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ACP: Acide Phosphatase

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

ADNc: Acide DésoxyriboNucléique complémentaire
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DCFH-DA: 2',7'-DiChloroFluorescein DiAcetate
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DHR 123: DiHydroRhodamine 123

DMSO: DiMéthylISulfOxyde

dNTPs: Deoxy Nucléotides TriPhosphates
DSCAM: Down Syndrome Cell Adhesion Molecule
ECP: Extra Cellular products

ec-SOD: extracellular SuperOxide Dismutase
EDTA: Ethylene Diamine Tétraacetic Acid

EOR : Especes 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 Francais de Recherche pour I'Exploitation de la Mer
Ig: ImmunoGlobulines

IL: InterLeukine

iNOS: induction Oxyde Nitrique Synthetase

IP: lodure 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 Programmeée

MMLV: Moloney Murine Leukemia Virus

MT: MétalloThionéine

MyD88: Myeloid Differentiation primary response gene 88
NADH: Nicofinamide Adenine Dinucleotide (forme réduite)
NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (forme réduite)
NF-kB: Nuclear Factor-kappa B

NK: Natural Killer

NO: Nitric Oxide

NOS: Nitrite Oxyde Synthétase

0-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 é: Peroxiredoxin-6

pH: Potentiel Hydrogene

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: Ultro-Violet

VHSV: Viral Hemorrhagic Septicemia virus
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’ ostréiculture représente une part importante de I'aquaculture francaise et
plus particulierement de la production de mollusques bivalves. Elle repose
principalement sur I'huitre creuse, Crassostrea gigas, et dans une moindre

mesure sur I'huitre plate, Osfrea edulis, produites a hauteur de respectivement 128
000 et 1 950 tonnes en 2007 (FAO 2009).

L"histoire de I'ostréiculture francaise met en évidence la fragilité de cette production
face a la surexploitation des stocks et I'apparition de maladies. En effet, il est
fortement suspecté que des virus apparentés a la famille des Iridoviridae aient
décimé les populations d’huitres creuses portugaises, Crassostrea angulata, entre
1967 et 1971 (Comps 1970, Comps et Duthoit, 1976). Ultérieurement, I'huitre plate,
Ostrea edulis, a subi I'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 a 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 I'échelle
européenne, la production d’huitres plates a également souffert de I'impact de ces
deux maladies parasitaires. A ce jour, les principaux pays producteurs sont I'Espagne
(3 215 tonnes), la France (1 960 tonnes), la Croatie (500 tonnes), I'llande (382
tonnes), le Royaume-Uni (91 tonnes) et les Pays-Bas (90 tonnes) (FAO, 2009). La
production d’huitres en Europe et en France repose majoritairement sur I'élevage de

I"huitre creuse du Pacifique C. gigas.

La production d’huitres 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 I'élevage des huitres en milieu ouvert,
I'utilisation de traitements reste limitée et inadaptée de fait. De plus, I'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 I'utilisation de modéles prédictifs de I'évolution de la maladie en zone infectée

afin d'optimiser la gestion des stocks et minimiser I'impact du parasite,
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- et enfin, sur le développement d’'animaux résistants/tolérants a I'infection

présentant une meilleure survie.

Ces différentes approches nécessitent des outils de diagnostic adaptés, une bonne
connaissance du cycle de vie de I'agent pathogene, et plus particulierement des

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

Environnement

T

Figure 1: Schéma des interactions héte/pathogene/parasite (modifieé d’apres
Sniesko,1974)

Depuis sa détection en association a des mortalités d'huitres plates sur I'lle Tudy en
Bretagne en 1979 (Pichot et al., 1980), la bonamiose, maladie due au parasite
protozoaire Bonamia ostreae, a fait I'objet de nombreux fravaux de recherche. Ces
travaux ont consisté a clarifier la position taxonomique de I'agent responsable
notamment pour développer des outils diagnostiques sensibles et spécifiques et pour
comprendre I'impact du parasite sur son hote et plus particulierement sur les cellules

cibles que sont les hémocytes.

La bonamiose est listée comme maladie a déclaration obligatoire de I'Office
international des Epizooties (OIE), et la réglementation de I'Union Européenne en
raison de son impact économique sur la filiere ostréicole francaise et européenne.
Les tfravaux 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 I'OIE (2009) ; le diagnostic sur coupes histologiques, les appositions

de tissus cardiaques et la PCR.

Plus recemment des techniques moléculaires ont été développées comme Ia PCR
en temps réel ou I'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 I'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 gene codant pour I’ARNr de la petite
sous unité ribosomale de ces parasites a permis de clarifier leurs relations
phylogénétiques et de confirmer I'inclusion des parasites B. ostreae, B. exitiosa
(agent de la bonamiose chez I'huitre Ostrea chilensis en Nouvelle Zélande), B.
perspora et Mikrocytos roughleyi (agent de la mikrocytose chez I'huitre australienne,
Saccostrea glomerata) dans le phylum des Haplosporidia. L'analyse d’autres genes
d'intérét phylogénétique par des approches de génomique comparative semble

nécessaire afin de clarifier leur position taxonomique.

L'étude de Bonamia ostreae en microscopie électronique & transmission a permis
d'observer a I'intérieur des cellules hbtes, les hémocytes, différents stades de division
du parasite. Ces différents stades de division pourraient correspondre & 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 huitres saines par simple contact
(cohabitation) avec des huitres infectées a été démontrée expérimentalement,

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

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 I'étude in vitro des interactions entre Bonamia
osfreae et hémocytes (Mourton et al., 1992 ; Chagot et al., 1992, Cochennec 2001,
Xue, 1998). Chez les mollusques bivalves, le systeme de défense repose
essentiellement sur les cellules circulantes, les hémocytes présents dans tous les tissus
et dans I'némolymphe. Leurs fonctions principales sont I'élimination de particules
étrangeres (notamment d’agents infectieux) par I'intermédiaire de la phagocytose
et de la production de molécules extracellulaires visant & détruire les organismes
pathogenes. Les fravaux réalisés par Xue (1998), consacrés a la caractérisation
morphologique et fonctionnelle des hémocytes d'huitre plate, ont permis de
déterminer la distribution des hémocytes dans I'hnémolymphe et de caractériser les

activités cellulaires et enzymatiques de ces cellules.

Les hémocytes peuvent également étre les cellules cibles des infections causées par
certains agents pathogenes, tel que Bonamia ostreae (Comps et al., 1980). Ce
parasite se multiplie a I'intérieur des hémocytes sans étre dégradé. Les hémocytes
peuvent donc jouer le rdle de vecteur pour la distribution du parasite dans

I'organisme et le développement de la maladie.

Le développement d’animaux résistants (Naciri et al, 1998) a ouvert des
perspectives concernant I'étude des mécanismes cellulaires de défense impliqués
dans les phénomenes de sensibilité et de résistance. La sélection génétique a été
réalisée sur des animaux présentant un meilleur taux de survie suite a des infections
expérimentales (Hervio 1992) puis ces mémes individus ont servi de géniteurs pour un
programme de sélection génétique d’huitre plate réalisé par I'lfremer (Martin et al.,
1993 ; Naciri, 1994 ; Naciri et al., 1998).

Les mécanismes de défense de I'huitre impliqués dans la résistance a la bonamiose
ont été peu étudiés. Une étude a monitré que les activités des estérases et la
production de radicaux oxygénés sont plus élevées chez les individus sélectionnés

gue chez les individus sauvages (Cochennec, 2001). Plus recemment, des fravaux de
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génétiques quantitatives ont été réalisés visant a identifier des QTLs (Quantitative

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

Ainsi, la bonamiose représente un modéele intéressant d’étude des interactions hotes
bivalves/agents pathogenes de part la possibilité de purifier le parasite, de
reproduire la maladie en laboratoire et de part I'existence de lignées d’huitres plates

résistantes d la maladie (Figure 2).

La bonamiose représente également un modele d’'étude de parasitisme particulier
du fait du double réle joué par les hémocytes dans cette maladie. En effet, ils sont &
la fois les cellules effectrices des mécanismes de défense et les cellules hotes du

parasite.

Dans ce contexte, il apparait nécessaire d’'approfondir les connaissances sur les
interactions héte/parasite afin de mieux comprendre la réponse de I'huitre vis G vis
du parasite et d'identifier les mécanismes de résistance a la maladie. L'apport de
ces nouveaux éléments a pour perspectives de sélectionner des huitres résistantes a
la maladie et donc a plus long terme de relancer la culture de I'huitre plate. La
relance de la culture de I'huitre plate semble une voie G explorer pour le maintien
de la filiere ostréicole francaise et européenne au vu des mortalités massives
d'huitres creuses Crassostrea gigas observées depuis 2008. Maintenir une diversité
dans la filiere ostréicole pourrait permettre de limiter les effets de certains agents

infectieux spécifiques d’espece.

Héte Parasite
Ostrea edulis Bonamia ostreae
, 0
Defense

Figure 2 : Modele d’'étude des interactions héte (huitre plate)/parasite (Bonamia

ostreae)
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Le travail de these a donc consisté a étudier les interactions hdte/parasite et plus
particulierement la réponse de I'hdte Ostrea edulis A I'infection par Bonamia ostreae

aux niveaux cellulaire et moléculaire.

Ce mémoire s'organise en trois parties.

La premiere partie est consacrée aux rappels bibliographiques portant sur le modele
d'étude, I'huitre plate, Ostrea edulis et son parasite Bonamia ostreae. Dans cette
synthése bibliographique, un rappel est fait sur les principaux mécanismes de
défense chez les invertébrés et plus particulierement chez les mollusques. Ensuite, un
point est consacré a l'infection par B. osfreae. Enfin, cette premiere partie s’acheve
sur une présentation des interactions entre hote et parasite intracellulaire chez les

vertébrés et invertébrés aquatiques.

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

présentés dans une deuxieme et troisieme parties.

La deuxieme partie concerne I'acquisition de données moléculaires chez I'huitre
plate Osfrea edulis en réponse a l'infection par le parasite Bonamia ostreae. La
réalisafion de banques soustractives a permis d’identifier des ESTs différentiellement

exprimées et potentiellement impliquées dans les interactions héte-parasite.

La troisieme partie est consacrée a I'étude de la réponse cellulaire et moléculaire
des hémocytes d'huitre plate a [l'infection par le parasite au travers
d’expérimentations menées in vifro. Ces essais ont été complétés par la réalisation
d'une étude comparative de la réponse de deux populations d'huitres 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 cléturent

le mémoire.



-Rappels bibligraphiques

1¢re Partie
Rappels bibliographiques






-Rappels bibligraphiques

| 'aquaculture : La production

|.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 dulcaquicoles
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 a forte valeur ajoutée, mais tient compte

également d'un volume important de moules et d’huitres ¢ faible valeur ajoutée.

En 2006, plus de la moitié de la production aquacole mondiale est constituée de
poissons d'eau douce. La production s’éleve a 27,8 millions de tonnes, pour une
valeur de 29,5 milliards de dollars. Cette méme année, les mollusques occupent la
deuxieme place avec 14,1 millions de tonnes (27% de la production totale), pour
une valeur de 11,9 milliards de dollars. Malgré un volume fres 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 I'agquaculture

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

La famille de mollusques la plus représentée est celle des ostréidés (huitres) 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'espece
de mollusque la plus produite au monde est I'huitre creuse du Pacifique Crassostrea
gigas 4,2 milions de tonnes. Le principal pays producteur est la Chine, la France
occupant le quatrieme rang mondial et le premier au niveau européen pour la

production de I'huitre japonaise.
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3000

M Huitres creuses

M Huitres plates
Moules de bouchot

[ Autres moules

Il Coques (2005)

1 Palourdes (2005)

53 600

128 000
1950

Figure 3 : Production en tonnes des principaux coquillages en France (CNC 2009)

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

Figure 4 : Production d'huitres creuses et de moules de bouchot en 2009 dans les

principaux sites d’'élevage (CNC 2009)

10



-Rappels bibligraphiques

1.2 Production de mollusques en Europe

La production mondiale de mollusque est d'environ 13 millions de tonnes. L'Europe
est le deuxieme continent (0,69 millions de tonnes) en quantité totale de production
de mollusques loin derriere I'Asie (11,6 millions de tonnes). Au niveau européen, la
France se classe deuxieme (188 870 tonnes) derriere I'Espagne qui est le premier
producteur européen de mollusque avec 217 749 tonnes. L'ltalie termine ce podium
avec une production de 120 318 tonnes. L'Espagne se classe premiere gréce 4 sa
forte production de moules (209 633 tonnes), la France est le premier producteur
d'huitres avec une production annuelle de 128 500 tonnes d’huitre creuse
Crassostrea gigas (FAO 2007, CNC 2009).

En Europe, I'huitre creuse n'est pas la seule huitre cultivée. L'huitre plate, Ostfrea
edulis, huitre indigene des cbtes européennes connait une production réduite
d’environ 6 200 tonnes par an pour I'Union Européenne. Cette production réduite est
liee 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 I'lrlande (382 tonnes).

|.3 Conchyliculture en France en 2010

La production francaise de coquillages repose essentiellement sur la production
d'huitres creuses et de moules de bouchot (Figure 3). La production d’huitres creuses
est de 128 500 tonnes pour I'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’huitres plates (1960 tonnes). Les sites de
production sont localisés sur la facade maritime méditerranéenne, atlantique,

bretonne et normande (Figure 4).

11
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Il L'hote

II.1- L'huitre plate, Ostrea edulis

L'huitre plate, Osfrea edulis est une espece d'huitre autochtone des rivages
européens. En France, elle est connue sous plusieurs appellations selon les régions de
production: pied de cheval (Dunkerque a Tréguier), Belon, Marennes ou Gravette

(Arcachon).

I1.1.1 L'histoire de I'huitre plate en France

L'huitre plate a connu une époque glorieuse du temps des Romains. Suite a 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'huitres fut observée. Afin de palier d cette pénurie, des travaux ont
été menés pour tenter de maitriser I'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'huitre, I'ostréiculture moderne a vu le jour. Les
premiéres applications des travaux furent réalisées dans le bassin d’Arcachon et ont
conduit a I'émergence des premiers parcs de captage du naissain. L'huitre plate
était alors la seule espéce cultivée en France. A la méme époque, le gouvernement
autorise I'importation d'huitres creuses dites « Portugaises », Crassostrea angulata. En
1868, I'incident du Morlaisien marqua I'implantation de cette espece en France. Le
Morlaisien, en provenance de Lisbonne et transportant des huitres creuses s'abrita
dans I'estuaire de la Gironde suite a de fortes intempéries. En raison d’un séjour
prolongé, la cargaison ¢ bord devint avariée, et fut rejetée dans I'océan dont les

huitres creuses. Ces huitres s'acclimaterent et se reproduisirent.
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La conchyliculture s'est développée grdce aux premieres attributions de
concessions sur le domaine public maritime, la production entre I'huitre plate et
I'huitre creuse reste équiliorée au début du XXéme siecle. La production d’huitres
plates était alors développée dans le bassin d’Arcachon, et s’élevait a 20 000 tonnes

par an.

En 1920, les huitres plates ont connu de fortes mortalités encore inexpliquées a ce
jour. L'huitre creuse portugaise la remplaca, étant principalement produite dans le

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

Au début des années 60, I'ostréiculture reposait essentiellement sur la production
d’huitres creuses portugaises estimée & 85 000 tonnes, alors que la production
d’huitres plates avoisinait les 30 000 fonnes (FAO 2009).

Entre 1967 et 1973, I'ostréiculture francaise a d0 faire face & une crise de grande
ampleur liee & deux maladies infectieuses affectant I'huitre creuse portugaise : la
premiere appelée « la maladie des branchies » due a un virus de type iridovirus, puis
la seconde également due a un virus de type iridovirus comparable dite « maladie
hémocytaire ». Ces deux maladies consécutives sont reconnues comme ayant
enfrainé la disparition de I'huitre portugaise Crassostrea angulata des cotes
francaises. Les pouvoirs publics déciderent alors d'importer une nouvelle espece

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

Durant cette méme période, I'huitre plate a connu des premieres mortalités dues au
parasite Marteilia refringens (Comps 1970, Herrbach 1971, Grizel et al., 1974), agent
de la marteiliose ou maladie des Abers. En 1979, I'huitre 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'huitre plate, la production est alors passée de 20 000 tonnes en 1970 &
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’huitres plates en France (FAO)

Aujourd’hui, la production d’huitres 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 a Cancale
(Bretagne Nord). En 2001, la production de naissain s'élevait a 375.5 10¢ 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). A I'ége de dix mois, une partie du naissain
est tfransférée sur le site de Cancale, principal site de grossissement des huitres plates
avant commercialisation. La Bretagne sud représente la moitié de la

commercialisation de I'huitre plate, (Girard et al., 2005).

II.1.2 Répartition géographique

L'huitre plate, Osfrea edulis peuple les cbtes européennes de la Norvege a
I'Espagne, et notamment le Danemark, I'Allemagne, les Pays-Bas, la Belgique, la
Grande-Bretagne, I'llande et la France. En Méditerranée, elle est présente en
France, ltalie, 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 I'huitre plate Ostrea edulis (d'apres Jaziri
1985)

Regne Animal, Invertébres

Phylum Mollusques

Classe Lamellibranches (Bivalvia) (Linnég,
1758)

Ordre Filioranchia (Woodward,1892)

Sous-Ordre | Anisomyaria

Super- Ostreoidea (Rafinesque, 1815)

Famille

Famille Ostreidae (Rafinesque, 1815)

Genre Ostrea

Espece Edulis

Tableau 1 : Systématique de I'huitre plate, Ostrea edulis
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I1.1.3 Systématique

L'huitre plate Osfrea edulis appartient a la classe des Lamellioranches, & I'ordre des
Fillilbranches, au sous-ordre des Anisomyaires, a la superfamille des Ostréoidés et a la
famille des Ostréidés (Tableau 1).

Le corps de I'huitre se situe a I'intérieur d'une coquille constituée de deux valves,
unies par un ligament situé le long de la charniere. Il existe plusieurs classifications
des bivalves selon des criteres anatomiques et distribution géographique. La forte
plasticité morphologique de ces animaux (formes, couleur) rend la classification plus

complexe.

Les huitres sont des animaux métazoaires (organismes pluricellulaires), protostomiens
(bouche formée a partir de blastopore), triploblastiques (possédant entre
I'’ectoderme et I'endoderme un troisieme feuillet individualisé, le mésoderme),
coelomates (possédant un coelome), hyponeuriens (systeme nerveux ventral) &

symétrie bilatérale. Leur corps est mou et non segmenté.

Le genre Osfrea regroupe quarante-trois especes (Breisch & Kennedy 1980). La
répartition du genre Osfrea est fres large, il est présent dans les eaux chaudes et

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

I1.2 Biologie de I'huitre plate Ostrea edulis

11.2.1 Cycle biologique

L'huitre plate est un animal hermaphrodite asynchrone G sexualité consécutive
rythmique. Elle est généralement protandrique, mais peut changer de sexe plusieurs
fois dans la méme saison de ponte. Elle peut étre successivement mdale et femelle.
La période de reproduction se situe au début du printemps jusqu’a I'automne.
L'huitre plate est larvipare contrairement & I'huitre creuse ou la fécondation est
externe. La fécondation des ovocytes se situe dans la cavité palléale de I'huitre
plate. Le madle libere le sperme dans le milieu et la femelle filire les gametes et la
fécondation a lieu dans la cavité palléale. Les larves sont incubées huit a dix jours

dans la cavité palléale, puis sont libérées dans le milieu a raison d'un million de larves

16



-Rappels bibligraphiques

par ponte en moyenne. Il est possible d'observer des huitres plates femelles
porteuses de larves. On parle d'huitres ardoisées. Les larves émises mesurent 160 um
environ. La durée de la phase planctonique des larves véligeres est fonction de la
température : de cing jours dans les eaux a 26°C, jusqu'd 14 jours a 17°C. La vie
pélagique de ces larves pédivéligeres dure encore dix jours, au terme desquels elles
se fixent sur un support (280 & 300 um). Les juvéniles sont capables de se reproduire
des le premier été. Le cycle de reproduction de I'huitre plate est résumé sur la Figure
7.

Phase larvaire

Captage des gamétes = p|anctonique
par la femelle, At
Fécondation interme | o \
i Expulsion

Emission de
gameétes

des larves
Jo
Femelle ardoisée

(8 a 10 jours d'incubation des

Maturation -
larves dans la cavite palleale) -

Cycle de développement de Larves "D"
I'huitre plate européenne Croissance
Huitre a(lulteT Ostrea edulis (Lil]llé, 1758)
Croissance e B
—

© ¢

[ L e .w...|[||11||grllir!}¥_ffm

Larve pediveligere
Fixation a
un substrat

Croissance du naissain "FoiSSanc v
2 . L. Croissance (1 ¢tamorphose)

du naissain

Phase benthique

Naisgain

Figure 7 : Cycle de reproduction de I'huitre plate Ostrea edulis (com. Per. Estelle

Harrang) (Photos Estelle Harrang)
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I1.2.2 Ecologie de I'huitre plate

L'huitre plate vit immergée jusqu'a des fonds de 40 m ou dans le domaine intertidal
(zone de balancement des marées) a I'étage infralittoral (coefficient de 90-110). En
€levage, elle peut étre cultivée sur des parcs découvrant seulement aux marées de
vives-eaux par des coefficients supérieurs a 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'huitre plate vit dans des eaux plus
salines que I'huitre creuse. Elle ne prolifere pas dans les eaux estuariennes, car la

turbidité y est trop importante.

L'huitre plate comme toutes les autres huitres sont des filtreurs microphages. Elles
s'alimentent en se nourrissant de particules inférieures G 4 pum (bactéries,
phytoplancton) ou par absorption de substances organiques dissoutes dans I'eau de

mer. L'huitre peut filirer des dizaines de litres d'eau par jour.

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

de naissain (source FAQO)
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I1.2.3 Techniques d'élevage de I'huitre plate
11.2.3.1 Captage de naissain naturel

La culture de I'huitre plate repose surtout sur '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). lls sont
implantés au printemps dans des eaux peu profondes. D'autres supports de fixation
peuvent étfre 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.

11.2.3.2 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 especes normalement utiliseées sont des flagellés combinés avec
des diatomées pour fournir un régime bien équilibré et pouvoir faciliter la
gamétogenese 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.

Larve adulte fixde @ @
Maissain @

Fécondation dans la cavitd palléale

r Techniques de récalte
5

Collecteurs de nassam
(filets tubulaires)

Technigues en surélévation

Dragage

Figure 9 : Zootechnie de I'huitre plate (source FAQ)
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[1.2.3.3 Grossissement

Deux principales techniques de production sont utilisées pour produire des huitres

plates : en surélévation et a plat.

Le grossissement en surélévation consiste a utiliser des plateaux flottants ou radeaux,
filieres, cordes suspendues, lanternes ou paniers en plastique suspendus sur des

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

Dans le grossissement a plat, le naissain est directement semé par bateau sur un
fond sub-tidal d une densité de 50-100kg/ha, cing & dix fois moins que les huitres
creuses (Crassostrea gigas). La taille commune au repeuplement, qui est réalisé en
mai-juin, est de 1 cm (apres 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
huitres de frois-quatre ans. Les huitres de deux ans (60-80 g) sont récoltées par
dragage avant que la maladie n'induise des mortalités. Les huitres sont
habituellement récoltées par draguage. Malgré cette péche précoce les taux de
survie restent faibles, environ cing pour cent aprés un cycle de frois années

d'élevage (Figure 9).
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I1.3 Les hémocytes, cellules aux multiples fonctions

11.3.1 Différent types hémocytaires

Les hémocytes sont véhiculés par I'némolymphe dans un systéme circulatoire semi-
ouvert (Cheng, 1981). lls peuvent occuper différentes localisations dans le systeme
circulatoire (vaisseaux et sinus), mais sont egalement présents dans tous les tissus et

organes.

L'origine des hémocytes n'est pas clairement définie, I'absence de multiplication
des hémocytes circulant laisse suspecter I'existence d'un ou plusieurs sites
d’hématopoiese chez I'huitre. |l est généralement décrit que les hémocytes
circulants proviennent d’'une différenciation de cellules dans le fissu conjonctif.
Plusieurs modeles d’ontfogénese hémocytaire ont été proposés notamment par
Cheng (1981) et Mix (1976) (Figure 10 et 11).

Difféerents types d’hémocytes ont été différenciés sur la base de criteres
morphologiques, cytochimiques, fonctionnels et moléculaires (Xue, 1998). Cheng
(1981) et Fisher (1986) ont établi deux grandes catégories cellulaires en se basant sur
les criteres morphologiques tels que la taille, la forme, le rapport nucléo-

cytoplasmique, I'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 : modele genéral d’'ontogénese heémocytaire chez les mollusques bivalves

proposé par Mix (1976)
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Figure 11 : modele genéral d’ontogénese heémocytaire chez les mollusques bivalves
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s e
» g
% \J
e % e P
gl ..‘."'-‘. e
e o ¢ g ®
]
° ® ® - g .‘ ’. ..J
@ -® ® : "
[ 3 'Y 9'- \.'..
'.’ b4
8 "Q.... ...
& o %% e b
. _%e
'a‘{\vo > =
0 pm

Figure 12 : Hémocytes chez I'huitre plate Ostrea edulis colorés & Hémacolorl
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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 éfres divisés en deux sous
catégories en fonction de leur taille, les grands et les petits hyalinocytes (Figure 12).
Sur la base des criteres morphologiques, I'huitre plate, Ostrea edulis, possede 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 I'huitre creuse
Crassostrea gigas il a été mis en évidence trois types de granulocytes et deux types
de hyalinocytes (Chagot, 1989 ; Auffret, 1989 ; Chagot ef al., 1992 et Mourton et al.,
1992). Chez les pectinidés, une étude a révélé I'absence de granulocyte chez le
pétoncle Chlamys varia et la coquille Saint-Jacques, Pecten Maximus (Auffret, 1985).
Certains auteurs ont utilisé d’'autres criteres comme les criteres fonctionnels
(présence d'activités enzymatiques). Les criteres fonctionnels ont permis de séparer
différents types cellulaires chez la palourde Ruditapes phillipinarum. Les granulocytes
et les hyalinocytes possedent certaines enzymes en commun (phosphatase alcaline,
estérases non spécifiques, péroxydase et cytochrome ¢ oxydase) alors que certaines
activités ne sont détectées que dans les granulocytes (B-glucoronidase, estérase

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

1.3.2 Propriétés des hémocytes

Les hémocytes possedent 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 a un stress en I'absence d’'agents infectieux. L'agrégation peut également
survenir suite @ une infection. Ce phénomene permet I'immobilisation de I'agent
infectieux, puis sa dégradation. La formation d'amas hémocytaires suite a
I'agrégation hémocytaire peut se rapprocher du phénomene de coagulation
sanguine chez les vertébrés. Cependant, les amas hémocytaires peuvent se
dissocier a l'inverse de la coagulation sanguine chez les vertébrés. Les hémocytes

dissociés peuvent ensuite retourner dans le systeme circulatoire (Feng, 1988).
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L'agrégation hémocytaire peut étre diminuée en placant I'hémolymphe sur glace
(4°C) ou par I'ajout de substances (EDTA et caféine) qui inhibent I'agrégation
(Cheng & Bayne, 19950), (Auffret & Oubella, 1997). Chen & Bayne, 1995a rapportent
aussi que I'agjout de la cytochalasine B dans I'némolymphe de Mytilus californianus
inhibe aussi I'agrégation hémocytaire du fait de I'implication du cytosquelette dans

le processus d’agrégation hémocytaire.

-Adhésion

L'adhésion hémocytaire correspond 4 une interaction entre les cellules et des
substrats. Les substrats correspondent G des molécules présentes dans le milieu
extérieur. Ces substrats peuvent étre des récepteurs présents a la surface d'autres
particules (agents infectieux) ou bien des protéines solubles libres dans le milieu
jouant le réle d'opsonine. Les molécules intervenant dans I'adhésion peuvent étre
de type carbohydrates, sucres présents a la surface des hémocytes (cf. Partie 1 §
1.4.1.3.2).

-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 fraichement prélevés mis sur une surface plane ont
tendance a s'étaler. lls prennent une forme amiboide et émettent des filipodes
(Figure 13). L'étalement des hémocytes peut étre inhibé par I'EDTA ou par un milieu

ne contenant pas de Ca? et de Mg?*.

50

Figure 13 : HEmocytes d’huitre plate Ostrea edulis fraichement exiraits 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

Apres étalement, les hémocytes peuvent présenter la capacité de se déplacer.
Cette capacité de déplacement repose sur la formation de pseudopodes. Cheng &
Howland (1982) ont monitré 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, notfamment pour la localisation et la capture des particules étrangeres. Les
hémocytes de mollusque peuvent étre afttirés chimiquement par des substances
produites par des organismes étrangers ou par les organismes eux-mémes.

Le chimiotactisme entre bactéries et hémocytes a été monitré chez Crassostrea
virginica (Cheng & Rudo, 1976; Cheng & Howland, 1979, 1982), Mytfilus edulis

(ScheeweiB & Renwarantz, 1993).

1.3.3 Fonctions des hémocytes

Les hémocytes sont impliqués dans de nombreux processus vitaux comme les
réactions de défense, la réparation de Iésions ou la réparation de la coquille (Mount
et al.,, 2004), la digestion et le transport de nutriments, la respiration ainsi que
I'excretfion (Feng, 1988 ; Cheng, 1996). Ces fonctions reposent presque toutes sur les
capacités de recrutement des hémocytes vers les sites d'infection ou de Iésion, ou ils
s'agregent pour restreindre I'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 endogenes (cellules mortes, [€sées) ou exogenes (agents

infectieux, nourriture).

25



-Rappels bibligraphiques

I1.4 Les mécanismes de défense chez les mollusques bivalves

Les mollusques bivalves (huitres) comme les aufres invertébrés sont considérés
comme dépourvus d'une immunité acquise reposant sur des cellules « mémoire ».
Cependant, I'absence de réponse immunitaire spécifigue et de mémoire chez les
invertébrés est aujourd’hui remise en question (Schmid-Hempel, 2005 ; Rowley &
Powel, 2007 ; Schulenburg et al., 2007).

Les huitres ne produisent pas d'anticorps suite a une infection. Les mécanismes de
défense chez les huitres reposent sur I'immunité dite « innée » ou non spécifique. Les
barrieres anatomiques et chimiques constfituent les premieres lignes de défense
contre l'invasion d'agents infectieux. Ces premieres lignes de deéfense sont la
coquille, le manteau, les branchies et le mucus. La seconde ligne de défense est
assurée par les composants présents dans I'némolymphe notamment les substances
dissoutes dans I'némolymphe et les hémocytes (Roch, 1999 ; Chu, 2000 ; Xue &
Renault, 2001 ; Bachere et al., 2004). Les hémocytes sont les cellules effectrices de
I'immunité chez les bivalves. Le processus de défense immunitaire repose

essentiellement sur la phagocytose.

I1.4.1 Mécanismes d médiation cellulaire
11.4.1.1 Infilfration hémocytaire

L'infiltration hémocytaire est la réponse cellulaire immédiate suite & une infection, &
un dommage causé par des substances toxiques ou une blessure. L'hémocytose est
le principal processus impliqué dans linfiltration hémocytaire. L'hémocytose
correspond G une élévation de la densité hémocytaire dans le systeme circulatoire.
Les hémocytes sont ensuite véhiculés par I'némolymphe vers le site a «réparer .
L'hémocytose peut étre considérée comme une étape préliminaire au processus
d'encapsulation ou de phagocytose. Anderson et al., (1995) indique chez I'huitre
ameéricaine, Crassostrea virginica, une augmentation de la densité des hémocytes

lors de I'infection par le parasite Perkinsus marinus. La détection de Bonamia osfreae
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sur coupe histologique chez Ostrea edulis est associée frequemment 4 une

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

By L‘% » ‘Y
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Figure 14 : (A) Coupe histologique illustrant une infiliration hémocytaire chez Osfrea
edulis associée a l'infection par le parasite Bonamia ostreae (x 100). (B) Coupe
histologique d’'une huitre plate saine sans infiltration hémocytaire (x 100). (Photos B.
Chollet)

11.4.1.2 Encapsulation

Le processus d'encapsulation intervient lorsqu’une particule est frop volumineuse
pour étre phagocytée (Figure 15). Différentes étapes ont été décrites lors de
I'’encapsulation des helminthes chez les mollusques (Cheng & Rifkin, 1970). Les
hémocytes sont véhiculés par I'hémolymphe sur le site de I'infection puis ils infilfrent
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 phénoméne a été observé chez la moule

Mytilus edulis, infectée par un procaryote de type rickettsien (Gulka & Chang, 1984).
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Figure 15 : Mécanisme général de la phagocytose et de I'encapsulation
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11.4.1.3 Phagocytose
I1.4.1.3.1 Processus de la phagocytose
La phagocytose est un processus visant a 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. Reconnadissance: la rencontre entre les hémocytes et les particules

étrangeres peut se produire passivement ou activement par chimiotactisme. Les
hémocytes sont alors dirigés vers la particule a phagocyter. Cette reconnaissance se

fait grce a des récepteurs et des lectines (Figure 15).

2. Attachement: les particules se fixent sur la membrane externe avant d'étre

internalisées (Figure 15).

3. Interndlisation : I'internalisation est réalisée par la formation d'un

phagosome qui résulte d'un enroulement de la membrane externe de I'hémocyte.
Le phagosome fusionne avec les lysosomes afin de former un phagolysosome. Lors

de cette formation, le lysosome libere 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’especes

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 étrangeres fait intervenir des récepteurs
membranaires capables de reconndaitre 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
a 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 réle clé dans la phagocytose, car elles permettent I'agglutination des
microorganismes et facilitent la liaison entre les deux cellules par leur réle opsonisant.
Les lectines peuvent éfre membranaires, mais aussi extracellulaires sous forme soluble
dans I'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 a-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
homodimeres ou des monomeres et des polypeptides pouvant contenir des
tandem repeat CRD. Chez les vertébrés, les galectines pourraient étres impliquées
dans une variété de processus cellulaires déterminant le destin de la cellule,
I'interaction entre les cellules, la prolifération cellulaire et I'apoptose (Rabinovich &
Gruppi, 2005).

Une lectine de type galectine a été identifiee chez Crassosfrea virginica associée &

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

suggerent que la galectine intervient dans I'entrée du parasite dans la cellule hbte.
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Les lectines de type C sont des lectines dépendantes du calcium (Ca?*). 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 Il (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 | (leucocytaires)), ce sont des protéines
tfransmembranaires de type | comportant un C-terminal cytoplasmique et le CRD
situé dans le domaine externe N-terminal. Les sélectines de type E jouent un réle
important dans le recrutement des leucocytes au site de la Iésion 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 4 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 éfre détectée par immunocytochimie au niveau des hémocytes et dans
les cellules embryonnaires de B. glabrata, mais la fonction de cette sélectine reste

encore a 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 oligomeres 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 collagene 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 fibrinogene « Fibrinogen-like

31



-Rappels bibligraphiques

domain ». Les MBL se lient donc a la surface des agents infectieux pour limiter

I'invasion.

Il o été identifie 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 posseédant
des propriétés d'agglutination de bactéries de I'espece Vibrio anguillarum. Les
gigalines possedent une activité opsonisante accrue in vivo en réponse a des
injections bactériennes suggérant son implication dans I'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 identifié¢e en présence du parasite
Perkinsus olseni (Kang et al., 2006). Chez I'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 apres 8h et 16h d’'exposition & Listonnella

anguillarum.

b) Protéines de ligison au LPS

Les protéines de liaison au LPS ont été identifiees 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 & action
microbicide. L'expression de ce gene est induite en réponse & une stimulation

bactérienne (Gonzalez et al., 2007).

Les LBP sont des protéines plasmatiques qui peuvent reconnaitre spécifiguement les
LPS des bactéries Gram négative, et signaler leur présence par un récepteur
membranaire (CD14 chez les mammiferes). Le récepteur membranaire CD14
transcrit le signal via son interaction avec le Toll like receptor 4 ou TLR4 chez les

mammiferes. L'activation de ces molécules de reconnaissance conduit a la
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mobilisation des voies de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire.
Plusieurs voies de signalisations sont possibles : la voie NF-kB qui régule plusieurs genes
infervenant dans la réponse immunitaire (Escoubas et al., 1999 ; Montagnani et al.,
2004) (Figure 16). Certains composés de la voie NF-kB ont été caractérisés chez

I'"huitre creuse, Crassostrea gigas (Gueguen et al., 2003).

[Drosophile ] [Crc:ssosfreo gigos] [Ver’rébrés ]

TLR4

TIR
Cg-MyD88

@ Cg-ECSIT

IL-TR

Noyau :Réponse
|. .. 1 immunitaire
KB

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

I'huitre creuse Crassostrea gigas (Modifié d’'apres 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 I'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 identifiee en
réponse de I'ajout de PMA qui a abouti d la régulation de production de peroxyde
d’hydrogene (H202). Une précédente etude menée par Zelchk et al., (2007) a
montré que la transduction du signal menant a la phagocytose, a I'activation de la
production d'EOR et a I'encapsulation du parasite Schistosoma mansoni, passait par

la voie des MAP Kinase.

Figure 17 : Internalisation du parasite Bonamia ostreae par un hémocyte d’huitre
plate Osfrea edulis (ps: pseudopodes, B.o: Bonamia osfreae) Microscopie
électronique x 20000 JEOL JEM 1200 EX (Chagot, 1989).

11.4.1.3.3 Internalisation

Apres I'étape de reconnaissance et d’adhésion, l'internalisation de particules
étrangeres fait intervenir des phénomeénes de remaniement du cytosquelette.
L'internalisation de particules étrangeres peut éfre suivie par I'ajout de particules
colorées (billes de latex fluorescentes, encres, bactéries mutées GFP ou particules
étrangeres de type zymosan, érythrocytes de vertébrés). L'internalisation commence
immédiatement apres la phase d'adhésion entre la particule étrangere et la cellule
effectrice (Cheng et al, 1975; Cheng, 1983 ; Alvarez et al., 1989). Le processus
d’internalisation de particules n’est pas completement élucidé a ce jour. Trois
modeles d'internalisation ont été proposés par Cheng (1981). Dans le premier
modele, les particules étrangéeres seraient attachées a la surface des hémocytes au
niveau des filipodes, englobées dans le cytoplasme, puis dans le phagosome. Dans

le second modele propose, les particules seraient attachées a 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
troisieme modele proposé, les particules entfreraient dans le phagosome par
I'intermédiaire de pseudopodes «zippering». Les images en microscopie
électronique obtenues suite d une mise en contact entre des hémocytes de I'huitre
plate Ostrea edulis et du parasite Bonamia ostreae laissent penser que le parasite B.
ostreae utiliserait ce dernier modele proposé afin de pénétrer dans les hémocytes
(Chagot, 1989 ; Bachere et al., 1992, Mourton et al., 1992) (Figure 17).

I1.4.1.3.4 Dégradation des particules internalisées

La dégradation des particules étrangeres s'effectue a I'intérieur du phagolysosome
aprées internalisation. La destruction des particules étrangeres est assurée par (1) un
mécanisme faisant intervenir des especes oxygénées réactives (EOR) et/ou (2) un
mécanisme faisant intervenir les enzymes lysosomiales (Bachere 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'especes oxygénées réactives est dépendante de [I'oxygene («flambée
oxydative » ou «respiratory bursty). Les especes formées sont le radical anion
superoxyde (O2), le péroxyde d'hydrogene (H202), les radicaux hydroxydes (OH-) et
I'anion hypochloride (OCI-) (Toreilles et al., 1996). La formation de ces especes est
initiée par I'attachement des particules G la périphérie de la membrane
cytoplasmique. Ceci active par la suite une activité enzymatique NADPH-oxydase
catalysant la réduction univalente de I'oxygéne moléculaire en Oz. La formation de
ces radicaux confribue & une augmentation de la consommation en Oaz. Les ions Oz
peuvent étre tfransformés en péroxyde d'hydrogene sous I'action catalytique d'une
superoxyde dismutase (SOD). L'exces d'H202 peut étre réduit en H2O et O2 sous
I'action d'une catalase ou fransformé en acide hypochloreux (HOCI) par une

myelopéroxydase.
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Figure 18 : Mécanisme de dégradation des particules phagocytées (d'apres Xue,
1998)
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La production d'EOR peut étre stimulée par I'agjout de zymosan ou de solution
soluble comme le PMA (Phorbol Myristate Acétate) (Toreilles et al, 1996). La
présence d'especes oxygéenées réactives a été étudiée par différentes méthodes
chez différents bivalves, dont Ostrea edulis (Chagot, 1989, ; Bachere et al., 1991, Xue
et al., 2001), Crassostrea gigas (Bachere 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 tres toxique pour la cellule hote. Il existe donc
des enzymes capables de détruire les EORs produites en exces dans la cellule. Les
systemes enzymatiques mis en place sont les superoxydes dismutases (SOD),
péroxydases ou catalases. Les enzymes de type SOD permettent la dismutation des
ions O% en H202. La catalase et la glutathion péroxidase (GPX) qui réduisent I' H2O2
en H20, la glutathion réductase (GRED) qui regenerent le glutathion reduit (GSH). La
GST (Glutathion S Transférase) catalyse la conjugaison du GSH, la glyoxalase et des
composés piegeurs de radicaux de faible poids moléculaire (vitamines A, C et E,
caroténoides, etc) (Toreilles et al., 1996). Tous ces systemes antfioxydants 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 eétrangeres
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 réle 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 §11.4.2.1.
En complément de ces deux processus impliqués dans la dégradation des particules

étrangeres, il existe un autre systeme de dégradation, le systeéme nitrite oxyde (NO)

présent dans la cellule phagocytaire et dans I'hémolymphe. La synthese de NO a
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été identifiée chez les mollusques bivalves. Le systeme de production de nitrite oxyde

synthétase et détaillé dans la partie 1 §11.4.2.4.

11.4.1.3.5 Devenir des particules étrangeres phagocytées dans les

hémocytes

Les particules étrangeres sont détruites apres phagocytose. Une étude effectuée
chez I'huitre américaine Crassosfrea virginica a permis de décrire I'évolution des
matériaux phagocytés dans les phagolysosomes (Cheng, 1981). Pendant le
processus de dégradation de I'organisme phagocyté, un grand nombre de granules
de glycogene s’accumulent dans le phagolysosome. Les granules de glycogene
sont libérés dans le cytoplasme suite & une rupture de la membrane du
phagolysosome. Ces granules sortent de la cellule par I'intermédiaire de vésicules.
Ces vésicules se retrouvent alors dans I'némolymphe ou la membrane contenant du
glycogene peut étre détruite et le glycogene dégradé en glucose. Auffret (1985) et
Carballal et al., (1997) ont respectivement décrit ce méme processus chez I'huitre

plate Osfrea edulis et chez la moule Mytilus galloprovincialis.

Malgré I'existence de ces processus de dégradation certains agents infectieux (virus,
bactéries ou protozoaires) internalisés peuvent éviter, inhiber ou résister a ces
mécanismes de destruction ce qui leur permet de s'installer dans la cellule héte afin
de s'y multiplier. Notfamment plusieurs parasites de mollusque bivalves résistent a la
destruction aprés phagocytose. C'est le cas du parasite Bonamia osfreae chez
I'huitre plate Osfrea edulis (Grizel et al., 1988 ; Chagot, 1989 ; Chagot ef al., 1992 ;
Mourton et al., 1992 ; Xue, 1999 ; Cochennec, 2001), de Bonamia sp. chez I'huitre
plate Ostrea chilensis (Dinamani et al., 1987 ; Doonan et al., 1994 ; Hine & Wesney,
1994q, b), de Perkinsus marinus et d’Haplosporidium nelsoni chez I'huitre 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, 1994q, b). Ceci laisse suspecter que les enzymes
lysosomiales ne participent pas a la dégradation de ces parasites du fait d'une

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

Des études sur la phagocytose ont permis de montrer que les types hémocytaires
(hyalinocytes et granulocytes) présents dans I’'némolymphe n’avaient pas les mémes
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 liee & une mobilité cellulaire plus rapide (McCormick-
Ray & Howaerd 1991). Cela a été monitré chez I'huitre américaine, Crassosfrea
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 I'huitre plate Ostrea edulis infectée par le parasite
Bonamia osfreae ou 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 Ia cellule
hote. (a) Le parasite infecte une cellule hbéte et bloque l'apoptose afin de rester
dans la cellule héte et s’y multiplie. (b) Activation de I'apoptose de la cellule hote,
ce qui peut causer la mort du parasite. (¢) Propagation des parasites (modifice
d'apres Luder et al., 2001).
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Figure 20 : Représentation des mécanismes indirects de la mort cellulaire au cours
d'une infection par des parasites infracellulaire. (a) les cellules cytotoxiques T tuent
les cellules cibles infectées et, éventuellement, le parasite dans les cellules hotes. (b)
les lymphocytes T auxiliaires activent les macrophages infectés pour tuer les parasites
infracellulaires. (c) Les cellules T activées expriment Fas et Fas ligand (FasL) et
deviennent vulnérables & la mort par apoptose induite par la signalisation Fas

(modifiee d’apres Lider et al., 2001).
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11.4.1.4 Mort cellulaire programmée (MCP) ou apoptose

L'apoptose, mort cellulaire programmée (MCP) ou suicide cellulaire, peut étre
déclenchée par de nombreux facteurs externes. Elle se caractérise par la
condensation et la fragmentation de I'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
phénoméne actif différent des phénomenes de nécrose. L'apoptose est un
mécanisme intervenant dans la réponse immunitaire, car elle peut empécher ou
limiter la dissémination des agents infectieux dans I'organisme. Il a été caractérisé
des cellules apoptotiques chez I'hdte suite G une infection par des parasites
infracellulaires (Figure 19 et 20) (LUder et al., 2001). Les parasites intracellulaires
peuvent manipuler ce phénomene en I'inhibant ou I'induisant (Tableau 2).

L'apoptose peut étre activée par deux voies, une voie exirinseque et une voie
intfrinséque. La voie extrinseque est déclenchée par I'intermédiaire de récepteurs de
la super-famille des TNFa (Fas-ligand et TNFR). Ces récepteurs permettent d'activer la
cascade d'activation de I'apoptose (Figure 21) conduisant a la mort cellulaire. La
voie infrinseque est principalement assurée par la mitochondrie. Cette voie est
gouvernée par des protéines appartenant a la superfamille de Bcl-2. Les protéines
de ceftte superfamille des protéines homologues & Bcl-2 jouent un réle majeur dans
la régulation de l'apoptose, car certaines sont pro-apoptotfiques (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 empéchant la libération du cytochrome ¢ par la mitochondrie,
Bcl-2 et Bel-xL inhibent la formation du complexe APAF1/cytochrome c/procaspase

9 nécessaire a 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
I'huitre creuse Crassostrea gigas, chez I'huitre américaine C. virginica, chez I'huitre
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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Type de

Especes . Type de cellule Mécanisme Références
modulation
: : Chenetal., 1998, Chen et
. Cellules intestinales LT
Gt oo Induction ™ Fas et Fas-L al., 1999, Ojcius et al.,
ryptosporiaium et épitheliales 1999, McCole et al., 2000
porvum . . . .
Inhibition Cellulles '|nT,e§‘r|noles ACT'VQT'On de McCole et al., 2000
et épithéliales la voie NF-kB
Induction CD4+ ND Das et al., 2000
Leishmania dovoni e Activation du Moore & Matlashewski
Inhibition Macrophages INF-q 1994
Leishmania braziliensis Induction CD4+ et CD8+ ND Bertho et al., 2000
Toure-Balde et al., 1995,
Toure-Balde et al., 1996,
Helmby et al., 2000,
Plasmodium sp. Induction Lymphocytes Fas et Fas-L Hirunpetcharat & Good
1998, Kern et al., 2000,
Toure-Balde et al., 2000,
Matsumoto et al., 2000
Theileria parva Inhibition Lymphocytes T Activation de Heussler et al., 1999
P ymphocy la voie NF-kB ’
) Khan et al., 1996,
. Lymphocytes T et Sur expression | Liesenfeld et al., 1997, Hu
Induction -
- macrophages FAS et al., 1999, Hisaeda et al.,
Toxoplasma gondii 1997
. Hisaeda et al., 1997, Nash
. Expression de ' ’
Inhibition Macrophages pI’HSP et al., 1998, Goebel et al.,
65 1999, Orlofsky et al., 1999
Lopes et al., 1995, Nunes
et al., 1998, Martins et al.,
Induction Lymphocytes T et Fas et Fas-L, 1998, Leguizamon et al.,
Trypanosoma cruzii macrophages NO, IFNy 1999, Lopes et al., 1999,
Freire-de-Lima et al., 1998
I Expression de i
Inhibition Macrophages P Chuenkova & Pereira,

I'HSP65

2000, Sakai et al., 1999

Tableau 2: Induction ou inhibition de I'apoptose chez les cellules hétes par des

parasites intracellulaires

FasL TNF-cx

TNF-a

Granzymes

Fas TNFRI

et perforines

e ——
Bcl-2 Bcl-xl

Noyau

v

v

Survie cellulaire

TNFRI

\

Activation de
la voie NF-kB

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

I'apoptose (modifiee d’apres Luder et al., 2001)
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Les phénoménes d'apoptose étudiés précédemment ont été caractérisés en
réponse a des stimuli tels que I'environnement (Da Silva et al., 2006), certains agents
infectieux (Renault et al., 2000 ; Sunila & LaBanca, 2003 ). Plus recemment, chez
I'ormeau Haliotis discus discus, il a été caractérisé un gene codant pour une
protéine présentant une forte homologie avec la molécule Fas-ligand qui est
impliquée comme récepteur dans |'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 (CfINFR) (Li et al., 2009). De plus, I'étude des transcrits de ces deux

genes a permis d'observer une sur-expression en présence de bactéries.

I1.4.2 Substances solubles présentes dans I'hémolymphe

11.4.2.1 Enzymes hydrolytiques lysosomales

Les enzymes lysosomales sont présentes dans la partie acellulaire de I'némolymphe
et a l'intérieur des cellules. Les enzymes hydrolytiques sont notamment impliquées
dans la dégradation des organismes infectieux, les enzymes hydrolytiques
lysosomales jouent un réle 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 B-glucuronidase, la
phosphatase acide (ACP) et la phosphatase alcaline (ALP), les aminopeptidases, les
estérases, I'amylase, la lipase, la B-galactosidase et le lysozyme. Ces activités ont été
détectées chez I'huitre plate Ostrea edulis (Xue, 1999). Le gene codant pour la

lysosozyme a été caractérisé chez Ostrea edulis AB179776 (Matsumoto et al., 2006).
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B-1.3-glucane Peptidoglycanes Lipopolysaccharides

Molécules de
reconnaissance

Sérines protéases

& 'l
<:I Inhibiteurs de protéinases

Prophénoloxydase == > Phénoloxydase

Phénols O2

Quinones

Figure 22 : Activation de la cascade phénoloxydase chez les invertébrés (d'apres
Séderhdll & Cerenius, 1998)
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[1.4.2.2 Protéines de stress

Les protéines de stress sont produites par tous les organismes vivants en réponse a un
stress biotique ou abiotique (polluant, température, salinité). Ces protéines sont tres
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 I'élimination des molécules dégradées. Initialement
décrites en réponse G une augmentation de température, ces protéines sont
impliquées dans d’autres situations de stress. Leur réle est la protection, le maintien et
la régulation des fonctions des protéines. Chez les mollusques bivalves, ces protéines
ont été décrites suite a des stress tels que des variations de température (Buckley et
al., 2001), de salinité (Tirard et al., 1997) et a I'exposition & 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 & des stress
thermiques et par I'ajout de contaminants (Piano et al., 2002 ; Boutet et al., 2003 ;
Corporeau & Auffret, 2003 ; Piano et al., 2004 ; Piano et al., 2005).

11.4.2.3 Systeme pro-phénoloxydase/ phénoloxydase

La phénoloxydase (PO) est une enzyme impliquée dans la production de mélanine,
la mélanine est le composé terminal du systeme 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 I'o-quinone sont formés (Coles & Pipe, 1994 ; Soderhdll &
Cerrenius, 1998). Le systeme pro-phénoloxydase peut étre stimulé par I'ajout de B-
glucan et des lipopolysaccharides. Cette stimulation active la cascade des sérines
protéases qui permet le clivage de la prophénoloxydase en phénoloxydase (Figure
22).

Le systeme 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 (Séderhdll & Cerenius,
1983).

L'existence du systeme pro-phénoloxydase a été mis en évidence dans
I'némolymphe de certains mollusques bivalves tels que ; Placopecten magellanicus,
Argopecten iridians, 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 I'hémolymphe est plus faible chez des individus infectés par le
parasite Bonamia ostfreae. Le parasite B. osfreae serait donc capable d’inhiber le
systeme phénoloxydase. Cependant, I'implication de la phénoloxydase dans les

systemes de défense des mollusques bivalves reste a approfondir.

11.4.2.4 L'Oxyde Nitrique Synthétase

L'Oxyde Nitrique Synthétase (NOS) peut catalyser la production d’'oxyde nitrique
(NO) a 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
peroxynifrite (ONOO-) qui est un composé microbicide (Ottaviani et al., 1993). Ce

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

11.4.2.5 Inhibiteurs de protéases

Les inhibiteurs de protéases participent aux mécanismes de défense chez les
vertébrés et les invertébrés. Un des réles de ces inhibiteurs est d’éviter I'activation
excessive de cascades protéolytiques endogenes (composées en partie de sérines
protéases) qui génerent des composés toxiques (quinones, complexe d’'afttaque
membranaire) pouvant conduire d des dommages tissulaires pour I'hdte. D'autre
part, ces inhibiteurs agissent contre les protéases de bactéries et protozoaires
pathogenes. Ces protéases constituent de véritables facteurs de virulence

permettant aux agents infectieux de s'intfroduire dans I'héte et d'y proliférer (Lepore
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et al., 1996). Chez les huitres Crassostrea virginica et C. gigas, il a été détecté des
activités inhibitrices contre de nombreuses protéases exogenes produites par des
agents infectieux tels que Vibrio vulnificus et Perkinsus marinus (Faisal et al., 1998).
L'a2-macroglobuline, les inhibiteurs de sérines protéases (les serpines) et les inhibiteurs
de métalloprotéases (TIMP) sont les principaux inhibiteurs de protéases permettant

de bloguer I'action d’une protéase produite par un agent infectieux.

11.4.2.5.1 a2-macroglobuline

L'a2-macroglobuline permet d’'inhiber les protéases par son mode d'action de
«piégeage » des protéases (Hibbetts et al., 1999). Sous I'action d'une protéase, la
conformation de I'a2-macroglobuline change, exposant un domaine servant de
ligand aux récepteurs des phagocytes. L'a2-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.).

11.4.2.5.2 Serpines

Les serpines ou inhibiteurs de sérines protéases constituent une large famille connue
chez les vertébrés. Elles participent notamment a la régulation des sérines protéases
au cours de I'inflammation, de la coagulation, et de I'activation du complément. La
présence de serpines a été décrite chez plusieurs invertébrés (C. elegans,
Tachyplesus fridentatus, et Drosophila sp.) par identification biochimique et par
biologie moléculaire (Silverman et al., 2001). Chez I'huitre creuse Crassostrea gigas,
une EST a été identifiée comme homologue a une serpine mais sa fonction n'a pas
été définie (Gueguen et al., 2003). Plus recemment, 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 cetfte protéine a permis de montrer in
vifro une inhibition de la prolifération du parasite Perkinsus marinus (Lapeyre et al.,
2010).
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11.4.2.5.3 Inhibiteurs de métalloprotéases

Chez les vertébrés, les inhibiteurs de métalloprotéases (TIMP) interviennent au cours
des réactions inflammatoires et permettent de réguler I'activité de métalloprotéases
de la matrice extracellulaire ou lors d’'interaction avec des protéines inflammatoires
(Brew et al., 2000).

Chez I'huitre creuse Crassostrea gigas a été mis en évidence une forte
augmentation des transcrits de Cg-Timp suite a des stimuli bactérien de type vibrions

pathogenes (Montagnani et al., 2007 ; Tirape et al., 2007).

11.4.2.6 Peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont des effecteurs du systéme immunitaire répandus
dans le regne 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). lls
sont généralement répartis en trois groupes: (1) les peptides linéaires formant des
hélices a 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 tfravaux 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  Gram
positif. Les myticines sont antibactériennes et antifongiques alors que la mytimicine
est uniguement antifongique. Une big-défensine a été identifiée chez Mercenaria

mercenaria. L'analyse de I'expression de cette défensine a permis d’'observer une
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sur expression de ce gene dans le manteau en réponse 4 une infection par QPX
(Quahog Parasite X) (Perrigault et al., 2009). Chez Crassofrea 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 a Gram positif (Gueguen et
al., 2006). Une approche moléculaire a permis de caractériser deux isoformes de
défensines (Cg-defl et Cg-def2) chez C. gigas (Gonzalez et al., 2007). Un nouveau
peptide antimicrobien riche en proline a été décrit chez I'huitre creuse C. gigas. Ce
peptide est composé de 61aa (Gueguen et al., 2009). Chez I'huitre 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 possede
un spectre d’activité plus large que les défensines identifiés chez I'huitre creuse (Seo
et al., 2005).

Aucun peptide antimicrobien n’a été caractérisé chez I'huitre plate Osfrea edulis,
Cependant, des travaux ont été réalisés afin d'étudier I'effet d'un peptide
antimicrobien isolé chez la limule la tachyplesine |, sur le parasite Bonamia ostreae
purifié (Morvan et al., 1997). Les résultats ont permis d’observer un effet sur le parasite
a 500 pg/ml de tachyplesine. Une étude similaire a été réalisée avec un autre
peptide antimicrobien la magainine 1, la magainine isolée chez I'amphibien
Xenopus laevis. La concentration de 500 ug/ml permet de réduire de 94% la viabilité

du parasite purifie (Morvan et al., 1994).

11.4.2.7 Cytokines

Les cytokines sont des substances solubles de communication synthétisées par les
cellules du systeme 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 systeme de défense, mais leurs fonctions
sont variées et complexes. Les cytokines interviennent dans de nombreux processus
biologiques comme I'embryogenese, I'nématopoiese, la réponse immunitaire ou
linflammmation. 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
I'apoptose) et IL-6 (facteur hématopoiétique) chez la moule Mytilus edulis (Hughes
et al., 1991). Chez Crassostrea gigas, le gene de l'interleukine 17 (cglL-17) a été
caractérisé. Une sur expression des transcrits de ce gene a été observée suite a
I'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 IFNa, IFNB et IFNy. Les IFNa sont
produits par les cellules de la lignée hématopoiétique (leucocytes principalement).
Les IFNB sont produits par de nombreux types cellulaires et en particulier les
fibroblastes et les cellules épithéliales. Les IFNy sont produits par les cellules T activées
et les cellules NK (Natural killer). Aucun IFN n'a été caractérisé a ce jour chez les

invertébrés.

Parmi les chémokines, deux types de TNF sont rapportés, le TNF a et B. Le TNF est
impliqué dans la réponse antivirale comme les IFNs, mais peut induire un message de
mort cellulaire programmeée ou apoptose. Les TNFR interviennent comme récepteur
pour activer les cascades d'activation cellulaire comme la voie NF-KB et MAPK. Le
premier TNFa chez un mollusque a été caractérisé chez I'ormeau Haliotis discus
discus (AbTNF-a) (De Zoysa et al., 2009). L'étude des transcrits de ce gene a permis
d'observer une sur expression de ce gene en présence de bactéries (Vibrio
alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus et Lysteria monocytogenes), de virus (VHSV) et
du LPS (De Zoysa et al., 2009).

Le TGFa est produit par les macrophages, les neurones et les kératinocytes, et est
principalement impliqué dans la prolifération cellulaire. Le TGFa est surexprimé dans
les cellules cancéreuses. La famille des TGFB est présente sous trois formes TGFf1,
TGFB2, and TGFB3. Le TGFB est impliqué dans la régénération des fissus, la
différenciation cellulaire, le développement embryonnaire, et la régulation du
systeme immunitaire (Javelaud & Mauviel, 2004). Chez I'huitre creuse, Crassostrea
gigas, il a été caractérisé plusieurs types de récepteur ligand de la super-famille des
TGFB (Lelong et al., 2000 ; Herpin et al., 2004 ; Lelong et al., 2007 ; Huvet et al., 2004 ;
Fleury et al., 2008).
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I1.4.3 Facteurs affectant les mécanismes de défense chez les mollusques

I1.4.3.1 Origine génétique

L'origine génétique chez les mollusques bivalves peut étre impliquée dans la
résistance vis-a-vis d'une maladie infectieuse. Ceci indique qu'une maladie pourrait
donc étre contrdlée grce & I'amélioration génétique par identification de
marqueurs génétiques ou fraits physiologiques impliqués directement dans la
résistance G un agent infectieux. Plusieurs travaux ont été menés sur les bivalves
marins afin d'identifier quels sont les facteurs impliqués dans la résistance a une
maladie infectieuse. Les études revelent une forte variabilité individuelle au sein
d'une méme espece. Gaffney & Bushek (1996) indiguent que l'installation d'une
maladie et son développement peuvent étre influencés par les variations
physiologiques liees a I'environnement ou a I'origine génétique. Des travaux ont été
menés sur l'identification de régions d’'un génome d’'une huitre liée a un caractere
de survie suite a des mortalités associées a la présence d'un agent infectieux (Lallias,
2008 ; Sauvage et al., 2010). Les exemples de travaux de sé€lection reéalisés sur les

quelques especes conchylicoles sont présentés dans la partie 1 §11.3.2.

[1.4.3.2 Environnement

La culture des mollusques bivalves est principalement réaliseée en milieu ouvert sur
I'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 étre modifié
et soumis G de fortes variations soit liées au climat (modification des facteurs
naturels), a I'anthropisation (contaminants). De plus, I'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
systeme immunitaire et donc rendre plus vulnérable les animaux vis-a-vis des agents
infectieux ou méme entrainer la mort des animaux dans des conditions extrémes
(Gagnaire et al, 2007).
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11.4.3.2.1 Facteurs naturels

Les facteurs naturels pouvant affecter les mécanismes de défense des mollusques
sont principalement la température, la salinité et le cycle fidal. Les mollusques
bivalves sont eurythermes et euryhalins. Malgré ces propriétés, les bivalves peuvent

mal supporter une forte variation de température ou de salinité.

Les huitres placées sur estran sont soumises a de fortes variations de température en
période estivale (Soletchnik et al., 1998). Une forte élévation de température peut
enfrainer des effets négatifs sur les mécanismes de défense des huitres.
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 I'huitre américaine, Crassostrea virginica (Chu et
La Peyre, 1993). Une modification de la température peut entfrainer 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 méme chez I'huitre 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 enfrainer une déstabilisation des membranes lysosomales chez Perna viridis
(Hauton et al., 1998, 2001).

L'expression de I'HSP 70 des hémocytes chez Ostrea edulis est augmentée suite a
une élévation de température (Corporeau & Auffret, 2003). Il semblerait donc
gu'une élévation de température chez O. edulis ne lui soit pas bénéfique.
Cependant, a I'inverse une augmentation de température (de 14°C a 21°C) semble
étre bénéfique sur les parametres hémocytaires chez la palourde Ruditapes
phillipinarum qui présente alors une augmentation de la quantité d’hémocytes
circulants et viables et de I'activité leucine-amino peptidase. De plus, ces auteurs
ont montré qu’a 21°C la prévalence de I'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 enfrainer 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, I'exposition des hémocytes in vitro a de faibles températures n'affecte pas la
phagocytose ni la production d’estérase et la mortalité cellulaire (Gagnaire et al.,
20060a).

La salinité est le deuxieme 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., 2006q).

Le cycle tidal peut avoir un effet sur les parametres hémocytaires. Les huitres &
marée basse etant émergées, I'animal est contraint de faire fonctionner ces
meécanismes anaérobies, des risques d’hypoxie peuvent donc alors apparaitre. Les
hémocytes de Mercenaria mercenaria produisent moins d'H20O2 a marée basse
(Hawkins et al., 1993).

11.4.3.2.2 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 I'hnémolymphe, ses propriétés et les

activités des hémocytes.

Une étude réalisée sur les activités des hémocytes de Crassostrea gigas a permis de
montrer |'effet de pesticides seuls ou en mixture (Gagnaire et al., 2005). L'atrazine
seule n'induit pas d’effet sur les activites des hemocytes (Gagnaire et al., 2003). En
revanche, I'exposition d'un mélange de pesticides induit une diminution de
I'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 Ia mortalité cellulaire et le pourcentage de
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granulocytes. Ce méme pesticide induit une diminufion 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’hydrogene dont la structure des molécules comprend au moins deux cycles
aromatiques condensés. Les principaux HAPs étudiés chez les mollusques bivalves
sont le benzo(a)pyrene (BaP), phénanthrene, I'anthracene et le fluoranthene. Une
étude sur ces HAPs a permis de mesurer leurs effets sur I'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 enfre 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 ef al., 2003). Chez Crassostrea gigas,
I'exposition de ce PCB sur I'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 I'expression des métallothionéines (MT) chez Osfrea
edulis (Corporeau & Auffret, 2003). Le mercure augmente in vitro la mortalité

cellulaire chez Crassostrea gigas (Gagnaire et al., 2004).

11.4.3.3 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 héte. lIs sont capables de moduler les
activités des hémocytes, voire méme de produire des substances solubles afin

d'éviter leur dégradation et donc s'installer dans I'organisme hote. Apres avoir
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échappé a la dégradation, les agents infectieux peuvent s’y multiplier, puis causer la

mort de I'animal.

Dans ce paragraphe, les agents infectieux considérés sont les virus et les bactéries.
Les relations hoétes/parasites sont traitées dans le paragraphe IV de cette méme

partie.

Chez la palourde Ruditapes phillipinarum, une augmentation du taux d’hémocytes
circulants a été observée apres injection de Vibrio tapetis. Différents auteurs
interpretent ce résultat comme une mobilisation des hémocytes vers le site
d’infection afin de limiter la dissémination de I'agent infectieux dans I'animal. Chez
I'huitre creuse, Crassostrea gigas, il a été montré une augmentation des hémocytes
circulants et une inhibition de leur capacité d’'adhésion et de phagocytose apres
infection par V. aestarianus (Labreuche et al., 2006). Lors de cette méme étude, il a
été mis en évidence une dérégulation du systeme oxydatif par une augmentation
de la production d’'EOR concomitante & une diminution du niveau des transcrits du

gene de la super oxyde dismutase (Labreuche et al., 2006).

Les interactions entre mollusques bivalves et virus ont été étudiées au fravers
d'approches moléculaires afin d’identifier les genes viro-induits chez I'huitre creuse
en présence du virus OsHV-1 (Renault et al., 2007). Ces approches ont permis
d’'identifier des genes comme IFl 44, le MyD88, le Molluscan defence molecule
precursor et une laccase ou multicooper oxydase. L'expression de ces genes a été
étudiée suite a des infections expérimentales réalisées. Une forte surexpression de I'lFl

44 et du MyD88 est observée apres 48h d'infection (Tourancheau, 2009).

II.4.4 Mémoire et spécificité immunitaire chez les invertébreés 2

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 a I'immunité adaptative chez les vertébrés. Cependant, des travaux
récents évoquent I'existence d’une réponse spécifique au travers de la présence de

recepteurs specifiques comme les PRPs (Pathogen Recognition Pattern) (Schmid-
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Hempel, 2005 : Rowley & Powel, 2007 : Schulenburg et al., 2007) (Figure 23) et par

I'identification du phénomene de « priming » (sensibilisation).

11.4.4.1 Pathogen Recognition Pattern (PRPs)

Les PRPs sont des récepteurs activés lors de la reconnaissance de PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Patterns). Dés la reconnaissance de PAMPs, les récepteurs sont
capables d'induire une destruction des agents infectieux par des mécanismes tels
que I'encapsulation et la phagocytose, ou indirectement par l'induction des voies de
signalisation intracellulaires qui confrélent la franscription des genes effecteurs
(Hultmark, 2003 ; Dimopoulos, 2003 ; Brennan & Anderson, 2004).

Il o été identifie des PRPs chez les invertébrés comme le « festern chez I'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 reconnaitre 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 a la nature de

I'organisme infectieux.

Chez Biomphalaria glabrata, il a été identifi€ 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 fibrinogene (FBG) en position carboxy-terminale
(Adema et al., 1997). Il a été identifié une grande variabilité génétique au niveau de
ces genes : 314 séquences ont été obtenues a partir de 22 individus. Cette grande
variabilité génétique pourrait expliquer I'existence d’une reconnaissance du non soi.
Cependant, le réle exact de ces molécules lors d'une infection n'est pas élucidé. |l
semble que les FREPs soient capables de reconnaditre 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 I'intermédiaire des

PRPs (modifié d’apres Rowley et al., 2007)

11.4.4.2 Priming

Des phénomenes 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 reconnaitre et de rejeter des greffes venant d’autres vers de terre et ce
de facon 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, héte intermédiaire dans la schistosomiose. En effet, des expériences ont
été menées sur des individus (B. glabrata) exposés a des larves d’échinostomes
irradiés (non-viables mais capables de pénétrer chez les hdtes mollusques). Ces
mémes individus ont été ensuite exposés une seconde fois & 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 étres réinfectés une seconde fois. Ces
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résultats illustrent la possibilité d'une protection durable contre la réinfection donc
I'existence de priming chez ce mollusque et comparable aux autres invertébrés
étudiés. Les approches moléculaires permettront de compléter les connaissances sur
I'immunité chez les mollusques bivalves (Figure 24). Ces connaissances sont
nécessaires & 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

Ostrea edulis
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Figure 25: (A) Observation du parasite Bonamia osfreae extracellulaire (Bo Ec) (x
1000). B Observation de plasmodes (pl) (x 1000). (Photos B. Chollet)

Figure 26 : Ulfrastructure du parasite Bonamia osfreae. Cd :corps dense, n :noyau,
mi :mitochondrie, h :haplosporosome microscopie électronique x 62500 JEOL JEM
1200 EX (Chagoft, 1989)
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Il La bonamiose maladie due au parasite Bonamia

ostreae

lll.1 Le parasite Bonamia ostreae

Le parasite a été observé pour la premiere fois en 1979 en Europe a I'lle Tudy en

Bretagne en association a de fortes mortalités d'huitres plates (Pichot et al., 1980).

I1.1.1 Morphologie et ultrastructure

Le parasite est le plus souvent observé a l'intérieur des hémocytes, mais il peut
également étre observé en position extracellulaire (Figure 25). La taille du parasite
est comprise entre 2 et 4 um de diametre. 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
possedent 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 possedent des crétes plus nettes
et plus nombreuses. Un autre type d'organite est représenté par des formes
membranaires renfermées en saccules similaires a un appareil de Golgi. Des
particules denses structurées ou PDS ont été identifiees dans les formes claires et

denses. Les auteurs suggerent que ces corps proviennent de lipides de I'hote.
L'étude ultrastructurale d'un parasite proche, Bonamia sp., par Hine et Wesney
(1994a, b) révele la présence de corps lipidiques a la périphérie de I'appareil de

golgi et du réticulum endoplasmique (Figure 26).

Les formes denses, souvent détectées dans les tissus fres parasités, et les formes claires

décrites dans des tissus faiblement parasités, ont eté respectivement interpretees
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comme des formes de résistance et des formes végétatives du parasite (Pichot et
al., 1980).

11.1.2 Distribution géographique

De fortes mortalités d’huitres plates ont été détectées en Californie en 1963. Ces
mortalités ont été associées a la présence de petits parasites, appelés microcell du
fait de leur structure (Katkansky ef al., 1969). Ces formes ont été assimilées au
parasite protozoaire Bonamia osfreae suite a I'analyse du parasite en microcopie
électronique (Elston et al., 1986).

Le parasite a été décrit pour la premiere fois en France en 1979 & I'lle Tudy, puis
cette parasitose s’est tres vite répandue dans tous les sites ostréicoles francais via des
transferts d'huifres entre bassins ostréicoles (Tigé et al., 1982; Grizel, 1985). La
prévalence peut varier d'un site d un autre de 10 a 70%. Le parasite Bonamia
ostreae a touché tres rapidement les pays européens producteurs tels que les Pays-
Bas (Van Banning, 1987 ; Van Banning, 1991), le Danemark (Elston et al., 1987),
I'Espagne (Figueras, 1991), I'Angleterre et llMande (Rogan et al., 1991). Il a été
egalement détecté dans I'état du Maine au Etats-Unis (Barber & Davis, 1994 ;
Friedman & Perkins, 1994 ).

Plusieurs hypotheses ont été émises sur I'origine de I'émergence de ce parasite en
France. Des études ont considéré notamment lintfroduction du parasite par
I'intermédiaire des eaux de ballast ou des huitres collées sur les coques des bateaux,
mais cette hypothese n'a pas été retenue (Minchin et al., 1993 ; Minchin & Sheehan,
1998 ; Hayes, 1998; Ruiz et al., 2000). L'hypothese la plus probable repose sur
I'importation de naissain d’huitres plates de Californie (Grizel 1985 ; Balouet et
al.,1983). Aujourd’hui, la bonamiose due a 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 ef al., 2006).
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[11.1.3 Taxinomie

Les PDS ont été associées a des haplosporosomes décrits chez certaines
haplosporidies (Perkins, 1979 ; Pichot et al., 1980 ; Besnard, 2001). La description de
ces corps a permis d'apparenter Bonamia osfreae a I'ordre des haplosporidae.
Cette hypothese a été confirmée par le séquencage du gene codant I'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. osfreae est présent dans I'ordre des haplosporidae.

La récente identification du gene codant pour I'actine chez Bonamia osfreae a
permis de confirmer sa position dans le groupe des haplosporidies (Lopez-Flores et
al., 2007).

I11.1.4 Cycle de développement et transmission

Actuellement, le cycle de développement et de transmission de Bonamia ostreae
n'est pas complétement élucidé. Plusieurs stades de division ont été décrits en
microscopie électronique correspondant d une multiplication schizogonique. Van
Banning, (1990) a suggéré que le stade infrahémocytaire serait le stade final de la
multiplication du parasite et a proposé un cycle d'infection qui passerait par les tissus
ovariens. Cette hypothése 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 a I'entrée, soit a 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 I'hypothese
d'une sortie du parasite de son héte au niveau des branchies. Cependant, il est
possible que le parasite soit éliminé par les feces car des Iésions au niveau de

I'épithélium stomacal ont été également observées (Comps, 1983).
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b -

Haplosporidia

Figure 27 : Classification phylogénétique de Bonamia osfreae sur la base de la

séguence de la sous unité ribosomale de I' ADNr (Reece et al., 2004)
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A la mort des animaux, il est envisageable qu’'un grand nombre de parasites soit
libéré dans le milieu par la dégradation des tissus. La fransmission de I'infection par
cohabitation entfre des huitres infectées et des huitres saines a été montrée (Culloty
et al., 1999 ; Lallias et al., 2009). Ce resultat suggere que le parasite n'a pas besoin
d'héte intermédiaire pour accomplir son cycle biologique. Cependant, plusieurs
études ont porté sur le réle d'hétes intfermédiaires ou vecteurs potentiels dans la
transmission de la maladie, en particulier le réle de la macrofaune (Culloty ef al.,
1999; Lynch et al., 2007). Lynch et al., (2007) ont montré un réle possible de I'ophiure

Ophitrix fragilis dans le cycle biologique du parasite.

La mise au point d'un protocole de purification de parasite a partir d'huitres
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 infra-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 &gés de 3 ans et maintenus 4

mois en laboratoire (Hervio et al., 1995).

1.2 La maladie : la bonamiose

l11.2.1 Période d'infection

Le parasite induit des mortalités toute I'année avec deux pics de mortalités a la fin
de I'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'huitre plate dans une zone infectée, le parasite est détecté apres trois a cing mois.
D’autres résultats similaires ont été obtenus dans d’'autres pays européens comme

I'Espagne et les Pays Bas (Montes et al., 1991 ; Van Banning, 1990).
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1.2.2 Especes sensibles

L'hdéte naturel du parasite protozoaire Bonamia osfreae est ['huitre plate
européenne Ostrea edulis. D'autres especes huitres (O. puelchana, O. angasi et O.
chilensis) ont pu étres infectées par ce parasite apres immersion dans des zones ou
I'agent pathogene est endémique (Grizel et al., 1983 ; Bougrier et al., 1986 ; Pascual
et al., 1991). Une seule espece Crassostrea arakiensis du genre Crassostrea est
sensible au parasite en condition expérimentale (Pascual et al., 1991 ; Cochennec et
al., 1998).

I11.2.3 Facteurs biotiques et bonamiose

Les facteurs biotiqgues pouvant étre impliqués dans le développement de la

bonamiose sont I'age de I'huitre, la taille/poids et la période de maturation.

12.3.1 Age

Le parasite a été observé chez le naissain comme chez I'adulte, mais la mort de
I'hbte intervient généralement a partir de deux ans d’age, I'intensité de I'infection
augmentant avec I'age et la taille de I'huitre (Balouet et al., 1983 ; Caceres-Martinez
et al., 1995; Culloty & Mulcahy, 1996 ; Grizel 1985). Figueras, (1991) n'a observé
aucune relation directe entfre I'Gge des huitres et présence de la bonamiose,
présence de cellules néoplasiques et infiltration hémocytaire. Cependant, les huitres
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 huitres
plates de moins d'un an placées en cohabitation avec des huitres infectées apres 6
mois d’'expérimentation. L'infestation est plus significative apres une premiere saison

de reproduction, soit apres deux d’age (Culloty et al., 2001).
111.2.3.2 Taille et poids
La bonamiose semble étre une maladie taille-poids dépendante. Plusieurs études

ont été réalisées afin de déterminer si une corrélation existait enfre ces deux

parametres et la maladie (Culloty & Mulcahy, 1996 ; Figueras ef al., 1991 ; Caceres-
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Martinez et al., 1995 ; Montes ef al., 2003). Culloty & Mulcahy, (1996) ont montré que
les huitres de plus grandes tailles présentaient une prévalence plus faible tandis que
Figueras et al., (1991) ont observé de plus fortes mortalités chez les huitres de grosse
taille. De méme, Montes et al., (2003) ont rapporté des mortalités préférentiellement

sur les plus grosses huitres de 24 mois.

[11.2.3.3 Période de maturation

Des études ont été réalisées durant la période de maturation des huitres afin
d’identifier si les huitres matures présentaient des degrés d’'infection supérieurs O 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
I'nypothese 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 étre plus vulnérables a la maladie durant cette
période du fait de I'investissement de I'énergie dans la reproduction et non dans les
meécanismes de défense. Il a été montré précédemment que les huitres dgées de
deux ans et plus présentent une prévalence plus forte. Néanmoins, Des animaux

infectés mdles ou femelles sont capables de produire des gametes viables.

lIl.2.4 Facteurs abiotiques et bonamiose

Parmi les facteurs abiotiques, il y a la salinité, I'oxygene 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.

11.2.4.1 Température

La température est un parametre important chez les mollusques bivalves et de fortes
variations de température peuvent induire des modifications du fonctionnement du
systeme immunitaire chez les huitres (Cheng, 1987). Cochennec et al. (2004) ont
réalisé des analyses sur des lofs d'huitres plates injectées placées a différentes

températures. Une basse température et des changements de températures
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semblent affecter les mécanismes de défense des huitres plates. Le développement
de la maladie est plus rapide a basse température. REcemment, une étude réalisée
sur la conservation du parasite purifié Bonamia osfreae a mis en évidence que le
parasite conservé a 4°C présentait un meilleur faux de survie qu’a des températures
plus élevées (Arzul et al., 2009). Une basse température serait donc favorable au

parasite et défavorable pour les huitres.

I11.2.4.2 Pratiques culturales et zootechniques

Suite a I'apparition du parasite Bonamia ostreae sur les cbtes francaises, certaines
recommandations concernant les pratiques d’'élevage des huitres plates ont été
proposées afin de limiter I'impact de la bonamiose. En effet, des études ont permis
de mettre en évidence qu’'une réduction du nombre d'huitres au m? permettait de
diminuer I'impact du parasite sur les élevages (Confrat plan Etat-Région, 1984 et
1990).

La prévalence de la maladie et la mortalité des huitres sont augmentées en lien
avec la manipulation et le transfert des huitres (Van Baning, 1991 ; Le Bec et al.,
1991). Les professionnels ont également observé que les huitres plates Ostrea edulis
mélangées avec des huitres creuses Crassostrea gigas présentaient de meilleures

performances zootechniques (Body et al., 1991 ; Le Bec et al., 1991).

I1.2.5 Méthodes de diagnostic

La bonamiose est une maladie a 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 & mettre en ceuvre

et leurs applications dépendent du contexte de I'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 & mettre en ceuvre (Figure 29). Elle consiste a appuyer le fissu sur une lame

propre et & colorer I'empreinte obtenue en coloration HEmMacolor®.
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Les branchies sont utilisées par défaut, lorsque le coeur est déja trop dégradé (Hervio
et al., 1995), ou lorsque les prélevements sont faits sur animaux vivants anesthésiés

(biopsies).

9

foia & \%

Figure 29 : Appositions de tissus cardiaque colorées a I'hémacolorl (x 1000) (Photos
B.Chollet)
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La technique de PCR RFLP permet de différencier certaines espéces de Bonamia.
Une PCR est réalisée sur I' ADN extrait des échantillons & tester, et les produits obtenus
sont ensuite digérés par deux enzymes de restriction : Bgll et Haell. La taille des
différents fragments obtenus sur le gel permet de différencier trois especes 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 géenes de I'actine du

parasite B. osfreae (Robert et al., 2009).

1.3 Moyens de lutte contre la bonamiose

Les moyens de lutte contre la bonamiose restent limités. lls sont basés essentiellement

sur le conftréle sanitaire, la prophylaxie et I'amélioration génétique.

I11.3.1 Prophylaxie et contréle sanitaire

Les huifres 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'ufilisation de traitements medicaux est en général impossible en raison

des conditions d’'élevage (Grizel, 1989).

Le contréle 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.

I11.3.2 Amélioration génétique

Des animaux appartenant a une méme espece peuvent présenter des sensibilités
différentes vis a vis d'une maladie. Ces différences peuvent étre liées aux conditions
environnementales, I'état physiologique de I'animal ou bien a I'héritabilité de
caracteres génétiques. L'amélioration génétique vise en particulier a sélectionner

des animaux résistants a une maladie. L'amélioration génétique a été largement
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étudiée chez différentes especes conchylicoles afin d'obtenir des populations
résistantes a 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, |'huitre
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 Osfrea edulis afin
d’obtenir des animaux résistants a Bonamia ostreae. Confrairement au programme
de sélection réalisé chez Soccostrea glomerata, Crassostrea virginica, le programme
de sélection entrepris par I'lfremer en 1985 a fait appel & une pression de sélection
par infection expérimentale (Mialhe et al., 1988 ; Hervio, 1992 ; Culloty & Mulcahy,
1992). Apres plusieurs générations et des années de sélection massale, le taux de
survie des huitres plates sélectionnées est supérieur a celui des huitres non
seélectionnées (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. osfreae
étaient corrélés aux taux de survie. Le suivi de parametres 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 huitres sélectionnées et celles non
sélectionnées. Plus recemment, des QTLs liés a la résistance a la bonamiose ont été
identifies dans le cadre d'une infection expérimentale sur deux groupes d’huitres

plates présentant des niveaux de survie contrastés (Lallias et al., 2009).
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IV Systeme hote-parasite, interactions durables

Un parasite est un organisme « pique-assiette » qui vit aux dépens d'un autre étre

vivant (héte) dont il tire sources d’'énergie, moyens de transport et protection vis a vis

iy ¢

Parasite T@' 2

du milieu extérieur (Figure 30).

= <

Figure 30 : Quels avantages & une vie parasitaire 2 (modifié d'apres Combes, 1995)

Le systéeme hoéte-parasite est un écosystéeme particulier a durée de vie limitée, le
parasite exploitant les ressources de son hdte. Cette relation obligatoire pour le
parasite s’établit aux niveaux spatio-temporel et énergétique et se fait au détriment
de I'nbte. Le parasitisme se différencie ainsi des autres types d’'interactions durables
comme |'épibiose ou la phorésie (support ou transport), I'inquilinisme (habitat), le

commensalisme et le mutualisme (ressources).
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IV.1 Parasitisme

Le parasitisme est fondé sur un équilibre dynamique entre I'hote et le parasite qui ne
peut pas étre rompu. Ainsi, seule la mort de I'héte ou du parasite peut mettre fin &
cette association. Cela distingue les parasites des parasitoides qui tuent leur hote
(situation intermédiaire entre le parasitisme et la prédation) pour favoriser leur propre

survie.

Les relations entre hote et parasite qui définissent les modalités d'un parasitisme sont
souvent tres complexes. Elles font intervenir des mécanismes adaptés aussi bien pour
prolonger la survie d'un parasite au sein de son héte que limiter ou arréter le

développement du parasite chez I'hote.

IV.1.1 Transmission parasitaire

Les parasites ne peuvent survivre que s'ils se frouvent ou aboutissent, activement ou
passivement dans un habitat favorable (hdte). Les parasites font appel a plusieurs
modes de fransmission pour passer d'hdéte en héte de maniere G découvrir et

exploiter plusieurs milieux.

La transmission parasitaire d'un hdéte & un autre hbéte peut se faire par quatre
procédés prinCipaux :

- la transmission par contact,

- la transmission par consommation,

- la transmission par vecteur piqueur,

- etla fransmission par stade libre actif.

IV.1.2 Cycle parasitaire et implication d'un ou plusieurs hotes

Le cycle parasitaire est I'ensemble d'une succession de transformations obligatoires
subies par un parasite pour passer d'une génération a une autre. L'achevement du
cycle parasitaire peut faire intervenir plusieurs hdtes successifs. On définit ainsi ce
cycle par le tferme « hétéroxene », 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 héte est dit « monoxene ». Parmi les parasites a cycle monoxene, nous

pouvons citer Giardia intestinalis, Tichomonas vaginalis et Entamoeba histolytica.

IV.2 Interactions durables : le systeme hoéte-parasite

Les interactions durables entre un hoéte et un parasite sont complexes et font
intervenir une multitude de caracteres permettant la rencontre et la compatibilité.
L'établissement d'un systeme hbte-parasite est le résultat de la combinaison de ces

caracteres.
IV.2.1 Rencontre et compatibilité

Les parasites n'exploitent qu’'un petit nombre d’'especes parmi toutes celles qui sont
disponibles. Au sein d'un méme écosysteme, il existe des disparités, car le parasite
peut ne pas exploiter I'ensemble des especes vivant au sein de cet écosysteme
(incompatibilité d'especes), ni méme certains membres d'une méme espece, on
peut parler alors de résistance.

L'établissement d'un systeme hoéte-parasite peut se décomposer en quatre
processus, ou filtres, permettant de faire le tri des especes pouvant potentiellement

devenir héte d'un parasite.

-1 Les hdtes ne sont pas présents dans le méme écosysteme que le parasite
(se trouve en dehors de la « limite de la biocénose »).

-2 Le comportement des hdtes est tel que le contact avec les stades infestant
du parasite est impossible (ne franchissent pas le « filire éthologique »).

-3 Les hotes potentiels ne conviennent pas aux exigences d’'especes ou de
ressources métaboliques du parasite (exclusion de «l'angle d’exigence» du
parasite).

-4 Les hoétes sont capables de détruire le parasite par leur systeéme immunitaire
ou autres procédés d’élimination du parasite (exclusion du parasite par «I'angle

d’évasion immunitaire »).
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Les deux premiers processus (1 et 2) conditionnent la possibilité de contact ou filtre
de renconftre. Les processus 3 et 4 peuvent éfres regroupés ensemble pour former le

filtre de compatibilité.

En résumé, nous pouvons établir que quatre obstacles doivent étres franchis pour

qu’'un systeme « hote-parasite » soit établi (Figure 31).

-1 Cohabiter (dimension écologique)
-2 Rencontrer (dimension éthologique)
-3 Accepter (dimension métabolique)

-4 Se faire accepter (dimension immunologique)

1+2+3+4= Systéme hoéte-parasite
Figure 31 : Quaftre obstacles a la realisation d'un systeme hbte-parasite
Parmi ces quatre obstacles, nous ne pouvons pas mesurer I'importance de I'un par

rapport aux autres, car si I'un d’enfre eux n’existe pas ou ne peut pas étre franchis,

alors ce systeme « héte-parasite » ne peut pas exister de facon durable.
a b C d

. L@ . . @ .

C C C C

Figure 32 : Etude des différents cas possible dans I'établissement d'un systeme hote-

parasite (Combes, 1995).
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IV.2.2 Course aux armements

L'établissement d'un systeme hodte-parasite induit des pressions de sélection sur le
génome de I'hdéte et du parasite. L'existence de deux filires (rencontfre et

compatibilité) implique une sélection sur chaque filire (Figure 32).

Le filtre de rencontre sé€lectionne :

- Les parasites qui possedent la meilleure aptitude 4 renconfrer des hotes
compatibles. Nous parlerons donc de « genes de rencontre » ;

- Les hétes dont le comportement tend a s'opposer & la rencontre des parasites,

dans ce cas, nous parlerons de « genes d’évitementy.

Le filtre de compatibilité sélectionne ;

- les hbétes qui procurent au parasite I'environnement le plus défavorable,
notamment I'environnement hostile d0 aux mécanismes immunitaires, implication de
« génes de défense ».

- les parasites qui possedent la meilleure aptitude a s'adapter & cet environnement

notamment a échapper a I'immunité. Nous parlerons donc de « génes de survie ».

Enfin, si tous ces criteres de sélection sont en faveur du parasite, le systeme hote-
parasite est établi, mais cela ne veut pas signifier que le succes du parasite est
assuré. Le parasite doit développer des mécanismes lui permettant de se maintenir

et de survivre dans son hote, nous parlerons de « genes d’exploitationy.

IV.3 Se faire accepter, exploiter et se multiplier

Se faire accepter par I'hdte sans se faire détruire est la derniere barriere a franchir
pour un parasite si le filire de rencontre est ouvert. La capacité de I'hdéte a lutter
contre l'invasion du parasite repose essentiellement sur la réponse immunitaire. Les
parasites (protozoaires) sont capables d'échapper aux mécanismes de limmunité
humorale et cellulaire de I'hdéte. Les parasites sont capables de franchir les barrieres

de leur héte afin de trouver des conditions favorables a leur développement. Pour
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cela, ils sont capables de déjouer les mécanismes de défense mis en jeu par leurs
hotes 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 hote

Les parasites existent dans pratiquement toutes les niches écologiques, mais aucune
n'est aussi spécialisée que celui du parasite infracellulaire obligatoire qui doit
pénétrer dans les cellules de son hdte pour survivre. La plupart des parasites
intracellulaires sont des protozoaires dont beaucoup sont responsables de maladies
mortelles chez les animaux et I'nomme. Les défenses que doivent franchir ces
parasites sont multiples (peau, muqueuses, tissus conjonctifs, et systeme immunitaire).
Surmonter I'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 &
I'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 & 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 héte. Les leishmanies utilisent la phagocytose pour entrer dans la
cellule héte tandis que les plasmodiums et les toxoplasmes entrent dans la cellule de

facon 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 hoéte. Les
leishmanies ne disposent pas des mécanismes nécessaires A l'invasion active et se

limitent plutét a I'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
I'intermédiaire de récepteurs classiques impliqués dans la phagocytose qui implique
une diversité des récepteurs de reconnaissance tels que le CR3, les récepteurs CRI
fucose et le mannose (Alexander & Russell, 1992) (Figure 33 et Tableau 3). La

phagocytose des leishmanies induit une participation active de I'actine de I'hote.
IV.3.1.1.2 Trypanosoma cruzii

Les trypomastigotes du parasite Trypanosoma cruzii pénetrent dans le macrophage
et tous les types de cellules en induisant un recrutement des lysosomes d la
membrane plasmique. Apres fixation a la membrane de la cellule héte, les signaux
déclenchés par le parasite peuvent engager le processus d'enfrée progressive dans
la cellule héte (Rodriguez et al., 1996) (Figure 34). L'internalisation du parasite
mobilise certains récepteurs comme le TGF-B (Transforming Growth Factor) et des
protéines de type G. La mobilisation de I'actine dans I'internalisation n'est pas

nécessaire (Tableau 3).

Phagosome

Trypanosoma cruzii
trypomastigote

Leishmania sp.
amastigote

Vacuoles parasitophores

Leishmania sp. , |
promastigote
Phagolysosome  Lysosomes

Toxoplasma gondii
tachyzoite

Figure 33 : Exemples d'internalisation de parasite intracellulaire dans une cellule de

type macrophage (modifié d’apres Sacks & Sher, 2002).
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Parasites intracellulaires
Proprietes
Leishmania sp. Trypanosoma cruzii Toxoplasma sp.
Types cellulaires Macrophage Tous Tous
. G-protein GAGs Acide
Récepteurs CR1 et CR3 TGF- siglique
Mécanisme de Voie calcique
. e Phagocytose Recrutement des | Pénétration directe
pénetration
lysosomes
Implication de . .
lactine de I'héte Oui Non Oui
|!’T1p||FZOTIOI’] de . Non Non Oui
I'actine du parasite
Situation dans la Vacuole Vacuole
Phagolysosome .
cellule lysosomale parasitophore

Tableau 3: Exemples de parasites intracellulaires: stratégies de pénétration

infracellulaire (modifié d'apres Sibley, 2004)

Recrutement des
\ lysosomes et fuion
/_L? . . Trypamastigotes dans la
Q' 5 / - ' vacuole lysosomale
ignaux .
- \ :

Multiplication des T \
amastigotes LK Iy o~ @f‘
_ Echappement de la
Différentiation vacuole

Figure 34 : Pénétration de Trypanosoma cruzii dans la cellule héte
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IV.3.1.1.3 Toxoplasma sp. et Plasmodium sp.

La motilité invasive des sporozoites 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 I'invasion sont infimement 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 manqgue de spécificité. En effet, les toxoplasmes et les plasmodiums sont
capables d’envahir tous les types cellulaires des vertébrés a sang chaud, les cellules
de poissons, et méme les cellules d’insectes. La motilité par glissement des parasites
apicomplexes n'impliqgue pas de modifications dans la forme des cellules. Leurs
mouvements ne se fondent pas sur I'utilisation de flagelles ou de cils, mais plutdt sur
I'existence d'organelles apicales cytoplasmiques, appelées les micronemes (Figures
33 et 35). Les micronemes contiennent des protéines adhésives (adhésines), qui sont
sécrétées par le pore apical de la cellule et ensuite redistribuées vers I'arriere le long
de la surface de la cellule (Dubremetz et al., 1998 ; Carruthers & Sibley, 1999 ; Opitz &
Soldati 2002). Par conséquent, leur motfilité est substrat dépendant. En plus de la
sécrétion d'adhésine, I'invasion des cellules hétes par le toxoplasme est dépendante
de I'actine et de la myosine du parasite et de I'hdte (Tableau 3) (Morisaki et al.,
1995 ; Dobrowolski et al., 1997a, 1997b ; Gonzalez et al., 2009).

A. Contact initial du parasite avec la cellule hte, exocytose
@ des gmes, des protéines du col des rhoptries et
¥ formation de la jonction mobile.

B. Glissement du parasite prenant appui sur la jonction mobile, exocytose des rhopiries et début de
formation de la vacuole parasitophore

C. Le contenu du bulbe des rhoptries contribue 2 la formation
de la vacuole parasitophore. Le co i nime
couvre la surface du zofte et s’accumule au fur et & mesure
en arrigre de la jonction mobile.

D. Extension de la vacuole parasitophore
La jonction mobile atteint la partie postérieure du zoite et se
7 ferme en arrigre du parasite alors isolé dans la vacuole.
( Le contenu des granules denses est dévers€ dans la vacuole et
< contribue & la maturation de ce compartiment.

Figure 35 : Représentation schématique des principales étapes de I'invasion des

tachyzoites de Toxoplasma dans la cellule héte.
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IV.3.1.1.4 Bonamia ostfreae

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 prélevement d'hémolymphe a
permis d'entreprendre I'étude des interactions entfre les hémocytes d’huitre et les
parasites in vifro (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'huitre plate (Chagot et al., 1992). Cette étude rapporte aussi que
I'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 I'internalisation du parasite. En revanche, le traitement du parasite
avec des sucres avant la mise en contact a montré une diminufion du faux
d’infection des hémocytes. Il semblerait donc que le parasite possede a 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

Aprées internalisation, les parasites vont réorganiser la cellule hote et interférer avec

les mécanismes de défense de I'hbte afin de se protéger et de s'installer.

IV.3.1.2.1 Remodelage intracellulaire apres internalisation

Les parasites protozoaires sont adaptés a un mode de vie infracellulaire et doivent
résister aux mécanismes de défense qui peuvent étres induits dans les cellules
phagocytaires et non-phagocytaires. Apres internalisation, les parasites sont soumis a
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 systeme basé sur un remodelage infracellulaire.
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Toxoplasma gondii est situé dans un phagosome, le parasite va se protéger par la
formation d'une vacuole parasitophore liée & I'absence de fusion avec les
endosomes et les lysosomes (Mordue et al., 1999 ; Lingelbach & Joiner, 1998). Ce
remodelage semble étre crucial pour linhibition de I'acidification des vacuoles

parasitophores et de la fusion des lysosomes.

L'internalisation du parasite Trypanosoma cruzii induit un recrutement des lysosomes
d la périphérie de la cellule (Rodriguez et al., 1995, 1996, 1997). Les lysosomes vont
servir a 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 gréce a 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 a la surface des trypomastigotes. Le parasite libre dans le
cytoplasme va poursuivre son développement dans la cellule hdte (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 a lui, & induire une invagination de la membrane plasmique de la
cellule héte et a la formation d'une vacuole d'origine plasmique, initiaclement
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 maniere
importante car la membrane du phagosome se dissout rapidement avec un
recrutement tardif des lysosomes. Ce recrutement tardif des lysosomes est
principalement d0 4 une inhibition de la maturation du phagosome par le
lipophosphoglycan (LPG). Les promastigotes ont alors le temps de se différencier et
de devenir eux-mémes résistants aux hydrolases (Desjardins & Descoteaux, 1997 ;
Dermine et al., 2000).

Les parasites du genre Bonamia remodéeleraient 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 empécherait une fusion

entre le phagosome et le lysosome et ainsi une non-dégradation du parasite.

IV.3.2.1.2 Manipulation du systeme immunitaire de I'héte par le parasite

Les macrophages possedent des mécanismes de défense primaire comme
I'activation du métabolisme oxydatif. La NADPH oxydase est une enzyme Qqui
catalyse le transfert des électrons du NADPH vers I'oxygene moléculaire aboutissant

d 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,
I'némozoine, durant I'infection (Figure 36) (Schwarzer et al., 1992). L'inhibition de la
production d'EOR serait due & 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 a une variété de stimuli extracellulaires.

Les leisnmanies 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 a la surface des leisnmanies est impliqué dans I'inhibition de la PKC.

Bonamia ostreae semble étre 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 I'interleukine
12 (IL-12) (McDowell & Sacks, 1999). L'IL-12 est I'inducteur principal de I'interféron
gamma (IFN-y). L'exces d'IL-12 peut entrainer des lésions graves des tissus

préjudiciables au parasite en bloquant son cycle de fransmission.
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Figure 36 : Inhibition des voies de signalisation chez les macrophages infectés par

Leishmania sp., Plasmodium sp. et Toxoplasma sp. (modifiee d'apres Sacks & Sher
2002).
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De plus, les leishmanies inhibent la voie de signalisation Jak-STAT par I'intfermédiaire
de protéines tyrosine kinases (Figure 36) (Nandan & Reiner, 1995). L'inhibition de la
voie Jak-STAT est due a 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-1B et I'induction de I'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 I'lL-12 (Xu et al., 2001).

Contrairement aux leishmanies et aux plasmodiums, le parasite Toxoplasma gondii
interfére avec la voie de signalisation NF-kB (Butcher et al., 2001 ; Shapira et al., 2002)
(Figure 34). Cette voie joue un réle important dans la regulation de nombreux genes
impliqués dans I'immunité innée et adaptative tels que I'lL-12, I'IFN-y, le TNF-a, I'INOS
ainsi que des molécules d'adhésion. Les macrophages infectés par T. gondii
subissent une dégradation rapide de I'lKappaB, ce qui fraduit une non-translocation
vers le noyau. T. gondii induit une inhibition plus généralisée par I'lL-12 et le TNF-a.
Une étude a permis de montrer que ['utilisation de souches virulentes de T. gondii
induisait une diminution de la production de I'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-a (Figure 36) (Dobbin et al., 2002).

Enfin, les protozoaires parasites ont développé des stratégies pour moduler les voies
de signalisation de I'apoptose des macrophages afin de maintenir leur survie dans la
cellule héte (Luder et al., 2001). Les leishmanies et les toxoplasmes inhibent la voie de
signalisation de I'apoptose, puis induisent une augmentation de I'expression de Bcl-2
(Moore et al., 1994 ; Nash et al., 1998).
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I11.3.2 Interactions entre parasite et mollusques bivalves

Par rapport aux modeles 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 I'huitre australienne Saccosfrea glomerata et la perkinsose

due au parasite Perkinsus marinus chez I'huitre américaine Crassostrea virginica.

IV.3.2.1 Perkinsus marinus et Crassostrea virginica

Le parasite protozoaire Perkinsus marinus est un parasite infracellulaire facultatif des
mollusques bivalves. La premiere description de P. marinus a été faite en 1950 par
Mackin, en Louisiane (Etat-Unis), en association a des mortalités massives de I'huitre
américaine, Crassosfrea 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'huitres (C. virginica) le long des cbtes 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 (trophozoite) et des hypnospores. Le
parasite est ingéré par I'néte, puis phagocyté par les hémocytes présents dans le

tube digestif.

De nombreuses études ont été réalisées sur ce modele afin de décrire les
interactions entre I'huitre 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 ef al., 1995b ; Chu & La Peyre,

1989 ; Fisher et Newell, 1986). Les tfrophozoites phagocytés restent viables notamment
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par inhibition de la production d’EOR produit par I'hdte et grGce a 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 a la surface des
hémocytes impliquée dans la reconnaissance de P. marinus tfrophozoite (Tasumi &
Vasta, 2007 ; Vasta, 2009). Tanguy et al. (2004), avait déja émis I'hypothese 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 a
I'infection par P. marinus chez Crassostrea virginica et notfamment 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 (cvSl-1) a été identifié et
purifieé 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 gene cvSI-1 a
moniré que le niveau d’expression est plus élevé dans les huitres sélectionnées

contre la maladie que chez les huitres non sélectionnées (Xue et al., 2010).

Hughes et al., (2010) ont montré que Perkinsus marinus module I'apoptose des
hémocytes. Ces auteurs ont observé une augmentation de I'apoptose au début de
I'infection aussi bien in vifro qu'in vivo. Une autfre étude a montré la suppression de
'apoptose dans les hémocytes des huitres naturellement infectées par P. marinus
(Sunila & La Banca, 2003), tandis que d’'aufres auteurs ont rapportés une inhibition de
'apoptose aprées 1 h dincubation des hémocytes d'huitres 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 I'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 'apoptose par l'activation et l'inhibition de la caspase 3 (Heussler et al.,

1999 ; Heussler et al., 2001). Hughes et al. (2010) suggere que les caspases ne soient
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pas impliguées dans l'apoptose accrue observée dans les étapes initiales de
linfection, et gu'elles ne sont pas inhibées par P. marinus dans les hémocytes
d'huitres. La non-implication des caspases dans I'activation de I'apoptose par P.
marinus est une caractéristique unique des hémocytes d'huitres qui les différencient

de la plupart des autres relations héte/parasites intracellulaires.

IV.3.2.2 Marteilia sydneyi et Saccostrea glomerata

L'huitre australienne Saccosfrea glomerata a subi de fortes mortalités depuis les
années 70. Ces mortalités survenant en été et en automne ont été associées a 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 I'héte sont inconnus.

Les autorités australiennes ont entrepris un programme afin de développer des
lignées résistantes d’huitres vis-a-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 a la maladie.

L'hémolymphe de Saccostrea glomerata résistantes présente une activité
phénoloxydase plus importante que I'hémolymphe des huitres non-sélectionnées
(Butt & Raftos, 2008). De plus, une nouvelle forme d’'enzyme péroxydase a été
identifiée chez les huitres résistantes (Bezemer et al., 2006 ; Newton et al., 2004). Plus
réecemment, une étude a été réalisée visant G comparer la phagocytose de
Marteilia sydneyi par les hémocytes des huitres sélectionnées et non-sélectionnées
(Kuchel et al., 2010). Aprés 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 huitres résistantes dans les phagosomes
apres infection in vitro. Les données indiquent que les hémocytes d'huitre creuse

australienne reconnaissent et phagocytent M. sydneyi, et que la résistance contre
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M. sydneyi peut étre associée a une activité phénoloxydase accrue dans les

phagolysosomes (Kuchel et al., 2010).

Par ailleurs, une étude transcriptomique chez les huitres sélectionnées a permis
d’identifier des ESTs potentiellement impliquées dans la résistance des huitres creuses
au parasite Marteilia sydneyi (Green et al, 2009). Des ESTs ayant un réle dans
I'immunité ont ainsi pu étre identifiees : une ficoline de type 4, une lectine de type
galactoside, le C1qg, une superoxide dismutase extracellulaire, une peroxiredoxin 6
(Prx 6), une metallothionéine, une small heat shock protein (sHSP), I'IK cytokine et
I'IKB. Les huitres sélectionnées semblent présenter une sur expression de la
superoxyde dismutase exiracellulaire et de la sHSP tandis que la Prx 6 et I'IK
apparaissent sous exprimées. Les huitres sélectionnées pourraient générer des
composés anti-parasitaires de type péroxyde d’hydrogene (H202) plus rapidement
et a des concentrations supérieures au cours de la flambée oxydative en raison de

I'expression différentielle des deux enzymes anti-oxydantes (ec-SOD et Prx 6).
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Acquisition de données moléculaires chez I'huiitre plate,

Ostrea edulis

Les approches de génomique comparative dont I'étude de I'expression de genes
d'intérét sont de plus en plus utilisées notamment dans I'étude des interactions
hotes-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 huitres
creuses ameéricaine 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 I'huitre australienne (Green et al., 2009).

L'acquisition de données moléculaires a pris un essor considérable ces dernieres
années grice a I'apparition de nouvelles technologies. Ces données moléculaires
sont nécessaires d 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 Osfrea edulis.

Dans ce contexte, deux approches franscriptomiques ont été réalisées afin
d’identifier des ESTs différentiellement exprimées au cours d’'infection d'hémocytesin
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 genes de

ménage.

Dans une premiére approche transcriptomique, il a été réalisé deux bangues
d’ADNc visant & identifier des genes différentiellement exprimés entre des

hémocytes infectés et des hémocytes sains apres une infection in vifro (Article 1).

Une seconde approche transcriptomique par SSH a été réalisée suite a une infection
in vitro d’hémocytes de deux populations distinctes d'huitres par le parasite Bonamia
ostreae. Dans cette étude, les deux populations sont d'une part des huitres plates

sélectionnées pour leur résistance da la bonamiose et une population dite
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«sauvage n. Cefte approche a permis d’'identifier des ESTs différentiellement
exprimées pouvant étre associées a la résistance ou la sensibilité a la bonamiose
(Article 2). La production de banques soustractives a permis d’'apporter des
éléments nouveaux sur la connaissance du génome de I'huitre plate pour lequel
pratiguement aucune donnée n'était disponible. Parmi les données obtenues, des
ESTs potentiellement impliquées dans les interactions hoéte/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 I'huitre
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 [|'expression relative nécessite
I'utilisation d'un ou plusieurs genes de ménage (housekeeping gene) ou
normalisateurs. Ce sont des contrbles internes, qui permettent de normaliser la
réaction, I'expression des résultats étant mesurée par rapport aux genes de
ménage. Afin de choisir un gene de ménage adapté, il a été entrepris une étude
visant a étudier la stabilité d’'expression de plusieurs genes 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 genes de
ménage pour la PCR en temps réel (Araya et al., 2008 ; Siah et al., 2008). Notre
étude a été réalisée avec cing ESTs candidates. Les résultats obtenus, ont permis de
sélectionner un gene de ménage (Article 3). L'étude du niveau d'expression des ESTs
potentiellement impliquées dans les interactions hoéte/parasite a pu alors étre
entfreprise. 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 I'article 1. Cet article
cible I'identification d’ESTs différentiellement exprimées au cours d'infections in vitro.
Cefte étude a été complétée par une analyse du niveau d’expression des ARNm
d’'ESTs ciblés, et la caractérisation complete de deux genes d'intérét, un gene
codant une galectine (Oe-Gal) et un gene codant un IRF (Oe-IRF). Cette étude est
suivie par la présentation de [I'article 2 portant sur l'identification d’ESTs
différentiellement exprimées par les hémocytes de deux populations d’huitres plates
en réponse a 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 completement caractérisées par RACE PCR : un géne codant
pour une protéine identifiée comme Fas-ligand (OeFas-ligand) et un gene codant
pour un IAP (OelAP). Enfin, pour terminer cette partie, il est présenté I'article 3. Cet
artficle est consacré a la mise au point de la PCR en temps réel avec l'identification
de genes de ménage qui a permis d'étudier les niveaux d’'expression des ESTs

précédemment sélectionnées.

Cette partie integre des résultats complémentaires concernant I'identification et la
caractérisation du gene Oe-MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene
88) et OeC1qg chez Ostrea edulis.
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| Identification d’ESTs d’intérét suite a une infection des
hémocytes d’huitre plate in vifro par le parasite Bonamia
ostreae

Il a été entrepris un travail en biologie moléculaire par la production de bangues
soustractives afin d'identifier les bases moléculaires des interactions hote/parasite.
Les banques soustractives ont été réalisées pour identifier des ESTs différentiellement
exprimées chez les hémocytes d'huitres plates infectés par le parasite apres 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 séquencage 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
chaine respiratoire, la détoxication, des récepteurs membranaires, et le systeme

immunitaire.

Le travail a été poursuivi par le suivi de I'expression de certaines des ESTs identifiées.
Le suivi de I'expression a été réalisé sur frois conditions : des hémocytes infectés par
le parasite vivant, des hémocytes mis en contact avec du parasite tué et des
hémocytes seuls servant de contréle a I'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 I'immunité (tissues inhibitor of métalloproteinase (TIMP), régulateur de
I'interféron (IRF-like), tetraspanine). Apres analyse du niveau d’expression de ces ESTs
par PCR en temps réel, une surexpression de OGST, SOD, TIMP, galectine, IRF-like et la

flamine est observée en présence du parasite vivant.

En complément dans cette étude, il a été caractérisé la séquence compléte de

deux genes d'intérét, les genes codant la galectine (OeGal) et I'IRF (OelRF).

25



-2eéme partie

Article n°1: Molecular responses of Ostrea edulis

haemocytes to an in vifro infection with Bonamia osfreae.

(accepté dans Developmental & Comparative Immunology)

Benjamin Morga, Isabelle Arzul*, Nicole Faury, Amélie Segarra, Bruno Chollet

and Tristan Renault.

Institut Francais de Recherche pour I'Exploitation de |la Mer (IFREMER);

Laboratoire de Génétique et Pathologie (LGP); La Tremblade, France

*Corresponding author. Mailing address: IFREMER, Laboratoire de Génétique
et Pathologie, Avenue de Mus de Loup, 17390 La Tremblade, France. Phone:
+33 5467626 10. Fax: +33 546 76 26 11. E-mail: iarzul@ifremer.fr

26



-2eéme partie

Abstract

Bonamiosis due to the parasite Bonamia osfreae 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 mechanismes.

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 vifro 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

flamin genes.

Key words: Bonamia ostreae, Protozoan, Ostrea edulis, Flat oyster, Haemocytes,

Gene expression, Suppression subtractive hybridisation.

1. Infroduction

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 aoffiliated 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. osfreae 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 Osfrea edulis genome are available
in public databases (Genbank). The only sequences available have been used to

determine the phylogenetic position of Osfrea 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 Osfrea 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 | raceways supplied with a
constant flow of seawater enriched with phytoplankton (Skeletonema costatum,

Isochrisis galbana, Chaetoceros gracialis and Tetfraselmis succica).

2.1.2 Haemolymph collection
Haemolymph was withdrawn from the adductor muscle using a TmL syringe
equipped with a needle (0.40x?0mm). Haemolymph samples were filtered on a 75

MM 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 2.10¢ cells mL-1 with seawater
filtered at 0.22 um (FSW).

2.1.3 Parasites

Bonamia osfreae 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 cenfrifugation 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 tfreatment was confrolled 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 vifro 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 intfroduced 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
um filtration and replaced by 500 ul of parasite suspension. After 2 hours, supernatant
previously filtered at 0.22 ym to eliminate bacteria, was infroduced 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 subftractive hybridisation (SSH)

Two micrograms of mRNA (1 ug from the haemocytes exposed to the parasite and 1
Mg from the haemocytes alone) were used as templates for the SSH following the
PCR-select cDNA subfraction 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 TempliPhill
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.nim.nih.gov/blast/). Only E values less than 104 were considered

significant.
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2. 5 ldentification and characterization of immune-related genes

In order to obtain the complete open reading frame (ORF) of galectine, OeGal and
Interferon regulatory factor like, OelRF, 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://bioctools.umassmed.edu/bioapps/primer3d www.cqi) (3'Galrace
GACATCGACTGCAGCCACTAAACAG, 5'Galrace TATGGGCTGTGTCTCTCTICTGCTC
and 3'IRFrace TGGGICCAGACACGGGTTCAATAC, 5'IRFrace

CACCTITGCTCTCACCCAGGTTIT). After ligation and cloning in TOPO Vector System
(Invitrogen) and fransformation 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 (OelRF-like). The isoelectric point and molecular mass were

calculated in http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.hitml.

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 Haliofis discus hannai EF392832.1)

The sequence of the complete ORF of OelRF-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 NPOO1117765.1, 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 AAKS53987.1, Salmo salar ACI33066.1,
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Chana argus ABKé63484.1, Siniperca chuatsi ABJ09546.1; IRF-3 : Homo sapiens sapiens
AAH09395.1, Mus musculus AAH50882.1, Salmo salar ACNI11005.1, Danio rerio
NP0O01137376.1 and IRF-7: Homo sapiens sapiens AA136556.1, Mus musculus
NP058546.1, Salmo salar NPO01130020.1, Carassius auratus AAO18646.1).

Alignments were performed using Clustal W (Thompson et al. 1997) including in
MEGA 4 (Tamura et al. 2007). A phylogenetic tfree 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 ul 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 freated 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 Il 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 ul using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-
microwell plates. Each well (25 plL) contained 5 uL of cDNA dilution (1/30), 12.5 uL of
Brilliant® SYBR® Green Il PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 uL of each diluted primer
(BuM) and 2.5 uL of distiled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of
activation of Hot start Tag 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 25°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('slore) (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. Resulis

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 identfified including 56 contigs and
274 singletons. Among these, 224 ESTs showed similarities with genes available in
databases with an E value < 104 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’-unfranslated region (1-95 nt)
followed by an ORF of 1103 nt (335 codons: 96-1103 nt) and finished by a 3'-
unfranslated 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 (OelRF)

Ostrea edulis cDNA interferon regulatory factor like (OelRF) 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 (OelRF) 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 OelRF 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), OelRF (4), cytochrome oxydase Il (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, OelRF (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), Crassosfrea 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-tfime
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 conftrary, 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 Schisftosoma mansoni and Vibrio splendidus (Labreuche et al. 2006 and Guillou
et al. 2007). B. osfreae like other mollusc parasites may produce proteases (Faisal et
al. 1999 and Ordds 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 cytofoxic 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 vifro 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 tfransduction and protein sorting. Filamins are a family of high molecular mass
cytoskeletal proteins that crosslink cortical actin info 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. osfreae was not engulfed
when haemocytes were freated 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-a/
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

partficularly through Toll-like receptors and other pattern-recognition receptors
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(Honda and Taniguchi, 2006). In the present study, the putative OelRF was over
expressed in haemocytes exposed to live parasites. This over expression of OelRF
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 mammails. 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. tfrophozoites. 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. osfreae. 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 tfranscriptomic investigation of interactions between
haemocytes from O. edulis and the parasite B. osfreae. This work has generated new

data concerning the host genome and contributes to a better understanding of the
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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. osfreae by the haemocytes. In addition the parasite
seems to inferact 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 OelRF. 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: Osfrea edulis (OelRF), IRF-1 Homo
sapiens and Oncorhyncus mykiss (GenBank™ accession nos. ABH05670.1 and
NPOO1117765.1 respectively). First alignment series shows the aa identities (points) of
the OelRF with two IRF-1 protein.

Figure 6 Protein sequence alignment of IRF-2: Osfrea edulis (OelRF), IRF-2 Homo
sapiens and Oncorhyncus mykiss (GenBank™ accession nos. NP002190.2 and
AAKS3987.1 respectively). First alignment series shows the aa identities (points) of the
OelRF 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 booftstrap
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replications. The scale for branch length (0.1 substitutions/site) is shown below the

free.

Figure 8 Relative expression by quantitative PCR of selected transcripts from SSH (Hsp
90, cytochrome p450, o-GST, SOD, TIMP, galectin, IRF, tefraspanin and fimanin)
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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Fig.4
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Concentration Concentration

Name Oligonucleotide sequence (5'-3') of Forward of Reverse
primer (UM) primer (UM)

Filamin Forward:TGATTTAACCGACGGGAAAG 3 3
Reverse: CTTCATCACCGGITIGTIGG

TIMP Forward:TTCGACGCATGTATGAAAGG 15 3
Reverse: TCTGGATTCAGGCCCCTA )

OGST Forward: GGTCGTCAGGGGTCAGTIT 3 3
Reverse: GGTITCCCGITICTTGAGCA

CYTOP450 Forward:GTCATCAAGCGAATGCGATA 3 3
Reverse: GGAGAGCTCCCTCATTIITCC

TETRA Forward: TTCCATCCATTGCTGATITG 3 3
Reverse: AGCTGAACTCTGCCGTIGAAG

Hsp90 Forward: TITGTGGAACGGGTCAAAA 3 3
Reverse: AACGTCGAGCACAGTICGAG

OeGal Forward: TCGGAGGTCGCCCTTAAT 3 3
Reverse: TTGCCGTGAACAATCAACA

SOD Forward: TCGTCAATGTCAGCGTGAA 3 3
Reverse: AAATGITGGGGCTIGGTIGA

OelRF Forward: GTGCAAGGTITGGAGTGGTT 3 3
Reverse: GAAGAGGCTIGGCATCTITTG

ElongPCRQ5mM Forward:GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 3 3
Reverse: CCAGGGIGGITCAAGATGAT

Topo F GACCATGATTACGCCAAGC

Topo R CCCAGICACGACGTTG

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.

. Genbank
Putative homolog . e- .
length . Homolog species Accession
protein value
number
361  Cytochrome P450 Crassosfrea gigas le-23 ABR45717
340  1ssue inhibitor of Crassostrea gigas 36-40  AAWS52530
metalloproteinase
Omega class
475  glutathione S- Crassosfrea gigas 6e-53  CAD89618
transferase
360 Tetraspanin strongylocentrofus le-5  ABE27957
purpuratus
614 IOMEIONTEGUIAION  porglichihys olivaceus 2622 BAAB346S
359 Heat shock protein 90 Crassosfrea gigas 2e-33 ABS18268
376 ~Cdlectin &like protein , uoss discus hannai 1621 ABN54798
franscript variant
324 C.U/ Zn superoxide Crassostrea ariakensis  2e-54 ABF14366
dismutase
299  Filamin Hirudo medicinalis 4e-20 AAR36862

Table 3 Candidate ESTs selected for expression level analysis by quantitative real time

PCR
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Il Elude la réponse moléculaire chez les hémocytes de
deux populations d’huitres plates infectés par le parasite
Bonamia ostreae

La sélection génétique reste une possibilité afin de maintenir la production et de
diminuer I'impact du parasite sur les cheptels d'huitres plates. Un programme mené
par I'lfremer a permis d’identifier des animaux présentant des meilleurs taux de survie
apres plusieurs générations en zones d’endémie de la maladie. En revanche, a ce

jour il n'existe aucune information sur les bases moléculaires liées a 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’huitres
sélectionnées pour leur résistance et infectés par le parasite et hémocytes
provenant d'huitres non sélectionnées et infectés par le parasite). Le séquencage
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
systeéme immunitaire (inhibitor of apoptosis (OelAP), 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'huitres 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, OelAP, OeFas-ligand et cathepsine B chez les
hémocytes résistant infectés. Les hémocytes provenant d'huitres sensibles infectées

présentent une sur-expression de gene codant la cyclophiline B.

En complément dans cette étude, les séquences completes de deux genes

d’'intérét, le Fas ligand (Oefas-ligand) et I'lAP (OelAP) 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 fransfer restriction. Previously, massal selection
based on bonamiosis survival have been applied to produce flat oyster families with
resistant progeny.

In an aftempt 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 subfractive 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
stfudied using quantitative reverse-transcriptase PCR (gRT-PCR). The base-line
expression of an extracellular superoxide dismutase (OeEcSOD), inhibitor of apoptosis
(OelAP), OeFas-igand 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 (H202) 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 OelAP were

completely sequenced.

Key words: Bonamia ostreae, Protozoan, Ostrea edulis, Flat oyster, Haemocytes,

Gene expression, Resistance
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1. Infroduction

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 osfreae 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 ;
Lapegue 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 osfreae-contaminated areas (Lapegue 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-igand and OelAP) 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 | raceways supplied with a constant flow of
seawater enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis galbana,

Chaetoceros gracialis and Tefraselmis succica).

2.1.2 Haemolymph collection

Haemolymph was withdrawn from the adductor muscle using a TmL syringe
equipped with a needle (0.40x?0mm). Haemolymph samples were filtered on a 75
MM 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 2.10¢ cells mL! with filtered

seawater at 0.22 um (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 cenfrifugation on a Percoll
gradient. Finally, the purified parasites were suspended in FSW. Bonamia osfreae cells
were then counted using a Malassez-cell and parasite concentration was adjusted
at 10.107 cells mL" with FSW.

2.2 In vitro infection protocol

In vifro 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 vifro 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 infroduced 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
um filtration and replaced by 500 ul of parasite suspension. After 2 hours, supernatant
previously filtered at 0.22 ym to eliminate bacteria, was infroduced 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 (Invifrogen)

following the manufacturer's instructions.

2.3 Suppression subtractive hybridisation (SSH)

One pg of mMRNA from the haemocytes exposed to the parasite and 1 ug 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 (Invifrogen). 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 TempliPhill 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.nim.nih.gov/blast/).

Only E values less than 104 were considered significant.

2.5 Identification and characterization of immune-related genes

In order to obtain the complete open reading frames (ORF) of Fas-igand (OeFas-
ligand) and inhibitor of apoptosis, IAP (OelAP), RACE PCR reactions were carried out
using SMART RACE cDNA Amplification Kit from Clontech according fo the

manufacturer’s instructions. 5" and 3’ primers were designed using primer 3 software

(http://bioctools.umassmed.edu/bioapps/primer3d www.cqgi) (5'racefas
TGAGITAGCCCTGTTITCTCCACCAG, 3'racefas
CTIGGTGGAGAAACAGGGCTAACTCA; 5'racel AP

CCTCCATGTCAAAAATCACATTAGC, 3'racelAP ATGTGATITITGACATGGAGGAGAG).
After ligation and cloning in TOPO Vector System (Invitrogen) and fransformation in
Top 10 competent bacteria (Invifrogen), 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 (OelAP). 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 OelRF-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 NMO10177.3, Rattus norvegicus
NMO012908.1, 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
fropicalis AM041993.1, Oreochromis niloficus AY428948.1, Paralichtys olivaetus
AB040448.1, Ictalurus punctatus AJ417565.2, Salmo salar NMO001123589.1;
Lymphotoxin alpha: Homo sapiens sapiens X01393.1, Rattus norvegicus NM080769.1,
Sus scorfa NM214453.1, Bos Taurus 214137.1, Xenopus tropicalis AM041994.1).

134



-2eéme partie

Alignments were performed using the Clustal W (Thompson et al., 1997) including in
MEGA 4 (Tamura et al., 2007). A phylogenic free 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-tfime PCR

Total RNA was extracted wusing 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 uyl 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 freated with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) to remove
remaining genomic DNA.

First strand cDNA was synthesized using the oligo(dT) anchor primer (5'-GAC
CACGCGTATCGATGTICGACT(16)V-3') and Moloney murine leukaemia virus (M-MLV)
reverse transcriptase SuperScript Il 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 ul using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-
microwell plates. Each well (25 ulL) contained 5 uL of cDNA dilution (1/30), 12.5 uL of
Brilliant® SYBR® Green Il PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 uL of each diluted primer
(BuM) and 2.5 uL of distiled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of
activation of Hot start Tag 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 25°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
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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-slere) (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 configs and 606 singletons.
Among these, 382 ESTs showed similarities with genes available in databases with an
E value< 104 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 Osfrea edulis Fas-ligand (OeFas-ligand)

Ostrea edulis cDNA OeFas-ligand showed a 1097 nucleotide (nt) sequence. The

sequence contained a short 5'-unfranslated 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 fransmembrane domain (MIFSCAVNVVLAIVFGVLVGLNW) and a
TNF domain (154-257). Moreover, tree N-glycosylatfion sites at S’NATV¢0, 8NETLE 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 (OelAP)

Ostrea edulis cDNA of IAP (OelAP) 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 af
41646.89 Da and predicted isoelectric point at 5.63. ScanProsite analysis revealed
that the predicted OelAP 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 3INETD>4. The BIR domain of OelAP had the conserved BIR
motif of CX2CX¢WX3DXsHXsC (Deveraux and Reed, 1999). OelAP is more similar to the
ML-IAP (livin), a human IAP that contains a single BIR and RING finger domain than o
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, gRT-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, OelAP, 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-Cl1qg 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 conftrary, 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-Clg was idenfified and could be fully
characterized by RACE PCR (data not shown). Clg gene was also identified in
previous studies as Mercenaria mercenaria and Ruditapes decussates (Perrigault et
al.,, 2009 ; Prado et al.,, 2009). Clqg 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 C1g 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 Cl1g gene was identified in Saccosfrea
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 fo 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, Crassosfrea 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. osfreae in resistant Osfrea 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 frue 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 vifro infection of haemocytes from wild flat
oyster with the parasite Bonamia ostreae revealed a down regulation of Oe-EcSOD
after Th 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 infracellular 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 OelAP) in a mollusc bivalve. Apoptosis
(orogrammed 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 (CD?5 ligand) and tumor necrosis factor (TNF) and
related apoptosis-inducing ligand (Apo2L/TRAIL). It is well known that the Fas and Fas

ligand (FaslL) system plays a cenftral role in apoptosis (Opferman and Korsmeyer,
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2003). Fas is a type | 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
antfi-apoptotic properties of the 1APs (Deveraux et al., 1997 ; Roy et al., 1997). The
structure of the OelAP 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
OelAP with other BIR domain from other species showed a high identity with the BIR3
domain from Penaeus monodon. The over expression of the OelAP 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 OelAP 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 (LUder 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 anfi-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 fo a better
understanding of the molecular basis involved in the resistance to Bonamia osfreae
infection. SSH has allowed the identification of genes potentially involved in the
resistance. The over expression of the Oe-EcSOD might franslate a high participation
of the ROS production in resistant oyster. Moreover, the identification and over
expression of cathepsin B, OeFas-ligand and OelAP suggested the involvement of
the apoptosis pathway in the response of flat oyster against the intracellular parasite

B. osfreae.
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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-igand. 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 free is based on 1000
bootstrap replications. The scale for branch length (0.1 substitutions/site) is shown

below the tfree.

Figure 4 Complete ORF nucleotide and deduced amino acid sequences of the flat
oyster OelAP. 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 OelAP with
the corresponding domains of other IAP family members Penaeus monodon |AP
(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
(OelAP, OeFas-ligand, OeEc-SOD, OeClq, 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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Concentration Concentration

Name Oligonucleotide sequence (5'-3') of Forward of Reverse
primer (UM) primer (UM)
OelAP Forward: CTACCTCCCCAGGATIGTCA
3 3

Reverse: CACCACTCTCCTCCATGTCA

OeFas Forward: TITGGGCAGTIGGTIGTAAGTG 15 3
Reverse: TAGCCCTGTTTCTCCACCAG

Cathep Forward: CTGCACTGATCTGGGACTCA 3 3
Reverse: ATTACYGGCTGGTIGGCAAAC

OeEc-SOD Forward:GAGGAGGAAGAGGACCATCC 25 05
Reverse: ATTTTCCTCCGCTITGTGTG

Oefer Forward: GATGTGATCGGACACCTCCT 3 3
Reverse: TCACAAAGITGCAGGCAGTC

OCeClq Forward: CAGTCCCTCAGAGCCTGTTC 3 3
Reverse: ACAGGTATACGCCGGTIITG

Oepepti Forward: ATGAGCCAGGTCATCAAAGG 3 3
Reverse: GGCCTAGGAGITCCACATCA

ElongPCRQ5m Forward:GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 3 3
Reverse: CCAGGGIGGITCAAGATGAT

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
Configs 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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Il Identification de génes de ménage chez Ostrea edulis

infectée par le parasite Bonamia osfreae

L'étude du niveau d’expression des transcrits par PCR en temps réel nécessite
I'identification de genes de ménage ou de contrles internes visant a normaliser

I'étude de I'expression relative.

L'analyse du niveau des transcrits n’ayant jamais été réalisé chez I'huitre plate en
présence du parasite Bonamia osfreae, il était nécessaire de mettre au point une
PCR en temps réel intégrant un/des genes de ménage. Ne disposant pas de
données dans les bangues publiques. I 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 cing ESTs : les
séquences codant le facteur d'élongation 1 alpha (EF1-a), la protéine ribosomique
L5, la glycéraldéhyde-phosphate déshydrogénase (GAPDH), la polyubiguitine (Ubiq)
et la B-actine, genes utilisés dans d’autres modeles comme genes de ménage. Afin
d'analyser la stabilité de I'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 I'expression a

été analysée par deux approches analytiques GeNorm et NormFinder.

L'évaluation de la stabilité des genes 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 genes cibles en utilisant la méthode des doubles deltas Cts. L'expression de
genes chez les mollusques bivalves est largement étudiée de nos jours, mais
seulement deux études intégrant la mise au point de [I'utilisation de genes de

ménage ont été réalisees chez Mya arenaria (Siah et al., 2008 ; Araya et al., 2008).
L'étude a permis d’identifier deux genes dont I'expression est stable et comparable

enfre hémocytes en présence du parasite et hémocytes seuls, le facteur

d'élongation alpha (EF1-a) et la glycéraldéhyde-phosphate déshydrogénase
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GAPDH. Ces genes sont utilisés dans de nombreux modeles. En revanche,
I'expression des autres genes s'est révélée instable. Les résultats obtenus permettent
de recommander ['utilisation du facteur d’élongation alpha ou GAPDH comme
genes de ménage et de mesurer les niveaux d’'expression de genes d'intérét. La
méthode d’'analyse GeNorm conseille I'utilisation de trois genes de ménage. De
plus, ces deux derniers genes ont été completement caractérisés par RACE PCR. Le
développement de cet outil a été directement appliqué dans I'étude suivante afin
d'étudier le niveau d'expression d'ESTs potentiellement impliqués dans les

interactions hote/parasite.
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Abstract

Bonamia osfreae is an intrahaemocytic protozoan affecting Osfrea edulis. The
parasite multiplies within haemocytes without being degraded and involves changes
in cellular activities. Studies aiming at betfter understanding host response to a
pathogen at the franscriptome 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 Osfrea edulis in public databases.

Subtracted cDNA libraries were constructed from the Osfrea 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 (EFT-a), 60S ribosomal protein L5 (L5), glyceraldehyde 3-
phosphate-dehydrogenase (GAPDH), polyubiquitin (Ubig) and p-actin (ACT)) was
studied using RNAs extracted from pools of haemocytes in contact with the parasite
Bonamia osfreae 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-a were identified as the most stable
genes with the GeNorm analysis. Whatever were the tested conditions, EF1-a was
also found as the most stable gene using Normfinder. The less stable gene was B-
actin although this gene is commonly used as housekeeping gene in many studies.
Our results suggest using GAPDH and EF1-a combined as reference genes when
studying expression levels in haemocytes of Osfrea 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-a, GAPDH
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1. Infroduction

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 vifro 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 franscription 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 (27%4!), 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 conftrol 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 mMRNA expression and should be minimally regulated under experimental
conditions [9-12].

18S ribosomal RNA, glyceraldehyde-3 phosphate-dehydrogenase and B-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 freatment [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-
a), 60S ribosomal protein L5 (L5), glyceraldehyde 3-phosphate-dehydrogenase
(GAPDH), polyubiquitin (Ubig) and the p-actin (ACT) [10, 16, 20]. In addition, the ORF
of EF1-a 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 | 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 um 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 concenfration was adjusted to 1.10¢ cells ml' using 0.22 um filtered

seawater (FSW).

2.2 In vitro challenge of Ostrea edulis haemocytes with Bonamia ostreae

Haemocytes (1.10¢ 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 (1.10¢ cells ml'). 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 yl. 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
CACGCGTATCGATGTICGACT(16)V-3") and Moloney murine leukaemia virus (M-MLV)
reverse transcriptase SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR

(Invitrogen).

2.4 Real time quantitative PCR

ESTs of five candidate housekeeping genes were obtained from a subfracted cDNA
library from Ostrea edulis. For each of these genes forward and reverse primers were
designed using primer 3 software

(hitp://bioctools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cdi) (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 uL using a Mx3000
Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-microwell plates. Each well (25
uL) contained 5 uL of cDNA dilution (1/30), 12.5 uL of Briliant® SYBR® Green Il PCR
Master Mix (Stratagene), 2.5 uL of each diluted primer (3 uM) and 2.5 ulL of distilled
water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of activation of Hot start Tag
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 confrols (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-slore) [6].

2.5 Rapid amplification of cDNA ends and sequence analysis

In order to obtain the complete open reading frame (ORF) of EF1-a 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://bioctools.umassmed.edu/bioapps/primer3d www.cgi) (3’elongrace

162



-2eéme partie

GTAATCAAGAGCGGAGATGC, S'elongrace GTCCAATAAATGACCTGCTIGTIGGTC
and 3'GAPDHrace GCAATGCTTCGTGCACCACTAACTGT, 5'GAPDHrace
GCGGIGTATGCATGAACCGITTGIC) and synthesized by Eurogentec. After ligation
and cloning in TOPO Vector System (Invifrogen) and tfransformation 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.nim.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-a and GAPDH

The sequence of the complete ORF of EF1-a was aligned with homologous genes
from GenBank database (Mus musculus (L26479.1), Homo sapiens (AY043301.1), Bos
faurus (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 Ilavevis
(NPOO1080567.1),  Crassostrea  gigas  (ABU84874.1),  Crassosfrea  virginica
(CAD677717.1) and Tribolium castaneum (XP974943.2).

Alignments were performed using the Clustal W [22] including in MEGA 4 [23].
Phylogenetic frees 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. Resulis

3.1 Real time PCR amplification of candidate housekeeping genes

The relative expression level of five candidate housekeeping genes (L5, Ubig, ACT,
GAPDH and EF1-a) was studied during four different in vifro infections of haemocytes
with the parasite Bonamia osfreae. Ct values were distributed between 16.1 (x1.5) for
ACT and 21 (+1.2) for GAPDH. Ct value between replicates was less than one.
Standard curves exhibited correlation coefficient (R?2) 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) Ubig (M=0.46%9) and L5 (M=0.451) appeared less stable while, GAPDH
(M=0.187) and EF1-a (M=0.187) were the most stable genes. The best combination of
two genes appeared as GAPDH and EF1-a (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), Ubig (M=0.119), L5 (M=0.112), GAPDH (M=0.049) and EF1-a (M=0.046) (Fig
2b). The best combination for the most stable was GAPDH and EF1-a (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 Va3 and Va4 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-a

ESTs with high similarity to EF1-a have been identified in subfracted cDNA libraries.
RACE reactions allowed obtaining the full cDNA of Osfrea edulis EF1-a. The length of
the EF1-a 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 | 82-768 nt, elongation factor Il 778-1050 nt
and elongation factor lll 1057-1368 nt (Fig 5).

The ORF of the EF1-a 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 EFl-a from Osfrea 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-a sequences and phylogenetic tree

showed that Osfrea edulis EF1-a clustered with other invertebrate EF1-a (Fig 6).

3.5 Characterization of Ostrea edulis GAPDH

Ostrea edulis cDNA GAPDH showed a 1309 nucleotfide (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 Osfrea edulis presented 74% to 91% of
identity with other species. Crassostrea gigas presented the highest percentage of
identity (91%).

The phylogenic free based on amino acid sequences of GAPDH from different
species showed that Ostrea edulis GAPDH belong to the "mollusc cluster” with

Crassofrea 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 conftrol (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 vifro infections of Osfrea 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 (Ubig and
GAPDH) and elongation process (EF1-a).

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 Osfrea edulis cells with the parasite Bonamia osfreae. GeNorm and
NormFinder allowed ranking candidate housekeeping genes according to their
expression stability.

Both approaches gave concordant results. EF1-a and GAPDH genes appeared as
the most suitable housekeeping genes in the present experiment. Both genes are
widely used as housekeeping genes. EF1-a is a member of the G protein family, and
one of the four subunits that compose the eukaryotic elongation factor 1 [26, 27].
EF1-a plays a key role in protein translation. Araya et al., (2008) [10] demonstrated
that EF-1a is a suitable reference gene during an in vitro challenge of Mya arenaria
haemocytes with Vibrio splendidus. In Atlantic salmon, EF1-a 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 Ubig and ACT.

Ubig 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 B-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. B-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-a 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-a 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-a. 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 condifions used on gene expression.

168



-2eéme partie

Acknowledgement
The authors are very grateful o anonymous reviewers for revising the manuscript. The

Région of Poitou Charentes supported in part this research. The authors thank
Raphael Brizard for technical assistance for the maintenance of oysters in IFREMER La

Tremblade quarantine facilities.

169



-2eéme partie

References

[1] Pichot Y, Comps M, Tige G, Grizel H, Rabouin MA. Research on Bonamia ostreae gen. n.,
sp. n., a new parasite of the flat oyster Osfrea edulis (L.) Rev Trav Inst PEches Marit 1979; 43:
131-140.

[2] Comps M, Tige G, Grizel H. Etude ultrastructurale d'un proftiste parasite de I'nuitre Ostrea
edulis (L.). C. R. Acad Science Paris 1980 ; 290:383-385.

[3] Kubista M, Andrade JM, Bengfsson M, Forootan A, Jonak J, Lind K et al. The real-fime
polymerase chain reaction. Mol Aspects Med 2006; 27:95-125.

[4] Bustin SA, Benes V, Nolan T, Pfaffl MW. Quantitative real-time RT-PCR-a perspective. J Mol
Endocrinol 2005; 34:597-601.

[5] Bustin SA, Nolan T. Pitfalls of quantitative real-time reverse transcription polymerase chain
reaction. J Biomol Tech 2004; 15:155-166.

[6] Pfall MW. A new mathematical model for relative quantificationin real-time RT-PCR.
Nucleic Acid Res 2001; 29: 2002-2007.

[7] Dheda K, Huggett JF, Bustin SA, Johnson MA, Rook G, Zumla A. Validation of
housekeeping genes for normalizing RNA expression in real-time PCR. Biotechniques 2004;
37:112-119.

[8] Bustin SA. Why the need for gPCR publication guidelines? -The case for MIQE. Method
2010; 50: 217-226.

[?] Nicot N, Hausman JF, Hoffmann L, Evers D. Housekeeping gene selection for real-fime RT-
PCR normalization in potato during biofic and abiotic stress. J Exp Bot 2005; 56: 2907-2914.

[10] Araya M.T, Siah A, Mateo D, Markham F, McKenna P, Johnson G et al. Selection and
evaluation of housekeeping genes for haemocytes of soft-shell clams (Mya arenaria)
challenged with Vibrio splendidus. J Invertebr Pathol 2008; 99: 326-331.

[11] De Boer ME, De Boer T, Marién J, Timmermans MJ, Nota B, Van Straalen NM et al.
Reference genes for QRT-PCR tested under various stress conditions in Folsomia candida and
Orchesella cincta (Insecta, Collembola). BMC Mol Biol 2009; 10:54.

[12] Paolacci AR, Tanzarella OA, Porceddu E and Ciaffi M. Identification and validation of
reference genes for quantitative RT-PCR normalization in wheat. BMC Mol Biol 2009; 10:11.

[13] Huvet A, Daniela JY, Quéré C, Dubois S, Prudence M, Van Wormhoudt et al. Tissue
expression of two a-amylase genes in the Pacific oyster Crassostrea gigas. Effects of two
different food rations. Aquaculture 2003; 228:321-333.

[14] Veldhoen N, Loweb CJ, Davis C, Mazumder A, Helbing CC. Gene expression profiling in
the deep water horse mussel Modiolus modiolus (L.) located near a marine municipal
wastewater outfall. Aquatic Toxicology 2009; 93:116-124.

[15] Dondero F, Dagnino A, Jonsson H, Capri F, Gastaldi L, Viarengo A. Assessing the
occurrence of a stress syndrome in mussels (Mytilus edulis) using a combined biomarker/gene
expression approach. Aquatic Toxicology 2006; 78S:513-524.

[16] Olsvik PA, Lie KK, Jordal AEO, Nilsen TO, Hordvik I. Evaluation of potential reference genes
in real-tfime RT-PCR studies of Atlantic salmon. BMC Mol Biol 2005; 6:21.

[17] Dheda K, Huggett JF, Chang JS, Kim LU, Bustin SA, Johnson MA et al. The implications of
using an inappropriate reference gene for real-time reverse franscription PCR data
normalization. Anal Biochem 2005; 344:141-143.

[18] Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, Poppe B, Van Roy N, De Paepe A et al. Accurate
normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometric averaging of multiple
internal control genes. Genome Biol 2002; 3:RESEARCHO0034.

[19] Andersen CL, Jensen JL, Orntoft TF. Normalization of real-time quantitative reverse
transcription-PCR data: a model-based variance estimation approach to identify genes
suited for normalization, applied to bladder and colon cancer data sets. Cancer Res 2004;
64:5245-5250.

[20] Siah A, Dohoo C, Mckenna P, Delaporte M, Berthe, FCJ. Selecting a set of housekeeping
genes for quantitative real-time PCR in normal and ftetraploid haemocytes of soft-shell clams,
Mya arenaria. Fish Shellfish Immunol 2008; 25:202-207.

170



-2eéme partie

[21] Mialhe E, Bachere E, Chagot D, Grizel H. Isolation and purification of the protozoan
Bonamia ostreae (Pichot et al. 1980), a parasite affecting the flat oyster Ostrea edulis (L.).
Aquaculture 1988; 71:293-299.

[22] Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F, Higgins DG. The Clustal X windows
interface: flexible strategies for multiple sequence alignment aided by quality tools. Nucleic
Acids Res 1997, 24:4876-4882.

[23] Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S. MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution 2007; 24:1596-1599.

[24] Saitou N & Nei M. The neighbor-joining method: A new method for reconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution 1987; 4:406-425.

[25] Sirover MA. New insights info an old protein: the functional diversity of mammalian
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Biochim Biochys Acta 1999; 1432:159-84.

[26] Browne GJ, Proud CG. Regulation of peptide-chain elongation in mammalian cells. Eur J
Biochem 2002; 269:5360-5368.

[27] Ejiri S. Moonlighting functions of polypeptide elongation factor 1: from actin bundling to
zinc finger profein R1-associated nuclear localization. Biosci Biotechnol Biochem 2002; 66:1-
21.

[28] Jorgensen SM, Kleveland EJ, Grimholt U, Gjoen, T. Validation of reference genes for real-
time polymerase chain reaction studies in Atlantic salmon. Mar. Biotechnol 2006; 8: 398-408.
[29] Infante C, Matsuoka MP, Asensio E, Canavate JP, Reith M, Manchado M. Selection of
housekeeping genes for gene expression studies in larvae from flatfish using real-time PCR.
BMC Mol Biol 2008; 9:28.

[30] Mitter K, Kotoulas G, Magoulas A, Mulero V, Sepulcre P, Figueras A, Novoa B, Sarropoulou
E. Evaluation of candidate reference genes for QPCR during ontogenesis and of immune-
relevant tissues of European seabass (Dicentrarchus labrax). Comp Biochem Physiol B
Biochem Mol Biol. 2009; 4: 340-347.

[31] Barber RD, Harmer DW, Coleman RA, and Clark BJ. GAPDH as a housekeeping gene:
analysis of GAPDH mRNA expression in a panel of 72 human tissues. Physiol Genomics 2005;
21: 389-395.

[32] Barsalobres-Cavallari CF, Severino FE, Maluf MP and Maia IG. Identification of suitable
internal control genes for expression studies in Coffea arabica under different experimental
conditions. BMC Mol Biol 2009; 10:1

[33] Bustin, SA. Quantification of mMRNA using real-time reverse transcription PCR (RT-PCR)
trends and problems. J Mol Endocrinol 2002; 29: 23-39.

[34] Cho YS, Lee SY, Kim KH, Nam YK. Differential modulations of two glyceraldehydes 3-
phosphate dehydrogenase mRNAs in response to bacterial and viral challenges in a marine
teleost Oplegnathus fasciatus (Perciformes). Fish Shellfish Immunol 2008; 25: 472-476.

[35] Gonzalez V, Combe A, David V, Malmquist NA, Delorme V, Leroy C et al. Host cell entry
by apicomplexa parasites requires actin polymerisation in the host cell. Cell Host & Microbe
2009; 5:259-272.

[36] Chagot D, Boulo V, Hervio D, Mialhe E, Bachere E, Mourton C et al. Interactions between
Bonamia ostreae (Protozoa: Ascetospora) and hemocytes of Ostrea edulis and Crassosfrea
gigas (Mollusca: Bivalvia): Entry mechanisms. J Invertebr Pathol 1992; 5: 241-249.

171



-2eéme partie

Figure captions

Figure 1 Dissociation curves of (A) ACT, (B) EF1-a, (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-a. ORF contains three domains: elongation factor 1 (82-768 nt) in red,
elongation factor Il (778-1050 nt) in green and elongation factor Il (1057-1368 nt) in
blue. Start and stop codons are highlighted in grey.

Figure 5 Comparison of the EF1-a 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 (G'4-
K20), DXXG (D?'-G%4), and NKXD (N1%3-D'%) 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-a 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 Osfrea 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 aaq) is underlined in black and the C terminal domain
(155-312) is underlined in red. The typical eukaryotic GAPDH signature (ASCTINCL)

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
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Fig.5
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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 B-Actin Cytoskeleton structure protein

Glyceraldehyde-3- : :
Oxydoreductase in glycolysis

GAPDH phosphate :
and gluconeogenesis
dehydrogenase
Ubig Polyubiquitin Protein degradation
EF-Ta 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 Osfrea edulis and the parasite Bonamia

ostreae.

Amplicon Annealing

Genes Sequences 5'-3’ length temperature
(bp) (°C)

ACT Forward:ACCAGTTGTACGACCGGAAG 034 0
Reverse:CACGGTATCGTICACCAACTG
Forward: TCCCGCTAGCATTICCTTIG

Reverse: TTGGCGCCTCCITTCATA

Ubig Forward:ACCAAATGAAGCGTIGGATTC 165 40
Reverse:TGAGGTCGAACCATCAGACA
Forward:GTCGCTCACAGAAGCITIGTACC

EF-1a peverse: CCAGGGTGGTICAAGATGAT 162 60

GAPDH 108 60

L5 Forward: TCAGTGCAGAGGITCACAGG 171 40
Reverse: TAGCAGCATGGCACTITITG

Table 2 Housekeeping gene primers and characteristic for quantitative real time
PCR.
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Table 3

Genes GAPDH L5 EF-1 ACT Ubig
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 I'expression du géne 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-kB) sont impliquées dans la réponse
au stress et la réponse immunitaire. La voie NF-kB joue un réle important dans la
réponse immunitaire confre des agents infectieux (virus, bactéries et protozoaires).
Ghosh et al. (1998) ont décrit que la voie NF-kB semble trés conservée au cours de
I’évolution. Cette voie de signalisation fait intervenir les produits codés par un grand
nombre de genes, plus particulierement impliqués dans la réponse inflammatoire
(Hoffman et al., 1999 ; Hoffman et Reichhart, 2002). Cette voie de signalisation a été
completement 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
pathogenes. 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-kB (Liew et al., 2005). Le

MyD88 joue ainsi un réle majeur dans la régulation de la réponse immunitaire.

Plusieurs éléments de cette voie de signalisation ont été caractérisés chez différents
mollusques marins comme |'huitre creuse, Crassosfrea gigas (Escoubas et al., 1999 ;
Montagnani et al., 2004 ; Montagnani et al., 2008 ; Tirapé et al., 2007), I'huitre
australienne, Saccostrea glomerata (Green et al., 2009), I'huitre perliere, Pinctada
fucata (Xiong et al., 2008 ; Zhag et al., 2009), I'ormeau Haliotis diversicolor supertexta

(Jiang et Wu, 2007) et le pétoncle Chlamys farreri (Qiu et al., 2007).
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VI.1.1 Identification du géne OeMyD88 par RACE PCR

Chez I'huitre plate, Ostrea edulis, aucun élément de la cascade d'activation de la
voie NF-kB n'a été a ce jour identifié. Apres analyse des séquences disponibles dans
les bases de données publiques, le choix s'est porté sur MyD88, identifié chez
plusieurs especes de mollusques bivalves. Un alignement multiple de séquences
d'acides aminés a permis de déterminer une région du geéne fres conservée
(AHSMSPGARS) (Figure 37). La séquence complete du gene a été obtenue par
RACE PCR & partir de ADNc d’huitre plate Ostrea edulis en utilisant une amorce

dessinée dans la séquence codant ce motif conservé.

‘TI'f'f'f'f|'f'f'f'fITTTTIFTTTITTTTITTTTITTT

=1 Z40 250 260

Oncorhynehus mykiss NP 0011178593.1 YLD@EDAC
Crassostrea giligas ABFE1403.1 FLESDLEF

DEQTEEAT ZLC SERLEBEVEYESME

L HEME SREIBBTRLDETE

L KI IRLDETE

Chlamys farreri ABETEE27.1 FHINEE A2 ADEQTEFREAT 3 = %20 VLIENIE

Crassostrea ariakensis ABP3IS5E4Z2.1 SLESDLE

Figure 37 : Alignement des séquences protéiques d’OeMyD88 chez Oncorhynchus

mykiss, Crassostrea gigas, Crassostrea ariakensis, Chlamys farreri

La séquence complete d’OeMyD88, composée de 964 nucléotides (nt), a été
déposée sous GenBank (GU814272). La seéquence 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 fraduite (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 '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 I'ORF arévéle la présence du domaine Toll interleukine receptor (TIR).
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-----------------------------------------------------------------------------------

Figure 38 : Séquence du gene OeMyD88. Le domaine TIR est souligné en noir. Le

signal de polyadénylation est encadré
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IV.1.2 Analyse phylogénétique du gene OeMyD88

L'arbre phylogénétique basé sur les séquences d'acides aminés de OeMyD88
provenant de différentes especes a montré que OeMyD88 appartient au « groupe
des mollusquesy» (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.

100 I: Homo sapiens AAB49967.1
Mus musculus AAC53013.1
100

100 [ Salmo salar NP 001130017.1
93 Oncorhynchus mykiss NP 001117893.1

aa

Danio rerio AAQ90476.1
Branchiostoma belcheri ABQ32299.1
Chlamys farreri ABB76627.1

Ostrea edulis

100 Crassostrea gigas ABF81403.1
100 [ Crassostrea ariakensis ABP35642.1

0.1

Figure 39 : Arbre phylogénétique (Neighbour-joining) des séquences d'acides aminés
MyD88 provenant de diverses espéces. Bootstrap : 1000 répétitions. L'échelle de la

longueur des branches (0,1 substitutions / site) figure sous I'arbre

IV.1.3 Analyse du niveau d’'expression du gene OeMyD88 chez des

hémocytes d'huitre plate infectés par le parasite Bonamia ostreae
L'identification de ce gene a permis de tester OeMyD88 par PCR en temps réel afin
d'évaluer et comparer le nombre de franscrits apres infection in vifro 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 gene OeMyD88 par une recherche de motif
fortement conservé entre des especes proches génétiquement d'Ostrea edulis. Ce
résultat ouvre des possibilités de fransfert de connaissances génétiques inter-especes
au sein des huitres. De plus, I'expression de ce gene ne semble pas modulée par le

parasite Bonamia ostfreae.

IV.2 Caractérisation du gene Oe-C1q

Le gene Clqg est un composé du complexe C1 du complément. Le systeme du
complément est un groupe de 35 protéines connues du sérum aqinsi que des
protéines de surface cellulaire qui jouent un réle essentiel dans la réponse innée et
adaptative de défense de I'ndéte (Nokana & Smith, 2000 ; Boshra & Sunyer, 2006). Le
systeme du complément peut étre activé par frois 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 réle crucial dans la reconnaissance des structures de surface
des pathogenes et des complexes anticorps-antigene, afin d'ouvrir la voie de la
médiation et de limmunité adaptative (Kishore et al, 2004). En outre, Clqg est
considérée comme une protéine polyvalente de reconnaissance (PRP), liant
directement a un large éventail de micro-organismes pathogenes associés a des
motifs moléculaires (PAMP) des bactéries, virus et parasites (Medizhitov & Janeway,
2006 ; Bohlson et al., 2007). Agissant comme une lectine, le C1qg active le systeme du
complément, comme chez les vertébrés inférieurs (Matsushita et al, 2004). Pour
cette raison, Clg est considéré comme un maillon important de licison entre

l'immunité innée et limmunité acquise (Kishore & Reid, 2000).

Le C1g-domain-containing (C1g-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 collagene et une courte région amino-terminale (Tom Tang et al., 2005).
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Le gene C1g-DC a été largement étudié chez les vertébrés, et des nouveaux
membres de la famille C1g-domaine ont été récemment décrits. Cette famille ne
comprend pas que le complément C1qg, 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 réle important dans I'immunité ainsi
qgue I'noméostasie. La superfamille C1g/TNF semble impliquée dans la défense
immunitaire, linflammation, l'apoptose, l'auto-immunité, et la différenciation

cellulaire (Kishore et al., 2004).

Le systeme du complément a été largement étudié chez les mammiferes, mais
beaucoup moins chez les vertébrés inférieurs et les invertébrés. Le gene C1g-DC a
eté recemment 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 compléte de ce gene.

IV.2.1 Identification du gene C1qg par RACE PCR

Des amorces spécifiques ont été dessinées, puis utilisées afin d’obtenir la totalité du
gene. La méthode utilisée est la RACE PCR. Le séquencage des produits de PCR
obtenus a permis d’identifier un fragment de 853 paires de bases (Figure 40). La
séguence complete a été déposée sous GenBank (GU814271). La séguence
contient une courte région 5 'non fraduite (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 'ORF a moniré 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 I'ORF, a révélé la présence

du domaine C1q (Figure 40).

IV.2.2 Analyse phylogénétique du géene OeClq

L'arbre phylogénétique basé sur les séquences d'acides aminés du domaine Clqg
provenant de différentes especes a montré que OeClqg forme un sous groupe avec

le domaine C1q identifié chez Pinctada fucata (Figure 41).

100 Homo sapiens AAQ89429.1
31 Salmo salar NP 001133824.1
Chlamys farreri ABS50435.1

Ostrea edulis
40 Pinctada fucata AAZ76258.1
Mytilus edulis AAQ63463.1

——o
0.1

Figure 41 : Arbre phylogénétique (Neighbour-joining) des séquences d'acides aminés
provenant de diverses especes conftenant le domaine Clqg. Boofstrap: 1000
réplications. L'échelle de la longueur des branches (0,1 substitutions / site) figure ci-

dessous l'arbre

La caractérisation de ce gene chez Osfrea edulis confirme I'existence de genes
appartenant & la voie du complément chez les mollusques. Cependant, cette
étude ne permet pas de conclure sur la fonction de ce géne et sur son implication
dans la voie du complément. Des approches moléculaires complémentaires sont
nécessaires pour de clarifier I'existence de la voie du complément chez Ostrea

edulis.
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-----------------------------------------------------------------------------------

401 afacagaggacggaatcitcatcgeticccaaaaceggegiataccigitccactiggaciatcgetacgagggggcagtgeg 480

Figure 40 : Séquence du gene OeClq. Le domaine Clqg 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 I'huitre plate Osfrea edulis, et (2) identifier des ESTs
potentiellement impliquées dans les réponses de I'huitre au parasite. En parallele des
genes de ménage d’'intérét ont été testés et validés pour la PCR en temps réel

nécessaire a I'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 genes de I'hote
Ostrea edulis en réponse au parasite Bonamia ostreae au cours d'infections
expérimentales in vifro. Plusieurs genes ont été completement caractérisés. L'étude
du niveau d’expression des genes d'intérét a montré une probable implication de
certains genes dans les interactions hoéte/parasite. Ces premieres données

moléculaires ouvrent de nouvelles perspectives d'étude sur le modele.
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Interactions entre hémocytes d’huitre 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 ete établi pour les hemocytes d’'huitre plate
Ostrea edulis pour les activités suivantes ; mortalité cellulaire, estérases, especes
oxygenes réactives et phagocytose. Ces activités ont ainsi pu étre mesurées chez
des hémocytes infectés in vitro avec des parasites vivants et tués a la chaleur
(Arficle 4).

Des infections in vitro ont également été réalisées de facon a suivre dans le temps la
réponse cellulaire et moléculaire des hémocytes d’huitres plates mis en contact
avec le parasite Bonamia ostreae (Article °5). Cette étude reposait notamment sur
des résultats préalablement obtenus et présentés dans I'arficle 4 et la deuxieme
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'huitre plate et son parasite B. ostreae. Enfin, des
infections expérimentales in vivo ont été entreprises sur deux groupes d’huitres plates
(résistantes et sauvages). L'utilisation des deux groupes d’huitres 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 a la bonamiose (Article 6).

Des résultats complémentaires sont également présentés a la fin de cette troisieme
partie. lls concernent l'identification des activités enzymatiques de la fraction
cellulaire et acellulaire de deux populations d’huitres plates Ostrea edulis et de

I'"huitre creuse Crassostrea gigas.
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| Effet du parasite Bonamia ostreae sur les activités

hémocytaires : une premiére approche

Afin de préciser les modifications induites spécifiqguement par le parasite Bonamia
ostreae sur les activités hémocytaires, des hémocytes d'huitres plates ont été mis en
contact avec des parasites purifiés vivants et inactivés par un fraitement a 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 I'ensemble des mesures réalisées. Les parametres hémocytaires ont
alors été étudiés apres deux heures de mise en contact en cytométrie en flux ainsi
gu’'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'especes oxygénées réactives (EOR) et I'activité
phagocytaire. Par ailleurs, les hémocytes mis en contact avec le parasite étaient
également observés au microscope photonique apres cytocentrifugation et
coloration au kit hémacolor (Merck®).

Apres deux heures d’infection in vifro, I'observation des cytocentrifugations a montré
que le parasite vivant et mort était bien internalisé dans les hémocytes. De plus,
I'analyse de la mortalité cellulaire des hémocytes n'a pas monirée 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.

Cefte étude monfre que le parasite est capable de diminuer des activités
hémocytaires impliquées dans sa propre dégradation.

Ces résultats contribuent d une meilleure compréhension des interactions entre
Bonamia ostreae et les hémocytes et plus précisément de l'effet du parasite sur la
cellule hoéte pour assurer sa survie et sa capacité par la suite a se multiplier dans la
cellule. Ces travaux ont fait I'objet d'une publication dans Fish and Shellfish

Immunology (Morga et al., 2009).
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Infection with the protozoan parasite Bonamia ostreae modifies in vitro
haemocyte activities of flat oyster Ostrea edulis
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1. Introduction

The Lzrapean (Lol pysier Oxtrea eduils mecuss rom Nuoway Lo the
Bay ol Agadic i Moarecoo aned in the Meditermanean ond Black Seas
Ir Ll Gade 19608 deciine o ot ayster production was attributed to
the protoenan parasse Marteliie refringens [ 1-1], Since BP9, Aat
oysieT prodiacrion has further dechined im Franoe and Eurape due o
apother disease cavsed by the protocoan parasite, Fosdmio sitreae
|4-6] Bath presite diseases contritabed to drastically meduce the
French flacayster producticn foom 20 000 © per year in the 1970510
W0y (data availabie in the fishstag database, hrepiiwwew fap.aorgl
BistatistFSOFTIFISHPLLS asp). 0. oslreue was oSt cepacted o
culeured and wild populotsars foam the Netheslands |78 Dennnck
|91, Spazne 100 Unibed Bindosn | 18] and Erelaned 125

The matural hest aof 15e Proroan parasioe Booosempoe s the
Eurgpean flan oyster O edubis, Although the paraste can be
chserved in juvendes | 13] amd aduits, mortadity weally eoours
wysters 2 year ald andl older [ 4-171 The parasite is oiost often
ohseryed inside the haemooynes [4.5], bt it can also be deteceed
free In connective tfissues of the digestive gland and gllis: 18]

tharr. (FREMER, Laborsiobe de Tosftpie = Malhal

i poids g
, TV La Teriitdad e, Franoad Telo 33546 70 26 #e L 431

it S i i
545 T 361l
e T L TR PR - o (Y EET

BIGO-HAERS - e b mesnipr £ TS Elevier Lis? Al riphy reomeed
B THL BFT R ). P 00T R

.’ﬂl-l|r|'.'|||l-'-'l[IlJ-'l o the parasiie 15 assocdicd with h—*{"ﬂ'ﬂﬂ'l{"
diszuptien ardd huge haemooye infisranon in the digesther. giand,
manthe and gills [B449), Foylogeny siudies demensaraned fhat the
patasite ix alliliated with haplesporidiars [2021] ad belengs to
the phylum ol cerceenan [22]

Adheugh methods for in wieme culnvazion of the parasioe ars
lacking a proeced for parasite purificatien from [nfectod oyssess
[23] enalsles in vito stodies aninlessctions bebween B ostreae and
1f= hase ceily, the haamacytes [34]

Thaer rypes af hacmocytes wene reported i the European flat
oster om the basis of momhalogical crieria; grameacynes [has-
roeyles wilh granules, diometer arauned 10 pm], large hyalinocoes
[heempcyles without gramuies, dasmetes ground 15 pm] and small
bvalinocybes (haemooytes withowt granues, diameser Fom 510
10 pem} | 1RR4-2H]

Haemocytes play a pivstal mle in mallusc -defence agains:
pathogens. The main cellular bmomeme  cesponse oonsists of
phagocylosis  |29030],  Pathogens  afe intermafsed  and thens
degraded through hwdmlytic engymcs. including esterases and
praduction of reactive oxggen species (ROS] [28.35,32] Esterases
are pryrtes helonging o the group of hydmiases calabying the
Inedmolysis al sster bonds. The respiratacy burss is a4 sefies of
bicchemical reactions that proddoce highly microbecdal  BOY
inclizding superaxice (03 ), ndrogen peromide { HyCa L and hydrood
radica] {OM* L Alehuogh radicals produced durtng the respinatocy
burst ame kim0 be irvalved in the destruction of parasiles in
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thilferend host speces incleding maolluscs [35-35], seone intsacel-
lular parasites ke Ledshmonda spoand Perkdngus marrus devesop
srrategies fo evade this process which allows themoto invade and
mugltiply within hast cells [36.37],

Some studies dernonstrated that the parasie ) ostrene was
iternatised after 10 min of contact with haemmooptes ard was nol
degraded afver phagacytashs [3425) Hereie et al, f38) repamed
that the parasite possesses canabytic croymees and 304 phosphatase
which could inhibit haemocyte activites developed for parasps
thegradation.

Toe current soudy based oo tow cytemesry was urdermaken in
pader be fusther [wvestigate mechanisms desedoped by B, ostroge fo
sarvive within hacmacys. Haemoowe amivitles were mongoored
vamparing cells moontact with Eve and desd pasasites a5 well as
hpmmocytes alone, Pasasile tnternalisation mside haemocytes was
alsa confirmed by light miccosomopy,

Cell mecalityiviabiinn ron specific esterase activities. respira-
by burst and phagosytosis were moeditosed by Oew cytometry in
poder to measare the mmpact of pasasite tn Snmune capacity af
cyster haemogyits. Two differens levels of parasite were used m
testthe offect of A cemene an oyster haemooytes, Based on previcus
sudies [34.3%) and on microscopd abseTvation, Dam ratios wiere
seferted 5:1 amd 1001 parssites per haemocyte. In addition, bath
live and dead prrasites were tested and compared noattempt to
access the active or passive e plawed by the parasiee (o the
midificataon of hapmacyte activitdes

L Material and methods
2L Biplogéonl méteriol

ALL Chesnery

Tevp-year-odd flat oyseers 0 pdiiis were colteched from Quibeson
Bay | Brittany] inn Scprembes 2007 and acclimatized inthe quaran-
tine RacilEtzes of Mremer Libocabosy i La Tremblade (Charente
maritime, Frunes) over 30 dayse The aysters were maintained in
1240 | raceways suppliod with & consang flow of seawaier ennched
in pryteplankion | Skelefonemn costEum, oot goitenn (hee-
toceras grociolis and Telrovéimis surcioa)

202 Hoemedemph coliecrion

Haemolymph waswithdrawm from rhe adduchor musche sinus af
iy oysters using A T omil syringe equipped with & meedle
Al run o 90 mem . Toelimdieate delics the haemelymph samples
were filtered through 60 am nylon mesh and held on e (o prevent
rell agpregation. The valume of haemalymph coflecred from each
pYSIET WS Approximarely 1 oml samples wene pooled. and
he=mocyte coonts were pecfocmed using a Malasser-oell. The
hasmocyle orcentratian was. adjmsted to 5187 oells ml ! using
D2 gm Bllcered sea water [F5W ]

213 Pargsite purificeiion

B, psereoe was putified avcording o the protoml developped Ly
Mizthe et al. {1BE8] |23]. Deiefly, beavily fected oysers weme
whecred by examinetion of hear dssue impaing esing Nghe
micrescopy, After homogenisssion of all the oogans except the
adddiector muasche, parasdtes were concentrated by diffecential
ventrifogation on sucrose gradients and then purified by isopycnic
cenrifuganon on a Peocodl gradient, Finally, the punifeesd B osmeae
cedls weese suspended 0 FRW and counted using o Malassez-ooll

A4, Parcsite inoctveiion
Pasasites were inamivated ai 100 °C for 15 min and the
ssspersions £ dead parasives ware held on soe for 5 min

22 Ir vt Enfecting proloonl

Haemocytes (5007 colls mi™ ') were incubared with Jve znd
dead parasites an two rabas [5:7 and 10,1 parasibes per haemocyte ]
for 2 b 15 L The eontrol monsisted of hasmooybes alone sus
pereledin FEW {5,107 gells ml 'L The experinents wese performed
In ssipdicare using theee differont pools of ewsiers,

2.3, Light mucroscopy

After 2 h of incubation, 100 1] of each cell Suspension weps
cytucentsilugabed [ 100 = g4 °C, 1 min], sained with Hema oiar™
[Merck] and examined using Hght microsoopy,

A4, Flow cytamery nrazlvsis

For each sampie, 5000 events were cusnted using an EPICS XL 4
[Beciman Coulrer |, Based an size UiSIFL'ﬂIWIlUﬂ_D-HTﬂilﬂ'SﬂTﬂ{l'IT
simall particies were not counted, only haemocytes were taken inta
dodounl for dell activity measures, Besults wene depicted as cell
cytagzamns and reported in bop scade huoreseence lewvels for sach
rrazier el Foorescence depended on the maniloced pataane-
rers; non specific esrerase activities, ROS production and phagn-
cytasts were measured wsing green fluarescence whiie cell
mortality wad reasered using red Quorescence.

241 Hoemaoyte mormehinsiasdlling

Haemooyte martaliny was quantified asing 2080 ol of cell
suspenssan Cells were incetated in the dazk for 30 minat 4 °Cwidl
10l of Propidiun kadide (PL10 gL | interchingl PIis a fluorescenl
DRAENA-specific dye, which only  permeaies  through the
meznhrares of diad cells and stains the mocleic acids,

242 Mo wpecific estenmee ooliviies

Moo specilic estemase activilies wers measared by sdding 1l of
a aon specific liposolubie substrate fluonesoein dacerate [HDA,
Moleeuiar Probos, 400, pmol 177 o 200 Wl of a harmacyts
suspenssar. Celis were inpubated for 30 mun me ke dark at room
temperature. ol then transferred o oo foc 5 mdn o slop the
rearrin,

243 ROS production

The respicatoey burst was measured wsing the 277 <lichlom-
flarescein diacetate (DOFH-DAL 3 non fuorescend Auorescein
which permeates cells and is hydralysed wiclding hedmsslubde
DCFA. In the peesence of hydrogen penoside, DOFA §8 eaddisea 1o
DCE, 2 fuorescent product Snfracellular cosdation of DCFH is
guanlitaiively related b oeidative burst in haemocybes. Tomeasure
RIS peroduction, 2 al of DEFH-0A (T mba ] were adied to 200 pl of
the haemacyte saspension. Celbs were incubated for 30 minin the
dark a4t rocoy temperatiere arel then trarsferred 1o ice for 5 oen to
slop the seactioo.

244, Mngocerocts

Phagooytosis capacity of hasmocytes was cvaluated by using
Ouorescent beads [36]. Hagmuecyte suspension (200 ol was ince-
bated for 1 hein ehe dark at rocan temnperatere with 100p) ofa 1710
dilutien of Fuorasplreres  carhooylate-modified  marespheses
[¥ pm diamees, Iacerchim),

L35 Rrofiiticed oot

A vnilaneral Test  was peofnrmed o test supericanty of the mean
niwmher af T ws, dead parasites inside hacmoceto colls,
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Flonw cytoemstoy resebts were expresed 25 percentages of pogitive
cedls In ordes to detect an effectof tested conditons, an ANDVA was
performed wsing XLSTAT-Pra® version 753 saftware, Vilues wiene
conwerted nita T oanguiar arcsinus  JE ool pasitive oelle] e
amEysix to ensure e respect of o prios sssurnptions all potmality
and! homogeneity. in the case of rejection of My, an o poxlerion
Tuibey test wias ised to compuare differenoes betwenn means,

3. Besults
11 Detecvion of paresifes in hasmacyhes

Foibowinng. 2 B ol @ wilro contact bebveen hasiocgts and
E cairege {ratio 1:5], chservations showed thar boch lve and doad
parasites were engulied by che far ayster nacmocytes (Table 1]
Howeever, larger nienbers-af live parasioes (average of 3.5 parasioes
per infected  haemoode) were detechsd in oyster haemocytes

A

carnpared o dead parasites (aversge of 2 parastes per infected
haermcyte ) [p < 0051 Parasites {live ar dead) were anly detected
in large hyalipooyies and = granulocetes (Fig §) and nat n small
Pyatipacyies.

32 Hoemuocyte octivities in the presenee of 8 ostreae

Prins 3 Macmecyte acbivity Mmbaseremont, ool survival was
checkied by deducing coll momalioy hased on 11 labeliing. ‘Whatewer
was the wsted candition, percemage of e c2lls was ever bl
8355 Cell mortaldly was copsidered s eguivalent bevwesen all
tested canditsons {Talde 25

For o specific esterase activides (Pl 2 and ROS(FHg, 30, two
different popudations of celds wene dissinguished [population of
megative cells producing o non specific esterase activites = mo
RO and population of positive cells prodocing non specific estesase
activities or HOS) according o the fuorescence intensing, For
phagocytosis, pepulatons were defined aoconding 1o a profocod
previousty described [26.40,41] (Fig. 41

F21. Murspectfic estorisy orivities

The porcent of haemocytes positive for nan specific estesase
activicies was T3 0 1375 i che conermd, 3.3 0 18T after inow-
batiar with 4 5:1 ralic of live parasies, 174 = 345 alter incubation
witle T0:t ratio of live parasites, 419 + 3.3% after mechation with
a o1 ratho of dead parasites and 3408 2 ICEE after Incehatian with
a WET racio of dead parasites, respecively (Fig. 51 B0 prosende of
[Eve and thear] parasites [ratios 501 and 10 1], population of padstoee
cells Tar eidenase activibes decnedsed significantly compared bo the
cortbral [poec UBD0TL Live parasibes atoa ratio 11 indoced
a sgnificantly morne important decrease compared fo lve parasites
ar a raria 51 and comipased 1o dead parasioes ar ranos 501 and 101
[p<iODEL
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The percent of ROS pasitive haemocytes was b1 4 19832 in the
cardnol, 213 = 4.1% alter incubation with a 501 ratio of live pasa-
st 120 = 255 after intubation with 1001 ratio of Hee parasites,
33+ 34E after ircubation with a 501 ratio of dead parasites and
MA o 4K after incubaticn with & 1K1 Tane of dead parasites,
respectively (Fig. 61 [n presencs ol live and dead parasites (rabios
St and 10:1), popalation of 80% pociiive cells decreased signili-
cantly campared fo the control (p = GO0 ) Percentages of 205
parsbiivg cedls for haemocytes im congact with Dee parasiceat a 1001
ratie were sighificantly different Fom thaie of Basmocytes in
presence of desd parasites al aratw 5:1 4p o OO arel at-a ratio
FY En o= D0

323, Phagocymests aesay

Comparizon al the percent of haemacytes positive o phago-
cylosiz showed oniy minor differences betwesn conlrls and the
rested candizions {Fig 7] Regardiess of test cordinans, 30805 of
the haemacytes erguiied 3 or mose than § beads after 2 b

A Discussion

Althcugh previcus stdies based on fhow oemeny aimed af
deseribeng  hacmacyte morphodogy and  acdetics 18 oysoers
[2E.42,430 dbalume [44] or mussels 45, Mow oxtometny hay ranedy
bewn wded Lo dnsesbigate Enteracisans between moliess aod
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1t il wrt 1wt
i Loe
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namiser af cells (3 popeiaton of oells aegacive for A0S, (0] preusnns of ooy
ponve for KIS

pathogens, mare specifically pathogens infecting  haemooyaes
[4046-451

in the present study, flow oyinonetzy and light nuoastomy
were used o decermine the elfeos of both b amd  dead
2 osirear ar two different sakios on haemooete parameners of flat
cysters 01 pdutls, The tested rasicos 5 parasites and 10 paraszes per
Bapmocyte wens chosen lassd on previous studies [24.39] and are
expected o reflect the comditians of hapmocyles exposed imder
high level i v infectiens 10 vitr assiys were conducred by
incubaring harmocytes wirth purificd parasites for 2 h af 15 'C
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The sermperatuse and the incubsfion period. were selected
acconding 19 previous srodies [AEF54550) In & peoevious stody
alter & cantact of 30 min, parasites were enpulfed by haemoogies
and after 4 b vacuales conlainimg B ostrese weme abserved within
heemmicyles [511 A2 & incubation was deesied sufficient o
raeasure effecrs of the parasise on posc phagacyrosts mechanisms
Micresoopls eamdanaton of cybocentrfiged cefls comfirmed rhat
barth dive and dewd parasites were enguifed by haemocyte but nol
destroyed alter 2 h of incubation |24 Intesmalization of dead
PaTasites SUgEests than the poooess (5 medated by haemocyres
themselves, Chagod of ai |25 demonstrabed that parasioes wene
raot enguilfed when hacmacytes were mreaced wirh oytechalasin B
prict parasite contact These resalls suppart an active particp-
b of Frsl cells in G inbernaiisation all the parasite. However
the same stody [255 demonstrated that the fmestment o parasites
with cysochalasin 3 prior to celd condact induced a-significarmt
decreass of parasite internaiisation. These mesplls o supgest
that the parasite mmay phiy an active tode for ity own inderal-
153Ti0n in oyseer haemooyies 16 our stedy, higher numbers of lhee
parasites were detected in oyster haemodytes comipared te dead
parasites confirmiog tha the entry of tee perasite in haemooyte
may also medided by the panisite el

Cell mortality did net showean incrsse o haemacyte mostality
aftes cantac with dead or live parasices, This resuls suggests thar
B dsirege does nog Kl haemacytes soon after intornalisation and
that the conditicms wsed in our exseriments did oot affiect the
wizhifity of haemocytes.

In grder fo investigate interactions between B ostreee and
hi{'lﬁmﬂ“‘?ﬂiiuﬂ nna specific csterase actvities and ROS,
Althueaphs non specific esterase aclivities were mecognieed 45
reflecting the global activity of haemosgies, eserases may be alio
trvodved mdegradation of internalsed particles after phagocybass
Wi alsn eeated she ahility ol haemacytes to phagocyte Hve and dead
parasizes. THESE PATATETCTS Wele previcasy wied 1o measune the
elTects of abictic factors including temperatuse or salicity (652 ] or
bintic factoss [48] on haemocyte ackivities,

The presence of parasites sgnificantly modified pom specific
exterase activinies of hacmaoytes, Live parasines induced a decmease
[ percertape of non specific esterase activities podive celis,
Adheaph dead parasites modilied the percentage of non specific
esTorasy amivitios positve hasmeoyies when present a0-a 11
rafio, it was at A iesser extent whon compared o live parasites,
These results in additon tr the lady of haemooyte martality,
sugzest a direcl impat ol pardsites on host cell ssterase ackivties,
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Catalytic enzymes present in @ ostreae [33] might be abie re inhibe
hrecdrodases (ie estenases | produced by hasmocyes,

Siznilarly, the presence ol B estreor, {particelarly fve parasites)
spnificantly modified ROS detection in haemosytes In all tes
canditions: the peroertage of 05 positve haemacytes decneased
after @ A of incubation with parssites. The decrease was signifi-
cantly mare pranounced in presence of e B cstreae comparesd to
theg] anes As no cell mectalEy was detetted, pasasites may have
A direct impact on haemocyte 05 producion. The inhsivian ol
copen radical  productan facilimaces - intracellular surviva af
pratazean patasices including Trypenasmma sp 53], Taeapiazmo 5p
|534.55] and Leashmanir sp |56].

Astucly carrsed vt describe interactions bebween hagrmooies
fromn Crassosivea virginice and the pasasite # marinas showed that
lwe parasifes indiged an inhibiten of ROS cedease from oysier
haemocyles whereas heat killed pasasites did oot modify 0%
praducticn [57]. Enbribalion of 20% produdtion was dso reported in
Faemacytes from Peoten melmss ircubated with lve Rskerrsiales-
e organisors |58} F omerines and Ricketrsiales-iike ooganssms
passess acid phasphatase, partly respansibie foe thee suppression o
inkabitanof ROS production {58,59) Heovoet al 30 ]| demenstcated
the presence of acid phesphatase activily o haplospartsames
of & ostrear, Acdl phosphatase can inactivate the praduction ol
MNATKIMH axidase and thus prevents £05 praduction. The level
ol arid phasphatase activity 8 ostreor is equivadent [ 18] o devels
oz i several Leishimarda species [G0] inwhich the inhibilar rode
o the NADEF H ousdase has bern shown,

Larex beads were used 1o measune the phagooyiosis ahitiny af
hasmmcytes fmllowing 2 1ol Bncoebation with parasices. Phagocy-
Losis eveasurenents showed little variation betwesn the contrel
[haemacytes atone) #nd the tested coralitons. suggestng that
reithes Bee ar dead parssites stimulate or inhibic phagooytesls
abelity nf harrmocytes

Phagooytosis plays an impoctant mode in inberstions between
hast and pathogens. Mamy intracellislar parasiles Sinmulate thels
o phagecytasts through amtivasion: of recspoars o produsion aff
actin filaments Inoowr sudy, phagocyiosts abilicy of Sacmoomes
againsd nert material Gke latex beads was not affected by the
presence af pirasites. However, the wie of bacteria could beltes
refle response of Dapmocyies against pathapeny oTganisms.
Besldes, recent tests were performed 10 measure fatex bead
phagooytesis o presence al parastes by wsing 3 Bigher se
tiscricninant. than the one wsed i the present Sudy, This arotoond
mndificatzon allowed to cheerae a decrease of phagocytic ity af
hacmiecytes after 4 hol incubation wish parasites{ Marga, persoom)

In coaclusion, the presenr spudy investigared $he offeo of the
parasie A osiregs an haemocyte acivines asing Bow oympmery
after 2 hrafin vitro meubatEan, Light imcrascogy confirmed that bve
and dead parasites were engulfed by the haemocytes after 2 I of
contaT. AfeT It entny inmo the hapmaoyte, the parasde induced
changes withm the hest ool incliding 4 medification of cedhilar
activities aeressary e escape the degradation by hasmocytes.
Thess mesults contribete b a better anderstanding of the fntecac-
tians betwesn 8 osdrene amd hagmocyies and moce specifically the
effect of the parasite ca the aost cell to ensare i survival 2nd as
abulizy pa multiply sithin the cell,
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I Réponse cellulaire et moléculaire des hémocytes
d’hvuitre plate suite a 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 I'étude des interactions
enfre 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 aprés 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 & lintérieur des
hémocytes apres Th et le nombre moyen de parasites par hémocyte augmente au
cours du temps de l'expérimentation. De plus, les observations ont monitré que le
parasite se divise a lintérieur des hémocytes, des cellules binuclées ayant été
observées apres deux heures d'infection et des cellules trinuclées aprés 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 apres 1h, 2h et 4h d’infection. En revanche la phagocytose est

diminuée apres deux heures d'infections.

Le suivi de la réponse moléculaire par PCR en temps réel a montré que
I'internalisation du parasite induit une modification de la régulation des genes
étudiés. Le parasite induit une sur-expression des genes codant la galectine (OeGal),
le cytochrome P450, le lysozyme et I'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) apparait Iégerement sur-exprimée apres 1h
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de contact. De plus, cette étude a été complétée par le séquencage complet de
genes codant pour I'Oe-SOD Cu/Zn et I'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 I'hdte par le parasite
Bonamia ostreae Iui 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 osfreae is a disease affecting the flat oyster Osfrea 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 ftri-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. osfreae. 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 intferactions 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. Infroduction

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 osfreae (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 ; Bachere 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 antfimicrobial peptides
have already been identified in the haemolymph of different bivalves species
(Olafsen et al., 1992; Bachere 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 o
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
(O77), hydrogen peroxide (H202), 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. osfreae. 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 conftribute 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 ostfreae 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 TmL syringe
equipped with a needle (0.40x?0 mm) and then filtered on a 75 um 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 (5.10° cells mL™") 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 (5.10° cells mL™). 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 ul of cell suspensions were cytocentrifugated (100 x 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 Osfrea 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 franscription

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 freatment.
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 franscriptase was performed using SuperScript Il (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 uL using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 96-
microwell plates. Each well (25 plL) contained 5 uL of cDNA dilution (1/30), 12.5 ulL of
Brilliant® SYBR® Green Il PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 ulL of each diluted primer
(3uM) and 2.5 uL of distiled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of
activation of Hot start Tag 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(slore) (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 ldentification and characterization of immune-related genes Oe-SOD
Cu/In 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://bioctools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cdi) (3'0Ce-SOD Cu/In
TGATTAACCTGGCTGGTCCACAGTC, 5'0e-SOD Cu/In
GACTGTGGACCAGCCAGGTTAATCA and 3'0e-ECSOD
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GTGCACATGGAGGTCATGITGACTG, 5'0e-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 TempliPhil 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.nim.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 NPOO111780.1, Pagrus
major AA015363.1, Drosophila melanogaster P61851, Mytilus edulis CAE46443.1,
Crassostfrea 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 NPO01076079.1, Salmo salar NPO01134324.1, 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 V (% of positive cells)
before analysis to ensure the respect of a priori assumptions of normality and
homogeneity. In the case of rejection of Ho, 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 Ho, an a posteriori Tukey test was used to compare differences

between means.

3. Resulis

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.
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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 Pl 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 confrol 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 conftrols, 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 osfreae 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/In was a cytoplasmic protein. The deduced
amino acid sequence was devoid of signal peptide.

Multiple alignments of infracellular 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 (Cé and C'47),
involved in the formation of internal disulfide bond were fully conserved in Oe-SOD
Cu/In. Four histidine residues (H, H%2, Hé, and H'%) 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 (H¢¢, H74, H&) and one aspartate (D8¢), 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/In 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 (NLS4!)
(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 free 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. ?). 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 Saccosfrea glomerata.
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3.4 Expression patterns of genes selected

At Th 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 Th (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 Th 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 Th. This result suggests that the

parasite multiplies inside the haemocytes, or that the parasites accumulate within a
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parficular 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 osfreae 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 Crassosfrea 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 Th 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 Ruditfapes decussatus infected by
Perkinsus atlanticus (Ordds 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-fransferases 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/In, Oe-EcSOD) involved in the oxidative stress were
completely characterized and their expression levels were studied. Oe-SOD Cu/In
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 Th and not significantly modulated at 2h, 4h and 8h. The down
regulation observed after 1Th 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 Th of

contact and an increase of the number of the parasites observed inside infected
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haemocytes during the fime 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 osfreae 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 ratfio. 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 (C¢, C149,
H, H52, Heéé, Hes, H74, H83and H'2 and D8¢) 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 (MQSLILVLAALFYVA2) and a
glycosylation site (NLS4') 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, Crassosfrea virginica, C. gigas and Saccostrea
glomerata extracellular SOD protein sequences. Aa identities are highlighted in
black.

Figure 9 Neighbour-joining tree showing phylogenetfic analysis of both SOD
(cytoplasmic and extracellar) amino acid sequences from various species. The tree is
based on 1000 booftstrap 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,
0-GST, Oe-SOD Cu/Zn, Oe-EcSOD, Oegal and Lyzozyme) after 1h, 2h, 4h and 8h of
incubation with Bonamia osfreae. 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 conftrols.
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Concentration Concentration

Name Oligonucleotide sequence (5’-3’) of Forward of Reverse
primer (UM) primer (UM)

OGST Forward: GGTCGTCAGGGGTCAGTIT 3 3
Reverse: GGTTCCCGIICTTGAGCA

CYTOP450 Forward:GTCATCAAGCGAATGCGATA 3 3
Reverse: GGAGAGCTCCCTCATIITCC

Hsp90 Forward: TITGTGGAACGGGTCAAAA 3 3
Reverse:AACGTCGAGCACAGTICGAG

OeGal Forward: TCGGAGGTCGCCCTTAAT 3 3
Reverse: TTGCCGTGAACAATCAACA

Lysozyme Forward: TTIGGAAATACCCGCAGGA 3 3
Reverse: ATATCGGACGCCTIGCTTIG

Oe-EcSOD Forward:GAGGAGGAAGAGGACCATCC o5 o5
Reverse: ATTTTCCTCCGCITTGTGTG

Oe-SOD Forward: TCGTCAATGTCAGCGTGAA 3 3
Reverse: AAATGITGGGGCTIGGIGA

ElongPCRQ5m Forward: GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 3 3
Reverse: CCAGGGIGGITCAAGATGAT

Topo F GACCATGATTACGCCAAGC

Topo R CCCAGICACGACGTTG

Table 1 Combinations of primers used in quantitative PCR assays
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Il Comparaison de la réponse cellulaire et moléculaire
de deux groupes d’huitres plates suite a des infections
expérimentales : quelles bases pour la résistance a la

bonamiose ?

L'identification préalable de genes d’intérét, 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'huitres G
I'infection par Bonamia ostreae. Des huitres sélectionnées pour leur résistance a la
bonamiose et des huitres « sauvages » ont ainsi été infectées expérimentalement par

injection de suspension parasitaire et par cohabitation.

L'infection expérimentale par injection a fait I'objet de six prélevements d’'huitres &
12h, 3, 5, 8, 15 et 30 jours apres injection. Les réponses cellulaires et moléculaires ont
été mesurées chez les huitres injectées avec le parasite en les comparants aux
huitres injectées avec de I'eau de mer filfrée. Les analyses en cytométrie en flux et
en PCR en temps réel ont été réalisées sur des pools d'hémolymphe de dix huitres
par condition. De plus, la détection du parasite a été réalisée sur chague individu

prélevé.

L'infection expérimentale par cohabitation s’est déroulée sur une période de six
mois. Des huitres résistantes et sensibles ont été placées en cohabitation avec des
huitres plates issues du milieu naturel injectées avec du parasite afin de créer une
source de parasites dans les bacs. Trois prélevements ont été réalisés respectivement
a quatre, cing et six mois. L'observation des appositions de tissus cardiaques a
permis de classer les huitres 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 |'expression des
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genes sélectionnés a permis d'observer une modulation des génes impliqués dans
I'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 fransfer 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 fime 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 OelAP, Fas ligand OeFas-ligand,
cytoplasmic superoxyde dismutase Oe-SOD and extracellular superoxyde dismutase
OeEc-SOD) and monitored by quantitative reverse-transcription PCR (gRT-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 (OelAP) gene and OeFas-ligand gene was significantly increased in
resistant oysters at 5 days post injection. OelAP 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 frials. 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. Infroduction

The European flat oyster Osfrea 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 infracellular 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 (O 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 frials 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 naive 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; Lapegue 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 (Lapegue 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 Osfrea 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 vifro
infection ftrials. 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 (gRT-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 | raceways supplied with a constant flow of
seawater 150L h' enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis

galbana, Chaetoceros gracialis and Tefraselmis succica).

2.1.2. Haemolymph collection

Haemolymph was withdrawn from the adductor muscle sinus of oysters using a 1T ml
syringe equipped with a needle (0.40 mm x 90 mm). To eliminate debris the
haemolymph samples were filtered through 60 um 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.

245



-3éme partie

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 concenfrated by differential cenfrifugation on
sucrose gradients and then purified by isopycnic centrifugation on a Percoll
gradient. Finally, the purified B. osfreae 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 (2.2x10° per individual)
were injected into 180 resistant oysters and 180 wild-type oysters. The same amount
of oysters was injected with 100 pL of filtered sea water (FSW). Injection was
performed into the heart cavity of the oysters after anaesthesia using MgClz (200g/1).
Flat oysters were maintained in 120 | tank supplied with a constant flow of seawater
150L h'1 enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis galbana,
Chaetoceros gracialis and Tetfraselmis 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 1x10¢ 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 (BO-) when no parasite was detected
after 5 min of screening heart imprints from an individual oyster, = low infections (BO+)
when 5 or fewer parasites were observed during 5 min screening = moderate
infections (BO++) when around one parasite per microscopic field of view was
detected, = heavy infections (BO+++) 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
QicAmp DNA Mini-kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. DNA

was eluted and suspended in 50 uL of sterile, deionised water and then diluted to a

final concentration of 5 ng pL! for real-time PCR analysis.
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2.3.3 Real fime 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

conftrols (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 (gRT-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 ulL using a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) in 926-
microwell plates. Each well (25 plL) contained 5 uL of cDNA dilution (1/30), 12.5 uL of
Brilliant® SYBR® Green Il PCR Master Mix (Stratagene), 2.5 uL of each diluted primer
(BuM) and 2.5 uL of distiled water. Thermal cycling conditions were: 1 cycle of
activation of Hot start Tag 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(1slore) 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 v (% of positive
cells) before analysis to ensure the respect of a priori assumptions of normality and
homogeneity. In the case of rejection of HO, an a posteriori Tukey test was used to
compare differences between means.

Real fime PCR results were analysed using ANOVA test. ANOVA was performed using
XLSTAT-Pro® version 7.5.3 software. In the case of rejection of HO, an a posteriori

Tukey test was used to compare differences between means

3. Resulis

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 confrol 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 confrols (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 conftrols
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-igand 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 OelAP 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).
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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. ? 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 osfreae.

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 fransmission 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 conftrol (wild-type noninfected oysters)
except after 15 days in the injection experiment where infected oysters showed
higher phagocytosis activity than confrols. A previous work demonstrated a
decrease of phagocytosis after two hours of a in vifro 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
infrahaemocytic 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 OelAP)

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 Oz 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 Saccosfrea 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 | transmembrane glycoprotein that mediates apoptosis and its
biological ligand (Fas ligand) induces apoptosis through the binding to Fas antigens
(Curtin and Cotter, 2003). OelAP 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,

253



-3éme partie

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 OelAP 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 Osfrea 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 franscripts in resistant
oyster population (OelAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries. Expression
levels were normalized to EF1-a 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 (OelAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries. Expression levels
were normalized to EF1-a 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 osfreae),
R- (Resistant haemolymph pool of free of parasite), R+ (resistant haemolymph pool

infected with the parasite Bonamia osfreae).

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 osfreae).

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 osfreae), R-
(Resistant haemolymph pool of free of parasite), R+ (resistant haemolymph pool
infected with the parasite Bonamia osfreae). * 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 (OelAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries.
Expression levels were normalized to EF1-a 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 (OelAP, OeFas-ligand, OeSOD andOeEc-SOD) libraries.
Expression levels were normalized to EF1-a and presented as relative expression to
conftrols (pool free of parasite) (mean + SD, n = 2). * indicates significant differences

of gene expression compared to controls.
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Concenftration Concentration
Name Oligonucleotide sequence (5'-3') of Forward of Reverse

primer (UM) primer (UM)

OelAP Forward:CTACCTCCCCAGGATTIGTCA 3 3
Reverse: CACCACTCTCCTCCATGTCA

OeFas Forward:TTTGGGCAGTGGTIGTAAGTG 1.5 3
Reverse. TAGCCCTGTTICTCCACCAG

0eSOD Forward: TCGTCAATGTCAGCGTGAA 3 3
Reverse: AAATGTITGGGGCTGGTGA

OeEc-SOD Forward:GAGGAGGAAGAGGACCATCC 2,5 2,5
Reverse: ATTTTCCTCCGCTITGTGTG

ElongPCRQ5m Forward: GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 3 3

Reverse: CCAGGGTIGGTITCAAGATGAT

Table 1: Combinations of primers used in quantitative PCR assays

Infected  Mortality  Infected Mortality Infected  Mortality

Batch 1 7/25 11(2/6)  2/25 2 (0/2) 1/37 0

Batch 2 6/25 14(1/6)  2/25 3(1/3) 6/23 5(1/1)

Batch 1 2/25 %, 425 8 (1/2) 5/17 0
(7/18)

Batch 2 6/25 15(5/8)  8/25 9 (2/4) 217 0

Table 2 Global information concerning the infection during the experimental

infection by cohabitation. (R) resistant oyster population, (W) wild oyster population.
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IV Résultats complémentaires

IV.1 Analyse des activités enzymatiques dans I'hémolymphe, le
plasma et des hémocytes totaux par galerie APl ZYM (Api
System, Bio-Merieux) chez deux populations d’huitres plates

Ostrea edulis et chez I'huitre creuse Crassostrea gigas.

La recherche d’activités enzymatiques a été réalisée a I'aide du systeme APl 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 4 partir de fres faibles quantités d’échantillon. Les hémolymphes ont

été poolées pour dix individus par type d’huitre.

La phagocytose est I'une des activités hémocytaires essentielles relatives aux
fonctions de défense chez les huitres (Fisher, 1986). Les enzymes hydrolytiques
participent a ce processus a I'intérieur et a I'extérieur des hémocytes (Cheng, 1983).
A I'intérieur des hémocytes, la dégradation enzymatique est I'un des deux processus
de base impliqués dans la destruction des particules éfrangeres apres la
phagocytose. Dans la fraction extracellulaire, ces enzymes peuvent modifier la
conformation moléculaire de surface des micro-organismes pathogénes et
favorisent donc les cellules phagocytaires de la reconnaissance des agents
pathogenes (Cheng, 1981, 1983), mais également intervenir dans la destruction de
des agents infectieux. Certaines enzymes (le lysozyme, des phosphatases acides,
estérases et la B-glucuronidase, lipases, sérines protéases, phénoloxydases) ont été
identifiees et utilisées comme critére indiquant les fonctions hémocytaires chez

différentes espéces de bivalves.
Dans cefte étude, il a été étudié 19 enzymes dans I'hémolymphe, le plasma et les

hémocytes chez deux groupes d’huitres plates (sensibles et résistantes) ainsi que

chez I'huitre creuse Crassosfrea gigas. Précédemment il a été montré que les
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hémocytes d’'huitre plate (sensibles ou résistantes) et d'huitre creuse internalisés le
parasite (Chagot, 1989). Cependant, I'huitre creuse est capable d’éliminer le
parasite, car cette espece n'est pas sensible & la bonamiose. Ces précédentes
études laissent suspecter des différences dans les mécanismes de défense chez les

deux especes.

Le processus de résistance aux infections peut entrainer une réaction de certaines
enzymes. Par conséquent il apparait intéressant de comparer I'état général du
métabolisme enzymatique chez une espece non sensible d la bonamiose, chez un

groupe d’huitres plates résistantes et chez des huitres plates sensibles.

La recherche d’'activités enzymatiques par galerie APl ZYM a permis de détecter 14
activités dans I'hémolymphe de Crassosfrea gigas. Il a été détecté 13 et 12 activités
enzymatiques respectivement dans les hémocytes et le plasma de Crassosfrea gigas
(Figure 42). Chez les deux populations d’huitres plates, il a été détecté 13 activités
dans le plasma, I'hnémolymphe et les héemocytes (Figures 42, 43 et 44). Les fravaux
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 I'huitre creuse C.
gigas. Xue and Renault, (2001) avaient identifié 15 et 16 enzymes, respectivement
dans I'némolymphe d'Osfrea edulis et C. gigas. Ces auteurs ont rapporté une
activité enzymatique plus importante chez C. gigas par rapport & des huitres plates
saines et infectées par le parasite Bonamia ostreae. Ces mémes auteurs ont émis
I'nypothese que cette différence de concentration pourrait étre reliée a la

résistance naturelle de I'huitre creuse au parasite B. osfreae.

Concernant les résultats obtenus dans cette étude, I a été observé des
concentrations  enzymatiques de  B-glucuronidase  (15) et  N-acetyl-p-
glucosaminidase (18) significativement (p<0,01 test t) plus importantes dans
I'hnémolymphe des huitres plates résistantes. Le niveau plus élevé de ces enzymes
laisse suspecter une potentielle implication de ces enzymes dans les mécanismes de
résistance. La B-glucosidase (17) a été détectée uniquement dans I'némolymphe de
Crassosfrea gigas. Les activités enzymatiques mesurées dans le plasma n'ont pas

permis d'observer de différences chez les différentes huitres testées.
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Les résultats obtenus sur les hémocytes doivent étres complétés car il a été effectué
une seule mesure. Cependant des tendances peuvent étres émises. Il a été observé
une activité enzymatique globale plus importante chez les hémocytes d’huitre plate
résistante, avec une quantité potentiellement plus importante pour les enzymes ;
phosphatase alcaline (2), naphtol phosphohydrolase (12), B-galactosidase (14), a-
glucosidase (15) et N-acétyl-B-glucosaminidase (18). En revanche chez les
hémocytes de I'huitre creuse, il a été détecté trois enzymes (a-glucosidase (15), N-
acétyl-B- glucosaminidase (18) et a-fucosidase (20)) présentant une activité plus
élevé que chez les hémocytes d'huitres sensibles. Chez les hémocytes d’huitres
sensibles, aucune activité n'a été détectée en quantités supérieures par rapport aux

autres conditions testées.

En confrontant les résultats obtenus chez hémocytes d'huitre creuse et chez les
hémocytes des huitres plates résistantes deux enzymes (15 et 18) sont présentes en
quantité supérieure par rapport a celles détectées chez les hémocyte des huitres
plates sensibles. En revanche, I'enzyme 20 est présente en quantité supérieure
uniquement chez les hémocytes de I'huitre creuse. Ce résultat laisse suspecter une
probable implication de ces enzymes dans la résistance/tolérance au parasite

Bonamia ostreae.

Les résultafs obtenus dans cette étude ont montré des différences entre les huifres
plates sélectionnées et les huitres plates sensibles. Cependant, I'étude doit étre
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 apres une infection in vitro entre les hémocytes d'huitres testées et du

parasite purifié.
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Analyse des activités enzymatiques dans le plasma
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Figure 42 : Analyse des activités enzymatiques dans le plasma
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V Conclusion

Cette partie a été consacrée a la réalisation d’'infections expérimentales in vifro etin
vivo. Les résultats obtenus ont permis d'obtenir de nouvelles informations sur les
interactions entre les hémocytes d'huitres plates et le parasite Bonamia ostreae. La
caractérisation de ces interactions au niveau moléculaire et cellulaire a montré
I'intérét 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 vifro a permis de metire en évidence une
multiplication du parasite a I'intérieur des hémocytes. Cette multiplication parasitaire
est associée a une diminution des activités hémocytaires mesurées (estérases,
production EOR et phagocytose). Ainsi, Bonamia ostreae semble capable de
contrer les mécanismes de défense de I'hdte afin de s’installer dans la cellule hote 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/In et de I'oméga gluthatione S transférase (OGST).

Les infections expérimentales in vivo ont permis de montrer des différences entre les
deux groupes d’'huitres plates testés. En effet, les huitres plates résistantes présentent
des niveaux d'infection et un taux de mortalité plus faibles par rapport aux huitres
plates sensibles. De plus, les hémocytes d'huitres plates résistantes infectés
présentent une capacité de phagocytose plus faible que les hémocytes sains. Le
parasite semblerait moduler I'apoptose chez les hémocytes des deux populations.
Les hémocytes d’huitres plates résistantes injectées avec le parasite présenteraient
des niveaux d’expression plus élevées du gene OeFas-ligand par rapport aux huitres
plates résistantes injectées avec de I'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, I'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 barrieres existent au sein de I'huitre et peuvent
contribuer a éliminer le parasite avant que celui-ci n'atteigne les hémocytes. Les

réponses obtenues sont ainsi plus nuancées. (Figure 45).

La réalisation de ces fravaux ouvre de nouvelles perspectives d'étude sur les

meécanismes impliqués dans la résistance d la bonamiose.

Infection Réponse
+ +

in vitro

Parasites Hémocytes

Infection par injection

Infection par cohabitation

—l—

Milieu, environnement, cycle parasitaire,
tissus, organes...

Intéret
ecalogique

Figure 45 : Synthese des différentes études pour la caractérisation des interactions

enfre hémocytes d'huitres plates et son parasite Bonamia ostreae
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Conclusion générale et
perspectives
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a détection du parasite Bonamia ostreae associée a de fortes mortalités en

1979 sur Ile Tudy (Finistere, France) a eu un fort impact sur la production

d’huitres plates, Ostrea edulis, sur les cbtes européennes. La bonamiose, nom
donnée a la maladie associée au parasite protozoaire B. ostreae, est listée comme
maladie & déclaration obligatoire par I'Organisation Mondiale pour la Santé
Animale (OIE) et par I'Union Européenne (UE) en raison de I'impact économique
gu’elle peut engendrer sur la filiere ostréicole francaise et européenne.
Les moyens de lutte contre le parasite sont restreints du fait de I'impossibilité d'utiliser
des fraitements 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 fransferts d'animaux et de leurs produits au travers de textes législatifs, mais

également sur I'amélioration génétique par la sélection.

Le développement d'huitres plates résistantes au parasite reste en effet I'une des
pistes majeures a explorer afin de maintenir cette espece sur les cotes francaises et
européennes. Les huitres plates persistent et continuent de se reproduire dans les
zones infectées ce qui laisse suspecter une résistance naturelle a la bonamiose chez
cette espece. L'lfremer a débuté en 1985 un projet visant a produire des familles
d’huitres 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 ou la maladie est
endémique. Cependant, cette sélection n'a porté que sur le caractere de survie
des huitres suite a I'infection.

La caractérisation des mécanismes de la réponse de I'huitre au parasite Bonamia
ostreae devrait permettre de sé€lectionner des individus résistants gréce a I'ufilisation
de marqueurs cellulaires et/ou moléculaires. De telles connaissances pourraient Qinsi
permettre de maintenir I'huitre plate voire de relancer la culture de cette espece sur
les cbtes francaises et européennes. C'est dans ce contexte que ce travail de these
a été réalisé. Les objectifs étaient (1) d’améliorer les connaissances moléculaires sur

I'héte Ostrea edulis et plus particulierement les bases moléculaires impliquées dans
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la résistance ou la sensibilité a la bonamiose, et (2) de réaliser des infections in vitro
et in vivo afin d’identifier les processus de régulation de certains genes ainsi que les
réponses cellulaires des hémocytes.

Le modele d’'étude retenu dans ce travail présente un intérét particulier du fait du
double réle joué par les hémocytes qui sont a la fois les effecteurs de I'immunité de
I'huitre plate, mais aussi les cellules hétes 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 a partir d’animaux infectés et de réaliser des

infections en conditions controlées au laboratoire.

Dans un premier temps, ce fravail a permis d'identifier des genes différentiellement
exprimés suite 4 la réalisation de banques soustractives d'’ADNc a 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 héte/parasite. Ainsi, une lectine de type galectine pourrait étre
impliqguée dans la reconnaissance du parasite. Cette lectine a déja été identifieée
chez Crassosfrea virginica en réponse au parasite Perkinsus marinus (Tasumi & Vasta,
2007). De plus, I'activation de cette lectine est associée a une augmentation des
transcrits du gene codant pour la filamine, I'implication de cette molécule dans le
cytosquelette laisse suspecter une implication du cytosquelette de I'héte dans
I'internalisation du parasite. Une précédente étude réalisée par Chagot et al., (1989)
avait permis de montrer une diminution du nombre de parasites internalisés suite a
un traitement des hémocytes par la cytochalasine B. La cytochalasine B possede
des propriétés inhibitrices sur le cytosquelette. La participation du cytosquelette de
I'néte dans I'internalisation de parasites intracellulaires a également eété démontrée

chez Toxoplasma gondii (Gonzalez et al., 2009).

La mise en évidence d'une superoxyde dismutase (OeSOD) a quant a elle permit
d’observer une légere augmentation des franscrits de ce géne suite d une infection
in vitro. La SOD est nofamment impliquée dans la transformation des radicaux libres
Oz en H202. Les peroxydes ont des propriétés microbicides vis-a-vis des agents
infectieux, mais sont également agressifs vis G vis des membranes des cellules hotes.
Ce résultat laisse suspecter une implication de la flambée oxydative dans la réponse

des hémocytes a l'infection par le parasite Bonamia ostreae. De plus, il a été
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identifie un gene impliqué dans la détoxication des radicaux libres, I'oméga
glutathione S-transférase (OGST). Ce gene est également apparu surexprimé chez
les hémocytes infectés par le parasite peut éfre en réponse a un exces de radicaux

libres produits par la cellule héte ou par le parasite.

Deux autres genes, que sont le tissu inhibitor of metalloprotéase (TIMP) et un
régulateur de l'interféron (OelRF), ont été identifies comme potentiellement
surexprimés en présence de parasites vivants. L'identification du gene OelRF est
assez surprenante car aucun membre de la cascade d’activation de I'interféron n’a
été identifié jusqu'a présent chez les mollusques bivalves. En revanche, la
surexpression de TIMP peut traduire une réponse de I'héte 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
moniré qu'apres deux heures de mise en contact, les parasites vivants comme ceux
inactivés a 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
apres 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 dernieres et
traduire un mécanisme par lequel le parasite échappe a 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 infracellulaires. Des activités de type phosphatases acides
décrites chez le parasite pourraient étres 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 44).
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Figure 46 : Schéma récapitulatif des interactions héte/parasite observées chez des
hémocytes d'Osfrea edulis apres deux heures d’'infection in vitro par le parasite

Bonamia ostreae
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Afin de compléter les données obtenues & deux heures post-infection, les réponses
moléculaires et cellulaires précédemment identifiées ont été suivies au cours d'une
d’infection in vitro a 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’huitre plates. Les analyses par
cytométrie en flux ont ensuite permis de montrer la diminution de la production
d’'EORs et des estérases non spécifiques apres 1h, 2h et 4h d’infection. Ces résultats
confirment donc la capacité du parasite & inhiber les mécanismes de dégradation
mis en jeu par les hémocytes. Une diminution de [I'activité phagocytaire a
également été observée apres deux heures d'infection, ce qui pourrait étre dG a la

multiplication du parasite a I'intérieur des hémocytes.

L'identification d'une SOD cytoplasmique et d'une SOD extracellulaire a permis
d'apporter des éléments complémentaires concernant I'implication de ces
molécules dans les interactions entre les hémocytes d'huitres plates et le parasite
Bonamia osfreae. Le suivi de I'expression de ces deux genes a moniré une sous-
expression de la SOD exiracellulaire et une légere surexpression de la SOD
cytoplasmique apres 2 et 4 heures. Les enzymes de type SOD permettent la
dismutation des ions Oz en H2O2. Les ions O% sont les premiers EOR produits au cours
de la flambée oxydative et sont des radicaux trés toxiques que I'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 Oz et
permettent ainsi de protéger les cellules. Une surexpression des transcrits de genes
codant pour des SOD peut donc éfre interprétée comme une réponse G une
induction de la flambée oxydative, alors qu'une inhibition pourrait induire des effets
déléteres pour les huitres elles-mémes. Le parasite pourrait étre capable d'inhiber la
production d’EOR, mais également la transcription de génes codant des SOD.
Cependant la sur-expression de la SOD cytoplasmique pourrait correspondre a une
réponse normale suite d une augmentation des EOR induites par la pénétration du
parasite dans les cellules.

Une augmentation du niveau d’expression des genes codant pour I'OGST et le
cytochrome P450 a également été observée apres 1 heure d'infection. Le
cytochrome P450 est notamment impliqué dans la dégradation des molécules

exogenes. Ces molécules exogenes pourraient correspondre G des molécules
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relarguées par la destruction de certains parasites dans le cytoplasme des

hémocytes.

Le suivi de I'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 des le début de I'infection correspondant
a la premiere phase (reconnaissance) dans le processus de phagocytose. De plus, il
a été identifié une surexpression du gene codant le lysozyme laissant suspecter une
possible implication de ce géne dans les interactions entre hémocytes et Bonamia

ostreqe.
Pris dans sa globalité, ce travail démontre I'utilité de coupler plusieurs méthodes

d'analyse afin d’'étudier in vitro la réponse des hémocytes a une infection a

Bonamia osfreae 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'huitres plates infectés par le parasite apres 1h, 2h, 4h et 8n de mise en

contact avec Bonamia ostreae.
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Dans un second temps, les mécanismes cellulaires et moléculaires liés aux
phénomenes de résistance et de sensibilité a la maladie ont été étudiés chez deux
groupes d’huitres : des huitres plates dites « sensibles » provenant du milieu naturel, et
des huitres plates dites « résistantes » provenant d'un programme de sélection et
produites en écloserie.

La réalisation de banques d’ADNc a permis d'identifier des genes différentiellement
exprimés en réponse a l'infection par le parasite Bonamia ostreae chez les deux
groupes. Il a nofamment été identifié des genes impliqués dans la détoxication (Oe-
EcSOD) et dans I'immunité (OelAP, OeFas-ligand, cathepsine B, cyclophiline B et
OeClq).

L’analyse des niveaux d’'expression de ces genes par PCR en temps réel a montré
une surexpression d'Oe-EcSOD chez les hémocytes d’'huitres plates résistantes. Ce
résultat suggere un mécanisme exacerbé de dismutation des radicaux libres Oz
pouvant permettre de limiter les effets négatifs de ces radicaux sur les composants
cellulaires et le développement de Iésions suite a I'infection par le parasite. Les
huitres résistantes auraient de ce fait un avantage par rapport aux huitres non
sélectionnées en étant capables de limiter les effets néfastes du parasite sur leurs
propres cellules et tissus. L'implication de ce gene a d’'ailleurs déja été rapportée
chez les huitres australiennes résistantes au parasite Marteilia sydneyi.

De plus, il a été observé une surexpression de trois genes impliqués dans I'induction
et I'inhibition de I'apoptose, I'OelAP, le OeFas-ligand et de la cathepsine B, chez les
hémocytes provenant d’'huitres résistantes infectées par le parasite Bonamia
osfreae. L'apoptose est un mécanisme complexe permettant d’éviter ou de limiter
la dissémination des agents infectieux dans I'organisme. L'induction de I'apoptose a
été décrite dans d'autres modeles 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 programmeée
pourrait constituer I'un des mécanismes impliqués dans la résistance a la bonamiose.
L'identification du gene OeFas-ligand laisse suspecter une activation de la cascade
de l'apoptose chez certaines cellules afin d'empécher et/ou de limiter la
prolifération du parasite dans les cellules cibles. Cependant, I'apoptose n'est pas
sans conséquences négatives pour I'organisme hbte et nécessite donc la mise en

place de phénomeénes de régulation visant a limiter et confréler le phénomene.
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Ainsi, I'observation de la sur expression du gene codant pour I'OelAP chez les
hémocytes issus d'huitres résistantes laisse suspecter une régulation de I'apoptose
par I'huitre elle-méme. En effet, les IAP ont des propriétés anti-apoptotiques. Une
augmentation des transcrits du gene codant pour I'OelAP pourrait induire une
régulation négative de I'apoptose en bloquant la cascade d'activation de
I'apoptose.

Par ailleurs, il est également possible que le parasite lui-méme manipule le
phénomene apoptotique chez son hdéte et favorise ainsi sa propre installation dans
les cellules hétes en inhibant le mort cellulaire programmée dans les hémocytes qu'il
infecte. L'induction du gene codant pour I'OelAP chez les hémocytes infectées
conduirait & une survie du parasite dans les cellules.

La présence de plusieurs types cellulaires dans I'hémolymphe de [I'huitre plate
pourrait aussi expliquer une diversité de réponse en termes d'apoptose. Certains
types cellulaires pourraient étre capables d’entrer en apoptose du fait de la
présence de récepteurs Fas a leur surface alors que d’autres non. Bien que Bonamia
osfreae soit capable d'infecter tous les types cellulaires présents dans I'hémolymphe,
plusieurs auteurs ont rapporté que les hyalinocytes semblaient étre 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 huitres
plates sensibles que chez les huitres résistantes. D'une maniere générale, les huitres
résistantes infectées par injection comme par cohabitation présentaient une activité
phagocytaire moindre que les huitres 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 maitriser la
quantité de parasites injectés tandis que l'infection par cohabitation ne le permet
pas. Cette derniere reflete d’avantage les conditions naturelles mais, de ce fait, est
plus lente, moins intense et plus complexe d comprendre.

De facon générale, les réponses observées dans le cadre des infections in vifro
apparaissent plus contrastées que dans le cadre des infections in vivo mais elles ne

refletent pas la complexité des interactions qui peuvent exister chez les animaux.
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Elles nous ont néanmoins permis d'identifier des mécanismes impliqués dans la
résistance et la sensibilité des huitres a I'infection et les résultats obtenus ont pu étre

confirmés ou nuancés par ceux obtenus lors des infections in vivo.

Les résultats obtenus dans ce travail de thése apportent de nouvelles informations
concernant les bases moléculaires et cellulaires impliquées dans la résistance a la

bonamiose (Figure 48).
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Figure 48 : Schéma de synthese des mécanismes potentiellement impliqués dans la

résistance a la bonamiose (in vitro)
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n conclusion, ces travaux de these ont consisté & mettre en place des outils
de génomique comparative spécifique chez I'huitre plate Ostrea edulis. La
construction de différentes banques d’ADNc a pour la premiére fois mené &
I'identification et 4 la caractérisation de certains genes impliqués dans les
interactions hote/parasite chez I'huitre plate. L'analyse du niveau d’'expression de

ces genes a permis d'apporter de nouvelles connaissances sur le modele.

Parmi I'ensemble des résultats obtenus, I'identification de la galectine chez Osfrea
edulis ouvre de nouvelles perspectives d'études afin de clarifier plus précisément les
implications de cette protéine au cours de I'infection. De plus, I'identification de la
sur expression d’'un gene impliqué dans le cytosquelette (la filamine) laisse suspecter
une probable parficipation du cytosquelette de I'hdéte dans I'internalisation du
parasite. L'implication du cytosquelette de I'hdéte dans I'internalisation d'un parasite
intracellulaire  est couramment décrite dans la littérature. Des études
complémentaires sur le cytosquelette de I'héte au cours d'infections in vitro

permettraient de répondre G cette probable hypothese.

L'implication manifeste de certains genes de la cascade d'activation de I'apoptose
dans la résistance des huitres vis a vis du parasite nécessite la réalisation d’études
complémentaires sur ce mécanisme déja décrit chez d’autres bivalves. Cependant,
I'activation de la superoxyde dismutase extracellulaire chez les hémocytes résistants
laisse suspecter une implication de ce gene dans la résistance. Une étude
complémentaire sur la fonction et I'implication de ce gene apporterait des
informations supplémentaires sur le réle 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 a I'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 huitres plates liee

a la bonamiose. L'utilisation de familles d’'huitres plates présentant des mortalités
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contfrastées permettrait de réaliser une carte génétique de I'huitre plate avec

I'identification de QTL associés a la résistance ou la sensibilité a la bonamiose.
Enfin, le séquencage complet du génome du parasite Bonamia ostreae ouvrirait de

nouvelles perspectives d’'études sur les genes parasitaires impliqués dans les

inferactions enfre hémocytes et parasites.
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This intrahassioeyic parasibe hes been doscerbed in
oysters oolleched from varbme woosysteoms from estibar-
tes mnd interiidal xones o decsp coastal walers or
tnganns and i presently reporded 0 Europe, Moerth
Antericd and MMorecco. Korthern Europedn walets |e.g.
Morwegian wabers) seem 1o be free of booamcesis,
probably beeause of the lack ol introdociion of infected
animals: Flat aysters from fhe Medilesranean Basin are
iafecied by Bomaenle osfredaes however, reported pre-
valenoes are Jlow (data From BEEPAMD, the Freach nel-
work for the surveillance of molluse diseases). MNo clear
correlations have been dermonstrated befween devel-
oprnent of the dispase and covironmental pafametiers
tnclmding lempesature and salinity: Previmss wiark suge
gpisstichan lmpact of femperature on thie parasite gndios
an e defence capacity. of oyslers. Althosgh the dis-
ersn agccurs dnd cen be transmiltied twroughout toe
yoear (Tigd & Griwel 1884), thene id a8 seastnal variation
in infecton with B ostress. Prevalence of infection
pregents peaks in fale winter and in auluma ((Gricel
1965, Montes 1980, Van Baoning 1991, Culloly &
Muleahy 1986, Aread ot al J006). A stody o bonamie-
sis prevebence ns wiell a5 haemacyle ectivities accord-
ing o lemmperaluse showed thal prevalence was highier
it low trmperature | L0PC) cotnparsd bo hagiver teonpes
ature [(20°C],  sdggesting that low lempecaluees may
dffecl delenee capacities. of the oyster ancbfor e alxl-
iy of the parasite o infedd healilthy evslens (Cochenne:
& Auffret 2003).

The leck of suitphle Gssee cullure sysbems and mol-
Dasp cell lines for the culture of the pasasife led to the
devielopment of o prsification protocol [Mialhe of al
1908), The avnilability of purified Bonasmis sadrass sus-
peosions allowed oxperimental infeclions Beaed on
pdrasiie inpecticn (Heovle el el 1985) fnd {nvestige-
tions on i vitro intersctions belwesn pasasites and
haomocples [Chagol ef al, 184092, Maourlon el al, 1992).
Despibe possitie survival ol purificd parassies in Gl-
tered son o water (2 wkl e assessed Dy e suoness of
experimental infecton [Griaed 1985), purified pazasite
suspiensions hive ool yvol besen used o stucky pazasite
plyysiology or ils behaviowr refalsd o aovizombenlad
canclitions,

In wgquetic eoecodry, fow cylofmetey 8 classically
used 6 detesmine abundance, viabdlity amd activity
al micreacganisms including, vineses, bacleda, malere-
algae and planktonic proboesen perasies. (Wong &
Whikialmy 1996, Lindstoim ol al, 2002, Parsow & Burk-
fpalder 2002, Binet & Stauber 2008, Hammes el al
2008] Recent developsnents have aimed ol addressing
some guestinns n envitonmenial misrobiology, nclod-
tng stadvimg microbial physxreay nader snvicanme-
tielly relevant conditions [Crechowske et el 200E)

Flow cytommetsy has been sucoessfully gsed o oueasiore
ol vinhility of cullared Porkinsoy marinusg, s pasakitic
probieoan af the easlern oyster Crassosires virginica
(Soudant ef al. 2003 This ool allows muliparamstcic
analyees an & large moirnbier of ool in s svery shoo Eme
and thus pfesents  advaolages: over mictoscoopic
ApnTECies,

The objectives of ouz stwdy weze o lesl sorvivel of
perifiee] Bonara osdress in different sea waber medis
(arkificial seawalers, nalurel seawater end sealbed bore-
watirf in order to identify U seost suitable moedicm [or
parasite preservation amd to investigate effects of fem-
perralure and salimily oo the survival of pacfied para-
sites by fow cytomelny, Purified B, asfreas wisre sizs-
pencled and maintained ionovidro n the 3 different
mehin gl 3 different lemperatures and then subjecied
to & range of salinilics in the opbimna seediuzn previ-
ously delined, Parasite mortaliy wes measared by ow
oviometry wsing propicivo isdide slaining. and pare-
siter viability was estimoeled by measusing esterase
activiies using fhgrescein diacedate [FOAL Esterses
are @neyioes belongpng b the group of Bydsainses and
arg classically measured 10 estimate gliobi! levels of
viahde cpdl activities [(Gagneire e el W0Es, Berooy ot
al. 206, Koull et nl 20048). fr-vitro exposore of parsfed
parasites 1o sanges of jempesdiune and selinity oy
improve our knowlsdge of the disease epideniology
and may provide guidanae [or aysterfarmisrs [ stk
e At

MATERIALS AND METHODS

Benamia ostrese purlfication: Puclication of pera-
site was pocfarmisd following e protocal of RMiathe ot
al. {IBEB} wsing Mal oysters that osigineled froen
Quibieron Bay (France|, en ared nfected By 5 ostroae,
Chysters wiere maintedned for 30 d in racewaysof 1202
receiving a constant flow of exbernal sepwatier sl oa
temperabure of 12 o 15°C and enriched in phyto-
plankton [ Skedstonene costalwin, Sochryass galbane,
Chaettrernss gracifis and Tetrdselims suecica). Some
nighly mfected Oxtres eoliliy wers selected by exami-
natinn of hearl tssae imprinds woder lighl micsescony.
Twa 1o 3 highiy infected cyslers were ased per puri-
facation. ALl oogans were homagenised excepl the
addudtar muscie. Parssites wane comcentcated by dil-
ferential cenirifugalion o sucrose gradients and then
parrifiedd by isopycnic centrifugation an g Percoll gradi-
ol Cantrzlugations were poformed al B, Lastly,
prifiedd parasites werne respspeswded inl ml ol (032 wm
(tered seawabter belore being counted . using &
Malaages-coll hnemocyiomelesr. Farasibe suspensions
wore Dhen maintaingd sl 4°C Salinity of Bliored sia-
water [hpcluated ebwoen Phand 34 g1 .
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Experimenial deslgn. Twe seds of expertimenls wene
pecformesd 3 tirmes, In the first sl of expesiments, puri-
find parasitos were wspended in 3 differenl meding
and 10 m? of each parasibe suspension were disisobuted
in eiguivalent nmbers (3 = 10" sells ml :l iz e 15 =l
prdvpropyiene tubes per medinm, The 5 omedia sers
1) LR pim fleced prepered scifficial seawater (ASW)
wilh u selinity of 254 g1t und & pH ol 6.5 (2534 g NalClL
1.5 g KCL 1.2 g MgS0,-4H,0, 0.2 g CalCl;-2F {3}
HeOr qos. 15 (2] 022 pme Elered seabed basewdber
{EEW) showing a conatant selinity of 32 g 1! and a pH
of .06 (callecled sta depth of 10 m at EFF'.EL'FE]I_[u.l:ii.-
EHes i Lo Trembliode, Prance) (3} 0.22 pm [ilesed nat-
aral wakwdler (KW rom La Seudre sduarcy, Char
eate Maritime (Franeoe) with a salinity of 0 e 34 gl
and s pH al .06, Parssibes mainiasined o the 3 diffes-
enl imedia wese subjected Lo 3 different temperaleres
i 15 and 257C (3 tubes per comdition], The different
parasife suspensions wene lested by [low oylometry
afber 12, 34 and 48 b ol incabation.

Hipasding parasite sorvival according (o proviously
tested mediom and emperature. the second sel ol
pxpermeals, aimmied st testing effects of salindy on
Bortarnia calroas viability, was pecformied in SEW {ska-
ble copesition compared o KNEW) ai 15%C {which bet-
ter reflievels nalural conditions than does 4°2C). More
precisely, pociled parasiies werne diluted in 0022 3 Ll
tered SEW and distribubed o equivalen) numbers (5 =
107 celis ml ) in 15 mi pelypoopybene tubes. Bastiiled
waber or nrbure] w5l ram Guérande (Pays de o Lojme,
Franee] was wdded b obiain a range of salinities: 5, 15,
20,25, 30, 35, 40 and 45 g 1. Parasils SuSpranLiony
{3 Tubes et salinily condifion] wene incubsabiesd 81 157C,
and sampies were poalysed by flow cylometry afler
12 arad 48

Analysis of viabilily of HBonamis osirede by flow
cylomeiry. Flow evtomelry profocols ased in this study

a

A

B B
E s —t Gl 1%
&

-y rrep
i g AL L
FLA Log (Fed Ruomacencs)

wene gditpled from proteceis previoasly descrited [or
Crassastred gigas hanmocyles {Gagnaine o1 al. 20060
Each measure was carried oul § bmes, For each san-
e SO0 evienls wese oounbed using an EPICES XL 4
(Geckman Caoatter]. Results were cdepicted wndisr
biparameine representations (density plots] showing
parasity ool poeording to e Forward Scatter (FSc) in
shscissa gnd Zide Scalter (55c) bordinate and ghe flu-
oreseence chahnel correspanding o the matker wsed.
F3a¢ pned S55c walpes, which correspond bo diffracted
light oot the pcube and might angies, ane propariopg o
oell size and oell complaxily, respectvely. Recorded
firpriscence depended on the monitored parasalers:
fati-specific. sdlerase aclivibes wWere measused using
groen loorsornes [flossesconce detectior FL1J, whela
oedl mortalily was measored wsing red Doorescencos
{fhpirescence detecios FL3),

Parasite modlality was estimated after incubating
200l of parasite suspenasiona ot 3% 10° cels ml T inthe
clazk for 30 mim g 450 with 10l of the noclebe acid £l
orescent dye propidimn iodide (PL L0 mg T, Tabes-
chim]. Naa specific silerase activilies wore evalipated
by fncutating 200 pl of parasile. suspendion gt 5 =
106 pelisml~" in thie dark For 20 odin Al aenblend eopes-
ature with 1 ol of the lipasoluble sulsstrate Muoresceine
dhipeetate (FOAL 400 pbd in DpSCH Moleoainr Probes,
Invitrogun)

Diead parnsiles, prepared by bodiiing oielis far 15 min,
werg used o cootrol efficacy of P1for moslality mes-
surestenl. The FLI fluorcscmnoe histogramn showed
that 98,1 % of Pl-slatnest colls [red Doorssoence above
1) wiere dbad (g Lol Suspension af live pabasites was
dsed to condrol eflicacy of FOA Tor isterase activiky
measurezmend (Fig. 1), The FL1 Auorescence histo-
grion showed thel 31% of Duooresceni oells after e
cibaticn with FDA (green fheorestence disave ) wers
alivie and prosendod esterase activiy [Fig. 1]

"

e 1 o we
FL1 Log {Grean flusiescmncs)

Fig. 1. Bansrpde eslrews (6] Bed {loorescence of parssiles alfes Bl oo stabiming with propidizen wdxie. Bracked A correspeimis

tonin-akainsnd cells (= live coils) and Brackel B-corfesposils fe-stakned colls (= desd cellx) () Groen llsotesoenon of parasites just

altest prurificationg, 5 the presesios of lporeeceine disceiate, Brackel A coffesponis 1o noan-Thistescenl cells = pan-gctive oalls)
il Asocke! B carmesponds 06 Micrescend talls (= pitnes calis)
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Slatistbcal analysis, Dala were gnelysed esing the
sofiware Stabgraphics® Pls version 5.0, Resulls were

expreswnd as peroenisges of positive cells. Megn and
£ were cnleutoted for each triplboale, The effect af
tizsted conditions was evaluatem! by l-way, 2-way and
d-way analyses ol vamanee (ARNOVAS) Values woerne
canverlsd nda rangular arcsins [ % mf prasitive pells)
before anslyvsis o ensaoe respecl of @ prrond assaomps
flons of normalfity and hoooogenetty, In the case af
rejection of Fh, an & poslecion) loast significant diflos-
ance besh wes used b compere differences between
musans and o obitain hisrarchy belwesn stodied Fac-
tors. Sgaficance was conciuded st g5 005,

REESLILTS
Sire and complexily of parasites

Size andd 0 a lesker degree compleity of parasites
varied according io whetier they soere dead o abive.
Irresperctive of Uoe testedd conditions, i was pessibie o
fdeatify 2 populations ol parasite celly [Fig. 2a): pomi-
matton A comprising 53 = 4% of lve cells and popu-
Iattom B, smaller ingize and consdsting of 4 majority of
clead cells [nean 74 = 23 %) Same pardsibe cells wens
nit-inciuded in populabon A o B and corresponded
generally bo dead coels showing higher size and
nigher complexity than cells ncioded in pepulationg
A and B Por panasites otaioteined in KEW el 490
1% b after parification, populations A and B incimied
TH.E% amed 15.7 % ol 1ota] cells, respectively [Fig. 2a).
When  only considering non-Plstained  parasiles
amder the same experimental comditions, populations
A and B included 21% and 6.5% of Bve colls, respecs
tivaly [Fig. Zb). After bailing, when anly considering
Pl-stained celis, populstions A and B imcluded 86%
and 86°% of dead celis, respectively (Fig. Zc). Papuin-
fon A ncladed mons lve cells [77.6 = 62%) when
anortadiby rates were bolow, S0% compared o maclal-
ity raies above FO% (3720 = 24.7 %; Table 1L 1o con-
trast, popilation B incladed more dead cells when
mortadity retes wene high (917 = 7.4 % for morlality
sates above 705 Table 1],

Effect of mediom on oebl viability

In te 3 sxperimoens sigidteneooshy esting be
effect of medium, tempergtore and incobaton tme on
parasites (F-way ANOVA)L mesfinng was the oeost
tmpociant factor n parasibe survival ino= 0) and influ-
enced cell mordally and edlerase activity more than
did lemperature and incubetion Bme [Table 2§ Iore-
spoctive of ingubetion Hme and temperstuns, parasiles

L B

A

EEWETY

1= T T
e ra 10 i

J1.0%

T .!

1y
1o 1 W o

TNy = F TPENg & T TIrm

0. 08 Bk

i,

2
L ibnsl

&
I

|-I-I-1 s T I--II-I

T TRry
i iip 14" ¥ i

Fac Log

Fig. 2, Ponarany dafrese o] Parssites malmlained 16 padiaal
papwpbos of 4*C 12 hoaler parifcation, This cylegeam sliyes
both peopicdiam defide (Ph-#aiaed and nog-glaised colia
Fopuisdion A: T8 8% af totad colf: pepulatban B 157 % of tetal
celly, (1) Pasasilss mommlained in naboiel seowates al 47C 13 h
afler purificaliem, This cviegtam anly shows foa-Pl-alabed
celly, Popsilations A snd B anclude 21 % aoc 6,5 % of Hive colls,
fempmativedy, (o] Parasiles aller Loalicgr, Thas eylogram andy
wherws Pl-g Lt colls, Popalatimos & and B melbede 86% and
RN ol chedd enll respecively, FSo/SRSe Tarwarndfshie
seaibhes, pospreclively
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Table 1, Banasg otireas. Distribution ol cells m perceiloges [means = S0 Belonging to papulatioss & aind B dos ghown is Fig 2
wo WXL ot delails] aid composilion ol Tiee aail dead eells @6 these T popalatioes sccending 16 Lhe pasasile macality rale

Pasitha cells (%)

Minrlality rale Poppksticn A Pupilaliieh A e Populalbm B Puopualalicn B damd
25 5h.EH {= 1H.11) TTEE = 621) 153 B6 (= 5.18) FES e 220
ZA0TL damE =70 SIS (= 20,783 635 1= 0.16) 22,74 (& 10.65] TAEA [ 1379
) Fe s 2564 e 17.08]) AP0 | 24,56 4951 (2 14.44) G167 (2 741

Tahle 1 ANCWVAS companing the-poroeninges of moriniily and the perorntages of celis positive dor ostemise soitnty accoodicg o
medium, iemperature | Tomp] and imcobation timo (Time ] S50 naumal seawaber, $3W soabed bornwater, ASW: astiisoisl soa:
waler. Terms sgmiticant a1 poc G054 are fighbSghicd in botd asd compared using & feast-signifscant ditference (LS50 iest

Ar —— Cull murtality Exlerase achvity
F F It
Tiee ] 47 R 535 noni
Manlium 3 ER R 010680 8406 wAann
Tempe 3 .81 00,02 510 g
L5 barnds Whaliurm Fefmlizan
AT > NEW = BEW ASW 2 NEW = FAW
Teing Temp
APC = RN 15T AT 1590 = 25°C
Tare
1Zh=Mb=40k

showest sigpnificantly batier susvbal in KSW and SBW
than in ASW [Fig. 3, Table 2 However, thare was no
sigpnifbeant difference botwesn mortality and esberdse
activity percentages in MW and 58W. Mean parasite
meerlallty was 207 %, 3145 mnd 75.0% In KEW, SBW
and ASW, respectively The peroenlage of parasiies
parsitive o eserase-activity was 44.9 £ 7.8% in NEW,
A4B.2 = 6.5 % In SHW amd 3006 = 4.1% In ASW.

- - R e e
| Gl oty .

T [= Eslorams ety 1
Al
50 4

|
4 T

{ T
a0 1 1
N i
1
L i S AS

Tyfechar=

Bl 3. Hanamds astrose. CAonens] means and SE ol coll coorkal-

fy Azl estezdsn actvity por mediam (Bmé and Immperatiee

datz pooledl o = 7 repieates NESW natorel seawaler SEW!
stabed Barpwater: ASW!: artificial scawater

Effecl of lemperature on cell viability

Parasite viability fTuctuated aoconding to the lested
tempeeralure,. Irrespective of medion end incubsbion
time, mortality appeared significantly higher at 237C
cormparetd o 15°C and 470, amd percenlages of oells
presenting esterase aclivily were higher at 45C come-
paneed 10 550 anel 2500 [F-way ANWOWA, Table 2} In
NEW. respeclve of incobastion tiine, morality per-
cendagies mangped from 11292 fo- 25.59% al £7°C, froo
16.2 1o 31.853% al 15°C and fraon 19,25 be 75.55 al 25°C
iFig. 4). Cell mortalily was thas hgher af 255 com-
panedd to 4"C and 1570, especially alter 24 and 48 v al
Incubation [p < 0.0 Fig. 4). In SBW, rresgective of
Incubation bizme the percentage ol parasites sosifive
for esterase aclivity ranged foomn. 5248 ko 7367 5% at
470, from 3127 i 43.73% at 15°0 and froom 21 B9 16
53.2B% a1 25°C (Fig. 5)

Effect of incubalion time on cell viakility

Irrespecibve of medinn end lempesature, incubalion
timis did not ave & sigolficant effect on pardsibe o
tality. However, a difference in the percenlages of cells
presenting estordse schivily wes noted belween 12 end
24 hoof incubetion (p = 0.003; Soway ANOWA, Talle 2.
In KEW and SRW, parasiie survival and parasiles pre-
senbing esterase activity were higher at §°C and 15°C
than al 257, especially alter 48 b ol incubation |Figs. 4
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2 D Auqueal l:lr-'._'l ST e T
E 29 = ik - ERW &b 257, the percertade of positive
;‘.:%' colly was 47.23 = 13.31% alliz 24 h anad
g &1 2354 = 8:65% after 48 h [p = OO0,
&0 4 Fig. 5.
3 -
= 4
Rl
a 11 Efferl of salinily on cell vialility
{u d 4
T3 2n | a8h Wh | @&h ) dBn | ¥2h #n | ABh Incubation leagih had oo signtficant
s 150 e effect oo cell moctality |2-way ANOVA:

Fig- 4, Bueaunts osfress. Morlahly {prceniages of prapichumm odide [F-stabned

clls) v paduzs] wsgwabit gecordiog 1o the Sepapeidiere amal - incabalion time

fvilues are neans + 8E of B rephoatles] *** p< GO0 doinpaied 16 dala ot 25°C
12 b &ltet incgbmtbion and compared b dala a) 4" aod 159C

= 16t p = 0.186). Thereloee, dats
ontained on incdependent Samplis afler
12 pnad 48 1 ol incubabion were pooled. A
Posterierd bests showed (hel salindlies of
5, 15 and 2009 1" were asocisted wilth
the highesd morkalily, whereds salinities
of 35,40 and 45 g T allowed better pas-
asite survival [Fig. &), Highit percent-
ages of cells postive [or esbesase activity
were found al higher salinities (35w 459
e Fig. 7). Marcoves, incubslon time
had & significenl effoct on parasite
oslecase  gchvity [2-way ANOWA, F =
133, p = O There was 4 signtlficant
docrease in the percenlage of positive
parasites etween 12 and 48 b irrespec-
tive o besbed sqlizslies oxcepl 8L 25 g 17
{FEm. 7I

Fig. 5. Honoman ssirmae Estoraso activity |[perceoncages of posibive: oells) in
snobed barewatber acoording Lo the temperatoss and mephation bmse jvaiuos ane
mieans + S5E af J mplcabesk " p = G000 comparpd boodata al 25 24k

alir imubslion

& -5). In WNEW, ofter 4B h of incubstion, mean parasile
moerialify was 75.55%, JLEI% and 14.73% al 25°C,
15°C and 4°C, respeclively [Fig. 4), Al 25°C, morlality
was significantly highir afer 24 and 48 5 of incubation
cmmparedd o 12 h {p < 0.0001) Similarly; the pescent-
ane ol parssiles presealing estesase activity Sioueifi-
cantly decrossed at 257 aller 48 h of ncubation. In

100 -
BT ¥ F

Bl
e i I
)
50 4
&0 4
an
o0
0 4
i ; ; "

Pl-s e calls |96

DISCUSSION

Drespcle 25 vr ol research on tee prato-
woan Houanis osleege, s lile opcle @ poorly kiown,
Regardiess of the dale al which neaive oysiers are
pleced in an infectied area, B st knoswn stages of the
parasite pre obsenved 3 1o 5 mo albes exposare o the
parasiter (Tige & (Grizel 1984, Mantes 18991, Moreovern
ther mfection seems fo remain poesent inoareds. that
have boeeh Ceaned amd thel have ceased o prodoce

B 15 P P

Hl 5 ] 45

Sallnity g )
Fig, B Banwmie eelrewe. Marlably (pescentages of propidion iedids [Fl-dained celis) aceopting Su (he salinily ol sesbung
Deterwaler all L clabe were poded]). Valnes are mmeaas & 56, K= 6 meplicales
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Arzul vl al. Fondsnn eafregs sirvival i seawaber EE]

Pomifie ook | 9)
o= EE &8 28

Salinity {9 =7}

Fig. ¥, Yemamia gsircae. Externse sotiviby (perceciages of positee cells) in
seabed borgwabor accoriing fo ihe salindly and Incobobon tme [velwes ang
means al b replicates; bars repoeesant SE| "t p < O0HHL compared to data 12k

aler locubatson

ayslers for sevesal years (Voo Banning 1BGEL The lag-
fime baefore infection and persistence of the dsease in
clegned areas have mativated some authans Lo investi-
gjate patential involveanent af macroinvericbrale ond
puoplankion speces in lhe B, oslreae lle cycie (Lyach
et al. 2007). Maverthehess, considesing the cornelelion
Tetween  density  of - oysles and | prevalence of
tonamiosss [Grieed 1585, Hudsan & Hill 1991, e pas-
asite maknly depends on et aystiors Ostroa sdils for
Hs servival and sprvad, amd ather doatie apganiong
might nol be nvolved as imporiant carriers or trans-
muitbers (Van Banning 1988), Transmission of B, ostréae
belwesn pysiess probebly occiars through G waler
ouduma. Walesr charecteristics can affisct the survival of
the paresibes released oulside Uee fost, amd thiese chdar-
acfenstics can fluenee the infective capacity of B,
maireae as well as e aumber ol oysters  Bewly
infecied

In lhetl confext, the effects of 2 environmental pera-
metirs, salinity and {emperatuse, oo parasite wigbility
wers nvestigabed dl different incubation Hmes: 12, 24
iand 48 h. Triaks were stopped gt 4B b because some
preliminary resulls were not reprodocible beyond this
incubation tme: In sdditicn, the soitebility of 3 diffes-
oot seawaler oedin for paresibe preservalion was
tesied; 22 pm fillered NEW; 022 pm fillered SBW
{with a constant composition) end L2 pm flkeced
ASW |which iseasy o acguire and has & conslaat com-
positina].

Erreand compleity of Bonasmis osirede wieTe geisr-
wlly homogeneoas bul depended ot the status of the
pdrakite colle, Le, wholher they were Hve o disad. Two
pupuiations wens distinguished: g honxgensoes pogiu-
Latton of small pamasies corresponding maindy W desd
cuils and Increasing proporbionaliy to receeded maclal-
iy, and another population that was less homogeneoos
and larger in side increasing proporionally (o sarvival
raties, These results suggest that when dying, B

eairea become smalier. Such a phanao
enon has been described in apoplotic
cells [Colber vl al 1992, Samali & Cotler
1960, Masiradesn el al 2001,

Hemuilts showed s beller survival of
prrified Sasramias astroeae |60 b BO%%) o
flbered MNEW amd in fitensd SEW than in
Eliered ASW [less then 40 %) regardicss
af ternperaiure pnd incubabion tme This
resail could e explaimet by o difference
in pH Indeed, pil of ASW used in this
sludy was more acid (B3] than MNEW
18,06 and SEW (F.08]. The effect of pH
an parasitle visbiliy was nol investigated
in the priseat shudy Moceover, o diffes-
ence insalinity wes also nodiced bitween
tesded sesbia: tetween 30 and 34 g1 " for
NEW. 32 g | for SBW and X34 g1 " for ASW. Thens
fore, in additbon ti being more-aridic. ASW had a lower
splinity than e others bestied meedia, which codlid
explain the poor survival of pargsites,

Although no significant dilferences o mortelily and
noaespeeciic estesase activity were ohserved belween
parasites mainiaimed sl 420 and 15%C in WEW ur SBW.
25°C did not appedr suitable for parssile sorvivel
Undar natoral conditions, (e dispase is reporied- o
arvas where spawaler lemperaiife saroely reachas
25" pxceplin the Mediterranesn Sea, where Bomeria
oalrese has been oeporled bul with low prevelenos
{0.9 = 1.4 %; data from BREPAMO, the French network
for e surveilance of molloe: disepsest. In Crtberon
Bay [Marbihan, Fraoce) where the prevalence ol
onamicsts has been estimaled at 124% £ 6.5 (data
from REPARMO), sumrmer waler laomperatuces Mucte-
atbid between 1769 and 19.69C between 1588 and 20303,
wilh & mean edtimated el 18.5°C [dale [rem REPHY,
the French nelwack foc e sucveillance of phytopiank-
ton and phyeodoxing). Sooe anabysoes revealed @ nege-
tive correlalion between high swmomes wdler tempera-
ture and numiser of nfecied oystess detected during
Ehe [ellowing wintee if. Areul unpubl data), suggesting
thal nigher tempesatums do oot favour infection aof
opsiers, A study oo Cresyestrea  giges hesmoeyies
showisd thal a0 ocrease in tesperature end e
ducrizase in salinity. induced an increase in cell mortals
Ly [Gagnaire el al 2H6a), suggesting that these envvi-
ronmental parameters aleo have an effect on oyster
defomee  capecities. Similarly, previous work has
demeinstrated an effect of wmperafare ob Bl oyster
Cwtrea edulis dofence mechanisms (Cochennec & Aul-
fret Z002E lower Remperaturds wene associabed with
increased prevalenoe of bonamiosits. However in the
sprme shiedy, aocmoyte activilies were Lested by How
cytomelry and rivvealed sl low temperatare (105C) ar
a decrease I lemperabire [Crom 2000 10 1077 tnduced
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L s Acqual (g BS: 17 - 15, IOKE]

a diecredss in enzyrdaiic activiby, neluding produection
af reactive peynen species invalved in defeace mecha-
nisms, Severd] aulhors deseribed & seasonal varstion
af infectinn with . pelreee, Lo, e prevelence of infecs
fan presénting peaks in late winter and in dutiomn
widch suggests an involvement of eovirmmmenlal para-
meters including temperafure in the deseiopoment af
the dHupease (Grizel 1985, Montes 109600, Van Bénning
1881, Culloty & Mulcahy 1986 Sfudies on Boradnis sp
infecting the Asian oysler O amakensis in Atlandic
coastal waters of the US showed a sbrong infiosewee of
temperalure on sedsioa! parasite cycling {Carmspe ol
al. 2008% Inlerestingly, when Dese oysters wens
placed’ in infected’ areay, lemperatures atound 259C
were associated with higher prevalence than bmmpeera-
tures elow 3000 Expericpental stodies support Heesi
resguibs, showing fhat warm tempatsiares (=205C)
sern o incresse Sonenna spe pethogendcity (Aopde-
minird st &l 20084 Epidemiologicn] dals availabie for
Banemia |= Mikrocpion foughle show that the da.
ease expressed doriog winler oyster moclabibios is asso-
cialed with low lemperatozes (Wolf 9967, Howeser,
these studies consideted the pammsibe ngde. s host
and thus investigated the offects of bemperiore oo
hogl - parasite relationships and ol directly on panasite
survival

Purified Bonamis oslreae seen 1o show & preference
for hypersaline media compared o hyposaline madia,
Theoes ramndpes of safinities cobid be kbemifiod from o
resudis: fram 50 200 1) survival and easlerase activity
msasunes were veoy low, althouph & mean of 10% of
S cedls ooudd s be debected, sogoesting that the
perasite can sffll bee fransmitled omder Geese . condis
tions; between 25 and 3005 '. surviviel was iobermedi-
ale [estmabed st 35% after 12 7 af iacobationg
Lesbwrsen 35 and 43 g 1%, sucvivel was higher and eati-
mrated al 50 % after 12 hoof incubation,

As previously mentioned, measures of paresile sas-
vival in the 3 fesied media (MW, SBW and ASW) sup-
paried  these pesalls: Indesd, parasite mockalidy was
highier o ASW {salinity of 234 g | ") comgrazed to NEW
{salinity ol 32 k34 o 1) and SEW |salingly of 324 1)

These resalls are also concordant with 8 previous
study on Bomate exiodiosd in Mew Zealdnad, in which
& salinity of 40 g 1" was associated with the higlest
dispase prevabenons (Hime 2002)0 Similarhy, inlection
with B, rugphley? seems ba be levauned by high salind-
tes (A0 to 35 g 177 (Fardey et al, 1980, Cur resuils ans
also in eamneeedance with data obteined during & récent
sludy in which salinlty below 50 g ° was asaciabed
wilh lower host mortelily ancd sappeared detrimenlal to
fanera spo in Crassostres eriakeasis Audemard el
al. Z0a08h).

Incuibation ime showed an cffedd on pardsile duaz-
vival, pspeciailly by increasing the effect of high tent-

petmatures poomortality (higher oortality) and esternse
activity [lower peroeniages of positive cells) More.
s, regartdioss of the tesied salindily, percentages af
oiells producing estierase activily were lowers after 48 b
conpared 1o 12 h 1Ewoeudd e inlecisting o streagthen
therse resaifls oy testing o wider range of incubabon
tEmies dn ooder b evaluste e persistonor capacily af
HFondnra  asfrede in KW oollected Troen different
infected areas. Fowever, morality and esterase activ-
iy measurnesd by fQow cylormaetey ane mstanlaneoss amnd
dlo nat alow as to [ollow comuelstiee mortaltby,

In U pre=enit cunbesk of giobal climate change, dats
allowing forecasting of disesse evalotion are nosded.
Orpsters are subiect o envimoomental chaege in sddi-
tan o parasiles, Our descopbion of the infloence of
ternperalure antd salinfly on Bomdasre osireae vinbility
shoold allow us 8 model parssite ransmssian, More-
orvier, our results will contribide to definimg misky amnd
nan-risky geographic areas with regard toodiscese
transotissien, Those dats might alsa bie ol nberest to
oypsler fermers. Incdeed, by monibering iemperature amnd
salinify perametess, opalers mighl e moved or sald
before suitkble conditions [or parsaie . survival smo
reacid

Ackmowledgemeniz We (Bunk 1 Brizand and his feam o
techaical assislance i the inaintensnce ol oysbers ji face-
ways in IFHEMER La Tremblade guamantine. &, Langlade i
ake acknnwiedged tor supphyiog ot cysiems from Guiheren
Hay, Frapoe
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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
Lapegue Aquat. Living Resour. 21, 423-439 (2008)
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Bonamia ostreae-induced mortalities in one-year old European
flat oysters Ostrea edulis: experimental infection by cohabitation

challenge

Delphine Latlias' ™ lsabelle Arzul', Serge Heurtebise' | Sylvie Ferrand', Bruno Cholle' Maeva Robent'

Andy B, Beaumnont®, Pierre Boudry ™" Benjamin Morga® and Sylwvie Lapégue'

' [FREMER, Labomicarz Généisque =i Fathologie, Bonce-bes baios, 175330 Lo Tremblade, Frazce
% Echool of (oesn Seicnces, College of Natural Sciences. Bargar University, Mezei Bridge, Angleey LL39 540, UK

Recewed 3 Apml HI0E; Accepred [k July 2KIH

Abstract — Boraminsis is 2 puresitic diseese (cousmive sgent: Senamin onneee] sffecting the Eomooean fa aysies O

trea edniin, respocsible for o drastic doclice in its aquacoliere production. Selective brosding progrurns far restsiance to
boraminsis kave heen undertziven to counter this disease. [n the presenl sudy, a 6month cobabesion chellenge-exper

iment wits perfarmed i@ oeder to mansmit the disease frem wild aysters mjected with e parasits t two tested Samilies
of oysters | 20 and &-manih old at the bepirming of the experiment, with differers peezic backgroands | onginating from
o selective breeding progrom developed by FREMER i Fracce. Monzlities wen: checked daily and vestricular heard
umean wime perfncmred on dying ar moribesd oysiers to detect the bevel of infectian by 8. asrece. Mocality siared
after 4 monis of cohobitabon in the tested owsters. The cumulative morialities 2fier & months were 58% for the wald
sy, 9% for Famdy | {A):moeth old) and 20% for Femily 2 (E-maonih eld). [ the dying oysters, the maresils cold
be deiecied m47% of the wild mysies, 68% of Family 1 eod B%%: of Fomily 2. it was detecled in ocly LR of the sar

viving awsters of Fammily 2. The marislizy uml the level of infection by e parusite were sigeificanily. higher in Tamély
1 thm in Family 1. Our results demossirete that prespowsing aysiers as voung 25 | year-old can become infected with
the pamsie and, mast inporedy, can die fnom honaminsis, This resolt s inconsistent with the coemmiondy 2ccepled
critical age'of 2 years-ald for ihe disczse development. Addiivomally, oo clear relatianship bévween shell lecggh and
leved of infertion was observed . We dso review the different methods forinfection of the European 222 aysier £ ediilis
with 8. psrear under experimental conditions end their main results

Ky words: {dardag edinlis / Sonama seenege | Cobebdiaiion expeniment | Treasmassion ¢ Heart smeer

Risumé — Mortalités indeites par Somamic erireae cher des huitnes plates eorepéennes Qstreg edaiic 2pdes d"on
on : infection expérimentale pur cohabitation. Lz bomamiose s une maladie paresiiaize (agent cousal @ Seeamia
weireae] alfectant ["hultre plme evropéenne Qereg cduils, responsables 3" déclio dnstgue de sa-production aguacale.
Des programmes. de sélection poor la résistacee b la borammios: oot &8 gntrepeis pour cootrer cette malufe, Dhns
beite Fiude, une expérience de § mois o infedion par cohghiation » 8¢ ralisfe de mansére 3 mnsmelire la maladic 3
partic d'haftres. szavages inpciées avec le parasite vers deus farmilles lesvdes d'hoies (dgdes de 20 21 % mois en déial
expénence. aver. des ooigines péndbiques difféentes) msues de programme. de séleciion dévelnppd par [IFEEMER
en Frunce. Les moriolités ool éié vinfides qualidiennement et des fooizis de oper vestriculaire réchisgs sur les huitres
mEmes ou maonbondes pour désecter le niveim O infection par I eniroee . La momialitd a commencd chee bes hoitres
lestdes apmis 4 mais do cohokitetios, Les mertaloés cumulées apriss & meis éaiens de 58 % cher les huitres sauvugeos,
9 & chez 1o Fomille 1 {dpfes de 20 mais) 1 20 % chex le Famille 2 (ipfex de 8 minis). Chez les huitres mouresges,
le paresite @ pu Bire déisod cher §7 % des boitres swvoges, 68 % de o Famille | et 89 % de o Fomilie 211 o'z
pu drre diftectd gque cher 11 8 ded Suitres survivanies de 1o Famille 2. Lz mosalng ef le civean d'isfectsom par le
parziile élaient sigoificoiiverrest plas flevds chez k2 Fomille 2 goe chez 1o Famille 1. Mes néschets démoninent que des
huiitnes dgies d2 um on pewvens devenis infecidss par le parasite. ot surina, peuvert mouris de banaminse. Ce résulin

320



-Annexes
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caniraste avec 1'ige criique de diéveboppement de 1o maladie commucémen anoepeé de 2 acs. De phe, mscone selalion
claire enime 1o kngueor de 12 coguille et le ooveaw dVicfection o'o dié pbservée. Nous faimans égnlement la revee des
différenies. méthndes d'infection de I'uiie plete siropdenne O edielir mvec 8- orimoee op condilions expérimentnles e

leurs principaux céfsultas

1 Introduction

The bBuropean (fal ovater Owtreg edulin 18 & specats en-
dentic e European snd MNosh Adrican cosss and can be
found From Norway to Moroceo as well as in the whole
Mediterranean Basm (Jarien 1985). It 5 a sequential protan-
drons hecmaphaodiies ovster which can change sex within one
breeding seasen, being asynchrosouasly male or Ternale al-
though selfing has been recorded wader expenmental condi-
tianns [Lallias 20070 and wiheich broods cegs and early larvee in
the mantle cavity of the female (Yonge T960; Le Danted and
Marte] 1)L

Folliwine oveseapleiation of Eusopean oy ster popilalions
during the F4" century, masive moctalites occerred in France
i the 19200 Some populatbons later recovered but masy were
replaced by the Porugucse oystet Crassastron engrelafa thal
had been inroduesd acctdiemally imo Franee in the THED S arcd
later by the Pacific ovster Crovsesireg gieny in 19705 (Compas
and Druthent D906 Over the Last lorly years, Buropean produc-
gwiae of O3 edhiedix has shown a drasic decline froon a peak outpat
of neatly 300080 wons m 1961, mainly dwe w the rapst spresd
and stpog bnpecl of two paisites dissases, dies 1o Marleidia
refringeny and Bonsmic exiree. In 2006, 81% of the produc-
S was in Spain (3200 was) and 19% i France (1000 1004 )
{FAD 2001

Botamsis 15 an nledisamacyils parssious coused by
the protozoans Soaemin onrede o Sooomic exiose. The
parasile B, ostregs was fisl descrilssd in Brittuny [France) by
Pichiod enal, {1979 arsd Coovips coak. (1800 It s an bnracelbu-
lar parsaate (25 pm} that infecis Baemocyies and exhilsis vas
distinet cellular types, either dense o clear oells, 115 melusion
imta the phylum Haplosporidis bhas seceally been confirmnd
(Carpegie ot al. 2000; Cocheanec el al. 20000, This dizease was
later reported in the Metherlands {Van Banning D985, 1041),
Deamark (Elsion ef abl, 1987, Spain (Monies and Melesdes
1987 Figuerss 19970, England {Bucke et al, 1984), Ireland
(Mesrdle cval. 1991) amd MNonh America (Elsion et al. 1980,
Pricdrmen et al. D989 Barber and Davis 1994: Friedman apd
Perkins 1994}, The disease has been correlated with hasme-
cyte deatruction aed basmocyvie miilirawon of the conpective
tasue ol the ghlls, mantle and dizestve ghand die o the pralil-
eralion of 8. ostreae (Baloset ¢ al. 19835 Cochienipes-Laurean
& &l 2003). The Gt wortalines ane geeeratly observed when
ke oyslers reach two-ysars odd (Culledy and Muoleahy 19596)
althoueh younger nlivaduals (0= aid 1+ have been sk
1o be susceptibbe o the infection (Lyach cr al. 2005) Same
sbudbes reported & seasonal patter of prevalence and morlbly,
with highes bevels oceurring in astenn-winter (Cirizel 1955
Slontes 19090 Vien Banning 1991 Cullety and Mulcahy 19%4)

Sumerows studies have aimed 1o clanfy the mode ol traes-
ntigaon and dvnamics of the disease (sec Annexss [ o 40
Mostod them were based on feld wsiing. deploying naive ovs-
fers e, mever exposcd 1o the parasine] oo cordaeminated srea,
foconding the thme 10 the 15 infections ael then evolilion

ever lne (Poder et al, 1982 Thied and Grizel 1984 Monbes
1991 Marin e al. 1993 Cdeeres-Martines et al. 1995; Cul-
lony and Mulcaly 1908 Nagn-Greven et gl 1998 Cullow
eral. 1999 Montes et al. 2005, Cullory e al, 2004 Lyneh et al.
0055, Oher stadies were baed on experimental cohahitstion
betwoeets oyabers saongied incontamaisaied anses and naive oys-
ters, Hoondes 10 analyze te evalubion of the dissase (Elion
chal, 1986, 1987; Martin etal, 1993; Calloty etal, 1999, The
developmment of & protocol 10 pusily H. cutrese from infected
oislers (Mzalhe ¢ al. [98E) enabled experimental mfections
by injecting the parasite ko ikl oveeees (Mialhe oo al. 1985
Martin et al. P95 Hervio et af, 1995 Cullony e &l 19540
or by e cohabiaron between sodsce ayiters mjected with 4
ki uicher of cells of B, cafriere snd mive sostess [ Calloly
etal. D099, Finally, scveral siudies focused on the robe af ia-
termeediate sl of veclers in the Tansmission of be dissase,
in partbeudar the role of the mocrofaons {Culliny e sl 1999,
Dynel el al. 3007

Desmile pew nanngement pracbees (e reduceng slock-
mig - densities under swspendion culwre or selling oysiers at
a Jower weghi before sipaifican B, setrege-bnduced miral-
figs gogur), the production of £, edulii i Eunope hos re-
mairsnd low doe 10 bosanuosas, Selective breeding prograns
were tninated i leeland and Fracee, wilt tie mam objectve
of producine (bl oysters wlerant o bopamiosis (Cullon e al.
J00; Lapleue ef al, 2004). In Framsce, this was Oest witsted
m 14953 by IFREMER, producing teo oyster strams (58S and
SEC) by mass apawenag (NacriCraven ef al, 19493). ladivid-
wal selection was applied throwgh moculaben lests aed feld
testing. the susvivis oysters being used o produce 1hbe pex
genctation. Three genesabing of selectbon wene cared o for
SES wnd fwo for 589, AL thar stage. macrossiellile analvaes
showexd that these sirains exhibived a low genetic diversity due
e papulation batteseeks, deading to sapall effective popula-
tion sives and subsequent inbreeding (Lapney et al. 20070 As
a nesall, the second stape of this selectve beeeding program
coisiated of e production of bH-parental fansilies combined
witl within-family selection. Families prodisced m 1995 om-
sigted of wathn-atram ermses, Then, o oeder o maxaniae ge-
metic warlanbity, familics prodeced m 19895 were 1ssued from
amonp-sirain crosses between 585 and 589 (Laaney [99%)
These fammilies showed enbaseed survival sad lower preva-
lence of the pamsie coopansd with conleal wild-Lype oyslees
ift H. catreds -comannated areas {Lapeoue et al. 2004),

The aim of the present stwdy wis o undertake a cliallenge
experment by cohabiiation in dnder o rassmit the disenss
from wikd ovsters (ingected with the paragiee) w tso famibics
ol eysters originaing from the [FREMER selectve breeding
program amd w follow the denamics of mortality in assodks-
tion wath thie deteetion of 4. sstrege. We also review the differ-
enl methads for infection of the European flag owster O edulis
with H. ostrege wnder expernneatal condisens and thele oain
resile,
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W ﬂ Pilisch sparadien] W {100]
| Salocirg bromsing VRTRRS
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I'i."q l Ten B by 1MH U HM1
Soe kW 1930 SB5-G2
Irma
l 'l [15]
Vi (Del> 1995 SH5-G3 589-G2
l Iy n(")
| 1988 Family S8ACTO3
Loy
1
l SEACTOZ-Z28 x Wa1
2000 OELLED l
5 2004 OEF1,08.10
LOGR-55 x W120 7%
A10_ T x 410 5
2003 DE.WL03.34 |
(::.r i Farmily 2
~1
37 Fig. 2. Production of the. experimenta] Family 2. W wild opsiems,
l In bricket is samted the camber of progeniters wsed o prodoce the
next geceretion: by mess sagwoing T unkooet numbsr of progen
0 Family 1 ftars. SE5A51. SR5GY and 5E5-0:3 represent the three generstions

Fig. L. Prodaction of e expenmennl Family 1. W: wild oysiers:
5: telected sirein; L inbred fine. OELL X0 is &n inbeed lice of 4%
EERErETiOn,

2 Materials and methods
2.1 'Wild oyaters

Wikl oysters wenphmg 4550 ¢ (n = 462 were col-
lected mr January 2006 {rom Quibenn Bay [Bouany, France],
& honumesi-fected 2ane since 1980, Prevalenoe reparicd in
Quebeson Bay o October 2003 was estimaied w be 4% [dai
froe REPAMO, Frerch network for the survesllance of mal-
lusc dissases).

2.2 Biparental families

Because Raroysiers are alternating henmaplsodites amd fe-
eieahess hoood thebr farvas o thewr mantle cavity, it was fol pos-
sthle 1o determine e advance the sex of the owsless of i osinp
spawn the gonads for collecting gametes. Therefore, all bi-
parchital crosses were achieved by putting pairs of ovslers
24 sguania, sach sguarinn being mdvsloatly supplaed wath 11-
tered sea witer, The outler water pipe of soch aguarinm was
placed dbove o T pe-mmesh sbeve for the collecton of lasvae.
Sieves were checked daly for the presence of larvae and lae-
vai and spal were celnersd following 3 protocol besed an thal
ariginnl |y deseribed by Walne (1974).

of selection of the selmted strain S£5. 589G and 585902 repre
seni the 1wo geeerntions of seboetion of the selocted strmin 586, [mira:
intra-simain hiparental conskes; Inler: imer stmin hipareminl comsaes,

The first expesirnciial family, Famly 1 {Fig. 1), was -
Haped tn XWI3 by erossing a wild-type oyster and an oysier
Lo the daboed line OELLEN o make an F1 family. This -
bred larme was derived frimm b cross between an opster (moo e
IFREMER selocted strain 589 (see above) and 8 wild aysier,
followed by 4 gessrations of bipacental crsses belween full-
sibrs, T lall-$ths i this P11 famly ("50-37" and “30-38"}
wete Lhen glaced In an sguatiam togellver in 20068 1o btk te
F2 penerston. However, microsatesline-based parealages anal-
yaes laecr pevesled that all of the F2 effspeing came from o
weld-Tertilisation of the F1 panest 30-37 (Lalliag Z007),

e second experimental fandby, Famaly 2 {Fig. 2, was -
aned in 2004 by fesly crossing & wild ovsler with an aysie
[rom ome of the selected famalics produced m 1998 dusing e
selecive breeding program o prodoce an Bl famely, A sesond-
generation was obtained m 2005 by crosstng ten Tall-sabs from
this ¥1 farmly. Parestape was conbirened by imserossie s amal-
i {Lalliss 2007},

Farmibies | &nd 2 were 20 and B-monthold &t the bepinning
of the experiment.

2.3 Bonamia challenge experiment

i eaperimental desigs consisted of L0 seoeways,
coptiuing Faorlly 1 with 100 ovsiers per racewsy and

322



-Annexes

W24 D. Lellias et al.: Amer. Living Fesour. 21, 4271430 (0K)

Sointamang Farmaly 2 with 1 10 avaters per racsway. Each race-
wiy cotilaired 4 trays nostacks of fwe, tee 2 upper rays con-
tarnang the whld ovsters ard the 2 lower rays the tested ovsiess.
Phyvicalankion-garsched sea water was delivered a1 150 L L'
far sach rhceway. Raceways wer ully éngticd and ¢learod
anly ofee a week | assuming that 41 would favor tbe iransinis-
s ol e parasite between aysiees. The position of sach stack
wak changed al cach cleaning: the steck firthest from the wa-
ter inlhioy was exchanged walh thee slack chmest o the waler
anllow. Porification of 8. osfreae was pecformed as deseribed
10 Mialle et al. (2%HR) and bad o e collecmom of 443 x 10
parasiies oo o siple heavily-infected ovszer. This ampunt
ufl parasives enablid the fnpecion using syonges of 1w 107
parastics o the hearl cavity of 330 wild ovsters after their
anestheses using Mgl (Culloty armd Muleshy 1992}, oz each
racewiy, 10-17 inpecied wild aysters and 55 son-injecied wild
OyABeEs were pul in each upper tray, the Jower Lray comtaimng
500 posted oysters.

2.4 Detection of Bonamia ostreas

Mastality was checked dally lroin famuary dabl July 2006
The d rays were lifted oul from the waolsr w0 drain Tor &t
least 30 man before mspecting e ovsterd and removing any
il werne gaping, charactesigte of dead or dying mdividuals,
A beart imprinl was performed an cach gaping ovster thal
caasisted of dissecing out e vealsicle, deving i on paperabd
then performing several Enprani on 2 alide. After afs drying los
A min, the shide was then stained with Hemacolor== { Meock].
Slided were abserved under the lipht micsbscope (= 1000) and
the level of Infection by the parasie was charaeterioed scoond-
e 10 Hervic e 2l (19957 into the following catepares:

— pegibive sesubts 1BU7 ) when oo parasite was detected af-
rer 5 mala of screening heart mpnials from oan mdivsdial
aysler,

= o inlectbins (BO* ) wlen U0 or Tewer parasites were ob-
served durine S oo screching

= miwderate mfections (RO wlien arownd ooe parasie pec
eiticeoscapte Held of view was delscted,

= heavy miectams (BT} when several 0F DOy pac-
sites wete abwerved 1n each macsesooge eld of view,

Total shell ength (froem hinge tooower sbell edpe) ol sach desd
oyt was miasured. Cemplatve mortality curves wens can-
puted toe fedlow the dyismics of mortaliy as well & the dy-
nanties of appearance of B cstrege b cach raceway.

At the cad of the caporiment, all renexining oysiers fram
Family 2 were analyeed wsanp Beart irpeints and the level of
afection of the parasits determunsd as eaplained above, Oys-
tees from Family §owere kept alive For further expesments.

2.5 Statistical analyses

Cormparizens of mortabity amd detection freguency were
pesdorneed by ¥ st of mdepersdence ar the end of the chal-
lenge cxpenmeni. For comparisens ol dessction frequency
wineday raoeways within esch farmdly, 2 classes wese cansul-
ered: no parasiie aofectbon (BOC) versus parasiie fection

(BO7, B and BOT pooled): Por comparisen of delecton
lreguency between U 2 farmilies, the 4 classes wire consid-
cied.

[rifterences an ke 1otal bength of the desd oysuers acoond-
g o the fevel of ifecton by the parasioe (RO, Bi©_ BO*Y,
BOT ) were tesied for the 2 families by single classifica-
ton asabyss of vanance (ANOVAD or Iy Kroskall-Wallis best
{wlien e data were ot normal bon the vasiances were eqoeal).
All pamrwise compsarisons wene perforneed, wsatg Dunn's pro-
codure after Kruskall-Wallis and Bonferonis method afier
the ANOVA (MINITABS Release 14 Statisteal Softwase).
Im all bess & prwalos <0008 was considered 1o be seststcally
sigiificant,

3 Results
3.1 Mortality and level of Infection in the two families

Cuinulatve overall somahtles for the wild amd tesned ovs-
ters of e Fanulby 1 asd T were analyeed for each of the cace-
waryd, as well &5 dhe comulative mamalities of oyaters that died
conliamng e parasite {Bondmio-pesitive oyshets BO®, BOT
amd BO™ pocled). All the raceways showed a similar par-
torn, with the fizst mortalities appesrmg & few days afler the
bepinning af the expertnent in the wild cvsiers ut tosl moe-
Lalities cocoring i fune and Tuly (140 dave post challenge)
in the weiied oyarers. For the two failies, no sapnalicant dif-
ferenees were Tound in the number of dead wild oysters nor
the detection frequency of the parasite al the eedl of the éxper-
e ameng U 3 raceways, Santlasly, the number of dead
tested ovaters and the paraste detestion requencies wierg ho-
moEdeaus droiag e raceways. Ad o oesul, data Drom all 5
raciways were pooked Toe cach ested family.

Crver the & ooath persed, tee cumndative monlalty of the
wild oysters reacled 35.4% [ the List A0 days of the experd-
menl, wortalbly cate of the wild ovstes. decreased amd e cu-
mulative awstality beging 1w plassaw (Fie. 3). Overall, 86 8%
aof the wild oystees that died during the challenpe ex perimen
were confirmed, by hean impriee, 10 have the parasie presenl.
Muoraling o e wegied famabies began in Aprdl (Lol 70 days
st clallenge) and mwrialite of oysbers that wepe Bodamia-
positive occarsed m Juse and Tuly (Fig. 30 I weal, 52 avsiers
Gl Family 1 died (94%). Rebabbe heant imprios coubd not be
petfommed for 11 5% of se oysiers becanse of the degree of
ussae decay: 200% were diagnosed B0, 289% BO®, 25.0%
BO* and T wese BUY Y. Ameong the dead ovaers of Fam-
ilv 1 far whach & hean mopriat coalkl be perdormed (n = ),
the parasie B. osfreae could be detected in &7 5%, For Fam-
s 2, 105 oysvers in wotal died aver the & month period ¢19. 1%L
[mgrints-coakd not be performed for 9.53% of them; 9.5% were
B, 162% BOT, 22 9% BU-* and 41 9% were B0 Among
the dead oysiess of Farmily 2 for which & hesn onpeint coabd be
performed (= 953, the parasiie §. ostreae could be detecned
i BOS5_ The mortabiny was sipaificently bigloer in Family 2
than i Pamily [ [.:r_"\ = 20AT. p < Q00,1 41y as well as
the inlensizy of infecibon by the parastie found in heart imprint
(¥ =234, p o< 0001, 4 d L),

Muean noetalities snd levels of miection over 10-day pe-
rindy are presested o Qlusirste their emporal rends (Fig. 45
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Fig. 3. Curaalnive menalises far the & memth rial of the challerge
experiment. The two opper curves (squam’ epeesest the cumulative
tiinl morizhiy (io black = Teial W) and the ouomulative monzlity of
oywier infecied with the pemsme {in white = BO* W) for te wald
oesters (upper trays). The d lower curves repmesent the totall comoks
tive manality (i black = Toted) and e comutative manality of the
Honomin-pasitive oesiers (in whise = 003 respectively far the family
I tiriangle} acd the family 2 (diermend ). D were pooled 2cross all
EHCRWEYS.

Mast af the wikl dead aysters that dbed after the Gt S0 daws
of the expeniment were moderately o heavily. midered with
the parasite. can be seen Wval the wild oysters died during
tlee whale cuibrse of the experinvenl, palentially leadayg w 8
st fheant source of Bumamia infecton fof the two tested Tam-
ihes, In the last 40 days of the experinmnt, the munlber of wikd
owaters that daed decreased (Flg. 4e). For Family 1, the few
oyt (hut oe] dyving i the firsd 130 days of the expeniment
wene megalive Tor the presence of the parasise. Adler that date,
the desd aysters mamly exhibaed 8 bow b moderase level of
arfeetion and only a few hesvaly infecied oysters could be de-
tected (P, 4k For Fanmby 2, only one ovster, segatavee for the
pasasile presenos, died diring the frst 80 dayve of the expen-
ezl and e rentainimg mortaliies began 120 days (4 months )
aller the beginmag of te challenge experuneal, Contrasy i
Fatodly 1, st of e desd ovsters of Famly 2owese moder-
ately o heavily fnfected witl the parasite (Fag. <c).

3.2 Aelationship between shell length and fevel
of infection

Tabbe 1a shows the total length fem) of the ovaiees of Fam-
by 1 that thed dusing the clallenpe experment, depeading
an ther level of infecticn 0 the parasite B oadreae (fevealod
by Beam imprmni). The: mean leagth ranped from 5351 cm
far the beavily nfiectsd oyaters (BO77) 0 392 cen for the
Lightly infected omes (B0 ). The date wese nommally disteibaned
(Andersan-Darling o« = 0681, p = 0070) gnd with sieei-
lar varianees {Barilen’s s stansuc = 423 p = 0238, Lev-
cac's st stalistie = LA, p = 0301} so were analyzed by
songhe classthication ANCVA (Table 1b). Mo sigaificant diffes-
e 1t e total Reagth of e oyasers in the 4 groips of parastie

Dead number

Dend number

fr]
=]
L

Dead numbor

i1 +——r—r————t

3 25 45 B2 B5 1061251453 185 185
Days post challenga

{87 O50- 06l MBI+ B0+ |

Fig. 4. Kineticx of bomemiosas develppment for the hatch of wild ovs-
ters anid the teo ieseed families (Family | end Parsily 2). Monalities
were manitered daily zod reponied every 10 doys. flanemia infeciion
ictzasities (negative (B0 §, boee (07}, moderztz (B0 2nd heovy
[BOC* 3} were delermaned by examization of hest Gssoe imprints. ?
cormesponds 1 dead aysters for whick the infection inlensity couid
noi bz determiced because of tssoe decay.

level infecion cowld be observed (Fiy
Family 1.

Thie fean shell leagihs of Family 2 oysters that died duar-
ing the challenge expesiment ranged from 4 28 o Bor the son-
infected ayaters (BO7) 0 5200 ¢n for the heavily infected oys-
tets (B0 (Takle 2a). The data were st ndeally distried
[Anderson-Darlieg o = 1908, p < 0.003) and could aot be
made 5o by log-lranstormation but exldbited simalar varlanees
{Levene's st smbstie = 116, p = 0.328). Thenelor: the datn
were analyeed by a Kouskal-Walkis vese Stenifcant $ifferenee
in the 1ol leagth of the ovssers in the 4 proups of parasie
level infection was abserved Tor Fasnily 2 (8 = 815, 3 dJ.,
g o= WM Y Howewer, Due's iethod Foo ol parrwise compar-
o between tredtmen! medians sevealed no stprufecant Sifler-
erces alibiugl the greatest pairwise difference in shell lenplhs
wias between BO' T amd BO™ (Table 2b).

= (L.55, p = Ou6ah) for

3.3 Comparison of the level of infection betwean
thie dead and surviving oystars of the Family 2

All the swrviving oysbers of Family 2 were analyzed by
leart intpriot aller & months, Overaldl, 444 oyslers were ana-

Lyzed, 94 In raceway B, B5 m raceway 10, B7 i receway 13,
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Tuhke 1. The resslic snd ey of Geree sdwdic botal length (em)
ot date of death acomding to their level of infecion o the panmsibe
Banamiz astreae during g &momh challerge experimend (Family 13,
[z} Me=ans, mediars, 2ol stardan] deviatioes of wyster tolal
lengts (Family )

Enfactinn N Aeanlbamggh Medion length. - 8D
tevel

i} 14 538 354 105
a0 15 502 5 KN
Bo 12 575 5mM 057
BO™ & 55k 554 073
(o) Anelysis of verizsce tdble
Somarce OF  EeulS MK F b
[nfection level 3 145 1.34E8 053 DAsh
Erme il 2715 0.662Y
Totzl A .00

Tahle 2. The resulis and exalysis of Qurea sdulis mial length (em)
ot date of demth acoonding to tbeir level of infedica 1o the panmsibe
Hanamie astreae-doecing o f-month cholberge experimest (Femiky 20

{a) Mepns, medians and standard devisizans of oyster
aial lenpif §Fomidy- 23

Iefectiom M Az lempik Median lesgih L]
level

Tifl G a.2% &:50 1R
oo 17 i.71 466 0fe
L 23 505 515 052
[ i 9 5m (1.K8

b} Multiple compensons between mediar gotal lenpiea
wsizg Dune's procedurs after Krusiat: Wellis zoabysis.
Ay tank difference, divided by ity standard deviation,
which | greater e the given walue of 2483 (81 af
diffenence) is sigeificunt at the 3% level.

Clomes wre subeinacted from tows

Iedection

|

" n53

B 151 154

T’ 135 L 043
fill j o’

% raceway 13 aml B3 i raceway 140 Most of thes wene
Bo© (R42% for raceway B, B94% for raceway 11 93.1% loe
rabeway 12, BT 4% for racewsy 13 and 88 0% For raceway 14}
and almsest-no B avsiess were Tound {05 m raceways B,
1T, 52 and 13 12% in raceway 140, Mo-agnibeant dilferemoes
beoween receways were loend for twe s mgrmt results
achacved on the surviving avsies (¢~ = 392, p= 0864, B d 1,
after pooling BO'* apd BO™ . 37 = 285, p = 0636, 4 41,
after poobing B, B0 and BUC" )L Thorefore, data amoasg
the 5 raceways wene pooled. Overall, 85.7% of the surviving
owsters were nul mlected with the parasite (BO7), 84% were
slighaly nfocted (BO™ ), 2.7% wene msderaiely infecied (BOT T )
and anly D.2% wene beavaly wfectsd (B0 The diffesence
in the detection frequency between the 2 groups of oyaters
(i, survavang ) in Fanuly 2 owas stnkang: 89% geains % of

Frmity 7. Dot [mes) Family 2, Siurviving [n=dd4}

198
gL B 0%

465 25% —==

ORg Bag e .

Fig. 5. Compansen of the bevel of infecion of te paresite {afies heam
imnprint} between the twa groops of ovsiers of Femily 2, the 95 thee
died daring the d-mpeth imal {for wizich & hearl imprint could be pes
formed) and the &b4 that survived the coallenge experiment.

Hernarmis-positive in the dewd of surviving geoups, respectively
(Fag. %)

4 Discussion

4.1 Challenge experimeant

Fhehd pesting amd expernseatal nfetoon by inpectin of
pusafied parssie have Bbeen widely wsed for epidentiological
stwdies or m ke context of & sslectve breeding program for
TeRiaEEnE B bonamiosis, These methods peoved efficient 10
Lratarmil boaaminss 10 sl oysters, leading in sore cases oa
ligh percentage of monaliy assocasted with a hreh previlence
al e parasiee o Tipd and Goeel 1950; Blaon erall 1985
Minlhe et al. 1988 Macir-Chraven ot al. 199§),

Ciohabistion was chosen in owr study because i 1 likely
ter e e mede of tansatission of the doese b the wild.
Challeage by micetion creates stess and Besee lesion, and
woetialel Bryprass the patuse] pathway of entry ol the parasie oo
the aypster. Maost cohabistion expernments parformed so far-did
ot ivodve the imection of perifed pafasioe in e sousce oy
ters (Elsion et al. 19846 Eluea et al. 1987 Mariis et al. 1993,
Clulloty et ab. 199%, In our sudy, however, wild ooysiems were
injecied witl the pasasine moorder 1y increase e parasie bur-
den bp cach raceway sad to creste & “Bonasmia pomp®. 10 was
anticrpated that inpecied wild ovarers would iafecr the mon-
injected aaes belone thedr own dead and that i would mais-
1ain a hiph parasdie pressure during the cousse of the experi-
ment. Honemic-positive wild oysters were detscted throughot
the cleallenge expesiment. iedcating the wsefobness of tels ap-
proach (Figs. 3 and 4. Finally, this approach allows some con-
tret] om the parashic pressuse spplied because 8 known nuenber
af piirified parasates 1 inecied oo Knowa aunber of ovsters,
amd lzs proven efficient 1o infecer naive lal oysiers [Culbloly
et al. 1594,

4.2 Detectlon of Bonamia ogtress

Several digpnoste wooks have boen used so far for the detec-
toi af the parasile B.estrece, cathes Based oo heht micrescopy
ohservalon (Hsse unpreints, hacmaelviph cetl moonlayvess and
lristobigncal sechens) o PCR-based technagues by angplifyang
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portiond of the FRS (DMNA or e 115 of the pasadaie (Camnegie
et al. 2000; Cochennes ot al. 20000, In this study, we chose o
peddormm beart tmpnat for the detection af 8. ssreae bocawse
this methodelogy 14 casy, quick. performed &1 a low cost ard
wlhirws gl throughput of the dat. Heart fenprass have boen
used as a diagrostic wol for the dewcton of B, setrese i -
mberivus studaes (Masibn et al. 1993 Hervioeral: 1995 Culloty
and Mulcaly 199G, Macin-Graven et al. 1998 Cualloty e1 el
100l Cullotyen &l 2004, Lynel e all 20025 (Annex 1), How-
ever, Balseizo of al. (20080 teporbed Hea the PR methodology
showed & higher sensiivaty than kistological amd cyloloocal
studies parieulasly at the carly stages of ialection. An edvan-
tage of e Boant ingiam methed i that a ssni-guantitalive
seale for the level of infecton with the parasite can be used
(B, B, B0 e BOT coptrary 1o & PUR assay in which
the bamd s erther present or absent.

Severad studies have seported the use of quambiative PCR
far the delection of Benamia spectes. Corbeal ot al, (2008),
Marly ¢l (20060 employed & real-time PCE assay (145
eDOMA pemel buat the detecton did nol sooceed o Being
guantistve. MNevertheless, this methadalogy was faster and
acreased the seraativity & low prevalence and severty. A el
abde (- PCR assay for s quantiative estiosatsdg of the munber
af eopics of 1be parasite reguires [uaker optimizaiien and sian-
dasdezation {Corbeal el al. 20000,

4.3 Factors controdliing transmission of the disease

Tl fiest verizlines and udections in e wested oysbers oc-
cureed b May, Le. ofber 4 maniths of cohshtateen (Fig. 3) This
cantpares favorably with the previgusly repocted pesiod of 3 w0
4 stoiths for tandmassson {Poder-ez al. [982; Tipd and Griel
1084, Cirlze] 1985, Elsion er al. 1986; Mowics E991, Hervio
et al 1995 Cutloty snd Mulcaby 1996 Culloty et al 2004)
{Anpex 11 However, some siudies of held esting repored a
lomger thee foo the transasission of the disease, fnom 6w 12
moaths (Culloty e el 1999 Momes et al. 2008) (Annex 10
In coatrast, esperimental mfection by darect injection of pu-
rified parasite cowld bead 1o the fiest deteciion of the Saresie
alier enly 2 manths (Mialke ¢ sl 1938; Hervio et el 1995)
{AnBER AL

Tlhee parallel evolution of the totad cumslkative mortality arsd
e Benamia-posiive curnalstive menality (Fro. 3) bed s w
conclude that the sronalites observed were most probably die
10 thee parasne f . adfreae. However, e wak a delay i the
detectton of ke lirat infeetions, For exanple, the wild oysbers
dving in e first 30 days of the challenpe experiment were
mainby pegative lor the parasie ar shghily mfected (Fig. 4a).
Thix eatly mostabity among e wild oyspers wis prrobably doe
1 14 stress asseciated wath thelr transpor from Caberon e
La Treenblade, or could be due o tasue damage during the m-
Jectiom process, In the same way, the tested avsters dying At
wire negslive for the presence of the passsie, which could
reflsct the prepatent penod Pz, 4h.c). Howeyer we carmal
cuclude the hypothesis thal some regativie (B0 ) indivsduals
mright correspond b “false negative® results doe Lo the Jew sen-
silbyvily of heast impronss.,

Socomaful wansmEsion of the  disease  occurred
bolh [armlies, bul swrtalies occarred fastes in Famtly 2

[& month-old at e begenamg of the expenment) thin b Fain-
U 1020 montl-old & e Beginning of the expenment) (" =
AR, p o< 0001, 1A ). Alss, the iafection frequency was
significattly lower in Fasmily 1 than in Family 2 (57 = 2434,
=00 1,4 LD, The cuntolative morialines observed 1o the 2
faemilies were relatively bow (9% in Fanuly 1 and 205 in: Faon-
il 2, bip: 3) contponed wath the study of Culbory e al. (1599)
whte & &-tnonih cohabitation trial (ifeebed oystersnabve oys-
ters} resuleed inoa 32% cumulative mamality inotbe groap of
asters Frod an s free of 8. ostreas. A Jower Farasiie pres-
sun: in our stiedy cowld explan the hvwer cummulative morizliy
observed in owr tested Tamilee. Indeed, onlyv | 3 107 parsaies
wiere b jected i coch of Tilsource oysners (G 500 tested oys-
lers), compared with 3 X i parasices i ocach ol T souree
aysters (lor 150 ested ovsters) tn Culloty et al {1999 (Annex
3h. However. trls Jower cwmilatbve moartality o ght reflect he
penets hackground of oer ayvssers o which ome parent caine
from & selected sirain.

Teanamission of the discase abso depends on etvinon-
inental factoes swch as empesatnre, selinay o physacal -
mipulation. Inteed, Hime ctal {20020 showed that edlseme
crvirpnmental factors ard pliysical manipulaton increased
the iramsmission of Honamin exiiora o Oeireg calersds, a8
does crowding anwng B edliosg-infected osvsiers. Audemand
el gl (2008) perfosmed fabossinry experiments sugprsibng
that wirm lemperamre and high saliniy (30 pag) inceessed
e sp. pathepenteity i il Asian oysver Craooidres ari-
akgnxis, However, 1o oar sthudy, the two familes were held in
he samie eavimopmenial conditions sed weere siljected to the
same maneal hamdlmg, so pon-envirompesial factors ane hkely
Lo be redponsible for ihe differences between 15 o Barmilies
in the Jevel of the apsntission of e disease.

Eight momth-old oysiers, Famuly 2, presented highes mor-
laliy oed delectoa lrequency o the parasie than ihe 20
inonih-old cysicrs, Faemly 10 This reseln was inconsistenl wilh
the findings of Culloy amd Maoleahy (1994 that suggested
that 2 year-old was the entcal spe for tee dBease devebop-
inenl. Thereloee, age may ool be the key facior 0 develop-
meal of the disease, but one ol sovessl peactic o o trodqemen-
Lzl aetors (Cacfnes-Martines g1 sk, 1993), Indeed, Lynch er b
(20035 followed the prevalence and miensity of miection in
yaung prespadwning oyabers {1-3 moath-abd 10 18 most-old)
by Iesart ooprint s PCR wechasgues and cofirmed that such
yulng gvalers were saseeplible 10 bonamiosis although they
did nat repon martality data: alier & months in e Gebd, preva-
lemce wias less than B an ovsles bedng 1-3 month-okl &t the
bepanning of the expermment (Annex 1), We have shown botl
susceplibility of voung avaters Lo the disesse and monslines is
e expesimental conditions.

The it probable csuse of the discrepancy @ othe de-
velopmiesl of e discase between foe 2 tesbed farmilies wias
o dilference in thelr genetic backgrownd. Both [amilies ong-
iated from & ertss betweed & wibd ovster and an oysler de-
rived from the [FREMER selective breedimg propram, Hooe-
ovet, only Fasmily 2 was disectly degived froem a selected fam-
il (famuly GEACTOS produced 0 1998) (Fte . 2) that had been
teabed for ns resistance o bonzmiosis boih in the feld and
by injection_ In contrast, Family 1 erginated from a 6% gea-
eration nthred lme that showed mo mortality i tee Held but
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e resisiamss was mot tested by moculatons (R, 1), More-
over, Beeause U two (amibes igsued from crosees invalving
tanr diffesent wald ovsters, differences in il rate of mlscton
berwea the two families could e due e differences m the
peaniies of the wild owster parents,

Finally, the beart mmpriats perforoned on the serviving oys-
terd of Family 2 (Fig. 37 revealed that 89% of the socrviving
vwsters were nol infected by 8. astreae . Even if some of those
B oyslers maght e slightly inlected (due o the low sensi-
gsiviry of the Beart imprnt wohnigue), the magdaly of then ane
probably wuly aot mieeted. Therefore, these rosulls supgeat 2
resistance ralbnr than - Mdesanee of infecton by Be parmine.

4.4 Potential implications for the managemeant of fiat
oysiers stocks

Prodiceers comennaly obsere that mortalithes socut M the
fhald i 25-3 vear-abd a1 oysters fhe. when they resch marker
supe). Hovweves, aur experaenl deenaastrates for the Gral tme
thal ape vear-old ovelees can die due w8, sorege infecton.
Even il ot morality in the spal Bas so fae been reparied
the nafural epvironnoent, our resulis sugeesl thas specibic con-
dithons {swel as close conzact of spat with mlected adult oys-
ferd of density) can mdece mortslitics tn such young evslers fn
relation wath the infection to Bommmis oatrege . Themfooe the
polcnnial mnpact of 8. catrege on the dynarmics of Har oyse:
stacks alould be lusther investigabed, a5 early moraliny has a
mmace ienportant bmpect than later one when individieals have
alresdy reproduced. However, such phesonsenon might faveor
e matural selection of the more ssastanl ovsters, sinee the
finess difference berwesn “suscepribbe’ and “resisiant™ geno-
tvped would be mesased 16 case of sxrlier mortaling
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TITRE : Efude des interactions héte/parasite chez I'huitre plate Ostrea edulis et son parasite
Bonamia ostreae.

RESUME : L’'histoire de I'ostréiculture francaise met en évidence la fragilité de cette production face d la
surexploitation des stocks et I'apparition de maladies. En particulier, la production d'huitre plate, Osfrea
edulis, a fortement diminué suite & I'apparition de deux maladies parasitaires dont la bonamiose. Les
moyens de lutte confre la bonamiose sont relativement restreints. lls sont essentiellement basés sur la
surveillance de la santé des huitres afin de limiter la dissémination et la propagation de la maladie.
Cependant I'utilisation de modéles prédictifs de I'évolution de la maladie en zone infectée permettrait
d'optimiser la gestion des stocks et minimiser I'impact des agents pathogénes. De plus, le
développement d'animaux résistants & I'infection pourrait permettre de relancer cette production. Ces
différentes approches nécessitent des outils diagnostiques adaptés, une bonne connaissance du cycle
de vie de I'agent pathogéne, et, plus particulierement des interactions du parasite avec son héte. Dans
ce contexte, I'objectif principal du travail de theése proposé est de comprendre les interactions entre
I'nuitre plate Ostrea edulis et son parasite Bonamia ostreae, et, plus particulierement 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 genes 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 I'infection contrélée en microscopie. Ces expériences ont montré une multiplication
parasitaire dans les hémocytes au cours du temps associée a 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'huitres plates résistantes & la bonamiose et une population naturelle. Les résultats obtenus tendent &
montrer qu'une modulation de I'apoptose et une diminution de la phagocytose seraient impliquées
dans les mécanismes liés & la résistance & la bonamiose. Ce travail est le premier & étudier la réponse
des hémocytes d'huitres plates & une infection par le parasite Bonamia ostreae au niveau cellulaire et
moléculaire.

MOTS-CLES : huitre plate, Ostrea edulis, bonamiose, Bonamia ostreae, interaction hote-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 fo 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 osfreae at the cellular and
molecular levels.

KEY WORDS: flat osyter, Ostrea edulis, bonamiosis, Bonamia ostreae, interaction host-parasite,
expression, resistance, haemocytes, suppressive subtractive hybridization




