Cu/Zn et l’Oe-EcSOD. 

 

La présente étude a permis de suivre au cours du temps la réponse cellulaire et 

moléculaire des hémocytes infectés par le parasite Bonamia ostreae. Les résultats 

obtenus démontrent que le parasite est capable de moduler la réponse cellulaire et 

moléculaire des hémocytes. La modulation de la réponse de l’hôte par le parasite 

Bonamia ostreae lui permet d’assurer sa survie, de s’installer dans la cellule et de s’y 

multiplier. 
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Abstract 

 

Bonamia ostreae is a protozoan, affiliated to the order of Haplosporidia and to the 

cercozoan phylum. This parasite is mainly intracellular, infecting haemocytes, cells 

notably involved in oyster defence mechanisms. Bonamiosis due to the parasite 

Bonamia ostreae is a disease affecting the flat oyster Ostrea edulis. The strategies 

used by protozoan parasites to circumvent host defence mechanisms remain largely 

unknown in marine bivalve molluscs. In the present work, in vitro experiments were 

carried out in order to study the interactions between haemocytes from Ostrea 

edulis and purified parasite Bonamia ostreae. We monitored cellular and molecular 

responses of oyster haemocytes by light microscopy, flow cytometry and real time 

PCR 1h, 2h, 4h and 8h post-infection. 

Light microscopy was used to measure parasite phagocytosis by oyster haemocytes. 

Parasites were observed inside haemocytes 1h post infection and the parasite 

number increased during the time course of the experiment. Moreover, some bi-

nucleated and tri-nucleated parasites were found within haemocytes 2 and 4 h 

post-infection, respectively suggesting that the parasite can divide inside 

haemocytes. Host responses to Bonamia ostreae were investigated at the cellular 

and molecular levels using flow cytometry and real time PCR. Phagocytosis capacity 

of haemocyte, esterase activities and production of Radical Oxygen Species (ROS) 

appeared modulated during the infection with B. ostreae. Expression levels of ESTs 

selected in this study showed variations during the experiment as soon as 1 h post 

infection. An up regulation of galectin (OeGal), cytochrome p450, lysozyme, omega 

gluthatione s transferase (OGST), super oxide dismutase Cu/Zn (Oe-SOD Cu/Zn) and 

a down regulation of the extracellular super oxide dismutase (Oe-EcSOD) was 

observed in the presence of the parasite. Finally, the open reading frames of both 

SODs (Oe-SOD Cu/Zn and Oe-EcSOD) were completely sequenced. 

These findings provide new insights into the cellular and molecular bases of the host-

parasite interactions between the flat oyster Ostrea edulis and the parasite Bonamia 

ostreae. 

 

Key words: Bonamia ostreae, Protozoan, Ostrea edulis, Haemocytes, Real time 

PCR, Flow cytometry, Super Oxyde Dismutase. 
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1. Introduction 

 

 

Diseases due to infectious agents (virus, bacteria or protozoan) might curb oyster 

production and contribute to financial losses. A better understanding of interactions 

between the immune system of oysters and pathogens is necessary to control the 

development of these diseases. However, these interactions are poorly documented 

in oysters in contrast with other invertebrate species such as insects and nematodes 

(Gravato-Nobre and Hodgkin, 2005 ; D'Argenio et al., 2001). The immunity defence of 

invertebrates, including oysters, is based on innate immune responses. 

The flat oyster production has experienced high mortality outbreaks since 1979 in 

Europe associated with protozoans including Bonamia ostreae (Pichot et al., 1979). 

This protozoan is an intracellular parasite affiliated with the order of Haplosporidae 

and and belongs to the phylum of cercozoan (Cochennec et al., 2000 ; Carnegie et 

al., 2000 ; Cavalier-Smith and Chao 2003). Bonamia ostreae infects the haemocytes, 

the cells involved in oyster defence mechanisms (Cheng, 1981). Three different types 

of haemocytes have been described in the flat oyster: granulocytes, large 

hyalinocytes and small hyalinocytes (Auffret, 1985 ; Bachère et al., 1991 ; Chagot et 

al., 1992 ; Mourton et al., 1992 ; Xue et al., 2001). These cells are responsible for 

wound repair, phagocytosis and encapsulation (Cheng, 1981 ; Fisher, 1986). The 

haemocytes are carried by the haemolymph in a semi-open system. Some soluble 

immune components such as lectins, lysosomal enzymes, and antimicrobial peptides 

have already been identified in the haemolymph of different bivalves species 

(Olafsen et al., 1992; Bachère et al., 2004 ; Xue et al., 2004).  

The flat oyster Ostrea edulis and its parasite Bonamia ostreae represent a suitable 

model to study host-pathogen interactions, notably because of the possibility to 

reproduce the associated disease, named bonamiosis, in experimental conditions 

(Mourton et al., 1992). 

Intracellular parasites have developed sophisticated strategies to escape host 

defence mechanisms, thereby finding unique niches where they can survive, and 

from which they can establish successful infection. As previously described the 

internalisation of Bonamia ostreae by flat oyster haemocytes rapidly induced a 

diminution of esterase activities and reactive oxygen species (ROS) production 

(Morga et al., 2009). Esterases are enzymes belonging to the group of hydrolases 
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catalysing the hydrolysis of ester bonds. The respiratory burst is a series of 

biochemical reactions that produce highly microbicidal ROS including superoxide 

(O2−), hydrogen peroxide (H2O2), and hydroxyl radical (OH+). Although radicals 

produced during the respiratory burst are known to be involved in the destruction of 

parasites in different host species including molluscs (Toreilles et al., 1996 ; Hahn and 

Bayne 2001 ; Humphries and Yoshino 2008), some intracellular parasites including 

Leishmania sp, Toxoplasma gondii and Perkinsus marinus develop strategies to evade 

this process which allows them to invade and multiply within host cells (Dermine and 

Desjardins 1999 ; Schott et al., 2003 ; Shrestha et al., 2006). Similar strategies seem to 

be developed by the parasite B. ostreae. Recently new data obtained on flat oyster 

genome have allowed identifying some ESTs potentially involved in the host-parasite 

interactions, including galectin (OeGal), super oxide dismutase (Oe-SOD Cu/Zn), 

extracellular super oxide dismutase (Oe-EcSOD), cytochrome p450 (CYP450), heat 

shock protein 90 (HSP90), omega gluthationne S transferase (OGST) and lysozyme.  

Previous in vitro studies have examined the host responses to infection with the 

parasite at the cellular or at the molecular level, but never by considering both 

simultaneously (Morga et al., 2009). The study of the immune response in the context 

of an integrated approach may contribute to better understand the strategies 

developed by Bonamia ostreae to spoil host responses and by Ostrea edulis to 

eliminate the parasite and survive. 

In the present study, we have investigated the evolution of the immune defences of 

Ostrea edulis haemocytes after 1h, 2h, 4h and 8h of infection with Bonamia ostreae. 

For that purpose, we combined flow cytometry to measure some haemocyte 

activities and real-time PCR analysis to measure expression levels of some genes of 

interest including Oe-Gal, Oe-SOD Cu/Zn, Oe-EcSOD, CYP450, HSP90, lysozyme and 

OGST.  

Bonamia ostreae induced a decrease of haemocyte activities including esterases, 

production of reactive oxygen species (ROS) and phagocytosis. Quantitative PCR 

assays showed a modulation of the selected genes during the experiment. In 

addition, the complete open reading frames of two Ostrea edulis genes related to 

detoxification (Oe-SOD and Ec Oe-SOD) were determined and characterized. These 

results contribute to better understand host responses and how the parasite installs 

and survives within haemocytes. 
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2. Material and methods 

 

 2.1 Biological material  

 

  2.1.1 Haemolymph collection 

 

Two years old flat oysters Ostrea edulis were collected from the Bay of Quiberon 

(Southern Brittany, France), an endemic zone regarding bonamiosis. 

Haemolymph was withdrawn from the adductor muscle using a 1mL syringe 

equipped with a needle (0.40x90 mm) and then filtered on a 75 µm mesh to 

eliminate debris. Samples were pooled together and maintained on ice to prevent 

aggregation. Haemocyte counts were performed using a Malassez cell. 

 

  2.1.2 Parasite 

 

Bonamia ostreae was purified according to the protocol of Mialhe et al., (1988). 

Briefly, heavily infected oysters were selected by examination of heart tissue imprints 

using light microscopy. After homogenization of all the organs except the adductor 

muscle, the parasites were concentrated by differential centrifugation on sucrose 

gradients and then purified by isopycnic centrifugation on a Percoll gradient. Finally, 

the purified parasites were suspended in FSW. Bonamia ostreae cells were then 

counted using a Malassez-cell. 

 

 2.2 In vitro infection protocol 

 

Haemocytes (5.105 cells mL−1) were incubated with live parasites at the ratio 5:1 

(parasites per haemocyte) at 15 °C and analysed after 1h, 2h, 4h and 8h of contact. 

The control consisted of haemocytes alone suspended in FSW (5.105 cells mL−1). The 

experiments were performed in duplicate using three different pools of oysters. 

 

 2.3 Flow cytometry analysis 

 

For each sample, 5000 events were counted using an EPICS XL 4 (Beckman Coulter). 

Based on size discrimination, parasites or other small particles were not counted, only 
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haemocytes were taken into account for cell activity measures. Results were 

depicted as cell cytograms and reported in log scale fluorescence levels for each 

marker used. Fluorescence depended on the monitored parameters: non specific 

esterase activities, ROS production and phagocytosis were measured using green 

fluorescence while cell mortality was measured using red fluorescence. Protocol 

used for cells labelling have previously been described (Morga et al., 2009). 

 

 2.4 Light microscopy  

 

One hundred µl of cell suspensions were cytocentrifugated (100 × g, 4 °C, 1 min), 

stained with Hemacolor® (Merck) and examined using light microscopy. For each 

time of contact, 150 haemocytes were observed. 

 

 2.5 Gene selection 

 

Seven ESTs were selected from Ostrea edulis cDNA databases because of their 

potential involvement in response to infection with Bonamia ostreae. Among these 

genes, one encodes a cell signalling protein, the galectin (OeGal) and four are 

involved in post-phagocytosis degradation and cellular protection mechanisms: 

super oxide dismutase (Oe-SOD Cu/Zn), extracellular super oxyde dismutase (Oe-

EcSOD), cytochrome p450 (CYP450), omega gluthationne s transferase (OGST). The 

expression of two other genes implicated in defence mechanisms (lysozyme) and 

stress (heat shock protein 90, HSP90) was also studied. 

 

 2.6 RNA extraction and reverse transcription 

 

Total RNA was extracted from haemocytes using Trizol (Trizol® reagent, Invitrogen™) 

and treated with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) to remove remaining genomic 

DNA. RNA concentrations were measured before and after DNase treatment. 

Reverse transcription (RT) was carried out as previously described Morga et al., (in 

press) using the oligo(dT) anchor primer (5’-GAC CACGCGTATCGATGTCGACT(16)V-

3’). Reverse transcriptase was performed using SuperScript III (Invitrogen) according 

to the manufacturer’s recommendations. 
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 2.7 Expression analysis of the selected ESTs by quantitative real-time PCR 

 

For each of the selected ESTs, forward and reverse primers were designed using 

primer3 software (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (Table 

1). Real-time quantitative PCR reactions were duplicated and performed in a total 

volume of 25 µL using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-

microwell plates. Each well (25 µL) contained 5 µL of cDNA dilution (1/30), 12.5 µL of 

Brilliant® SYBR® Green II PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 µL of each diluted primer 

(3µM) and 2.5 µL of distilled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of 

activation of Hot start Taq polymerase at 95 °C for 10 min; 40 cycles of amplification 

at 95°C for 10 s, 60°C for 30 s; and melting temperature curve analysis at 95°C to 

60°C by 0.5°C decrease of the temperature every 10 s. In all cases, negative controls 

(without cDNA) were included to rule out DNA contamination. 

For each candidate gene, melting curve and gel picture were analysed in order to 

verify the specificity of the amplified products and that a single PCR product was 

amplified. PCR efficacy (E) was calculated for each primer pair by determining the 

slopes of standard curves. These curves were generated using a serial dilutions 

analysis of plasmid containing the insert of interest. Amplification efficacies were 

calculated according to the following equation E=10(1-slope) (Pfaffl, 2001). 

The expression of the candidate genes was normalized using the elongation factor 1 

alpha (GenBank, accession n° EU651798) as housekeeping gene and haemocytes 

alone were used as calibrator. Primers are shown in Table 1. Fold units were 

calculated using the method described by Pfaffl (2001). 

 

 2.8 Identification and characterization of immune-related genes Oe-SOD 

Cu/Zn and Oe-EcSOD 

 

In order to obtain the complete open reading frame (ORF) of Oe-SOD Cu/Zn and 

Oe-EcSOD, RACE reactions were carried out using SMART RACE cDNA Amplification 

Kit from Clontech according to the manufacturer’s instructions. 5’ and 3’ primers 

were designed using primer 3 software 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (3’Oe-SOD Cu/Zn 

TGATTAACCTGGCTGGTCCACAGTC, 5’Oe-SOD Cu/Zn 

GACTGTGGACCAGCCAGGTTAATCA and 3’Oe-ECSOD 
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GTGCACATGGAGGTCATGTTGACTG, 5’Oe-ECSOD 

TGACAGGATGGTCCTCTTCCTCCTC) and synthesized by Eurogentec. Race PCR 

products were cloned using TOPO Vector System (Invitrogen). Several clones were 

selected and amplified with TOPO R and F primer in order to control the size of the 

insert in the plasmid. 

 

  2.8.1 Sequencing and sequence analysis 

 

Selected clones were first amplified using TempliPhi DNA Sequencing Template 

Amplification Kit (Amersham’s). PCR products isolated from individual clones were 

sequenced in both ends with TOPO R and F primers (Table 1) with the sequencing kit 

ABI BigDye® terminator version 3.1 using an ABI PRISM® 3130 XL-Avant Genetic 

Analyzer, a 36 cm capillary array and POP 7 polymer. Chromatograms were 

analyzed with Chromas 231 software. Sequences were then analyzed with BlastX 

algorithm available from the National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

and the EST sequences were then submitted to dbEST and GenBank databases 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Complete sequences (Oe-SOD and Oe-

EcSOD) were deposited in GenBank and assigned under the accession numbers 

GU320695 and GU320696. 

 

 

  2.8.2 Phylogenic analysis of Oe-SOD Cu/Zn and Oe-EcSOD 

 

The sequence of the complete ORF of Oe-SOD Cu/Zn was aligned with homologous 

genes from GenBank database (Homo sapiens sapiens NP000445.1, Rattus 

norvegicus CAA79925.1, Bos taurus NM174615, Salmo salar NP00111780.1, Pagrus 

major AA015363.1, Drosophila melanogaster P61851, Mytilus edulis CAE46443.1, 

Crassostrea ariakensis ABF14366.1 and Crassostrea gigas CAD42722.1). 

The sequence of the complete ORF of Oe-EcSOD was aligned with homologous 

genes from GenBank database (Homo sapiens sapiens NP0003093.2, Rattus 

norvegicus CAA64149.1, Bos taurus NP001076079.1, Salmo salar NP001134324.1, Perna 

canalialus AF273766.1, Crassostrea virginica BAF30874.1 Crassostrea gigas 

AAY60161.1 and Saccostrea glomerata ACQ73551.1). 
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Sequences were aligned using ClustalW (Thompson et al., 1997) from MEGA 4 

(Tamura et al., 2007). A phylogenic tree based on deduced amino acid sequences 

was constructed using the Neighbour-Joining (NJ) (Saitou et al., 1987) algorithm with 

the MEGA 4 software program. Statistical confidence on the inferred phylogenic 

relationships was assessed by bootstrap of 5000 replicates. 

 

 2.9 Statistical analysis 

 

A Mann-Whitney test was performed to test the difference between the mean 

numbers of parasites in infected haemocyte during the kinetic experiment. Flow 

cytometry results were expressed as percentages of positive cells. In order to detect 

an effect of tested conditions, an ANOVA was performed using XLSTAT-Pro® version 

7.5.3 software. Values were converted into r angular arcsinus √ (% of positive cells) 

before analysis to ensure the respect of a priori assumptions of normality and 

homogeneity. In the case of rejection of H0, an a posteriori Tukey test was used to 

compare differences between means. Quantitative PCR results were analysed by 

ANOVA. ANOVA was performed using XLSTAT-Pro® version 7.5.3 software. In the case 

of rejection of H0, an a posteriori Tukey test was used to compare differences 

between means. 

 

 

3. Results 

 

 3.1. Detection of parasites in haemocytes 

 

Bonamia ostreae appeared engulfed by haemocytes whatever the tested contact 

period was. Percentages of infected haemocytes increased from 18% to 27% and 

mean number of parasites per infected haemocyte from 1.3 to 2.4 between 1h and 

8h of contact, respectively (Fig. 1). The number of parasites observed inside the 

haemocyte was significantly more important at 4h and 8h compared to 1h (p< 0,036 

and p<0,016, respectively). Number of binucleated parasites inside the haemocytes 

increased after one hour of contact (Fig. 1). Moreover, two intrahaemocytic 

trinucleated parasites could be observed after 4h. 



-3ème partie 

218 

 

 3.2 Flow cytometry analysis 

 

  3.2.1 Haemocyte mortality 

 

Prior to haemocyte activity measurement, cell survival was checked by deducing 

cell mortality based on PI labelling. Whatever was the tested condition, percentage 

of live cells was never below 89,1%. Cell mortality was considered as equivalent 

between all tested conditions. 

 

  3.2.2 Non specific esterase activities 

 

In the controls, percentages of positive haemocytes for non specific esterase 

activities were 76.3% ±4.2%, 71.6% ±5.8%, 75.5% ±4.5% and 72% ±3.6% at 1h, 2h, 4h 

and 8h, respectively. In presence of parasites, 44.8% ±17.8%, 44.1% ±8.1%, 39% ±12.7% 

and 53.8% ±16.2% of haemocytes were positive for esterase activities at the same 

times (Fig. 2). 

In presence of parasites, the percentages of positive haemocytes showing esterase 

activities were significantly lower compared to the control after 1h (p < 0.033), 2h 

and 4h (p < 0. 004) of in vitro infection. 

 

  3.2.3 ROS production 

 

In the controls, percentages of ROS positive haemocytes were 85.6% ±6.5%, 76.4% 

±2.2%, 72.6% ±15.3%, and 88.7% ±8.1% at 1h, 2h, 4h and 8h, respectively. In presence 

of parasites, the percentage of ROS positive cells were 60.3% ±1.7%, 62.3% ±3.7%, 

62.6% ±17.9% and 70.2% ±1.1%, for the same times of in vitro infection (Fig. 3). 

Percentages of ROS positive haemocytes were significantly lower in presence of 

parasites than in controls at 1h, 2h and 4h (p < 0.013). 

 

  3.2.4 Phagocytosis assay 

 

In the controls, the percentages of positive haemocytes (haemocytes which have 

engulfed 3 beads or more) were 70.2% ±7.8%, 73.5% ±5.3%, 59% ±20.8% and 68.8% 
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±0.4% after 1h, 2h, 4h and 8h of incubation, respectively. In presence of parasites, 

77.5% ±12.5%, 46.8% ±4.9%, 38.4% ±16.6% and 43.5% ±23.6% of haemocytes were 

positive for phagocytosis after 1h, 2h 4h and 8h of in vitro infection, respectively (Fig. 

4). A significant decrease of the percentage of positive cells was observed in 

haemocytes in contact with Bonamia ostreae after 2h of contact (p < 0.02). 

 

 

 3.3 Identification and characterization of immune-related genes 

 

  3.3.1 Ostrea edulis Super Oxide Dismutase (Oe-SOD Cu/Zn) 

 

RACE-PCR reactions allowed obtaining the full cDNA sequence of O. edulis Super 

Oxide Dismutase Cu/Zn (Oe-SOD Cu/Zn). This sequence of 898 nucleotides contains 

a short 5’-untranslated region (1-48 nt) followed by an ORF of 471 nucleotides (49-519 

nt) and finished by a 3’-untranslated region (520-898 nt) showing a polyadenylation 

signal (AATAAA) starting 79 bp upstream from the polyA tail (Fig 5). The deduced 

amino acid sequence presented a molecular mass of 15 863.70 Da and a predicted 

isoelectric point of 5.93 (http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). SignalP analysis 

further confirmed that Oe-SOD Cu/Zn was a cytoplasmic protein. The deduced 

amino acid sequence was devoid of signal peptide. 

Multiple alignments of intracellular SOD identified in different invertebrate and 

vertebrate species revealed the presence of several conserved motifs and SOD 

signature sequences in Oe-SOD Cu/Zn (Fig. 6). Two cysteine residues (C60 and C149), 

involved in the formation of internal disulfide bond were fully conserved in Oe-SOD 

Cu/Zn. Four histidine residues (H50, H52, H66, and H123) predicated to be critical for 

copper (Cu) binding, and highly consistent with other invertebrate or vertebrate 

SODs, were conserved in Oe-SOD Cu/Zn (Fig. 5). Moreover, four residues involved in 

Zinc (Zn) binding, notably three histidine (H66, H74, H83) and one aspartate (D86), were 

also identified in Oe-SOD Cu/Zn. Additionally, two Cu/Zn-SOD family signature 

sequences (GFHVHQFGDNT and GNAGGRLACGVI) appeared the highest 

conserved regions according to multiple alignments. 

The alignment (using ClustalW) of the selected Cu/Zn SOD sequences showed that 

Ostrea edulis Cu/Zn SOD clustered with other bivalve Cu/Zn SOD (Fig. 6), with the 
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highest homologies to Cu/Zn SOD from the Crassostrea ariakensis (85% identity) and 

Cu/Zn SOD from the Pacific oyster, Crassostrea gigas (84% identity) (Fig. 6).  

 

  3.3.2 Ostrea edulis Extacellular Super Oxide Dismutase Oe-EcSOD 

 

RACE-PCR reactions allowed obtaining the full cDNA of Ostrea edulis Extracellular 

Super Oxide Dismutase (Oe-EcSOD). Oe-EcSOD showed a 985 nucleotide sequence 

containing a short 5’-untranslated region (1-42 nt) followed by an ORF of 794 nt (43-

837 nt) and finished by a 3’-untranslated region (838-985 nt) (Fig 7). The deducted 

amino acid sequence of the ORF region showed a predicted molecular mass of 29 

478.38 Da and an isoelectric point of 4.93 (http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). 

Analysis of the deduced amino acid sequence using the SignalP3.0 software 

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) revealed the presence of a putative signal 

peptide of 20 amino acids (MQSLIILVLAALFYVA), suggesting that Oe-EcSOD can be 

secreted. The mature peptide contained a putative N-glycosylation site (NLS41) 

(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), suggesting that Oe-EcSOD is a glycoprotein 

(Fig. 7).  

The alignment of extracellular Cu/Zn SOD sequences of different species showed 

that Oe-EcSOD is closest to other bivalve EcSODs (Fig. 8), notably to Dominin from 

the Eastern oyster, Crassostrea virginica (42% identity), Carvortin from the Pacific 

oyster, Crassostrea gigas (42% identity), and EcSOD from Saccostrea glomerata (38% 

identity). 

 

  3.3.3 Phylogenetic analysis of both Ostrea edulis SOD 

 

The phylogenic tree based on amino acid sequences of Oe-SOD and Oe-EcSOD 

from different species showed that Oe-SOD and Oe-EcSOD belong to the “mollusc 

cluster” (Fig. 9). The phylogenic tree showed two distinct groups including the 

cytoplasmic SOD sequences and the extracellular SOD sequences. In the 

extracellular SOD group, “mollusc species” formed a unique branch including Perna 

canalialus, Crassostrea virginica Crassostrea gigas and Saccostrea glomerata. 
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 3.4 Expression patterns of genes selected 

   

At 1h of in vitro infection, Oe-Gal was significantly (p<0.01) over expressed (3.9) and 

its expression slowly decreased afterwards. A significant over expression of OGST 

(p<0.02) was observed at 1h (2.1) while it appears stable after that time. The 

lysosyme gene was significantly (p<0.01) over expressed at 1h, 2h and 4h with a 

maximum expression at 2h (4.1). The CYP450 expression was significantly (p<0.01) up 

regulated at 1h (2.3) and 8h (2.5). Oe-SOD was significantly (p<0.006 and 0.001) over 

expressed at 2h (1.9) and 4h (1.4). Oe-EcSOD was down regulated at 1h and not 

significantly regulated at 2h, 4h and 8h. Finally, HSP 90 was not significantly regulated 

during the course of the experiment (Fig. 10). 

 

 

4. Discussion  

 

The present work aimed at better understanding interactions between flat oyster 

Ostrea edulis haemocytes and the parasite Bonamia ostreae. Cellular and molecular 

responses were measured by photonic microscopy, flow cytometry and real time 

PCR assays at different times post incubation: 1h, 2h, 4h and 8h.  

In vitro infection was performed at the ratio of five parasites per haemocyte at 15°C. 

The internalization of the parasite by the haemocytes was monitored by examination 

of cytocentrifugated cells.  

Parasites were observed inside haemocytes as soon as 1h of infection. Previous 

studies have demonstrated that Bonamia ostreae was internalized after 30 min of 

contact with haemocytes and was not degraded after phagocytosis (Chagot et al., 

1992 ; Mourton et al., 1992). Percentages of infected haemocytes increased during 

the course of the experiment. Due to the difficulty to identify with certainty 

haemocyte types for some cytocentrifugated cells, we did not compare 

percentages of infected haemocytes considering cell types. However, all types of 

haemocytes (granulocytes, small and large hyalinocytes) were found infected as it 

was previously observed in several studies (Chagot, 1989 ; Cochennec et al., 2003). 

The mean number of parasites observed inside the infected haemocytes was 

significantly higher after 4h and 8h compared to 1h. This result suggests that the 

parasite multiplies inside the haemocytes, or that the parasites accumulate within a 
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particular cell during the time course of the experiment. Binucleated and 

trinucleated parasites were observed inside hameocytes suggesting that the 

multiplication of the parasite rapidly occurs after the internalization. 

 

Haemocyte activities were monitored by flow cytometry according to protocols 

previously described (Morga et al., 2009). Haemocyte mortality never exceeded 

89.1% during the experiment. The internalization of the parasite did not induce 

haemocyte death even after 8h of contact. Similar results were obtained in a 

previous study after 2h of incubation (Morga et al., 2009). 

Non specific esterase activities were recognized as reflecting the global activity of 

haemocytes. Esterases may also be involved in degradation of internalised particles 

after phagocytosis. In the present study, parasites induced a decrease of the 

percentage of esterase positive cells after one hour and more significantly after two 

and four hours of contact. These results, in addition to the lack of haemocyte 

mortality, suggest a direct impact of parasites on host cell esterase activities. 

Catalytic enzymes present in Bonamia ostreae (Hervio et al., 1991) might be able to 

inhibit hydrolases (ie esterases) produced by haemocytes. 

Similarly, the percentage of ROS positive haemocytes was lower after 1h, 2 h, 4h and 

8h of incubation with parasites compared to the control. As no cell mortality was 

detected, parasites may have a direct impact on haemocyte ROS production. The 

inhibition of oxygen radical production has already been described and should 

facilitate intracellular survival of protozoan parasites including Trypanosoma sp 

(Penketh et al., 1987), Toxoplasma sp (Murray et al., 1980, Shrestha et al., 2006), 

Leishmania sp (Murray, 1981), Bonamia ostreae (Morga et al., 2009) and Perkinsus 

marinus (Volety and Chu, 1997).  

Perkinsus marinus and rickettsia-like organisms possess acid phosphatase, partly 

responsible for the suppression or inhibition of ROS production (Le Gall et al., 1991 ; 

Volety and Chu 1997). Hervio et al., (1991) demonstrated the presence of acid 

phosphatase activity in haplosporosomes of Bonamia ostreae. Acid phosphatase 

can inactivate the production of NAD(P)H oxidase and thus prevents ROS 

production. The level of acid phosphatase activity in Bonamia ostreae is equivalent 

(Hervio et al., 1991) to levels found in several Leishmania species (Lovelace and 

Gottlieb, 1987) in which the inhibitor role of the NAD(P)H oxidase has been shown. 
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Bead phagocytosis capacity of haemocytes was significantly lower after 2 hours in 

presence of Bonamia ostreae compared to haemocytes alone. Cytocentrifugation 

observation revealed an increase of the parasite number inside infected 

haemocytes between 1 and 2 hours post infection. The decrease of bead 

phagocytosis capacity by infected haemocytes observed 2 hours after parasite 

contact could be due to the presence of parasite inside haemocytes. Goedken et 

al., (2005) have shown that the internalisation of the parasite Perkinsus marinus by 

haemocytes from the oyster Crassostrea virginica did not induce a difference of 

bead internalisation by haemocytes. The decrease of bead phagocytosis capacity 

and the increase of infected haemocytes during the course of the experiment 

support the hypothesis that the parasite B. ostreae mediates its own phagocytosis. 

 

In addition to this cellular analysis of haemocytes response to an infection with the 

parasite Bonamia ostreae, some genes have been selected for their potential 

interest to better understand host parasite interactions. 

Galectins are able to bind glycans present at the surface of micro organisms and 

favour their entrance of the pathogens inside host cells (Tasumi and Vasta, 2007). In 

the present study the expression level of Oe-Gal was highly up regulated at 1h and 

slightly up regulated at 2h. This result suggests the participation of oyster galectin to 

the parasite internalization process facilitating its binding to the host cell surface.  

The expression level of the lysozyme gene appeared up regulated in haemocytes 

after 1, 2 and 4h of contact with the parasite. Similar results were observed in 

Mercenaria mercenaria infected with the parasite QPX (Quahog parasite X) 

(Perrigault et al., 2009). Lysozyme is a lysosomal enzyme with an important defence 

role as it can hydrolyse bacterial components. Ostrea edulis lysozyme was previously 

identified by Matsumoto et al., (2006). Lysozyme activity has been detected in the 

body fluids and tissues of many bivalve molluscs and is believed to play a role in host 

defence and digestion (Takahashi et al., 1986, Cronin et al., 2001). Lysozyme 

concentrations were unchanged in clams Ruditapes decussatus infected by 

Perkinsus atlanticus (Ordás et al., 2000) and in oysters Crassostrea virginica infected 

by Perkinsus marinus (Chu et al., 1993). However, a subsequent investigation in 

oysters showed a slight decrease in lysozyme concentration in Perkinsus marinus 

infected oysters (La Peyre et al., 1995).  
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Four genes involved in degradation and cellular protection (OGST CYP450, Oe-SOD 

Cu/Zn and Oe-EcSOD), were also studied by real time PCR. CYP450 and OGST were 

up regulated after 1h of infection. This result can be related to parasite internalization 

and the production of toxic components produced by the haemocyte and the 

parasite. Indeed, glutathione S-transferases play an important role in the 

detoxification of toxic compounds of endogenous and exogenous origin (Brophy 

and Pritchard, 1992 ; Brophy and Pritchard, 1994) and cytochrome p450 is involved in 

various functions notably oxidative metabolism. Cytochrome p450 has been studied 

in other bivalves subjected to parasite challenges (Tanguy et al., 2004, Perrigault et 

al., 2009). Perrigault et al., (2009) reported an up regulation of this gene after 14 days 

post QPX infection with in Mercenaria mercenaria. 

Two genes (Oe-SOD Cu/Zn, Oe-EcSOD) involved in the oxidative stress were 

completely characterized and their expression levels were studied. Oe-SOD Cu/Zn 

homologous genes have been recently characterized in other oyster species 

including Crassostrea gigas (Huvet et al., 2004) and Crassostrea virginica (Tanguy et 

al., 2004). Oe-EcSOD appeared similar to the permin or cavortin previously identified 

in other bivalve species such as Perna canalialus, Crassostrea gigas and Crassostrea 

virginica (Scotti et al., 2001 ; Scotti et al., 2007). Surprisingly, these two genes 

presented a different expression pattern during the experiment. The cytoplasmic 

SOD appeared slightly up regulated after 2h and 4h while the extracellular SOD was 

down regulated after 1h and not significantly modulated at 2h, 4h and 8h. The down 

regulation observed after 1h of contact could be induced by the parasite in order to 

facilitate its own internalization and to escape degradation before internalization. 

The EC-SOD in Saccostrea glomerata was found up regulated in Marteilia sydneyi 

resistant oyster (Green et al., 2009). Cytoplasmic SOD up regulation might reflect the 

cell response to parasite internalization. ROS production showed a decrease after 1h, 

2h and 4h. Decrease of ROS production could be related to the up regulation of the 

cytoplasmic SOD at 2h and 4h of haemocyte incubation with the parasite. 

 

 

The present work is the first study combining cellular and molecular approaches to 

investigate the interactions between haemocytes from Ostrea edulis and the 

parasite Bonamia ostreae. Results showed internalisation of the parasite after 1h of 

contact and an increase of the number of the parasites observed inside infected 
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haemocytes during the time course of the experiment suggesting a multiplication of 

the parasite especially after 2h of contact. Flow cytometry revealed a general 

decrease of esterase activities, ROS production and phagocytosis capacity in 

infected cells. Real time PCR measures showed an up regulation of some genes 

potentially involved in the entrance of the parasite within host cells (e.g. Oe-Gal) or 

involved in the detoxification and degradation like lysozyme or cytochrome P450. 

Such results contribute to better understand how the flat oyster reacts against the 

infection with Bonamia ostreae and how the parasite may escape these 

mechanisms. 
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Figure captions 

 

Figure 1 Mean of the parasite observed inside haemocytes and number of 

binucleate cells observed inside the haemocytes. 

 

Figure 2 Percentages of positive haemocytes for non specific esterase activities after 

1h, 2 h, 4h and 8h of incubation with parasites at 5:1 ratio. Values are means of three 

replicates and bars represent standard deviation. * indicate the significant 

differences of positive cells compared to the control 

 

Figure 3 Percentages of positive haemocytes for ROS production after 1h, 2 h, 4h and 

8h of incubation with parasites at 5:1 ratio. Values are means of three replicates and 

bars represent standard deviation. * indicate the significant differences of positive 

cells compared to the control 

 

Figure 4 Percentages of positive haemocytes for phagocytosis after 1h, 2 h, 4h and 

8h of incubation with parasites at 5:1 ratio. Values are means of three replicates and 

bars represent standard deviation. * indicate the significant differences of positive 

cells compared to the control 

 

Figure 5 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat 

oyster Oe-SOD Cu/Zn. ORF contains some conserved (boxed) amino acids (C60, C149, 

H50, H52, H66, H66, H74, H83and H123 and D86) and signature (surrounded) amino acids 

(GFHVHQFGDNT and GNAGGRLACGVI).   

 

Figure 6 Alignment of Ostrea edulis, Crassostrea ariakensis and C. gigas SOD Cu/Zn 

protein sequences. Aa identities are highlighted in black. 

 

Figure 7 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat 

oyster Oe-EcSOD. ORF contains a signal peptide (MQSLIILVLAALFYVA20) and a 

glycosylation site (NLS41) boxed and surrounded respectively on the sequence. The 

polyadenylation signal (AATAAA) is underlined in grey.  
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Figure 8 Alignment of Ostrea edulis, Crassostrea virginica, C. gigas and Saccostrea 

glomerata extracellular SOD protein sequences.  Aa identities are highlighted in 

black. 

 

Figure 9 Neighbour-joining tree showing phylogenetic analysis of both SOD 

(cytoplasmic and extracellar) amino acid sequences from various species. The tree is 

based on 1000 bootstrap replications. The scale for branch length (0.1 

substitutions/site) is shown below the tree. 

 

Figure 10 Relative expression by quantitative PCR of selected genes (Hsp 90, CYP450, 

o-GST, Oe-SOD Cu/Zn, Oe-EcSOD, Oegal and Lyzozyme) after 1h, 2h, 4h and 8h of 

incubation with Bonamia ostreae. Expression levels were normalized to EF1-α and 

presented as relative expression to controls (mean ± SD, n = 2). * indicates significant 

differences of gene expression compared to controls.  
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Name Oligonucleotide sequence (5’-3’) 
Concentration 
of Forward 
primer (µM) 

Concentration 
of Reverse 
primer (µM) 

OGST Forward: GGTCGTCAGGGGTCAGTTT 
Reverse: GGTTCCCGTTCTTGAGCA 

3 3 

CYTOP450 Forward:GTCATCAAGCGAATGCGATA 
Reverse: GGAGAGCTCCCTCATTTTCC 

3 3 

Hsp90 Forward: TTTGTGGAACGGGTCAAAA 
Reverse:AACGTCGAGCACAGTCGAG 

3 3 

OeGal Forward: TCGGAGGTCGCCCTTAAT 
Reverse: TTGCCGTGAACAATCAACA 

3 3 

Lysozyme Forward: TTGGAAATACCCGCAGGA 
Reverse: ATATCGGACGCCTGCTTG 

3 3 

Oe-EcSOD Forward:GAGGAGGAAGAGGACCATCC 
Reverse: ATTTTCCTCCGCTTTGTGTG 

2,5 2,5 

Oe-SOD Forward: TCGTCAATGTCAGCGTGAA 
Reverse: AAATGTTGGGGCTGGTGA 

3 3 

ElongPCRQ5m Forward: GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 
Reverse: CCAGGGTGGTTCAAGATGAT 

3 3 

Topo F GACCATGATTACGCCAAGC   

Topo R CCCAGTCACGACGTTG   

 
 
Table 1 Combinations of primers used in quantitative PCR assays 
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 III Comparaison de la réponse cellulaire et moléculaire 

de deux groupes d’huîtres plates suite à des infections 

expérimentales : quelles bases pour la résistance à la 

bonamiose ? 

 

 

L’identification préalable de gènes d’intérêt, le développement de PCR en temps 

réel et la mise au point de protocole d’analyse en cytométrie en flux  ont permis de 

comparer les réponses moléculaires et cellulaires de deux groupes d’huîtres à 

l’infection par Bonamia ostreae. Des huîtres sélectionnées pour leur résistance à la 

bonamiose et des huîtres « sauvages » ont ainsi été infectées expérimentalement par 

injection de suspension parasitaire et par cohabitation.  

 

L’infection expérimentale par injection a fait l’objet de six prélèvements d’huîtres à 

12h, 3, 5, 8, 15 et 30 jours après injection. Les réponses cellulaires et moléculaires ont 

été mesurées chez les huîtres injectées avec le parasite en les comparants aux 

huîtres injectées avec de l’eau de mer filtrée. Les analyses en cytométrie en flux et 

en PCR en temps réel ont été réalisées sur des pools d’hémolymphe de dix huîtres 

par condition. De plus, la détection du parasite a été réalisée sur chaque individu 

prélevé. 

 

L’infection expérimentale par cohabitation s’est déroulée sur une période de six 

mois. Des huîtres résistantes et sensibles ont été placées en cohabitation avec des 

huîtres plates issues du milieu naturel injectées avec du parasite afin de créer une 

source de parasites dans les bacs. Trois prélèvements ont été réalisés respectivement 

à quatre, cinq et six mois. L’observation des appositions de tissus cardiaques a 

permis de classer les huîtres en deux groupes, infectées et non infectées. Des pools 

d’hémolymphe on ainsi été constitués et analysés en cytométrie en flux et PCR en 

temps réel. 

 

 

Le suivi de la réponse cellulaire en cytométrie en flux a montré une diminution de la 

phagocytose chez les hémocytes résistants infectés. Le suivi de l’expression des 
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gènes sélectionnés a permis d’observer une modulation des gènes impliqués dans 

l’apoptose en présence du parasite Bonamia ostreae chez les hémocytes résistants 

et sensibles.  
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Abstract 

 

Bonamiosis due to the parasite Bonamia ostreae has been associated with massive 

mortality outbreaks in flat oyster stocks in Europe. Control of the disease currently 

relies on disease management practices and transfer restriction. Previously, selection 

based on bonamiosis survival have been applied to produce flat oyster families with 

resistant progeny. 

In order to study the molecular and cellular responses of flat oyster against the 

parasite Bonamia ostreae, two oyster populations were selected as representing 

resistant oyster and wild-type oysters. Responses of these populations were tested 

during two experimental infections performed by injection and cohabitation, 

respecively. Responses of resistant and wild oysters after experimental infection were 

analysed by flow cytometry and real time PCR. Cellular responses including, non-

specific esterases detection ROS production and phagocytosis activity were analysis 

by flow cytometry. Four genes homologous to genes previously shown to be involved 

in immunity were selected (Inhibitor of apotosis OeIAP, Fas ligand OeFas-ligand, 

cytoplasmic superoxyde dismutase Oe-SOD and extracellular superoxyde dismutase 

OeEc-SOD) and monitored by quantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR) in 

order to study the molecular responses. 

Flow cytometry results allowed detecting a decrease of phagocytosis in resistant 

haemocytes during both experimental infections. The expression of the inhibitor of 

apoptosis (OeIAP) gene and OeFas-ligand gene was significantly increased in 

resistant oysters at 5 days post injection. OeIAP gene expression appeared 

significantly increased in wild-type oysters at 8 days post injection. The expression of 

OeEc-SOD gene is down regulated in resistant oysters in both experimental trials. It 

was hypothesised that resistant oysters would be able to generate an anti-parasitic 

response through apoptosis. 

 

 

Key words: Bonamia ostreae, Protozoan, Ostrea edulis, Resistance, 

Experimental infection, Haemocytes, Gene expression, Apoptosis. 
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1. Introduction 

 
The European flat oyster Ostrea edulis is a species endemic to European and North 

African coasts and is found from Norway to Morocco as well as in the whole 

Mediterranean and Black seas (Jaziri, 1985). European production of O. edulis has 

shown a drastic decline from about 30 000 tons in 1961 to less than 2 000 t nowadays 

in France (FAO 2009). This decrease was mainly due to the rapid spread and high 

impact of two parasitic diseases, due to Marteilia refringens and Bonamia ostreae. 

The parasite Bonamia ostreae was first described in 1979 by Pichot et al., (1979) in 

French Brittany. Bonamia ostreae is an intracellular protozoan affiliated to the order 

of haplosporidia and to the phylum of cercozoan (Cavalier-Smith and Chao, 2003).  

The disease has been correlated with haemocyte destruction and haemocyte 

infiltration of the connective tissue of the gills, mantle and digestive gland related to 

the proliferation of B. ostreae (Balouet et al., 1983 ; Cochennec-Laureau et al., 

2003).Mortalities are  mainly observed in two-years old oysters (Culloty and Mulcahy, 

1996) although younger individuals (0 to 1 year more) have been shown to be 

susceptible to the infection (Lynch et al., 2005 Lallias et al., 2008).  

Although methods for in vitro cultivation of the parasite are lacking, a protocol for 

parasite purification from infected oysters (Mialhe et al., 1988) enables in vitro and in 

vivo studies on interactions between B. ostreae and its host cells, the haemocytes 

(Mourton et al., 1992). This protocol has notably allowed implementing experimental 

infection trials by injecting the parasite into flat oysters (Mialhe et al., 1988 ; Martin et 

al., 1993 ; Hervio et al., 1995 ; Culloty et al., 1999 ; Lallias et al., 2008 ; Lynch et al., 

2010) or by cohabiting source oysters injected with a known number of cells of B. 

ostreae and naïve oysters (Culloty et al., 1999;  Lallias et al., 2008 ; Lynch et al., 2010). 

Selective breeding programs were initiated in France and Ireland, with the main 

objective of producing flat oysters resistant to bonamiosis (Naciri-Graven et al., 1998, 

Culloty et al., 2004; Lapègue et al., 2004). In France, genetic selection was applied 

through inoculation tests and field testing, the surviving oysters being used as 

breeders to produce the next generation (Naciri-Graven et al., 1998). As a result, 

different selected families have been produced in Ifemer’s facilties (La Tremblade, 

Charente Maritime, France) and showed enhanced survival and lower prevalence 

of the parasite compared with control wild-type oysters in B. ostreae-contaminated 

areas (Lapègue et al., 2004). 
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The flat oyster Ostrea edulis and its parasite Bonamia ostreae represent a suitable 

model to study host-pathogen interactions, notably because of the possibility to 

reproduce the bonamiosis, in in vitro assays (Mourton et al., 1992). Development of in 

vitro infections has allowed obtaining some information concerning the interaction 

between oyster haemocytes and B. ostreae. Some studies demonstrated that the 

parasite B. ostreae was internalised after 30 min of contact with haemocytes and 

was not degraded after phagocytosis (Chagot et al., 1992 ; Mourton et al., 1992). 

Hervio et al., (1991), reported that the parasite possesses catalytic enzymes and acid 

phosphatase which could inhibit haemocyte activities. Intracellular parasites have 

developed sophisticated strategies to escape host defence mechanisms, thereby 

finding unique niches where they can survive, and from which they can establish 

successful infections Recently in vitro infections were performed in order to study the 

cellular and molecular responses of haemocytes from selected and wild-type flat 

oyster Ostrea edulis against the parasite B. ostreae (Morga et al unpublished data). 

In vitro infections allowed to identify cellular activities related to the parasitic 

infections by flow cytometry (Morga et al., 2009). Moreover, the identification of 

some genes characterized by SSH contributed to better understand the immune 

response of Ostrea edulis against the intracellular parasite (Morga et al unpublished 

data). However, the knowledge of the cellular and molecular responses in resistant 

oysters are poorly studied. Cochennec, (2001) has identified some differences in the 

composition the haemolymph between resistant and wild-type oyster. Recently, a 

transcriptomic approach performed by (Morga et al., unpublished data) allowed 

identifying some candidate genes involved in resistance or susceptibility to 

bonamiosis. The identification of these genes was performed through in vitro 

infection trials. In Sydney rock oyster, Saccostrea glomerata, Green et al., (2009) 

identified some candidate genes involved in resistance against the parasite Marteilia 

sydneyi.  

 

In this context, the description of the interaction between haemocytes (from resistant 

and wild-type oysters) and the parasite Bonamia ostreae through in vivo trials 

appears necessary in order to complete the previous data obtained during in vitro 

infection assays.  

The aim of the present study was to undertake two types of challenge experiment 

(injection and cohabitation) using two different groups (resistant oysters and wild-
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type oysters). Oysters used in both experimental infection trials were analysed by flow 

cytometry and by quantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR) in order to 

monitor cellular and molecular responses of both groups of flat oysters. 

 

 

2. Material and methods 

 

 2.1. Biological material 

 

  2.1.1. Oysters 

 

Eighteen month old (n=600) and 24 –month old (n=250) flat oysters Ostrea edulis 

were collected from Quiberon Bay (Southern Brittany, France), a bonamiosis 

endemic zone, and were acclimatized in Ifremer’s facilities (La Tremblade, Charente 

Maritime, France) over 30 days. These oysters are considered as the wild-type 

population .  

The resistant oysters were obtained from the progenitor identified in a previous 

program of selection. Flat oysters were produced in the Ifremer’s hatchery from 

Argenton (Brittany, France). Then, 18 month old oysters were acclimatized in Ifremer’s 

facilities in La Tremblade (Charente Maritime, France) over 30 days.  

Flat oysters were maintained in 120 l raceways supplied with a constant flow of 

seawater 150L h-1 enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis 

galbana, Chaetoceros gracialis and Tetraselmis succica). 

 

  2.1.2. Haemolymph collection 

 

Haemolymph was withdrawn from the adductor muscle sinus of oysters using a 1 ml 

syringe equipped with a needle (0.40 mm × 90 mm). To eliminate debris the 

haemolymph samples were filtered through 60 µm nylon mesh and hold on ice to 

prevent cell aggregation. The volume of haemolymph collected from each oyster 

was approximately 1 ml. Haemolymph samples were pooled and haemocytes 

counted using a Malassez-cell.  
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  2.1.3. Parasite purification 

 

Bonamia ostreae was purified according to the protocol developed by Mialhe et al., 

(1988). Briefly, heavily infected oysters were selected by examination of heart tissue 

imprints using light microscopy. After homogenisation of all the organs except the 

adductor muscle, parasites were concentrated by differential centrifugation on 

sucrose gradients and then purified by isopycnic centrifugation on a Percoll 

gradient. Finally, the purified B. ostreae cells were suspended in FSW and counted 

using a Malassez-cell. 

 

 2.2 Experimental infection 

 

  2.2.1 Experimental infection by injection  

 

The experimental design consisted of 12 tanks (6 for resistant oysters and 6 for wild-

type oysters) containing 60 oysters each. Purified parasites (2.2x105 per individual) 

were injected into 180 resistant oysters and 180 wild-type oysters. The same amount 

of oysters was injected with 100 µL of filtered sea water (FSW). Injection was 

performed into the heart cavity of the oysters after anaesthesia using MgCl2 (200g/l). 

Flat oysters were maintained in 120 l tank supplied with a constant flow of seawater 

150L h-1 enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis galbana, 

Chaetoceros gracialis and Tetraselmis succica). 

Ten oysters were collected from each tank 12h, 3, 5, 8, 15 and 30 days after infection. 

Haemolymph was withdrawn from each oyster and hemolymph samples (10) were 

pooled for each tank and each collecting date. A piece of gills was sampled from 

each oyster in order to check the presence and to quantify the parasite by real time 

PCR. 

 

  2.2.2 Experimental infection by cohabitation 

 

Our experimental design consisted of 4 tanks, 2 tanks containing 100 resistant oysters 

each and 2 tanks containing 100 wild-type oysters each. Cohabitation was 

performed between 100 challenged oysters and 50 experimentally infected oysters 

per tank. These oysters were previously infected by injection of 1x106 purified 
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parasites per oyster as previously described.  

The experiment lasted 6 month after the first contact. During the challenge, oyster 

mortality was checked daily and dead oysters were analysed by tissue imprint. 

Twenty five challenged oysters were collected from each tank after 4 and 5 months 

of cohabitation. Remaining oysters were sacrificed after 6 months Haemolymph was 

withdrawn from each oyster and maintained on ice. Infection status was established 

by heart imprint and haemolymph samples were pooled according to the type of 

oysters (resistant/wild-type) and the status of the oysters (infected or non infected). 

Pools of haemolymph were analysed by flow cytometry and real time PCR. 

 

 2.3 Detection of Bonamia ostreae 

 

  2.3.1 Heart imprint 

 

Mortality was checked daily during the time of the experiment performed in 

cohabitation. A heart imprint was performed on each gaping oyster that consisted 

of dissecting out the ventricle, drying it on paper and then performing several 

imprints on a slide. After air drying for 2 min, the slide was then stained with 

Hemacolor (Merck). Slides were observed under a light microscope and the level of 

infection by the parasite was characterized according to Hervio et al., (1995) into 

the following categories: – negative results (B0-) when no parasite was detected 

after 5 min of screening heart imprints from an individual oyster, – low infections (B0+) 

when 5 or fewer parasites were observed during 5 min screening – moderate 

infections (B0++) when around one parasite per microscopic field of view was 

detected, – heavy infections (B0+++) when several or numerous parasites were 

observed in each microscopic field of view.  

 

  2.3.2 DNA extraction 

 

Gill tissue (25 mg) was collected from each oyster for DNA extraction using a 

QiaAmp DNA Mini-kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. DNA 

was eluted and suspended in 50 µL of sterile, deionised water and then diluted to a 

final concentration of 5 ng µL-1 for real-time PCR analysis. 
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  2.3.3 Real time PCR for Bonamia ostreae detection 

   

Quantitative PCR was performed using a Mx3000 Thermocycler sequence detector 

(Stratagene) according to a previously published protocol (Robert et al., 2009). Ct 

values were calculated as averages of the three replicates or duplicates within each 

reaction. Quantitative standards (serial dilution of plasmid DNA) and no template 

controls (NTC = deionised, sterile water) controls were included in each PCR run.  

 

 2.4 Haemocyte responses: cellular and molecular of analyses 

 

  2.4.1 Flow cytometry  

 

Cell mortality, non specific esterase activities, ROS production and fluorescent bead 

phagocytosis were measured by flow cytometry using an EPICS XL 4 (Beckman 

Coulter) according to previously published protocols (Morga et al., 2009).  

 

  2.4.2 Quantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR) 

 

For each of the selected genes, forward and reverse primers were designed using 

primer3 software (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) (Table 

1). Real-time quantitative PCR reactions were duplicated and performed in a total 

volume of 25 µL using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-

microwell plates. Each well (25 µL) contained 5 µL of cDNA dilution (1/30), 12.5 µL of 

Brilliant® SYBR® Green II PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 µL of each diluted primer 

(3µM) and 2.5 µL of distilled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of 

activation of Hot start Taq polymerase at 95 °C for 10 min; 40 cycles of amplification 

at 95°C for 10 s, 60°C for 30 s; and melting temperature curve analysis at 95°C to 

60°C by 0.5°C decrease of the temperature every 10 s. In all cases, negative controls 

(without cDNA) were included to rule out DNA contamination. 

For each candidate gene, melting curve and gel picture were analysed in order to 

verify the specificity of the amplified products and that at a single PCR product was 

amplified. PCR efficacy (E) was calculated for each primer pair by determining the 

slopes of standard curves. These curves were generated using a serial dilutions 
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analysis of plasmid containing the insert of interest. Amplification efficacies were 

calculated according to the following equation E=10(1-slope) Pfaffl (2001). 

The expression of the candidate genes was normalized using the elongation factor 1 

alpha (EU651798, Table 1) as housekeeping gene. For the injection trial, haemocyte 

RNA extracted from parasite or FSW injected oysters collected at 12h were used as 

calibrator. For cohabitation experiment, the calibrators are pools of free parasite in 

resistant and wild oysters. Fold units were calculated using the method described by 

Pfaffl (2001).  

 

 2.5 Statistical analysis 

 

Flow cytometry results were expressed as percentage of positive cells. In order to 

detect an effect of tested conditions, an ANOVA was performed using XLSTAT-Pro® 

version 7.5.3 software. Values were converted into r angular arcsinus √ (% of positive 

cells) before analysis to ensure the respect of a priori assumptions of normality and 

homogeneity. In the case of rejection of H0, an a posteriori Tukey test was used to 

compare differences between means. 

Real time PCR results were analysed using ANOVA test. ANOVA was performed using 

XLSTAT-Pro® version 7.5.3 software. In the case of rejection of H0, an a posteriori 

Tukey test was used to compare differences between means 

 

 

3. Results 

 

 3.1 Experimental infection by injection  

 

  3.1.1 Detection of Bonamia ostreae 

 

The real time PCR has allowed to detect and quantify the presence of Bonamia 

ostreae in the flat oyster challenged. Three days post injection we have detected 

more infected oysters in wild-type (8/20 oysters analysed) population than in resistant 

population (3/20 oysters analysed). At the end of the experiment wild oyster 

population present more infected oyster (11/20 oysters analysed) than the resistant 

oyster population (6/20 oysters analysed) (Fig. 1).  
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  3.1.2 Flow cytometry 

    

The haemocyte mortality did not show variation during the experimental infection 

between all the tested conditions. 

Wild-type infected oysters showed higher non specific esterase activities (p<0.0001) 

than control ones after 30 days post injection (Fig. 2). These oysters also showed 

higher ROS production than controls after 5 days (p<0.016) of injection. 

Resistant infected flat oysters produced less ROS than control ones after 8 days of 

injection (p<0.014) (Fig. 3). 

Generally, fluorescent bead phagocytosis was lower in resistant infected oysters 

compared with controls (significant differences at 12 hours (p<0.037) and 5 days 

(p<0.037). On the contrary, wild-type infected oysters showed higher fluorescent 

bead phagocytosis than controls, no significant difference was observed compared 

to wild oyster injected with the FSW (Fig. 4). 

 

  3.1.3 Oyster gene expression 

 

Resistant infected oysters showed a significant up regulation (p<0.0001) of Oe-IAP 

and Oe-Fas ligand gene expression, especially 5 days post injection while controls 

displayed a down regulation of these genes (Fig. 5). The expression of SOD gene 

appeared down regulated in infected and control resistant oysters after 3 and 8 

days of injection, respectively (Fig. 5). Ec-SOD appeared significantly down 

regulated in resistant infected oysters after 5 and 30 days (p<0.0001) of injection and 

did not present significant modulation in controls (Fig. 5). 

In wild-type flat oysters injected with the parasite the expression of OeFas ligand, 

OeSOD and OeEc-SOD genes appeared down regulated. The OeFas-ligand gene 

expression is significantly down regulated (p<0.005) after 5, 30 days (p<0.006) (Fig. 6). 

The OeSOD and OeEc-SOD gene expression was significantly down regulated at 3, 5 

days (OeSOD) and 30 days (OeEc-SOD) (p<0.0001) post injection (Fig. 6). The 

expression level of the OeIAP was significant up regulated (p<0.025) after 8 days in 

wild-type flat oysters injected with the parasite and significantly down regulated 

after 3 and 5 days (p<0.0001). The analysis of the expression levels of the OeEc-SOD 

and the OeSOD showed a significant up regulation of these genes 15 days and 30 

days post injection (p<0.0001) respectively (Fig. 6). 



-3ème partie 

251 

 3.2 Experimental infection by cohabitation 

 

  3.2.1 Infection monitoring 

 

Cumulative mortality for both groups of oysters is presented in Fig. 7. Resistant oysters 

showed less mortality than wild-type ones. At the end of the experiment, a total of 56 

wild-type oysters and 35 resistant oysters were found dead.  

Oysters were collected at 3 different times to maximize chance to obtain oysters with 

different infection status. Whatever were the collection time and the oyster type 

(resistant or wild-type), infected oysters could be obtained (Table 2). 

At the end of the experiment, 16 % of the tested resistant oysters were found infected 

and 25% of wild-type tested oysters.  

 

  3.2.2 Flow cytometry results 

 

The analysis of the haemocyte activities during the experimental infection by 

cohabitation showed a significant decrease (p<0.005) of fluorescent bead 

phagocytosis in infected resistant flat oysters compared to non infected ones (Fig. 8). 

Non specific esterase activities and ROS production did not present significant 

difference between tested conditions (Fig. 9 and 10). 

 

  3.2.3 Gene expression results 

 

A significant over expression of Oe-Fas ligand (p<0.0001) gene was observed in 

infected resistant and wild-type oysters (Fig. 11 and 12). The expression of Oe-EcSOD 

gene was significantly down regulated in infected resistant oysters  (p<0.0001) (Fig. 

11).  

 

 

4. Discussion 

 

In this study, we have performed two types of experimental infections (injection of 

purified parasites and cohabitation with experimentally infected oysters) in order to 

investigate the response of two groups of flat oysters (resistant and wild-type) to the 
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parasite Bonamia ostreae. 

The experimental infections by injection of purified parasites have been widely used 

for studies on the parasite or in the context of a French selective breeding program 

for resistance to bonamiosis. This method induced a high percentage of mortality 

associated with a high prevalence of the parasite (Tigé and Grizel 1984 ; Elston et al., 

1986 ; Mialhe et al., 1988 ; Naciri-Graven et al., 1998). Injection of purified parasites 

creates stress and tissue lesions, and might bypass the natural pathway of entry of 

the parasite into the oysters. The main advantage of the parasite injection is that all 

the tested oysters are injected with a same known amount of parasites and 

subjected to the same infection pressure.  

Cohabitation mimics the natural pathway of transmission of the disease. In our study, 

we cohabited challenged oysters with oysters previously infected by injection of 

purified parasites (Lallias et al., 2008). These experimentally infected oysters were 

used as the source of parasites in order to maintain a high parasite pressure during 

the course of the experiment. Most cohabitation experiments performed so far did 

not involve the injection of purified parasites in the source oysters (Elston et al., 1986 ; 

Elston et al., 1987 ; Martin et al., 1993 ; Culloty et al., 1999).  

In both types of experimental infections we performed, resistant flat oysters displayed 

lower mortality and parasite detection frequency than wild-type oysters.  

Moreover, differences could be observed between the response of resistant and 

wild-type oysters to the infection with the parasite. Fluorescent bead phagocytosis 

was mostly lower in resistant infected oysters compared to non infected ones 

whatever was the type of experiment we conducted. No significant difference was 

observed between wild-type infected and control (wild-type noninfected oysters) 

except after 15 days in the injection experiment where infected oysters showed 

higher phagocytosis activity than controls. A previous work demonstrated a 

decrease of phagocytosis after two hours of a in vitro infection (Morga et al 

unpublished data). Phagocytosis allows the degradation of the parasites but also 

contributes to the establishment of the infection with Bonamia ostreae, an 

intrahaemocytic protozoan. By decreasing their phagocytosis activity resistant 

oysters might be able to mitigate the development of the disease. 

Non specific esterases activities did not show significant differences between tested 

conditions except in wild-type oysters 30 days post injection. Indeed, at this time, 

infected oysters showed higher esterase activities than controls, which could be 
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related to the development of the infection and the host response. 

Tested conditions did not affect ROS production during the cohabitation experiment. 

The injection experiment allowed to observe some differences between infected 

and non infected oysters. Wild-type infected oysters seemed to produce more ROS 

between 3 and 5 days post injection while resistant infected oysters produced less 

ROS, especially at 8 days and 30 days post infection. Less ROS productions could be 

due to a diminution of the cellular damage.  

Expression levels of four genes were monitored during the experimental infections. 

Among the four selected genes, two genes are related to the respiratory burst 

(OeSOD and OeEc-SOD) and the two other genes belong to the apoptosis pathway 

(Oe-Fas ligand and OeIAP)  

OeSOD and OeEc-SOD are involved in the generation of the ROS during the 

respiratory burst. SOD (cytoplasmic or extracellular) is known to be involved in the 

oxidative stress response. SOD enzymes are involved in detoxification and allowed to 

destroy the O2-. The O2- are very toxic for pathogen agents and haemocytes. 

The expression of OeEc-SOD gene appeared down regulated in resistant infected 

oysters as shown by results obtained in the cohabitation experiment. The expression 

of this gene seemed to decrease after 5 days of injection and could be related to 

the decrease in ROS production and the lower phagocytosis activity generally 

observed in resistant infected oysters. In a previous work, the expression of the EC-

SOD gene in Saccostrea glomerata was found up regulated in Marteilia sydneyi 

resistant oyster but in this case the parasite is extracellular and could explained the 

difference of results (Green et al., 2009). In wild-type oyster the expression of OeSOD 

gene appeared down regulated after 3 and 5 days and up regulated after 8 days. 

This result suggests an inhibition by the parasite at the beginning of the experiment. 

Moreover the expression of the OeEc-SOD gene is significantly up regulated after 15 

days post injection and significantly down regulated at 30 days. 

Fas is a type I transmembrane glycoprotein that mediates apoptosis and its 

biological ligand (Fas ligand) induces apoptosis through the binding to Fas antigens 

(Curtin and Cotter, 2003). OeIAP contains a BIR domain essential for the anti-

apoptotic properties of the IAPs (Deveraux et al., 1997, Roy et al., 1997). Apoptosis is 

a common physiological process that eliminates unwanted or diseased cells, and it 

plays important roles in embryogenesis, homeostasis, metamorphosis and immunity 

(Vaux and Korsmeyer, 1990 ; Steller and Grether, 1994 ; Zhang et al., 2005, 



-3ème partie 

254 

The expression level of Oe-Fas ligand gene was up regulated all along the 

experiment in resistant infected oysters. The expression of the Oe-IAP gene was 

generally down regulated in non infected and infected resistant oysters except at 5 

days post injection in the infected group. These results suggest a higher apoptosis 

activity in resistant oysters especially in presence of the parasite. Molestina et al., 

2003 have demonstrated that the intracellular parasite Toxoplasma gondii is able to 

induce anti-apoptotic genes in the host in order to survive inside the host. In wild 

oyster injected with the parasite the expression of OeIAP gene appeared 

significantly up regulated after 8 days post injection. 

In the context of the cohabitation experiment, the expression of the OeFas-ligand 

gene appeared up regulated in all infected oysters compared to non infected ones 

whatever was the oyster type. This up regulation might reflect the response of the flat 

oyster in general to an infection with Bonamia ostreae.  

 

Through two types of experimental infections, this study brought new information 

concerning the interactions between the flat oyster Ostrea edulis and the parasite 

Bonamia ostreae. Decrease of phagocytosis activity and modulation of apoptosis 

induced by the parasite and/or by the oyster appear as two of the key mechanisms 

supporting resistance and susceptibility to bonamiosis. These results give new 

perspectives in the understanding and the management of the disease by providing 

parameters that could be monitored when selecting oysters. 
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Figure captions 

 

Figure 1 Histogram representing the mean number of positive oyster by pools in 

resistant oyster population and in wild oyster population. 

 

Figure 2 Percentage of haemocytes positive for non specific esterase activity during 

the experimental infection by injection. Values are means of three replicates and 

bars represent standard deviation. (RIBO: Resistant oysters injected with Bonamia 

ostreae, RIFSW: Resistant oysters injected with filter salt sea water, WIBO: Wild oysters 

injected with Bonamia ostreae, WIFSW: Wild oysters injected with filter salt sea water). 

* indicate significant difference for WIBO compared to WIFSW 

 

 

Figure 3 Percentage of haemocytes positive for ROS during the experimental 

infection by injection. Values are means of three replicates and bars represent 

standard deviation. (RIBO: Resistant oysters injected with Bonamia ostreae, RIFSW: 

Resistant oysters injected with filter salt sea water, WIBO: Wild oysters injected with 

Bonamia ostreae, WIFSW: Wild oysters injected with filter salt sea water). * indicate 

significant difference for WIBO compared to WIFSW or FIBO compared to RIFSW. 

 

 

Figure 4 Percentage of haemocytes positive for phagocytosis during the 

experimental infection by injection. Values are means of three replicates and bars 

represent standard deviation. (RIBO: Resistant oysters injected with Bonamia ostreae, 

RIFSW: Resistant oysters injected with filter salt sea water, WIBO: Wild oysters injected 

with Bonamia ostreae, WIFSW: Wild oysters injected with filter salt sea water). * 

indicate significant difference for WIBO compared to WIFSW or FIBO compared to 

RIFSW. 

 

Figure 5 Relative expression by quantitative PCR of selected transcripts in resistant 

oyster population (OeIAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries. Expression 

levels were normalized to EF1-α and presented as relative expression to controls 

(mean ± SD, n = 3). * indicates significant differences of gene expression compared 
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to controls. (RIBO: Resistant oysters injected with Bonamia ostreae, RFSW: Resistant 

oysters injected with filter salt sea water) 

 

Figure 6 Relative expression by quantitative PCR of selected transcripts in wild oyster 

population (OeIAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries. Expression levels 

were normalized to EF1-α and presented as relative expression to controls (mean ± 

SD, n = 3). * indicates significant differences of gene expression compared to 

controls. (WIBO: Wild oysters injected with Bonamia ostreae, WFSW: Wild oysters 

injected with filter salt sea water) 

 

Figure 7 Cumulative mortaliduring during 6 month of cohabitation in (R) resistant 

oyster population and (W) wild oyster population. 

 

Figure 8 Percentage of haemocytes positive for non specific esterase activity during 

the experimental infection by cohabitation. Values are means of three replicates 

and bars represent standard deviation. W- (Wild haemolymph pool of free of 

parasite), W+ (wild haemolymph pool infected with the parasite Bonamia ostreae), 

R- (Resistant haemolymph pool of free of parasite), R+ (resistant haemolymph pool 

infected with the parasite Bonamia ostreae). 

 

Figure 9 Percentage of haemocytes positive for ROS during the experimental 

infection by cohabitation. Values are means of three replicates and bars represent 

standard deviation. W- (Wild haemolymph pool of free of parasite), W+ (wild 

haemolymph pool infected with the parasite Bonamia ostreae), R- (Resistant 

haemolymph pool of free of parasite), R+ (resistant haemolymph pool infected with 

the parasite Bonamia ostreae). 

 

Figure 10  Percentage of haemocytes positive for phagocytosis during the 

experimental infection by cohabitation. Values are means of three replicates and 

bars represent standard deviation. W- (Wild haemolymph pool of free of parasite), 

W+ (wild haemolymph pool infected with the parasite Bonamia ostreae), R- 

(Resistant haemolymph pool of free of parasite), R+ (resistant haemolymph pool 

infected with the parasite Bonamia ostreae). * indicate significant difference for R+ 

compared to R-  
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Figure 11 Relative expression by quantitative PCR of selected transcripts in resistant 

infected oyster population (OeIAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries. 

Expression levels were normalized to EF1-α and presented as relative expression to 

controls (pool free of parasite) (mean ± SD, n = 2). * indicates significant differences 

of gene expression compared to controls.  

 

Figure 12 Relative expression by quantitative PCR of selected transcripts in wild 

infected oyster population (OeIAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries. 

Expression levels were normalized to EF1-α and presented as relative expression to 

controls (pool free of parasite) (mean ± SD, n = 2). * indicates significant differences 

of gene expression compared to controls.  
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Name Oligonucleotide sequence (5’-3’) 

Concentration 

of Forward 

primer (µM) 

Concentration 

of Reverse 

primer (µM) 

OeIAP Forward:CTACCTCCCCAGGATTGTCA 

Reverse: CACCACTCTCCTCCATGTCA 

3 3 

OeFas Forward:TTTGGGCAGTGGTGTAAGTG 
Reverse:TAGCCCTGTTTCTCCACCAG 

1.5 3 

OeSOD Forward: TCGTCAATGTCAGCGTGAA 
Reverse: AAATGTTGGGGCTGGTGA 

3 3 

OeEc-SOD Forward:GAGGAGGAAGAGGACCATCC 
Reverse: ATTTTCCTCCGCTTTGTGTG 

2,5 2,5 

ElongPCRQ5m Forward: GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 
Reverse: CCAGGGTGGTTCAAGATGAT 

3 3 

 

 

Table 1: Combinations of primers used in quantitative PCR assays 

 

 

Table 2 Global information concerning the infection during the experimental 

infection by cohabitation. (R) resistant oyster population, (W) wild oyster population. 

  

4 months  5 months 6 months 

  Infected Mortality Infected Mortality Infected Mortality 

Batch 1 7/25 11 (2/6) 2/25 2 (0/2) 1/37 0 
R 

Batch 2 6/25 14 (1/6) 2/25 3 (1/3) 6/23 5 (1/1) 

Batch 1 2/25 
24  
(7/18) 

4/25 8 (1/2) 5/17 0 
W 

Batch 2 6/25 15 (5/8) 8/25 9 (2/4) 2/17 0 
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IV Résultats complémentaires 
 

 

IV.1 Analyse des activités enzymatiques dans l’hémolymphe, le 

plasma et des hémocytes totaux par galerie API ZYM (Api 

System, Bio-Merieux) chez deux populations d’huîtres plates 

Ostrea edulis et chez l’huître creuse Crassostrea gigas.  

 

 

La recherche d’activités enzymatiques a été réalisée à l’aide du système API ZYM 

(Api System, Bio-Merieux) qui consiste en une galerie de 20 micro-cuves comportant 

une trame fibreuse inerte sur laquelle sont répartis différents substrats. Ces micro-

cuves permettent une détection qualitative et semi quantitative de 19 activités 

enzymatiques à partir de très faibles quantités d’échantillon. Les hémolymphes ont 

été poolées pour dix individus par type d’huître. 

 

La phagocytose est l’une des activités hémocytaires essentielles relatives aux 

fonctions de défense chez les huîtres (Fisher, 1986). Les enzymes hydrolytiques 

participent à ce processus à l’intérieur et à l’extérieur des hémocytes (Cheng, 1983). 

À l’intérieur des hémocytes, la dégradation enzymatique est l’un des deux processus 

de base impliqués dans la destruction des particules étrangères après la 

phagocytose. Dans la fraction extracellulaire, ces enzymes peuvent modifier la 

conformation moléculaire de surface des micro-organismes pathogènes et 

favorisent donc les cellules phagocytaires de la reconnaissance des agents 

pathogènes (Cheng, 1981, 1983), mais également intervenir dans la destruction de 

des agents infectieux. Certaines enzymes (le lysozyme, des phosphatases acides, 

estérases et la β-glucuronidase, lipases, sérines protéases, phénoloxydases) ont été 

identifiées et utilisées comme critère indiquant les fonctions hémocytaires chez 

différentes espèces de bivalves. 

 

Dans cette étude, il a été étudié 19 enzymes dans l’hémolymphe, le plasma et les 

hémocytes chez deux groupes d’huîtres plates (sensibles et résistantes) ainsi que 

chez l’huître creuse Crassostrea gigas. Précédemment il a été montré que les 
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hémocytes d’huître plate (sensibles ou résistantes) et d’huître creuse internalisés le 

parasite (Chagot, 1989). Cependant, l’huître creuse est capable d’éliminer le 

parasite, car cette espèce n’est pas sensible à la bonamiose. Ces précédentes 

études laissent suspecter des différences dans les mécanismes de défense chez les 

deux espèces.  

 

Le processus de résistance aux infections peut entraîner une réaction de certaines 

enzymes. Par conséquent il apparaît intéressant de comparer l’état général du 

métabolisme enzymatique chez une espèce non sensible à la bonamiose, chez un 

groupe d’huîtres plates résistantes et chez des huîtres plates sensibles. 

 

La recherche d’activités enzymatiques par galerie API ZYM a permis de détecter 14 

activités dans l’hémolymphe de Crassostrea gigas. Il a été détecté 13 et 12 activités 

enzymatiques respectivement dans les hémocytes et le plasma de Crassostrea gigas 

(Figure 42). Chez les deux populations d’huîtres plates, il a été détecté 13 activités 

dans le plasma, l’hémolymphe et les hémocytes (Figures 42, 43 et 44). Les travaux 

réalisés par Da Silva et al., (2007) ont mis en évidence 14 activités enzymatiques chez 

les hémocytes et le plasma d’Ostrea edulis et les hémocytes de l’huître creuse C. 

gigas. Xue and Renault, (2001) avaient identifié 15 et 16 enzymes, respectivement 

dans l'hémolymphe d’Ostrea edulis et C. gigas. Ces auteurs ont rapporté une 

activité enzymatique plus importante chez C. gigas par rapport à des huîtres plates 

saines et infectées par le parasite Bonamia ostreae. Ces mêmes auteurs ont émis 

l’hypothèse que cette différence de concentration pourrait être reliée à la 

résistance naturelle de l’huître creuse au parasite B. ostreae.  

 

Concernant les résultats obtenus dans cette étude, il a été observé des 

concentrations enzymatiques de β-glucuronidase (15) et N-acetyl-β-

glucosaminidase (18) significativement (p<0,01 test t) plus importantes dans 

l’hémolymphe des huîtres plates résistantes. Le niveau plus élevé de ces enzymes 

laisse suspecter une potentielle implication de ces enzymes dans les mécanismes de 

résistance. La β-glucosidase (17) a été détectée uniquement dans l’hémolymphe de 

Crassostrea gigas. Les activités enzymatiques mesurées dans le plasma n’ont pas 

permis d’observer de différences chez les différentes huîtres testées. 
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Les résultats obtenus sur les hémocytes doivent êtres complétés car il a été effectué 

une seule mesure. Cependant des tendances peuvent êtres émises. Il a été observé 

une activité enzymatique globale plus importante chez les hémocytes d’huître plate 

résistante, avec une quantité potentiellement plus importante pour les enzymes ; 

phosphatase alcaline (2), naphtol phosphohydrolase (12), β-galactosidase (14), α-

glucosidase (15) et N-acétyl-β-glucosaminidase (18). En revanche chez les 

hémocytes de l’huître creuse, il a été détecté trois enzymes (α-glucosidase (15), N-

acétyl-β- glucosaminidase (18) et α-fucosidase (20)) présentant une activité plus 

élevé que chez les hémocytes d’huîtres sensibles. Chez les hémocytes d’huîtres 

sensibles, aucune activité n’a été détectée en quantités supérieures par rapport aux 

autres conditions testées.  

 

En confrontant les résultats obtenus chez hémocytes d’huître creuse et chez les 

hémocytes des huîtres plates résistantes deux enzymes (15 et 18) sont présentes en 

quantité supérieure par rapport à celles détectées chez les hémocyte des huîtres 

plates sensibles. En revanche, l’enzyme 20 est présente en quantité supérieure 

uniquement chez les hémocytes de l’huître creuse. Ce résultat laisse suspecter une 

probable implication de ces enzymes dans la résistance/tolérance au parasite 

Bonamia ostreae. 

 

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré des différences entre les huîtres 

plates sélectionnées et les huîtres plates sensibles. Cependant, l’étude doit être 

complétée par la réalisation de nouvelles expériences notamment sur les hémocytes 

afin de confirmer les résultats obtenus. De plus, il serait intéressant de quantifier ces 

enzymes après une infection in vitro entre les hémocytes d’huîtres testées et du 

parasite purifié.  
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Figure 42 : Analyse des activités enzymatiques dans le plasma 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Analyse des activités enzymatiques dans l’hémolymphe. *indique les 

différences significatives. 

 

Figure 44 : Analyse des activités enzymatiques dans les hémocytes 

 

*  *  

*  
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V Conclusion  

 

 

Cette partie a été consacrée à la réalisation d’infections expérimentales in vitro et in 

vivo. Les résultats obtenus ont permis d’obtenir de nouvelles informations sur les 

interactions entre les hémocytes d’huîtres plates et le parasite Bonamia ostreae. La 

caractérisation de ces interactions au niveau moléculaire et cellulaire a montré 

l’intérêt d’utiliser plusieurs méthodes d’analyse telles que cytométrie en flux, PCR en 

temps réel et microscopie photonique. 

 

Le suivi dans le temps d’infections in vitro a permis de mettre en évidence une 

multiplication du parasite à l’intérieur des hémocytes. Cette multiplication parasitaire 

est associée à une diminution des activités hémocytaires mesurées (estérases, 

production EOR et phagocytose). Ainsi, Bonamia ostreae semble capable de 

contrer les mécanismes de défense de l’hôte afin de s’installer dans la cellule hôte et 

de s’y multiplier. De plus, les analyses en PCR en temps réel ont permis d’observer 

une augmentation du niveau des transcrits chez les hémocytes infectés de la 

galectine (OeGal), du cytochrome P450, du lysozyme, de la superoxyde dismutase 

Oe-SOD Cu/Zn et de l’oméga gluthatione S transférase (OGST).  

 

Les infections expérimentales in vivo ont permis de montrer des différences entre les 

deux groupes d’huîtres plates testés. En effet, les huîtres plates résistantes présentent 

des niveaux d’infection et un taux de mortalité plus faibles par rapport aux huîtres 

plates sensibles. De plus, les hémocytes d’huîtres plates résistantes infectés 

présentent une capacité de phagocytose plus faible que les hémocytes sains. Le 

parasite semblerait moduler l’apoptose chez les hémocytes des deux populations. 

Les hémocytes d’huîtres plates résistantes injectées avec le parasite présenteraient 

des niveaux d’expression plus élevées du gène OeFas-ligand par rapport aux huîtres 

plates résistantes injectées avec de l’eau de mer.  

Les réponses cellulaires et moléculaires des hémocytes ont été plus marquées au 

cours des infections in vitro qu’au cours des infections expérimentales in vivo. Ces 

différences sont dues aux modes d’infections. En effet, l’étude des interactions au 

cours d’infections in vitro permet d’obtenir une réponse directe et plus « aigue » car 

le parasite est immédiatement en contact avec les hémocytes. En revanche, les 
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infections expérimentales par injection et cohabitation ne permettent pas d’avoir 

une réponse directe. D’autres barrières existent au sein de l’huître et peuvent 

contribuer à éliminer le parasite avant que celui-ci n’atteigne les hémocytes. Les 

réponses obtenues sont ainsi plus nuancées. (Figure 45).  

 

La réalisation de ces travaux ouvre de nouvelles perspectives d’étude sur les 

mécanismes impliqués dans la résistance à la bonamiose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Synthèse des différentes études pour la caractérisation des interactions 

entre hémocytes d’huîtres plates et son parasite Bonamia ostreae 
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a détection du parasite Bonamia ostreae associée à de fortes mortalités en 

1979 sur l’île Tudy (Finistère, France) a eu un fort impact sur la production 

d’huîtres plates, Ostrea edulis, sur les côtes européennes. La bonamiose, nom 

donnée à la maladie associée au parasite protozoaire B. ostreae, est listée comme 

maladie à déclaration obligatoire par l’Organisation Mondiale pour la Santé 

Animale (OIE) et par l’Union Européenne (UE) en raison de l’impact économique 

qu’elle peut engendrer sur la filière ostréicole française et européenne.  

Les moyens de lutte contre le parasite sont restreints du fait de l’impossibilité d’utiliser 

des traitements chimiques. L’absence de mémoire immunitaire (au sens 

conventionnel du terme) chez les invertébrés ne permet pas d’utiliser la vaccination 

comme moyen prophylactique contre le développement de cette maladie. Ainsi, 

les principaux moyens de lutte contre ce parasite reposent sur une réglementation 

des transferts d’animaux et de leurs produits au travers de textes législatifs, mais 

également sur l’amélioration génétique par la sélection.  

 

 

Le développement d’huîtres plates résistantes au parasite reste en effet l’une des  

pistes majeures à explorer afin de maintenir cette espèce sur les côtes françaises et 

européennes. Les huîtres plates persistent et continuent de se reproduire dans les 

zones infectées ce qui laisse suspecter une résistance naturelle à la bonamiose chez 

cette espèce. L’Ifremer a débuté en 1985 un projet visant à produire des familles 

d’huîtres plates sélectionnées sur la base de leur résistance. Ce programme de 

sélection a permis d’obtenir des animaux présentant des taux de mortalité réduits 

chez les animaux de taille commerciale élevés dans des zones où la maladie est 

endémique. Cependant, cette sélection n’a porté que sur le caractère de survie 

des huîtres suite à l’infection.  

La caractérisation des mécanismes de la réponse de l’huître au parasite Bonamia 

ostreae devrait permettre de sélectionner des individus résistants grâce à l’utilisation 

de marqueurs cellulaires et/ou moléculaires. De telles connaissances pourraient ainsi 

permettre de maintenir l’huître plate voire de relancer la culture de cette espèce sur 

les côtes françaises et européennes. C’est dans ce contexte que ce travail de thèse 

a été réalisé. Les objectifs étaient (1) d’améliorer les connaissances moléculaires sur 

l’hôte Ostrea edulis et plus particulièrement les bases moléculaires impliquées dans 

L 
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la résistance ou la sensibilité à la bonamiose, et (2) de réaliser des infections in vitro 

et in vivo afin d’identifier les processus de régulation de certains gènes ainsi que les 

réponses cellulaires des hémocytes.  

Le modèle d’étude retenu dans ce travail présente un intérêt particulier du fait du 

double rôle joué par les hémocytes qui sont à la fois les effecteurs de l’immunité de 

l’huître plate, mais aussi les cellules hôtes du parasite Bonamia ostreae. De plus, les 

précédents travaux réalisés par Mialhe et al., (1988) ont permis d’établir un protocole 

permettant la purification du parasite à partir d’animaux infectés et de réaliser des 

infections en conditions contrôlées au laboratoire. 

 

Dans un premier temps, ce travail a permis d’identifier des gènes différentiellement 

exprimés suite à la réalisation de banques soustractives d’ADNc à partir 

d’hémocytes mis au contact ou non du parasite. Un travail de génomique 

comparative a permis notamment d’identifier sept ESTs potentiellement impliqués 

dans les interactions hôte/parasite. Ainsi, une lectine de type galectine pourrait être 

impliquée dans la reconnaissance du parasite. Cette lectine a déjà été identifiée 

chez Crassostrea virginica en réponse au parasite Perkinsus marinus (Tasumi & Vasta, 

2007). De plus, l’activation de cette lectine est associée à une augmentation des 

transcrits du gène codant pour la filamine, l’implication de cette molécule dans le 

cytosquelette laisse suspecter une implication du cytosquelette de l’hôte dans 

l’internalisation du parasite. Une précédente étude réalisée par Chagot et al., (1989) 

avait permis de montrer une diminution du nombre de parasites internalisés suite à 

un traitement des hémocytes par la cytochalasine B. La cytochalasine B possède 

des propriétés inhibitrices sur le cytosquelette. La participation du cytosquelette de 

l’hôte dans l’internalisation de parasites intracellulaires a également été démontrée 

chez Toxoplasma gondii (Gonzalez et al., 2009).  

 

La mise en évidence d’une superoxyde dismutase (OeSOD) a quant à elle permit 

d’observer une légère augmentation des transcrits de ce gène suite à une infection 

in vitro. La SOD est notamment impliquée dans la transformation des radicaux libres 

O2- en H202. Les peroxydes ont des propriétés microbicides vis-à-vis des agents 

infectieux, mais sont également agressifs vis à vis des membranes des cellules hôtes. 

Ce résultat laisse suspecter une implication de la flambée oxydative dans la réponse 

des hémocytes à l’infection par le parasite Bonamia ostreae. De plus, il a été 
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identifié un gène impliqué dans la détoxication des radicaux libres, l’oméga 

glutathione S-transférase (OGST). Ce gène est également apparu surexprimé chez 

les hémocytes infectés par le parasite peut être en réponse à un excès de radicaux 

libres produits par la cellule hôte ou par le parasite. 

 

Deux autres gènes, que sont le tissu inhibitor of metalloprotéase (TIMP) et un 

régulateur de l’interféron (OeIRF), ont été identifiés comme potentiellement 

surexprimés en présence de parasites vivants. L’identification du gène OeIRF est 

assez surprenante car aucun membre de la cascade d’activation de l’interféron n’a 

été identifié jusqu’à présent chez les mollusques bivalves. En revanche, la 

surexpression de TIMP peut traduire une réponse de l’hôte aux protéases produites 

par le parasite. 

 

Des infections in vitro ont été réalisées afin de suivre la réponse cellulaire des 

hémocytes infectés en cytométrie en flux. Les activités hémocytaires mesurées ont 

montré qu’après deux heures de mise en contact, les parasites vivants comme ceux 

inactivés à la chaleur sont internalisés par les hémocytes tandis qu’une diminution de 

la production des EORs et de la détection d’estérases non spécifiques est observée 

après internalisation des parasites vivants. Les estérases sont notamment impliquées 

dans la dégradation des particules internalisées. La présence d’enzymes chez 

Bonamia ostreae, capables d’inhiber la production d’enzymes hydrolytiques telles 

que les estérases, pourrait expliquer la diminution de la détection de ces dernières et 

traduire un mécanisme par lequel le parasite échappe à la dégradation. De plus, la 

diminution de la production d’EORs chez les hémocytes infectés par le parasite 

vivant laisse suspecter une participation active du parasite afin de se protéger 

contre les EORs produits par les hémocytes. De tels mécanismes ont été rapportés 

chez d’autres parasites intracellulaires. Des activités de type phosphatases acides 

décrites chez le parasite pourraient êtres responsables de cette diminution de la 

production des EORs. En effet, les phosphatases acides sont connues pour inactiver 

la production de NADP(H) oxydase.  

 

L’ensemble des données obtenues dans ces deux approches est résumé dans le 

schéma suivant (Figure 46). 
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Figure 46 : Schéma récapitulatif des interactions hôte/parasite observées chez des 

hémocytes d’Ostrea edulis après deux heures d’infection in vitro par le parasite 

Bonamia ostreae 
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Afin de compléter les données obtenues à deux heures post-infection, les réponses 

moléculaires et cellulaires précédemment identifiées ont été suivies au cours d’une 

d’infection in vitro à différents temps (1h, 2h, 4h et 8h).  

L’observation de cellules centrifugées a d’abord permis de suspecter une 

multiplication du parasite dans les hémocytes d’huître plates. Les analyses par 

cytométrie en flux ont ensuite permis de montrer la diminution de la production 

d’EORs et des estérases non spécifiques après 1h, 2h et 4h d’infection. Ces résultats 

confirment donc la capacité du parasite à inhiber les mécanismes de dégradation 

mis en jeu par les hémocytes. Une diminution de l’activité phagocytaire a 

également été observée après deux heures d’infection, ce qui pourrait être dû à la 

multiplication du parasite à l’intérieur des hémocytes.  

 

L’identification d’une SOD cytoplasmique et d’une SOD extracellulaire a permis 

d’apporter des éléments complémentaires concernant l’implication de ces 

molécules dans les interactions entre les hémocytes d’huîtres plates et le parasite 

Bonamia ostreae. Le suivi de l’expression de ces deux gènes a montré une sous-

expression de la SOD extracellulaire et une légère surexpression de la SOD 

cytoplasmique après 2 et 4 heures. Les enzymes de type SOD permettent la 

dismutation des ions O2- en H2O2. Les ions O2- sont les premiers EOR produits au cours 

de la flambée oxydative et sont des radicaux très toxiques que l’organisme doit 

rapidement éliminer pour éviter la destruction des membranes de ses propres 

cellules. Les SOD sont impliquées dans la cascade de transformation des ions O2-  et 

permettent ainsi de protéger les cellules. Une surexpression des transcrits de gènes 

codant pour des SOD peut donc être interprétée comme une réponse à une 

induction de la flambée oxydative, alors qu’une inhibition pourrait induire des effets 

délétères pour les huîtres elles-mêmes. Le parasite pourrait être capable d’inhiber la 

production d’EOR, mais également la transcription de gènes codant des SOD. 

Cependant la sur-expression de la SOD cytoplasmique pourrait correspondre à une 

réponse normale suite à une augmentation des EOR induites par la pénétration du 

parasite dans les cellules.  

Une augmentation du niveau d’expression des gènes codant pour l’OGST et le 

cytochrome P450 a également été observée après 1 heure d’infection. Le 

cytochrome P450 est notamment impliqué dans la dégradation des molécules 

exogènes. Ces molécules exogènes pourraient correspondre à des molécules 
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relarguées par la destruction de certains parasites dans le cytoplasme des 

hémocytes.  

 

Le suivi de l’expression d’OeGal confirme bien la probable implication de cette 

lectine dans la reconnaissance du parasite qui faciliterait son internalisation. La 

galectine est effectivement sur exprimée dès le début de l’infection correspondant 

à la première phase (reconnaissance) dans le processus de phagocytose. De plus, il 

a été identifié une surexpression du gène codant le lysozyme laissant suspecter une 

possible implication de ce gène dans les interactions entre hémocytes et Bonamia 

ostreae. 

 

Pris dans sa globalité, ce travail démontre l’utilité de coupler plusieurs méthodes 

d’analyse afin d’étudier in vitro la réponse des hémocytes à une infection à 

Bonamia ostreae et nous permet de proposer le schéma suivant  : (Figure 47).  
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Figure 47 : Schéma récapitulatif de la réponse cellulaire et moléculaire des 

hémocytes d’huîtres plates infectés par le parasite après 1h, 2h, 4h et 8h de mise en 

contact avec Bonamia ostreae. 
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Dans un second temps, les mécanismes cellulaires et moléculaires liés aux 

phénomènes de résistance et de sensibilité à la maladie ont été étudiés chez deux 

groupes d’huîtres : des huîtres plates dites « sensibles » provenant du milieu naturel, et 

des huîtres plates dites « résistantes » provenant d’un programme de sélection et 

produites en écloserie. 

La réalisation de banques d’ADNc a permis d’identifier des gènes différentiellement 

exprimés en réponse à l’infection par le parasite Bonamia ostreae chez les deux 

groupes. Il a notamment été identifié des gènes impliqués dans la détoxication (Oe-

EcSOD) et dans l’immunité (OeIAP, OeFas-ligand, cathepsine B, cyclophiline B et 

OeC1q).  

L’analyse des niveaux d’expression de ces gènes par PCR en temps réel a montré 

une surexpression d’Oe-EcSOD chez les hémocytes d’huîtres plates résistantes. Ce 

résultat suggère un mécanisme exacerbé de dismutation des radicaux libres O2- 

pouvant permettre de limiter les effets négatifs de ces radicaux sur les composants 

cellulaires et le développement de lésions suite à l’infection par le parasite. Les 

huîtres résistantes auraient de ce fait un avantage par rapport aux huîtres non 

sélectionnées en étant capables de limiter les effets néfastes du parasite sur leurs 

propres cellules et tissus. L’implication de ce gène a d’ailleurs déjà été rapportée 

chez les huîtres australiennes résistantes au parasite Marteilia sydneyi.  

De plus, il a été observé une surexpression de trois gènes impliqués dans l’induction 

et l’inhibition de l’apoptose, l’OeIAP, le OeFas-ligand et de la cathepsine B, chez les 

hémocytes provenant d’huîtres résistantes infectées par le parasite Bonamia 

ostreae. L’apoptose est un mécanisme complexe permettant d’éviter ou de limiter 

la dissémination des agents infectieux dans l’organisme. L’induction de l’apoptose a 

été décrite dans d’autres modèles d’infection par des parasites intracellulaires tels 

que Perkinsus marinus, Toxoplama gondii, Trypanosoma cruzii, Plasmodium sp., et 

Cryptosporidium parvum. Le déclenchement de la mort cellulaire programmée 

pourrait constituer l’un des mécanismes impliqués dans la résistance à la bonamiose. 

L’identification du gène OeFas-ligand laisse suspecter une activation de la cascade 

de l’apoptose chez certaines cellules afin d’empêcher et/ou de limiter la 

prolifération du parasite dans les cellules cibles. Cependant, l’apoptose n’est pas 

sans conséquences négatives pour l’organisme hôte et nécessite donc la mise en 

place de phénomènes de régulation visant à limiter et contrôler le phénomène. 
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Ainsi, l’observation de la sur expression du gène codant pour l’OeIAP chez les 

hémocytes issus d’huîtres résistantes laisse suspecter une régulation de l’apoptose 

par l’huître elle-même. En effet, les IAP ont des propriétés anti-apoptotiques. Une 

augmentation des transcrits du gène codant pour l’OeIAP pourrait induire une 

régulation négative de l’apoptose en bloquant la cascade d’activation de 

l’apoptose.  

Par ailleurs, il est également possible que le parasite lui-même manipule le 

phénomène apoptotique chez son hôte et favorise ainsi sa propre installation dans 

les cellules hôtes en inhibant le mort cellulaire programmée dans les hémocytes qu’il 

infecte. L’induction du gène codant pour l’OeIAP chez les hémocytes infectées 

conduirait à une survie du parasite dans les cellules. 

La présence de plusieurs types cellulaires dans l’hémolymphe de l’huître plate 

pourrait aussi expliquer une diversité de réponse en termes d’apoptose. Certains 

types cellulaires pourraient être capables d’entrer en apoptose du fait de la  

présence de récepteurs Fas à leur surface alors que d’autres non. Bien que Bonamia 

ostreae soit capable d’infecter tous les types cellulaires présents dans l’hémolymphe, 

plusieurs auteurs ont rapporté que les hyalinocytes semblaient être les cellules cibles 

privilégiées du parasite.  

 

 

Les infections expérimentales par injection et par cohabitation réalisées dans les 

installations d’élevage du Laboratoire de Génétique et Pathologie (Ifremer,  La 

Tremblade, Charente Maritime) ont induit des mortalités plus élevées chez les huîtres 

plates sensibles que chez les huîtres résistantes. D’une manière générale, les huîtres 

résistantes infectées par injection comme par cohabitation présentaient une activité 

phagocytaire moindre que les huîtres sensibles. Pour les autres activités 

hémocytaires, des résultats divergents ont été observés en fonction du mode 

d’infection expérimentale utilisée. L’infection par injection permet de maîtriser la 

quantité de parasites injectés tandis que l’infection par cohabitation ne le permet 

pas. Cette dernière reflète d’avantage les conditions naturelles mais, de ce fait, est 

plus lente, moins intense et plus complexe à comprendre. 

De façon générale, les réponses observées dans le cadre des infections in vitro 

apparaissent plus contrastées que dans le cadre des infections in vivo mais elles ne 

reflètent pas la complexité des interactions qui peuvent exister chez les animaux. 



-Conclusion générale & perspectives 

283 

Elles nous ont néanmoins permis d’identifier des mécanismes impliqués dans la 

résistance et la sensibilité des huîtres à l’infection et les résultats obtenus ont pu être 

confirmés ou nuancés par ceux obtenus lors des infections in vivo.  

 

Les résultats obtenus dans ce travail de thèse apportent de nouvelles informations 

concernant les bases moléculaires et cellulaires impliquées dans la résistance à la 

bonamiose (Figure 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Schéma de synthèse des mécanismes potentiellement impliqués dans la 

résistance à la bonamiose (in vitro) 
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n conclusion, ces travaux de thèse ont consisté à mettre en place des outils 

de génomique comparative spécifique chez l’huître plate Ostrea edulis. La 

construction de différentes banques d’ADNc a pour la première fois mené à 

l’identification et à la caractérisation de certains gènes impliqués dans les 

interactions hôte/parasite chez l’huître plate. L’analyse du niveau d’expression de 

ces gènes a permis d’apporter de nouvelles connaissances sur le modèle.  

 

Parmi l’ensemble des résultats obtenus, l’identification de la galectine chez Ostrea 

edulis ouvre de nouvelles perspectives d’études afin de clarifier plus précisément les 

implications de cette protéine au cours de l’infection. De plus, l’identification de la 

sur expression d’un gène impliqué dans le cytosquelette (la filamine) laisse suspecter 

une probable participation du cytosquelette de l’hôte dans l’internalisation du 

parasite. L’implication du cytosquelette de l’hôte dans l’internalisation d’un parasite 

intracellulaire est couramment décrite dans la littérature. Des études 

complémentaires sur le cytosquelette de l’hôte au cours d’infections in vitro 

permettraient de répondre à cette probable hypothèse. 

 

L’implication manifeste de certains gènes de la cascade d’activation de l’apoptose 

dans la résistance des huîtres vis à vis du parasite nécessite la réalisation d’études 

complémentaires sur ce mécanisme déjà décrit chez d’autres bivalves. Cependant, 

l’activation de la superoxyde dismutase extracellulaire chez les hémocytes résistants 

laisse suspecter une implication de ce gène dans la résistance. Une étude 

complémentaire sur la fonction et l’implication de ce gène apporterait des 

informations supplémentaires sur le rôle du métabolisme oxydatif contre la 

bonamiose. 

 

L’ensemble des données moléculaires acquises au cours de ce travail chez Ostrea 

edulis permet actuellement de développer des marqueurs moléculaires de type SNP 

(Single Nucleotide Polymorphism) ainsi que des microsatellites. L’identification de ces 

marqueurs moléculaires pourra également contribuer à l’identification des relations 

entre génotype et phénotype par le biais d’approches par QTL (Quantitative Trait 

Locus). Le trait phénotypique considéré serait alors la mortalité des huîtres plates liée 

à la bonamiose. L’utilisation de familles d’huîtres plates présentant des mortalités 

E 
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contrastées permettrait de réaliser une carte génétique de l’huître plate avec 

l’identification de QTL associés à la résistance ou la sensibilité à la bonamiose. 

 

Enfin, le séquençage complet du génome du parasite Bonamia ostreae ouvrirait de 

nouvelles perspectives d’études sur les gènes parasitaires impliqués dans les 

interactions entre hémocytes et parasites. 
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Annexe 1 

 

Effects of temperature and salinity on the survival of Bonamia ostreae, a parasite 

infecting flat oysters Ostrea edulis. 

 

Arzul Isabelle, Gagnaire Béatrice, Bond Céline, Chollet Bruno, Morga Benjamin, 

Ferrand Sylvie, Robert Maeva, Renault Tristan. Dis Aquat Organ. 2009 May 

27;85(1):67-75. 
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Annexe 2 

 

Bonamia ostreae-induced mortalities in one-year old European flat oysters Ostrea 
edulis: experimental infection by cohabitation challenge  
 
Delphine Lallias, Isabelle Arzul, Serge Heurtebise, Sylvie Ferrand, Bruno Chollet, 
Maeva Robert, Andy R. Beaumont, Pierre Boudry, Benjamin Morga and Sylvie 
Lapègue Aquat. Living Resour. 21, 423–439 (2008)  
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TITRE : Étude des interactions hôte/parasite chez l’huître plate Ostrea edulis et son parasite 
Bonamia ostreae. 

 
RESUME : L’histoire de l’ostréiculture française met en évidence la fragilité de cette production face à la 
surexploitation des stocks et l’apparition de maladies. En particulier, la production d’huître plate, Ostrea 
edulis, a fortement diminué suite à l’apparition de deux maladies parasitaires dont la bonamiose. Les 
moyens de lutte contre la bonamiose sont relativement restreints. Ils sont essentiellement basés sur la 
surveillance de la santé des huîtres afin de limiter la dissémination et la propagation de la maladie. 
Cependant l’utilisation de modèles prédictifs de l’évolution de la maladie en zone infectée permettrait 
d’optimiser la gestion des stocks et minimiser l’impact des agents pathogènes. De plus, le 
développement d’animaux résistants à l’infection pourrait permettre de relancer cette production. Ces 
différentes approches nécessitent des outils diagnostiques adaptés, une bonne connaissance du cycle 
de vie de l’agent pathogène, et, plus particulièrement des interactions du parasite avec son hôte. Dans 
ce contexte, l’objectif principal du travail de thèse proposé est de comprendre les interactions entre 
l’huître plate Ostrea edulis et son parasite Bonamia ostreae, et, plus particulièrement les bases 
moléculaires de la résistance au parasite. Dans un premier temps, la réalisation d’une banque 
soustractive d’ADNc a permis d’identifier des ESTs différentiellement exprimées chez des hémocytes en 
réponse au parasite. L’expression de certains gènes dont une galectine a été mesurée en PCR en temps 
réel dans le contexte d’infections in vitro. En complément, la réponse cellulaire a été étudiée par 
cytométrie en flux et l’infection contrôlée en microscopie. Ces expériences ont montré une multiplication 
parasitaire dans les hémocytes au cours du temps associée à une diminution de la production d’EOR et 
d’estérases. Dans un second temps, il a été entrepris une étude comparative entre une population 
d’huîtres plates résistantes à la bonamiose et une population naturelle. Les résultats obtenus tendent à 
montrer qu’une modulation de l’apoptose et une diminution de la phagocytose seraient impliquées 
dans les mécanismes liés à la résistance  à la bonamiose. Ce travail est le premier à étudier la réponse 
des hémocytes d’huîtres plates à une infection par le parasite Bonamia ostreae au niveau cellulaire et 
moléculaire.  
 
MOTS-CLES : huître plate, Ostrea edulis, bonamiose, Bonamia ostreae, interaction hôte-parasite, 
expression, résistance, hémocytes, hybridation soustractive suppressive  

 
TITLE : Study of host/parasite interactions in the flat oyster Ostrea edulis and the parasite Bonamia 
ostreae. 
 
ABSTRACT : The history of the French oyster production highlights the fragility of this production against 
overexploitation and disease outbreaks. In particular, the production of flat oyster, Ostrea edulis, has 
decreased following the emergence of two parasitic diseases including bonamiosis. The means to fight 
against bonamiosis are relatively limited. They are mainly based on oyster health surveillance to limit the 
spread of the disease. However, the use of predictive models of disease progression in infected area 
would help to improve stock management and minimize the impact pathogens. Moreover the 
development of resistant animals could help to revive this production. These different approaches require 
appropriate diagnostic tools, a good knowledge of the life cycle of the pathogen, and the interactions 
between the parasite and its host. In this context, the main objective of the phD work is to understand the 
interactions between the flat oyster Ostrea edulis and the parasite Bonamia ostreae, and particularly the 
molecular basis of the resistance to the parasite. In a first step, a subtractive cDNA bank allowed the 
identification of ESTs differentially expressed in haemocytes in response to the parasite. Expression of 
some genes, among which a galectin, was measured by Real Time PCR in the context of in vitro 
infections. In addition, the cellular response was investigated by flow cytometry and the infection was 
checked by microscopy. These experiments showed a multiplication of the parasite inside haemocytes 
associated with a decreased of esterases and of the production of ROS. In a second step, a 
comparative approach was carried out between a population of oysters resistant to bonamiosis and a 
natural population. Results suggest that modulation of apopotosis and decrease of phagocytosis could 
be involved in mechanisms related to resistance to bonamiosis. This work is the first study on the response 
of haemocytes of flat oysters to an infection with the parasite Bonamia ostreae at the cellular and 
molecular levels. 

 
KEY WORDS: flat osyter, Ostrea edulis, bonamiosis, Bonamia ostreae, interaction host-parasite, 
expression, resistance, haemocytes, suppressive subtractive hybridization 


