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Introduction 

Depuis l’apparition de la vie sur la Terre il y a 3.5 milliards d’années, les organismes 

se sont protégés des agressions de l’environnement et des autres organismes vivants en 

formant des pièces dures grâce au processus de biominéralisation. Ces agressions pouvaient 

être la dessiccation, les UV, la gravité, la prédation et la compétition. C’est ainsi qu’au début 

de l’histoire de la vie apparaissaient les stromatolithes formés par des cyanobactéries 

(Lowenstam et Weiner, 1989 ; Simkiss et Wilbur, 1989). 

Par la suite, au Cambrien, il y a 544 millions d’années, tous les grands groupes de 

métazoaires présents actuellement sont apparus, et ont formé des pièces calcifiées, qui ont 

ensuite fossilisé. Ainsi des fossiles de squelettes de vertébrés, mais aussi d’exosquelettes 

d’invertébrés ont été retrouvés. Ces invertébrés étaient des éponges, des coraux, des 

brachiopodes, des mollusques et des échinodermes. Certains invertébrés étaient donc capables 

de produire des exosquelettes de carbonate de calcium, formant ainsi une structure de soutien 

des tissus mous (Lowenstam et Weiner, 1989 ; Simkiss et Wilbur, 1989). 

Par exemple, les coquilles de mollusques sont des exosquelettes formés d’environ 95% 

(w/w) de carbonate de calcium, mais également de 5% (w/w) au plus de matrice organique. 

Le carbonate de calcium de ces coquilles présente différentes formes ou polymorphes. Par 

exemple des cristaux d’aragonite sont présents chez Mercenaria mercenaria (Taylor et al., 

1973), de calcite chez Crassostrea virginica (Carriker, 1996) et de vatérite dans les perles de 

culture d’eau douce de Hyriopsis cumingu et H. schlegeli (Jacobs et al., 2008). La matrice 

organique associée est principalement constituée de protéines, de polysaccharides et de 

lipides. Elle joue un très grand rôle dans la régulation, la structuration, la nucléation et 

l’inhibition de la calcification, ainsi que dans l’orientation et la détermination de la nature des 

cristaux de carbonate. Pour ce faire, cette matrice forme un moule, une trame en 3D dans 

laquelle les cristaux de calcium prennent place. Chez les mollusques, la biominéralisation se 

produit à l’interface entre le manteau et la coquille, au niveau des espaces extrapalléaux. Les 

mollusques protègent ces compartiments de l’environnement. Pour ce faire, ils sécrètent du 

mucus et leur manteau fait des mouvements péristaltiques dans le but d’enlever les corps 

étrangers que sont par exemple les grains de sable, ou les microorganismes (Lowenstam et 

Weiner, 1989 ; Simkiss et Wilbur, 1989 ; Marin et al., 2008). Il arrive que des particules ne 

puissent être éliminées de ces zones. Elles peuvent alors être recouvertes par une nouvelle 

couche de tissu minéralisé. Ce phénomène est appelé « nacréisation » chez les mollusques 
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nacrés (mollusques sécrétant de la nacre aragonitique) et correspond à un processus de 

réparation coquillière. Il est par exemple observé lors du recouvrement de trématodes comme 

Gymnophallus margariferum et de polychètes comme Polydora spp. Ce phénomène est très 

proche de celui de la formation des perles par les huitres perlières Pinctada sp. (Cheng, 1967 ; 

Malek et Cheng, 1974 ; Arnaud-Haond et al., 2007 ; Taylor et Strack, 2008). 

Un processus particulier de réparation coquillière se déroule chez la palourde 

japonaise Ruditapes philippinarum, qui est un bivalve hétérodonte (Paillard et al., 1994). Ses 

deux valves sont composées de cristaux d’aragonite et présentent deux couches coquillières 

(Taylor et al., 1973). La couche interne a une microstructure homogène et la couche externe a 

une microstructure composite prismatique (Boggild, 1930a ; Shimamoto, 1986). 

La palourde japonaise est l’une des principales espèces de bivalve cultivées dans le 

monde. En 2007, plus de trois millions de tonnes de palourdes ont été produites. De plus, son 

prix par unité de poids était alors 4 à 5 fois plus élevé que celui des huitres et des moules 

(Goulletquer, 2006). C’est pourquoi sa production est très importante socio-économiquement. 

La palourde japonaise est originaire de l’océan Indopacifique et a été introduite en Europe 

pour l’aquaculture entre 1972 et 1985 : en France entre 1972 et 1975, en Angleterre en 1980, 

en Espagne et en Italie en 1985 (Breber, 1985 ; Flassch et Leborgne, 1992). La principale 

raison de cette importation est sa croissance relativement plus rapide par rapport à la palourde 

européenne R. decussatus. Jusqu’à 1987, sa production était restée en hausse (500t en 1987 

contre 200t en 1989 en France). 

Depuis 1987, la palourde japonaise est sujette à une infection récurrente, provoquée 

par une bactérie nommée Vibrio tapetis (Paillard et Maes, 1990 ; Borrego et al., 1996). Cette 

infection bactérienne est caractérisée par la formation d’un anneau brun, qui est à l’origine de 

la terminologie « la Maladie de l’Anneau Brun (MAB) ». Cet anneau est situé sur la face 

interne des valves, où se déroule la biominéralisation (Paillard et Maes, 1990). En 1987, de 

fortes mortalités dues à cette maladie ont été observées sur le site de Landéda, dans le 

Finistère nord, qui était alors le premier site de production en France (Paillard et Maes, 1990 ; 

Flassch et al., 1992). Depuis lors, la MAB a totalement décimé les cultures de palourdes en 

Bretagne. Et, jusqu’à aujourd’hui, la conchyliculture de la palourde japonaise n’a pas repris 

dans certains sites très affectés comme celui de Landéda. L’épizootie de la MAB n’est pas 

localisée qu’en Bretagne, mais touche également toute la côte européenne, à cause des 

transferts de palourdes liés à l’aquaculture (Paillard, 2004a). 
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Les différentes étapes de la MAB ont déjà été décrites lors de travaux antérieurs 

(Paillard et Maes, 1995a, b). La bactérie V. tapetis rentre dans la cavité palléale puis colonise 

le périostracum. Ce phénomène modifie le processus normal de la biominéralisation 

coquillière. La réponse de l’hôte face à cette attaque est la production et l’accumulation d’une 

matrice organique brune sur la face interne des valves. A ce niveau, la bactérie envahit 

souvent le système circulatoire de la palourde, qui meurt ensuite de septicémie. Cependant, 

quelques spécimens peuvent guérir de cette infection en sécrétant une nouvelle couche 

minéralisée qui recouvre l’anneau brun (Paillard et al., 1994 ; Paillard et Maes, 1995a, b). Ce 

phénomène particulier de réparation coquillière n’est pas bien connu. C’est l’un des premiers 

phénomènes de réparation coquillière décris après une attaque bactérienne. 

Le but de ce travail de thèse est de comprendre et caractériser comment les palourdes 

japonaises sont capables de résister à la Maladie de l’Anneau Brun, principalement en 

étudiant le mécanisme de réparation coquillière. Pour ce faire, l’étude a été faite à différentes 

échelles : populationnelle, individuelle, microstructurelle, cellulaire, moléculaire et ionique. 

Les résultats de cette étude seront ensuite utilisés lors de la sélection de familles de palourdes 

japonaises résistantes à la MAB, afin de relancer de manière stable la vénériculture de cette 

espèce en Europe. 

Le premier chapitre de ce manuscrit est une synthèse bibliographique organisée en 

trois parties : des généralités sur la biominéralisation, la biominéralisation chez les mollusques 

et la biominéralisation chez la palourde japonaise et ses altérations liées à la MAB. 

Dans le deuxième chapitre, trois générations de palourdes japonaises peu et 

hautement sensibles à la MAB ont été suivies. L’évolution de leurs symptômes a été suivie 

dans le milieu naturel, ainsi qu’en laboratoire après des infections expérimentales. Ces 

résultats ont mis en évidence les capacités de résistance des 2 stocks de palourdes peu et 

hautement sensibles à la MAB. Le mécanisme de résistance le plus fréquent est la guérison 

par la réparation coquillière. Un autre mécanisme de résistance est lié aux palourdes 

asymptomatiques. Dans le but de comprendre la réparation coquillière, des observations 

microscopiques ont été faites à l’aide d’un Microscope Electronique à Balayage (MEB), sur la 

surface interne des valves de palourdes peu et hautement sensibles. 
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Le troisième chapitre présente la caractérisation la partie minérale de la coquille de la 

palourde japonaise. Pour ce faire, les techniques expérimentales que sont le MEB et la micro-

spectrométrie Raman confocale ont été utilisées. De plus, les sels insolubles de carbonate de 

calcium ont été suivis dans les hémocytes de l’hémolymphe et des fluides extrapalléaux à 

l’aide de la coloration de Von Kossa. Afin de bien comprendre le phénomène de réparation 

coquillière, ces travaux ont été effectués en parallèle chez des palourdes japonaises non 

symptomatiques, des palourdes présentant un dépôt brun, ainsi que chez des palourdes 

réparant leurs coquilles. 

Le but du chapitre quatre est de caractériser et de quantifier la matrice organique 

présente dans la couche de réparation coquillière de la palourde japonaise et de comparer les 

résultats avec ceux obtenus aux niveaux des couches internes saines et du dépôt brun. Pour ce 

faire, différentes techniques analytiques ont été utilisées : la micro-spectrométrie Raman 

confocale, la microsonde WDS (« Wave-length Dispersive Spectrometry ») ainsi que des 

extractions et des quantifications de matrices organiques coquillières. 

Le but du cinquième chapitre est de poursuivre la caractérisation de la matrice 

organique présente dans la couche de réparation coquillière à une échelle biochimique. Ainsi 

les matrices organiques coquillières extraites de zones saines, malades et réparées de valves 

de palourdes japonaises ont été comparées. Ces matrices ont été extraites, puis 

quantitativement et qualitativement comparées en utilisant des gels d’électrophorèses 1D et 

des comparaisons sérologiques : tests ELISA et western blots. Pour ce faire, des anticorps 

polyclonaux ont été utilisés. Ils étaient ciblés contre des fractions de matrices organiques de 

différents mollusques mais aussi de palourdes saines. La synthèse des anticorps ciblés contre 

la matrice organique coquillière de palourdes non symptomatiques a été réalisée pendant cette 

thèse. Par ailleurs, l’étude microstructurale de la couche de réparation coquillière a été 

approfondie pendant cette étude à l’aide d’un MEB. 
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Chapitre 1. Revue des connaissances 

1. La biominéralisation-Généralités 

1. 1. Qu’est-ce que la biominéralisation ? 

Le terme « biominéralisation » désigne tout processus au cours duquel des organismes 

vivants forment du minéral. Ces minéraux sont principalement inorganiques comme les 

cristaux de phosphate de calcium constituant les os, mais également organiques comme les 

minéraux constituant les cailloux rénaux. La biominéralisation est donc un domaine 

véritablement pluridisciplinaire concernant à la fois les biologistes, les médecins, les 

chimistes, les géologues et les physiciens. Même si la majorité des organismes ne minéralise 

pas, ce phénomène est très fréquent et très varié. En effet, des organismes aussi bien 

procaryotes qu’eucaryotes sont capables de minéraliser. De plus, les organismes vivants 

capables de biominéraliser sont présents dans plus de 50 phylums différents (des eubactéries 

aux mammifères) et peuvent produire une soixantaine de types de minéraux différents 

(tableau 1). Ces minéraux sont dits « biogéniques » car ils sont synthétisés par des êtres 

vivants (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Les principaux rôles de la biominéralisation sont le soutien et la protection des tissus 

mous constituant les organismes vivants, et ceci grâce aux propriétés mécaniques des pièces 

minéralisées. Elle a également d’autres fonctions comme la prédation, la locomotion et 

l’orientation. Ces pièces minéralisées sont par exemple les exosquelettes des invertébrés et les 

squelettes et dents des vertébrés. Toutes les fonctions liées à la minéralisation confèrent aux 

organismes minéralisants des avantages adaptatifs majeurs qui ont permis l’apparition et le 

maintien de grands phylums au cours de l’évolution du vivant comme les mollusques ou les 

vertébrés. La fossilisation des pièces minéralisées a permis d’étudier cette évolution, même à 

des temps géologiques très anciens. La biominéralisation est apparue il y a 3,465 milliard 

d'années avec la formation des stromatolithes par les cyanobactéries. C’est la plus ancienne 

trace de vie. La biominéralisation a tout de suite modifié la géologie terrestre. En effet, 

beaucoup de minéraux biogéniques sont formés à grande échelle dans la biosphère. Ils ont 

donc un impact très important sur la chimie des océans en modifiant les cycles 

biogéochimiques, au niveau de la colonne d’eau, du sédiment et des roches sédimentaires. Ces 

modifications ont pour principales origines des organismes comme les diatomées et les 

coccolithophoridés (Lowenstam et Weiner, 1989 ; Simkiss et Wilbur, 1989). 
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L’étude de la biominéralisation est très importante. Un des exemples de son 

application est le travail sur les maladies affectant les squelettes et les dents des vertébrés, 

comme les carries dentaires, la fracture des os, la perte du minéral osseux ainsi que les 

cailloux rénaux (Lowenstam et Weiner, 1989). Un autre exemple est l’étude des altérations 

coquillières que peuvent avoir certains mollusques économiquement intéressants. C’est le cas 

de la palourde japonaise, affectée par la Maladie de l’Anneau Brun. Ce cas nous intéresse ici 

particulièrement. 

1. 2. Les impacts de la biominéralisation sur la biosphère 

La biominéralisation, qui se produit à grande échelle (12 ordres de magnitude du nano 

au kilomètre), influence directement la chimie de nombreux écosystèmes. 

1. 2. 1. Les écosystèmes des eaux continentales 

La biominéralisation influence la chimie des eaux continentales. Par exemple, le 

protozoaire d’eau douce Loxodes sp. produit des granules sphériques intracellulaires de 

sulfate de Barium. Ces protozoaires sont très abondants dans certains lacs et peuvent y 

modifier le cycle biogéochimique du Barium (Finlay et al., 1983). De plus, les diatomées 

d’eau douce ont un rôle direct sur le cycle de la silice des lacs (Reynolds, 1986). 

1. 2. 2. Les écosystèmes continentaux 

La biominéralisation influence aussi les environnements continentaux. En effet, sur les 

continents, les bactéries et les champignons, en particulier les champignons symbiontes des 

lichens, ont un rôle actif dans les processus d’effritement des roches et des sols (Ehrlich, 

1981). Par exemple, les champignons des lichens crustoses, décomposent chimiquement les 

substrats rocheux sur lesquels ils vivent par une dissolution acide. Ces acides peuvent être des 

composés phénoliques et de l’acide oxalique. Ensuite certains organismes, comme par 

exemple les lichens, sont capables de former des minéraux biogéniques à partir des produits 

de dégradation de ces effritements. Cette minéralisation est induite et le minéral produit 

dépend de la nature du substrat rocheux qui a été dissout. Par exemple, Pertusaria corallina 

forme principalement des weddellites et des oxalates de manganèse, mais peut également 

former de la ferrihydrite sur les roches volcaniques riches en fer (Jones et Wilson, 1986). 

Par ailleurs, certaines plantes forment de grandes quantités de silice (opale, Tableau 1) 

(Voronkov et al., 1975). Cette silice s’accumule ensuite en grandes quantités dans certains 

sols. De plus, des processus continentaux, qui semblent totalement inorganiques comme la 
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formation du désert, sont en fait régulés par des organismes (principalement des procaryotes) 

qui précipitent des minéraux de fer et de manganèse (Dorn et Oberlander, 1982). L’impact de 

la biominéralisation sur les environnements continentaux est moins connu et est moins 

étendue que celui sur les environnements océaniques (Lowenstam, 1974 ; Whitfield et 

Watson, 1983). 

1. 2. 3. Les écosystèmes océaniques 

Une grande partie du carbonate de calcium biogénique mondial est formée à grande 

échelle dans les océans notamment dans les eaux de surface. Ce minéral est principalement 

formé par les coccolithophoridés (calcitiques), les foraminifères (calcitiques) et les 

ptéropodes : des gastéropodes nectoniques (aragonitiques). Malgré cette biominéralisation 

intense, les eaux de surface restent sursaturées en calcite et en aragonite. Ensuite, ces 

exosquelettes sédimentent vers le fond des océans, puis sont incorporés dans les roches 

sédimentaires. Ce processus permet de redistribuer les ions calcium et carbonates à une très 

grande échelle, mais également des éléments traces associés comme le strontium et le barium. 

Ce phénomène influence ainsi profondément de nombreux cycles biogéochimiques des 

océans. De plus, il a permis la formation d’une grande partie des continents. Le cycle 

géochimique du carbonate dépend entièrement du taux de formation des exosquelettes des 

invertébrés ainsi que du taux de leur dissolution (Whitfield et Watson, 1983). Ainsi, les 

coccolithes calcitiques se dissolvent plus lentement que les tests des foraminifères calcitiques 

alors que les aires de surface de leurs coccolithes sont plus grandes que celles des tests des 

foraminifères. Ce phénomène dépendrait de la microstructure des exosquelettes et de la 

composition des macromolécules incluses à l’intérieur de leurs cristaux (Honjo et Erez, 1978). 

Les récifs coralliens produisent également une grande partie du carbonate de calcium 

biogénique marin. Contrairement aux exosquelettes planctoniques qui se recyclent dans les 

océans, les récifs coralliens stockent le carbonate à long terme et en grande quantité. Par 

ailleurs, 50% du carbonate de calcium entrant dans les océans par les rivières, sont utilisés par 

ces récifs coralliens (Smith, 1978). Depuis peu, il est envisagé sérieusement d’utiliser ces 

organismes fixateurs de carbone afin de participer à la lutte contre le réchauffement 

climatique. 

La biominéralisation a également une grande influence sur le cycle biogéochimique 

marin de la silice. Des organismes comme les diatomées, les radiolaires, les silicoflagellés et 

les éponges siliceuses sont capables de former des exosquelettes silicifiés. Ce mécanisme a 
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pour conséquence une sous-saturation des océans en silice, alors qu’avant l’apparition de ces 

organismes, les océans étaient probablement très saturés en silice (Lowenstam et Weiner, 

1989). Ces exosquelettes siliceux peuvent se dissoudre dans la colonne d’eau et dans le fond 

des océans. De plus, ils s’accumulent beaucoup aux endroits de forte productivité primaire à 

la surface des océans comme particulièrement en Antarctique. En Antarctique, les squelettes 

siliceux sont formés en surface majoritairement par des diatomées et dans une moindre 

mesure par des radiolaires. Ils sont ensuite transportés depuis les eaux de surface, jusqu’aux 

océans profonds. Pendant ce processus, beaucoup d’éléments traces sont redistribués comme 

le germanium, le zinc, et quelques fois le sélénium, le chrome, le béryllium, le cuivre, et le 

nickel (Broecker, 1974 ; Whitfield et Watson, 1983). 

A une échelle plus petite, d’autres organismes forment des minéraux biogéniques dans 

les océans qui en sont absents naturellement, influençant ainsi leur environnement. Par 

exemple, des bactéries magnétotactiques et quelques invertébrés synthétisent de la magnétite, 

des crevettes mysides et des gastéropodes minéralisent de la fluorite (Lowenstam, 1981), et 

des acanthaires planctoniques produisent des squelettes de célestite (sulfate de strontium). 

Chez ces derniers, les squelettes se dissolvent juste après la mort des organismes n’entrainant 

qu’un effet à court terme sur le cycle chimique du strontium et aucun effet sur celui du sulfate 

(Whitfield et Watson, 1983). 

En résumé, les produits de la biominéralisation ont un impact majeur sur la chimie de 

l’eau de mer, les sédiments, et les roches sédimentaires, mais aussi sur les environnements 

d’eau douce et continentaux.  

1. 3. Les origines de la biominéralisation 

La Terre est apparue il y a 4,5 milliards d’années (M. A.), suivie de la vie, il y a 3,5 

milliards d’années. L’évolution du vivant, et notamment de la biominéralisation, a pu être 

suivie grâce à la formation des fossiles, d’autant plus que les pièces dures fossilisent mieux 

que les tissus mous. Cependant, les minéraux amorphes fossilisent moins bien que les 

minéraux cristallins (Lowenstam et Weiner, 1989). Les roches sédimentaires sont 

principalement constituées d’exosquelettes planctoniques (Simkiss et Wilbur, 1989). 

1. 3. 1. Le Précambrien 

Le fossile le plus ancien date de 3,465 milliard d'années. C’est un stromatolithe du sud 

de Marble Bar, dans l'ouest-australien. Ce type de fossile a également été retrouvé sur tous les 
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continents et dans les sédiments de tous âges. Un stromatolithe est une roche marine 

composée de couches successives de calcaire biogénique et de couches organiques avec une 

structure dite « laminée double-couche ». Ces stromatolithes sont les fossiles les plus 

fréquents dans les sédiments d'âge Précambrien (figure 1). 

Les premiers stromatolithes fossilisés sont le résultat des premières formes de vie en 

colonie fixée des cyanobactéries. Leur structure est dite « laminée », car elle est formée de 

feuillets minéraux biogéniques foncés et superposés de 0,1 à 5 mm d'épaisseur. C’est le 

biofilm connu le plus ancien. Elle est dite aussi « double-couche » car, dans la plupart des 

stromatolithes, chaque feuillet est constitué d'une couche de bactéries (foncée), et d'une 

couche sédimentaire (claire). La cristallisation est induite par les bactéries dans une eau 

presque saturée en sels minéraux. Selon les cas, l'intérieur du stromatolithe peut être presque 

plein ou laisser une quantité significative de vides dans lesquels d'autres bactéries ou 

organismes trouvent abri (Riding, 2000). 

 

Figure 1 : Coupe d'une roche à travers des stromatolithes fossiles et des sédiments 

intermédiaires datant du protérozoïque (www.wikipedia.org) 

Lors de leur croissance, les cyanobactéries forment un ensemble de filaments 

bactériens appelé « matrice mucilagineuse procaryotique ». Ce mucilage est ensuite capable 

de piéger certaines des particules en suspension disponibles dans l'eau afin de former une 

croute riche en bicarbonates solubles et en carbonates de calcium insolubles qui durcissent. 

Certaines bactéries peuvent également précipiter le calcium à l'intérieur de la cellule, en 

cristaux insolubles de carbonate de calcium qui perdureront après la mort de la bactérie. Cette 

substance gélatineuse aurait une fonction de protection contre les radiations solaires, en 

particulier les UV qui sont mortels pour les bactéries et contre l'oxygène qui est un déchet 

toxique de la respiration des bactéries photosynthétiques (oxydant produisant des radicaux 

libres). Elle a également une fonction de protection contre l'acide carbonique, le bicarbonate 

issus du CO2 dissous dans l'océan primitif, la chaleur et la déshydratation (les stromatolithes 

ont ainsi contribué à désacidifier l'océan primitif et à permettre une vie plus complexe). La 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Proterozoic_Stromatolites.jpg�
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couche calcifiée jouerait un rôle de support favorable aux colonies de cyanobactéries, leurs 

permettant de ne pas être emportées par les courants et de rester fixées dans leur zone 

d'optimum écologique. C’est aussi une protection physique contre les vagues et l'érosion par 

les particules sableuses et dures en suspension (Riding, 2000). 

Ces communautés de cyanobactéries biominéralisantes ont dominé la vie marine entre 

3 500 et 550 M. A., pendant le Précambrien. Les stromatolithes ont acquis un maximum de 

diversité de formes et de structures il y a environ 1,5 milliards d'années. Ces cyanobactéries 

auraient contribué à créer une atmosphère riche en dioxygène comme actuellement, ainsi que 

la couche d'ozone qui ont permis le développement d'une vie terrestre et océanique plus 

complexe (Awramik, 1992 ; McNamara et Awramik, 1992 ; Wray et al., 1996). 

1. 3. 2. Le Cambrien 

Ensuite, vers la fin du Précambrien et le début du Cambrien, les cyanobactéries 

formant les stromatolithes ont été en concurrence avec des formes de vie plus complexes, 

d’où leur déclin (McNamara, 1996). Les communautés qui formaient ces stromatolithes se 

sont alors cantonnées à des niches écologiques isolées, entre autres les milieux marins peu 

profonds, plutôt très salés et peu propices aux autres organismes. En effet, il y a 544 M. A. 

s’est déroulée l’explosion Cambrienne. Cet évènement est marqué par l’apparition d’une 

grande quantité de squelettes et de carapaces minéralisés, dans les roches sédimentaires. Cette 

apparition serait la preuve de l’émergence de grands phylums comme les cnidaires, les 

brachiopodes, les mollusques, les arthropodes et des vertébrés. En quelques millions d’années, 

ils ont acquis la capacité de former des tissus minéralisés complexes et fonctionnels. Les 

fonctions dans lesquelles ces tissus sont impliqués sont très variées et très importantes (cf. 

1.1.). L’apparition de ces squelettes minéralisés a apporté de nombreux avantages sélectifs à 

ces phylums qui sont encore présents aujourd’hui, et qui synthétisent les mêmes formes 

minéralisées (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Cependant, l’émergence de ces différents grands groupes de métazoaires actuels 

daterait de 1000 M. A. à 700 M. A., soit bien avant l’observation des premières traces de 

minéralisation chez ces organismes. En effet des mollusques sans coquilles datant du 

Précambrien ont été retrouvés dans la faune d’Ediacaran (Wray et al., 1996 ; Fedonkin et 

Waggoner, 1997 ; Ayala et al., 1998). 
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Dans tout le monde du vivant, au moins 60 types de minéraux sont synthétisés à 

travers 50 phylums différents et ont de nombreuses fonctions différentes (tableau 1). En 

opposition, les macromolécules acides : glycoprotéines et protéoglycanes, associées aux 

carbonates et aux phosphates, montrent de fortes similitudes au niveau protéique et 

fonctionnel et une large distribution (tableau 2). Deux hypothèses sont discutées, soit les 

différents processus de biominéralisation ont un ancêtre commun et ont divergés ensuite, soit, 

les similitudes entre ces différents processus sont le résultat d’une convergence évolutive 

produite dans des taxons différents (Lowenstam et Weiner, 1989 ; Marin et al., 2008).  

Un scénario qui permettrait de concilier ces 2 hypothèses a été proposé par Marin et 

ses collaborateurs pour les organismes métazoaires biominéralisant le calcium (carbonate et 

phosphate de calcium) (Marin et al., 2003 ; Marin et al., 2008). 

Le calcium est un élément essentiel à la vie de tous les organismes eucaryotes depuis 

leurs origines. En effet, cet ion a de nombreuses fonctions comme métabolite secondaire 

intracellulaire, dans la contraction musculaire ainsi que dans la sécrétion cellulaire. Il a 

également des fonctions physiologiques, comme la régulation osmotique et la transmission 

nerveuse (cf. 1. 4. 1.). Cet ion est stocké dans différents compartiments cellulaires (Pozzan et 

al., 1994). La machinerie cellulaire nécessaire à la gestion du calcium intracellulaire était 

donc mise en place bien avant le commencement de la biominéralisation du calcium (sous 

forme de carbonates ou de phosphates) par les organismes (Lowenstam et Margulis, 1980). 

Par ailleurs, un changement des conditions physicochimiques des océans du Cambrien aurait 

favorisé la modification de cette machinerie cellulaire afin de biominéraliser. Ces conditions 

ne sont pas connues : il pourrait s’agir de la pression d’O2, de la concentration en ions des 

océans ou de l’apparition de la prédation (Marin et al., 1996 ; Marin et al., 2000). Il pourrait 

également s’agir d’une pression interne liée aux gènes. Il existe de grandes similitudes entre 

les séquences moléculaires des différents gènes de la famille Hox au sein des différents 

phylums bilatériens (De Rosa et al., 1999 ; Balavoine et al., 2002). 

Cette fonction de biominéralisation est bénéfique pour l’organisme. Elle aurait pour 

origine une fonction de type anti-calcification. En effet, les océans ont été très saturés en 

carbonate de calcium. La mise en place de mécanismes moléculaires de contrôle de la 

sursaturation ionique et de la précipitation localisée aurait favorisé l’apparition de squelettes 

protecteurs de carbonate de calcium et de phosphate de calcium. Certains organismes auraient 



Chapitre 1 

 22

donc pu tirer parti de la formation des minéraux biogéniques qui était pathologique (cf. 1. 5. 

1.) (Marin et al., 1996 ; Marin et al., 2000). 

1. 4. Les différentes composantes des tissus minéralisés 

Les tissus minéralisés sont composés principalement de minéraux mais aussi de 

molécules organiques qui vont permettre la biominéralisation.  

1. 4. 1. Les différents types de minéraux 

La diversité des types de minéraux produits dans le monde du vivant est très étendue. 

Le tableau 1 liste les plus importants. En 1989, une soixantaine de minéraux biogéniques 

avaient déjà été identifiés, notamment grâce au développement des techniques 

d’identification, mais il reste encore beaucoup de choses à découvrir à leur sujet (Lowenstam 

et Weiner, 1989).  

Différentes méthodes ont été utilisées pour déterminer l’identité des minéraux 

biogéniques. La technique de la diffraction des rayons X a été développée depuis le début des 

années 1930 et a été beaucoup utilisée à partir de la fin des années 1940. Des échantillons 

assez grands (mg) et sous forme de poudre sont nécessaires pour être mesurés. De plus, seuls 

les minéraux cristallins d’une assez grande taille (100 Å) donnent un signal. 

La diffraction des électrons est également une technique utilisée. Elle requière moins 

de matériel mais ne permet pas non plus d’identifier la nature des minéraux sous forme 

amorphe. Les cristaux amorphes sont des cristaux qui ne sont pas ordonnés sur des distances 

supérieures à 10 ou 15 Å (Mann et al., 1983). De plus, la préparation des échantillons est très 

délicate et très onéreuse (coupes très fines avec risque de perte de minéraux). 

L’EDS (Energy Dispersive X-ray Spectrometry) est un outil d’analyse couplé à un 

MET (Microscope Electronique à Transmission, annexe 1) ou à un MEB (Microscope 

Electronique à Balayage), qui a beaucoup été utilisé dans le domaine de la biominéralisation. 

C’est un appareil qui permet d’effectuer l’analyse des éléments chimiques mais qui ne permet 

pas l’identification des minéraux. 

La spectroscopie Infra-Rouge est actuellement la technique la plus efficace pour 

étudier les minéraux biogéniques. En effet, elle nécessite une très faible quantité de tissus 

(µg). De plus, elle donne des informations sur l’identité des minéraux amorphes et cristallins, 

y compris lorsque ceux-ci sont mélangés. 
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Depuis quelques années, la spectrométrie Raman est couramment utilisée pour 

identifier la nature des minéraux (annexe 1). 

L’utilisation de toutes ces techniques expérimentales du domaine physique ont permis 

de démontrer que 80% des types de minéraux biogéniques sont cristallins et 20% sont 

amorphes. Comme il n’existait que la diffraction des rayons X pour étudier les minéraux 

pendant des dizaines d’années, il se peut que quelques cristaux amorphes n’aient pas encore 

été détectés (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Par ailleurs, environ 50% des minéraux biogéniques contiennent du calcium. Les 

organismes ont acquis des moyens qui leur permettent de manipuler ce cation très tôt au cours 

de l’évolution du vivant (cf. 1. 3. 2.). C’est sans doute la raison pour laquelle le calcium a un 

statut privilégié dans la biominéralisation au même titre que dans les autres processus 

biologiques. Le terme « calcification » vient du terme « calcium », dû à l’importance de ces 

ions dans la biominéralisation. Par ailleurs, le deuxième cation et premier ion métallique le 

plus utilisé est le fer : 35% des types de minéraux. Enfin, les anions les plus fréquents sont les 

carbonates, les phosphates puis les oxydes (Lowenstam et Weiner, 1989 ; Simkiss et Wilbur, 

1989). 

Par ailleurs, 60% des types de minéraux biogéniques contiennent des groupements 

hydroxyles ou/et des liaisons avec des molécules d’eau. Au cours de l’évolution, les 

organismes ont acquis la capacité de former des phases minérales relativement solubles afin 

de pouvoir redissoudre leurs pièces minéralisées quand ils manquent d’apports en énergie (cf. 

2. 4. 6.) (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Les phosphates constituent 25% des minéraux biogéniques, notamment avec l’apatite 

et l’hydroxyapatite. Les apatites forment une famille de phosphates hexagonaux de 

composition assez variable Ca5(PO4)3(OH, Cl, F). Par ailleurs, la structure du cristal apatite 

est de telle sorte que différents ions additionnels comme l’ion fluorure, le carbonate, et le 

magnésium, s’incorporent en plus des ions calcium et phosphates (Neuman et Neuman, 1953). 

Ces cristaux sont très petits. Les hydroxyapatites font partie de la classe des apatites et ont des 

groupements hydroxyles (OH). La composition de ces cristaux n’est pas non plus strictement 

constituée de calcium et de phosphates. Par exemple, certaines hydroxyapatites sont de la 

dahlite (apatite de carbonate) ou de la francolite (fluorite de carbonate) (McConnell, 1969). 
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Douze types de minéraux biogéniques organiques ont également été identifiés. Ce sont 

par exemple des citrates ou des oxalates. Les minéraux organiques ont des fonctions 

analogues aux minéraux inorganiques. Les termes « minéral» et « organique » ne sont donc 

pas antagonistes (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Par ailleurs, les organismes vivants capables de biominéraliser appartiennent à 55 

phylums : 37 animaux, 24 procaryotes, 11 plantes vasculaires, 10 protistes (eucaryotes 

unicellulaires et algues) et 10 champignons. 26 de ces phylums produisent des minéraux 

biogéniques carbonatés dont 23 sont phosphatés, 21 sont siliceux et 17 sont des oxydes de fer. 

Ainsi, les minéraux carbonatés, sont les minéraux biogéniques les plus courants en termes de 

quantité formée et de distribution taxonomique. Ensuite, au niveau taxonomique, les 

phosphates, les silices et les oxydes de fer sont les plus utilisés. En termes de quantité formée, 

les carbonates sont suivis par la silice, les phosphates et les oxydes de fer. Le principal oxyde 

de fer biogénique produit est la magnétite. Enfin, les oxalates et les sulfates métalliques sont 

également fréquemment utilisés (Tableau 1) (Lowenstam et Weiner, 1989 ; Simkiss et 

Wilbur, 1989). 

La plupart des minéraux biogéniques ne peuvent pas être synthétisés naturellement. En 

effet, les organismes vivants influencent la précipitation des minéraux dans l’environnement 

(cf. 1. 5. 1.). Dans le cas contraire, les minéraux biogéniques ont une morphologie différente 

de celle rencontrée dans le milieu naturel (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Un même minéral (une même formule chimique) peut cristalliser sous plusieurs 

structures différentes nommées polymorphes. Par exemple le carbonate de calcium a plusieurs 

polymorphes comme la calcite, l’aragonite et la vatérite (cf. 2. 4. 4. 4.) (Lowenstam et 

Weiner, 1989). 
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Tableau 1 : Types et fonctions des principaux minéraux inorganiques trouvés dans les 

systèmes biologiques, a une partie du calcium est substituée par du magnésium, b d’après 

(Eanes, 2003), ? : données inconnues ou non confirmées (Mann, 1988 ; Simkiss et Wilbur, 

1989 ; Eanes, 2003) 

Minéraux Formules Organismes/ Fonctions 
Carbonates de calcium  

Calcite CaCO3
a Algues/ coccolithes 

Mollusques/ exosquelette  
Trilobites/ lentilles des yeux 

Aragonite CaCO3 Poissons/ otolithe (équilibre) 
Mollusques/ Exosquelette 

Vatérite CaCO3 Ascidies/ spicules 
Amorphe CaCO3 . nH2O Plantes/ stockage de calcium 

Phosphates de calcium  
Hydroxyapatite Ca10(PO4)6(OH)2 Vertébrés/ endosquelette, 

dent, stockage de calcium 
 

Phosphate d’octacalcium Ca8H2(PO4)6 Vertébrés/ précurseur 
osseux ? 

Amorphe Ca(H2PO4)2
b Mollusques bivalves/ 

Stockage du calcium 
Vertébrés/ précurseur 

osseux ? 
Oxalates de calcium  

Whewellite CaC2O4 . H2O Plantes/ stockage de calcium 
Weddellite CaC2O4 . 2H2O Plantes/ stockage de calcium 

Groupe II A des sulfates métalliques  
Gypse CaSO4 Larves de méduses/ capteur 

de gravité 
Barite BaSO4 Algues/ capteur de gravité 

Celestite SrSO4 Acanthaires/ support 
cellulaire 

Dioxydes de silicone  
Silice (opale) SiO2 . nH2O Algues/ exosquelette 

Oxydes de fer  
Magnétite Fe3O4 Bactéries/ magnétotactisme 

Mollusques 
polyplacophores (Chitons)/ 

dents 
Goethite α-FeOOH Mollusques gastéropodes 

(Patelles)/ dents 
Lépidocrocite γ-FeOOH Mollusques 

polyplacophores (Chitons)/ 
dents 

Ferrihydrite 5Fe2O3 . 9H2O Animaux et plantes/ 
protéines stockant du fer 
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Pour conclure, l’identité des minéraux est très variée dans le monde du vivant. De 

plus, ces minéraux sont présents dans des structures très variées. Il est donc assez difficile de 

comprendre tous leurs processus de formation. 

1. 4. 2. Les macromolécules organiques 

Les macromolécules organiques jouent des rôles importants dans les processus de 

biominéralisation. Ces macromolécules ne sont pas associées à tous les types de minéraux 

biogéniques mais sont surtout présentes dans les cas de biominéralisation contrôlée. Elles ont 

des fonctions très variées notamment dans le contrôle de la formation des tissus calcifiés (cf. 

1. 5. 2.). Par ailleurs, ces macromolécules ont principalement été étudiées dans des tissus 

minéralisés associés aux carbonates ou aux phosphates, et surtout dans les os et dans les dents 

de mammifères (Tracy et al., 1987). Celles des mollusques (Marin et al., 2008) et des spicules 

ou des piquants des oursins (Killian et Wilt, 1996) sont également partiellement connues. 

Afin d’extraire et d’étudier les macromolécules, il est nécessaire d’enlever la phase 

minérale. Une des techniques les plus fréquentes pour dissoudre les minéraux de carbonates et 

de phosphates de calcium est d’utiliser l’agent chélateur du calcium EDTA (Acide Ethylène 

Diamine Tetracétique, acide neutralisé) qui a un pH assez neutre. Cependant l’EDTA doit être 

enlevé ensuite avec beaucoup de précautions, ce qui est parfois difficile (Worms et Weiner, 

1986).  

Comme l’EDTA ne dissout que les carbonates et les phosphates de calcium, les autres 

minéraux biogéniques comme la silice (opale) ou les oxydes ne peuvent être dissous que dans 

d’autres acides (Lowenstam et Weiner, 1989). Quand la dissolution des minéraux dans l’acide 

se fait selon des paramètres précis, les macromolécules ne sont pas dégradées. Par exemple, il 

faut 0.1M d’acide formique pour extraire les glycoprotéines acides de la dentine (Butler et al., 

1981). De plus, l’acide fluorique froid permet de dissoudre les squelettes en silice, comme 

ceux des radiolaires, sans hydrolyser les constituants protéiques. Enfin, comme l’EDTA n’est 

pas toujours facile à enlever, l’acide acétique est également fréquemment utilisé pour 

dissoudre les carbonates de calcium des coquilles de mollusques (Marin et al., 2008). 

Après la dissolution des minéraux dans l’EDTA ou dans d’autres acides, deux phases, 

une soluble et une insoluble, sont obtenues. Ces phases contiennent très souvent des 

macromolécules. La distinction entre ces deux classes de macromolécules est empirique vu 

qu’elle dépend de leur solubilité premièrement dans les acides puis, quand les acides sont 



Chapitre 1 

 27

enlevés, dans l’eau (Lowenstam et Weiner, 1989). Les macromolécules solubles acides seront 

présentées dans un premier temps, suivies des macromolécules insolubles ou dites de « la 

trame organique ».  

 



Chapitre 1 

 28

Tableau 2 : Classes majeures de macromolécules identifiées dans les principales pièces 

minéralisées formées par des processus de minéralisation contrôlée (cf. 1. 5. 2). Ce tableau 

liste les macromolécules insolubles « de la trame », ainsi que celles qui sont solubles et 

acides. Il est noté « Absentes ? » quand les macromolécules ne sont pas détectées. Elles 

peuvent être absentes ou sous le seuil de détection. Les lipides, non répertoriés dans ce 

tableau, sont également présents dans les matrices organiques liées aux minéraux (Lowenstam 

et Weiner, 1989) 

Phylum Macromolécules 
acides majeures  

Macromolécules 
majeures de la 

« trame »   

Parties dures du 
squelette  

Chordés    
Craniata Glycoprotéines, 

protéoglycanes, 
protéines contenant des 

acides glutamiques 

Collagène type 1 Os et dentine (dahllite) 

 Glycoprotéines Collagène Emailoid dentaire 
(francolite, dahllite) 

 Glycoprotéines Amelogenine ? Email dentaire 
(dahllite) 

 Glycoprotéines, 
protéoglycanes 

Absentes ? Cartilage (dahllite) 

Echinodermes    
Echinoidea Glycoprotéines, 

protéoglycanes 
Absentes ? Test du squelette, 

épines, spicules 
(calcite) 

Mollusques Glycoprotéines, 
protéoglycanes ? 

Complexe protéique et 
β-chitines fibrillaires 

Absentes dans certains 

Coquille (calcite, 
aragonite) 

Arthropodes Glycoprotéines ? Complexe protéique et 
β-chitine 

Cuticule (calcite) 

 Glycoprotéines Absentes ? Granules (ACP) 
Cnidaires Glycoprotéines Absentes ?, protéines 

ou complexe de chitine 
dans certains cas  

Squelette, spicules 
(calcite, aragonite) 

Annélides    
Serpulida Glycoprotéines Complexe protéique et 

α chitine 
Tubes (calcite, 

aragonite) 
Brachiopodes    

Inarticulata Protéines Complexe protéique et 
chitine 

Coquille (francolite) 

Articulata Pas de données Protéines riches en 
glycines 

Coquille (calcite) 

Ectoproctes Présentes mais peu 
définies 

Complexe protéique et 
chitine 

Cuticule (Calcite) 

Poriféraires Pas de données Protéines filamenteuses Spicules (opale) 
Radiolaires Glyco(?)protéines Pas de données Squelette (opale) 

Foraminifères Glycoprotéines, 
protéoglycanes ? 

Pas de données Coquille (calcite) 

Coccolithophoridés Polysaccarides acides 
et protéines ? 

Absentes ? Coccolithes (calcite) 
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1. 4. 2. 1. Les protéines acides - solubles 

Des macromolécules solubles sont très souvent identifiées dans les minéraux. Elles 

sont très acides. Ce sont des protéines riches en acides aspartiques, glutamiques et qui 

contiennent des résidus de sérines et de thréonines phosphorylées. Elles sont souvent 

associées par des liaisons covalentes à des polysaccharides acides contenant des groupements 

carboxylates ou sulfatés (Lowenstam et Weiner, 1989). Ces protéines sont composées de 

glycoprotéines et de protéoglycanes acides (tableau 2). Elles ont été retrouvées dans presque 

tous les tissus minéralisés étudiés, sauf par exemple chez Halimeda sp., une algue rouge 

calcaire qui produit des cristaux d’aragonite sous des conditions peu contrôlées (Wilbur et al., 

1969 ; Nakahara et Bevelander, 1978 ; Borowitzka, 1982 ; Weiner, 1986). 

Ces protéines acides ont plusieurs grandes fonctions. Elles sont notamment impliquées 

dans la régulation de la formation des minéraux car elles sont fortement chargées. Ces 

protéines acides sont localisées au cœur du biominéral. Cependant, l’origine de ces molécules 

et leur évolution ne sont pas connues. Elles peuvent soit avoir leur origine dans un ancêtre 

commun puis avoir ensuite acquis des propriétés structurelles variées, soit avoir pour origine 

différentes sources qui auraient ensuite convergées. Enfin, ces protéines acides peuvent avoir 

des propriétés antagonistes, comme la nucléation et l’inhibition de la formation des cristaux 

de la coquille de Mercenaria mercenaria (Crenshaw, 1972b). 

La conformation secondaire de ces protéines acides a été étudiée. Dans les coquilles de 

mollusques (Worms et Weiner, 1986), les spicules des échinodermes (Berman et al., 1988), 

l’émail des dents (Little, 1959 ; Jodaikin et al., 1986) et les os (Renugopalakrishnan et al., 

1986), elles adoptent partiellement une conformation en feuillet-β in vitro, avec la présence de 

calcium (cf. 2. 4. 4. 3.). 

1. 4. 2. 2. Les macromolécules insolubles ou dites « de la 

trame » 

Après déminéralisation, une fraction insoluble contenant une matrice organique très 

variée est très souvent observée. Celle-ci dépend du type de minéral. Cependant, les 

macromolécules insolubles ont des points communs : elles sont fortement liées entre elles, 

relativement hydrophobes et forment une trame, un moule, dans lequel le minéral se forme. 

En particulier, elles sont bien différentes des molécules acides. Ces molécules de la trame sont 

présentes en grandes quantités dans de nombreux tissus minéralisés, mais sont parfois 

absentes ou en dessous du seuil de détection (tableau 2) (Lowenstam et Weiner, 1989). 
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Ces macromolécules joueraient un rôle de substrat pour les molécules acides, comme 

par exemple chez celles issues de coquilles de mollusques. Ceci a été mis en évidence lors 

d’expérimentations in vitro (Greenfield et al., 1984 ; Addadi et Weiner, 1985). 

Par ailleurs, comme ces macromolécules de la trame sont très variées et parfois 

absentes ou en très faible quantité, leurs fonctions ne sont peut être pas indispensables à la 

biominéralisation. Elles permettraient de contrôler les propriétés mécaniques du minéral 

formé. Les mollusques Tridacna sp. (un bivalve) et Strombus sp. (un gastéropode), sont les 

seuls mollusques étudiés à ne pas avoir de macromolécules insolubles dans leur coquille, alors 

que celles-ci sont grandes et robustes et qu’ils sont taxonomiquement différents (Weiner et al., 

1983b). En opposition, toutes les autres coquilles de mollusques examinées, contiennent de 

grandes quantités de molécules de la trame. Par exemple, le Nautilus sp., qui a une coquille 

très fine et qui subit de hautes pressions hydrostatiques, a la plus grande proportion de 

macromolécules insolubles connue chez les coquilles de mollusques. Ce céphalopode a une 

coquille divisée en chambres dont la pression des gaz varie quand l’animal descend dans les 

profondeurs des océans (Hare et Abelson, 1965). 

En conclusion, les macromolécules associées aux différents biominéraux sont très 

variées. Elles jouent des rôles importants dans la biominéralisation comme dans son contrôle, 

la capture du calcium, ou dans la structuration du minéral. 

1. 5. Les processus généraux de la biominéralisation 

Le contrôle de la biominéralisation est très varié. Il forme un spectre large et continu : 

entre aucun contrôle apparent et un contrôle de chaque détail. Il est donc assez difficile de 

diviser les processus de minéralisation en deux groupes opposés : l’un contrôlé et l’autre pas. 

Cependant pour plus de lisibilité, la biominéralisation induite et la biominéralisation contrôlée 

seront décrites dans des paragraphes séparés. 

Les différents contrôles existants fonctionnent à différentes échelles. Cela peut être au 

niveau cellulaire comme au niveau moléculaire. De plus, parfois différentes combinaisons de 

contrôles permettent d’aboutir à la même structure minérale (Lowenstam et Weiner, 1989). 

1. 5. 1. La minéralisation biologiquement induite ou non contrôlée 

La formation de minéraux d’une façon passive par des organismes est très courante 

dans les environnements aquatiques. L’organisme change l’environnement qui l’entoure 

même très modestement. Par exemple, dans le cadre du métabolisme normal de l’organisme, 
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la cellule excrète des ions et des déchets du métabolisme qui précipitent avec d’autres ions 

dans le milieu extracellulaire. Une telle précipitation se produit également lors de la 

construction de surfaces chargées comme la paroi cellulaire. Le plus souvent, les organismes 

ne tirent aucun avantage de cette précipitation et elle n’a aucun coût métabolique 

supplémentaire pour lui. Celle-ci peut même être pathologique, comme lors de la formation de 

calculs rénaux chez les vertébrés (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Une minéralisation biologiquement induite se déroule dans un environnement ouvert, 

et non dans un espace délimité, et sans cellule ou macromolécule spécialisée. Si les minéraux 

obtenus sont cristallins, ils sont assez similaires à leurs homologues inorganiques (formés sans 

organisme vivant). Ils sont souvent de tailles variées et agrégés au hasard. Par ailleurs, les 

caractéristiques des minéraux induits par un organisme dépendent plus de son environnement 

que de ses caractéristiques biologiques propres. Un même organisme forme des minéraux 

différents dans chaque environnement (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Ce processus de minéralisation biologiquement induite est dominant chez les 

procaryotes et les champignons, et relativement fréquent chez les protoctistes (eucaryotes 

unicellulaires et algues). Il est également fréquent chez les invertébrés, comme par exemple 

les mollusques mais aussi chez les vertébrés. Par exemple, la formation des cristaux de calcite 

est induite dans le squelette axial des gorgones de la famille des Pennatulidae (Ledger et 

Franc, 1978). Chez les mollusques, la formation de cristaux de weddlite et de brushite, dans le 

bec des Nautilus sp. est également induite entre des dépôts de calcite dont la formation est 

contrôlée (Lowenstam et al., 1984). Chez les mollusques, des minéralisations induites et 

contrôlées peuvent ainsi être présentes chez un même individu. 

En conclusion, la biominéralisation induite est un processus très courant dans le 

monde du vivant même si elle n’est pas toujours bénéfique pour les organismes. 

1. 5. 2. La Minéralisation Biologiquement Contrôlée (MBC) 

Le processus de MBC est différent de la minéralisation induite. Il est présent chez de 

nombreux organismes. Les types de minéraux biogéniques formés par ce processus ne sont 

pas présents dans le milieu naturel (Lowenstam et Weiner, 1989). Dans le monde du vivant, 

les structures minéralisées peuvent être très complexes et très régulières, comme les coquilles, 

les os ou les dents. Ceci est possible grâce aux différents processus de contrôle qui agissent de 

concert sur la biominéralisation (Simkiss et Wilbur, 1989). Lors d’une MBC, les organismes, 
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qui minéralisent, mettent en œuvre une machinerie physiologique, tissulaire et moléculaire 

spécifique. Ces processus dynamiques, spécifiques et complexes sont contrôlés par 

l’expression génétique et entraînent un coût énergétique pour l’organisme. En contrepartie, 

ces organismes profitent de la formation du minéral produit. Les différents processus de 

contrôle de la biominéralisation sont assez limités. Ils sont la délimitation d’un espace, la 

formation d’une trame : une matrice organique préformée, l’établissement d’une solution 

saturée, le contrôle de la nucléation, le contrôle de la croissance cristalline et la cessation de la 

croissance cristalline (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Les processus de biominéralisation présents chez les mollusques vont maintenant être 

particulièrement détaillés. Cette base servira par la suite à bien comprendre les altérations de 

ces processus lors de la maladie de l’anneau brun chez la palourde japonaise. La grande 

majorité des processus de minéralisation de ce groupe des mollusques est contrôlée au niveau 

de 6 points de contrôles : la délimitation d’un espace, la formation d’une trame, 

l’établissement d’une solution saturée, le contrôle de la nucléation, le contrôle de la croissance 

cristalline et la cessation de la croissance cristalline. Ces différentes étapes seront décrites 

sous forme d’encarts verts lors de la présentation de la biominéralisations chez les 

mollusques. 
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2. La biominéralisation chez les mollusques 

2. 1. Introduction à la biominéralisation des mollusques 

Les mollusques sont des organismes connus pour leur capacité à minéraliser. Ils sont 

notamment connus pour la formation de leurs coquilles solides, qui protègent avec succès 

leurs corps mous depuis 540 M. A.. Cette formation est juste un exemple parmi beaucoup 

d’autres de minéralisation chez les mollusques (tableau 3, figure 2). En effet, ces animaux 

produisent 21 minéraux biogéniques différents qui possèdent environ 17 fonctions différentes. 

Ces minéraux peuvent être amorphes (fluorite, carbonate de calcium, phosphate de calcium, 

pyrophosphate de calcium et silice amorphes), même si ils sont majoritairement cristallins. 

Les minéraux cristallins peuvent être des minéraux peu communs comme la weddellite, le 

fluorite de calcium, la barite, la magnétite, le lepidocrocite et la goethite (Lowenstam et 

Weiner, 1989). La weddellite est un minéral d’oxalate de calcium qui est souvent formé lors 

de pathologies chez les animaux. La weddellite a également été retrouvée dans une des 2 

couches des plaques minéralisées du gésier d’un gastéropode des grands fonds : Scaphander 

cylindrellus. La weddellite est très dure, c’est pourquoi la couche qu’elle constitue permet de 

broyer les proies qui contiennent des coquilles (calcite et aragonite). Ces plaques sont 

également composées d’une couche de carbonate de calcium amorphe. C’est le premier cas 

décrit de weddellite non pathogène chez des animaux (Lowenstam, 1968). La coquille de 

Nautilus sp. est formée de 5 minéraux différents. Par ailleurs, la dent des chitons est 

composée de 3 minéraux définitifs différents, eux-mêmes formés à partir de 2 autres minéraux 

de transition (cf. 2. 3. 4.) (Lowenstam et Weiner, 1989). 

En plus des coquilles, il existe de nombreuses structures minéralisées chez les 

mollusques comme les coquilles d’œufs calcifiées des gastéropodes terrestres, les organes de 

reproduction calcifiés de certains gastéropodes (‘love darts’), la radula des chitons et de 

certains gastéropodes brouteurs, les granules intracellulaires de phosphate de calcium 

amorphe dans les branchies des Unionidae, le ligament de la charnière des coquilles et les 

bouées (des poches d’air pour la flottabilité) (tableau 3, figure 2). Ces organes minéralisés 

sont impliqués dans des fonctions très variées comme la protection mécanique des tissus 

mous, la reproduction, la nutrition, la flottabilité, l’orientation, la détoxification et le stockage 

des ions. La majorité de ces structures minéralisées est formée à l’extérieur des cellules. 
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Cependant, quelques unes de ces structures sont formées dans des cellules comme les 

granules ou les spicules (Lowenstam et Weiner, 1989 ; Simkiss et Wilbur, 1989). 

Tableau 3 : Principales structures minéralisées des mollusques (Simkiss et Wilbur, 1989) 

Coquilles 
Epiphragmes (structures temporaires des gastéropodes pulmonés contre la dessiccation) 
Ligaments de la charnière 
Radulas, dents 
Resiliums (maintient de la coquille ouverte) 
Barres calcifiées des branchies 
Coquilles d’œufs  
Capsules contenant les œufs 
Parois des spermatophores 
Renforts de terriers 
Crochets, plaques, stylets, tiges, palettes de pénis 
Complexe du byssus 
Lentilles des yeux 
Spicules 
Statolithes 
Dards 
Plaques, becs de gésiers 
Artères calcifiées 
Dépôts rénaux 
Granules intracellulaires 
Granules de phosphate extracellulaires de branchies et de la surface coquillière interne 
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Figure 2 : Diversité de structures et de fonctions des biominéralisations chez les mollusques a : 

Coquilles calcifiées d’un gastéropode marin (Marie, 2008), b et c : Observations au MEB d’un organe 

de reproduction calcifié (‘love dart’), le pénis d’un escargot terrestre Monachoides vicinus, c : coupe 

transversale (Koene et Schulenburg, 2005), d, e et f : Observations macroscopiques et microscopiques 

au MEB d’un os de seiche ; bien que majoritairement composé de chitine, cet organe est partiellement 

calcifié, e, f : détails (Seibel et al., 2004), g-h : Observations au MEB d’une radula de magnétite du 

chiton Urosalpinx cinerea follyensis (Simkiss et Wilbur, 1989), i : Observation au MEB d’une 

statoconie, granule de carbonate de calcium de l’organe de perception de la gravité du gastéropode 

Aplysia californica (Pedroso et al., 1997), j : Observation au MEB de granules de phosphate de 

calcium amorphe du manteau d’un bivalve paléohétérodonte Hyridella depressa (Byrne, 2000), et k et 

l : Observations au MEB d’une coquille calcifiée d’œuf de gastéropode terrestre (Tompa, 1974) 

200 µm 

200 µm 

a. b.

e.

c. 

d.

f. 
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i. 
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A l’intérieur d’un seul phylum, il existe donc une très grande diversité de formes, de 

tailles, d’organisations, et de sites de minéralisation (figure 2). En comparaison, les 

échinodermes ont également des minéraux qui remplissent des fonctions variées, mais ils 

utilisent essentiellement le même type de construction minérale. 

Les mollusques ont acquis plusieurs processus de minéralisation au cours de 

l’évolution, afin de former tous leurs tissus minéralisés (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Le phylum des mollusques comporte 8 taxons. Tous ces mollusques présentent des 

structures minéralisées (tableau 3), mais pas toujours des coquilles. Ainsi, les solénogastres et 

caudofovéates (aplacophores) forment un groupe sans aucune coquille. Par contre, leur corps 

est entièrement ou partiellement couvert d’une couche dense de spicules ou d’écailles 

minéralisés. Par ailleurs, les polyplacophores ou chitons couvrent une partie de leur corps 

avec des plaques qui ont l’aspect de coquilles alors qu’une autre partie est couverte par des 

spicules minéralisés. Les taxons portant des coquilles sont les céphalopodes, les gastéropodes, 

les bivalves, les scaphopodes et les monoplacophores (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Les polyplacophores sont bien connus pour la formation de leurs dents alors que les 

céphalopodes, bivalves et gastéropodes sont bien connus pour celle de leur coquille. 

Dans cette partie sur la biominéralisation chez les mollusques, la phylogénie des 

mollusques sera d’abord décrite. Ensuite, une partie regroupera la biominéralisation chez les 

solénogastres, caudofovéates, polyplacophores, monoplacophores et scaphopodes, et dans une 

autre partie celle des céphalopodes, bivalves et gastéropodes. Dans cette partie, une attention 

particulière sera portée sur la biominéralisation de la palourde japonaise (encarts violets). 

Enfin, dans un dernier temps, la réparation coquillière des mollusques sera décrite. 

2. 2. La phylogénie des mollusques 

Depuis 2001, une classification phylogénétique basée sur des résultats obtenus avec 

l’aide de la biologie moléculaire a été créée. La classification phylogénétique des mollusques 

et en particuliers des bivalves est représentée dans la figure 3 sous la forme d’un arbre. Un 

bivalve est un eucaryote, uniconte, opisthoconte, métazoaire, eumétazoaire, bilatérien, 

protostomien, lophotrochozoaire, eutrochozoaire, spiralien, mollusque, eumollusque, 

conchifère, ganglioneux, diasome (Lecointre et Le Guyader, 2001). 
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des bivalves d’après (Lecointre et Le Guyader, 2001) ; un 

exemple de solénogastre Rhopalamenia aglapheniae (1 à 1,5 cm), de caudofovéate 

Ckaederma nitidulum (6 cm), de polyplacophore : Lepidopleurus cajetanus (2,5 cm), de 

monoplacophore : Neopilina galatheae (3,5 cm), de gastéropode l’escargot de Bourgogne 

Helix pomatia (10 cm), de céphalopode : le nautile Nautilus macromphallus (jusqu’à 20 cm), 

de bivalve : la moule Mytilus edulis (8 cm) et de scaphopode : le dentale Dentalium entalis (4 

cm) 

2. 3. Les minéralisations chez les solénogastres, 

caudofovéates, polyplacophores, monoplacophores et 

scaphopodes 

2. 3. 1. Les solénogastres et les caudofovéates (les aplacophores) 

 

Figure 4 : Exemples d’aplacophores, a. : le solénogastre Rhopalamenia aglapheniae (1 à 1,5 

cm) et b. : le caudofovéate Ckaederma nitidulum (6 cm) (Lecointre et Le Guyader, 2001) 

Les aplacophores rassemblent deux groupes phylogénétiques de mollusques : les 

solénogastres et les caudofovéates. Ces animaux sont sans coquille et ont un corps 

vermiforme (figure 4). Les seules pièces minéralisées présentes chez ces animaux sont les 

spicules présents sur la totalité de la surface externe de l’animal ou au moins sur toute la zone 

dorsale. Ces spicules ont des formes très variés et font quelques dizaines de micromètres de 

long (Schwabl, 1963). Ils sont généralement formés d’aragonite (Lowenstam et Weiner, 1989) 

et dans de rares cas de calcite (Schmidt, 1924). Ils présentent aussi une faible part de matrice 

organique (Von Graff, 1875). Au début du processus de minéralisation, les spicules sont 

d’abord formés à l’intérieur des cellules. Lorsqu’ils deviennent assez grands, la cellule 

épithéliale dans laquelle ils grandissent se dilate et devient alors multi-nucléée. Cette cellule 

pénètre ensuite dans la cuticule qui enveloppe les aplacophores. Cette dernière est recouverte 

d’une couche épithéliale. Ce processus de minéralisation est original car toute la formation se 

fait dans une cellule (encart 1) (Woodland, 1907). Soit ces organismes sont des mollusques 

sans coquille dont l’origine est antérieure à l’apparition de la coquille, soit ils constituent deux 

 
a. b.
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classes de mollusques dérivés, ayant perdu secondairement leur coquille (Brusca et Brusca, 

1990). 

2. 3. 2. Les polyplacophores 

 

Figure 5 : Exemple de polyplacophore : Lepidopleurus cajetanus (2,5 cm) (Lecointre et Le 

Guyader, 2001) 

Les polyplacophores sont souvent appelés « chitons ». Leur coquille est très différente 

de celle des autres mollusques car elle est composée de 8 plaques d’aragonite (figure 5). Ce 

recouvrement ne forme donc pas une masse dure et unie. La métamérie de cette coquille se 

retrouve également dans les tissus mous des chitons comme les muscles, les branchies et le 

système nerveux (Lowenstam et Weiner, 1989). Une autre caractéristique spécifique des 

chitons est le développement d’une gaine charnue et épaisse recouvrant l’animal qui est une 

adaptation du manteau. Chez quelques espèces, cette gaine recouvre même les plaques de la 

coquille. De plus, elle est fréquemment cuirassée par la présence de spicules aragonitiques, et 

plus rarement par des écailles aragonitiques (Schmidt, 1924). Les spicules du manteau qui 

sont en position dorsale, sont fabriqués d’une manière proche de celle des aplacophores. En 

effet, les premiers stades de minéralisation se font dans une vésicule, à l’intérieur d’une 

cellule épithéliale (encart 1). Quand la croissance est bien avancée, la taille du spicule dépasse 

celle de la cellule et il traverse la membrane cellulaire. La croissance continue alors jusqu’à ce 

que le spicule ait atteint sa taille normale. La cellule épithéliale forme alors une structure en 

forme de coupe, qui enveloppe la base du spicule (Haas, 1976). 
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Encart 1 : La délimitation d’un espace chez les mollusques (1) 

Les processus de biominéralisation des mollusques sont majoritairement contrôlés. 
Une des principales caractéristiques de la MBC (Minéralisation Biologiquement Contrôlée),  
est que la biominéralisation se passe dans un espace clos, entouré par une barrière à travers 
laquelle les ions (Ca2+, CO32-, HPO42-, Fe2+…) ne diffusent pas librement (Wilbur, 1984 ; 
Simkiss, 1986). Cette délimitation de l’espace est un des moyens de contrôler la 
minéralisation. Il n’existe qu’un nombre limité de façons de délimiter cet espace chez tous les 
organismes minéralisants (figure 6). La figure 6 présente leurs différentes combinaisons et 
donne des exemples d’organismes qui les utilisent. Cet espace délimité est une zone adaptée 
pour la formation de la trame organique. 

 

Figure 6 : Illustration schématique des modes communs de délimitation de l’espace lors de la 
biominéralisation. (1) Espace formé par des cellules avec des jonctions étanches, exemple : les 
syncytiums (régions de cytoplasme contenant plusieurs noyaux) des échinodermes. (2) 
Vésicules entourées par une bicouche lipidique localisée (a) à l’intérieur de la cellule, 
exemples : les granules intracellulaires de stockage de calcium (Brown, 1982) et les spicules 
calcifiés des solénogastres, caudofovéates et polyplacophores et (b) à l’extérieur de la cellule, 
exemple : les vésicules de matrice de cartilage. (3) Espace formé par un kyste de 
macromolécules polymérisées sur un substrat qui peut être une partie déjà formée du 
squelette, exemple : les foraminifères Rotalines. (4) Espace formé par des cellules et un 
substrat exemple : les couches coquillières internes des mollusques. (5) Espace formé par des 
cellules et des macromolécules polymérisées, exemple : les couches coquillières externes des 
mollusques. Jaune : processus impliqués dans la formation de la coquille des mollusques 
(Lowenstam et Weiner, 1989) 

Un des moyens de délimiter l’espace chez les mollusques est donc l’utilisation des 
bicouches lipidiques, comme les membranes cellulaires ou les vésicules intra et extracellulaires 
(figure 6.2a) (Lowenstam et Weiner, 1989). C’est particulièrement le cas pour la formation 
des spicules chez les solénogastres, les caudovéates (cf. 2. 3. 1.) et les polyplacophores. 
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Malgré quelques différences évidentes, la structure des plaques des polyplacophores 

ressemble à celle des autres coquilles de mollusques. Chez les polyplacophores, il existe une 

couche originale entre la couche organique externe de protection, appelée le périostracum, et 

les couches coquillières internes. Ce tégument central est composé de structures 

sphérulitiques, et abrite des organes sensoriels qui chez quelques espèces sont sensibles à la 

lumière (Haas, 1976). 

La formation des dents minéralisées chez les polyplacophores est un mécanisme 

particulièrement étudié (figure 7). C’est un bon exemple de minéralisation biologiquement 

contrôlée (encarts 1-3). Certaines espèces de chitons vivant dans des eaux de surface utilisent 

leurs dents pour racler et enlever la surface des substrats rocheux. C’est le cas des espèces 

endolitiques (vivant dans la roche) (Lowenstam, 1962b). La plupart des chitons vivent dans 

des milieux intertidaux et subtidaux. Dans les zones côtières tropicales et calcaires, le raclage 

entraine une récession du trait de côte (Lowenstam, 1974). Ce raclage est possible parce que 

leurs dents latérales majeures sont plus dures que le substrat. Elles sont en effet recouvertes 

par un minéral d’oxyde de fer dur : la magnétite (Lowenstam, 1962b). C’est la première 

découverte de magnétite biologiquement formée. Elle a été observée depuis chez un grand 

nombre d’organismes (tableau 1) (Lowenstam et Kirschvink, 1985). 

Les dents des chitons sont organisées en rangées transverses le long de la radula. La 

radula est une longue structure en forme de langue qui a pour origine l’ectoderme. Chaque 

rangée comprend une dent centrale et 8 paires de dents d’encadrement. Seule la seconde paire 

de dents d’encadrement, appelées aussi « dents latérales majeurs » est minéralisée. La figure 7 

montre la localisation de la radula dans l’organisme. 
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Figure 7 : Diagramme d’une section longitudinale de la partie antérieure d’un chiton montrant 

la localisation de la radula et l’orientation des dents dans le sac de la radula (Kirschvink et 

Lowenstam, 1979) 

Seule une extrémité de la radula est présente au niveau des parties buccales. De ce fait, 

seules les dents de la région antérieure sont utilisées pour le raclage. Ceci représente 

seulement les 8 à 10 dernières rangées chez Cryptochiton sp.. Quand ces dents deviennent 

abrasées ou cassées, elles sont jetées avec un rythme moyen d’une rangée toutes les 12 à 48h 

en fonction des espèces. Pour maintenir un équilibre, de nouvelles dents sont formées par des 

cellules odontoblastes à l’autre extrémité de la radula, avec le même rythme. La radula est 

donc un tapis roulant constitué de rangées de dents. Chaque rangée contient des dents un peu 

plus avancée que la rangée d’avant. Ainsi, tout le processus de biominéralisation est visible en 

même temps. C’est pourquoi il a beaucoup été étudié (Nesson, 1968 ; Kirschvink et 

Lowenstam, 1979). 

Les patelles (gastéropodes) ont également des dents qui râpent les minéraux, et qui 

chez quelques espèces sont même minéralisées (Lowenstam, 1962a, 1971). Cependant, leur 

structure est assez différente de celle des chitons (Lowenstam, 1962a ; Runham et al., 1969 ; 

Mann et al., 1986). Il existe également une radula chez les escargots pulmonés 

(gastéropodes). Par exemple, Cepaea nemoralis remplace toutes les dents de sa radula en 30-

35 jours et Lymnaea stagnalis en 24 jours (Mackenstedt et Märkel, 1987). 

Le composé organique majeur de la dent des chitons est la chitine. Elle est 

probablement associée à un ensemble de protéines. La biochimie de ces dents est mal connue 

car elles sont très petites (Lowenstam et Weiner, 1989). 
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Chaque dent mature d’un Chitonida commun ne contient pas moins de 3 types de 

minéraux qui occupent différentes localisations (Lowenstam, 1967). La magnétite 

(Fe2+Fe3+O4) est présente à la surface des dents dans les zones utilisées pour râper, ainsi que 

sur la totalité de la surface postérieure. Le lépidocrocite [γ-FeO(OH)] forme une fine couche 

qui recouvre la surface interne de la magnétite. La dahlite, une apatite carbonatée 

[Ca5(PO4CO3)3(OH)], ou pour quelques espèces la francolite, une forme avec de la fluorite, 

remplissent la partie centrale ainsi que la majorité de la surface antérieure des dents. Chez 

Cryptochiton sp., la partie centrale est remplie par du phosphate ferrique hydrique amorphe 

contenant des traces de silice amorphe (opale) à la place de la dahlite et du lépidocrocite 

(Lowenstam, 1972 ; Lowenstam et Rossman, 1975). 

Encart 2 : La trame, une matrice organique préformée, exemple des dents de 
chitons 

Dans la plupart des processus de MBC, l’espace délimité par des couches 
lipidiques ou par des macromolécules insolubles, est subdivisé par un assemblage de 
matrice organique appelé « la trame », notamment chez les mollusques. Cette trame 
est formée avant le processus de biominéralisation (Lowenstam et Weiner, 1989). Le 
terme « matrice organique » a été utilisé pour la 1ère fois en 1945 chez les os par 
LeGros Clark (Le Gros Clark, 1945). Ce terme désigne toute surface organique 
organisée qui agirait comme un médiateur de la minéralisation (Mann, 1983). 

Les cellules impliquées dans la délimitation de l’espace synthétisent des 
macromolécules. Celles-ci sont excrétées dans l’espace extra-cellulaire où elles 
s’organisent en une trame en 3D. La structure de la trame organique serait perméable 
aux ions, qui pourraient ainsi diffuser à travers elle jusqu’aux sites de nucléation 
(initiation de la biominéralisation) (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Chez les dents de Chitons, la formation de la trame organique se fait 
entièrement avant la biominéralisation, comme chez les dents des vertébrés. Pendant 
tout le processus de minéralisation, les dents sont recouvertes par une couche de 
cellules épithéliales superficielles totalement adhérentes qui forment la trame 
organique et qui fournissent ensuite les ions pour la biominéralisation. Ces cellules 
viennent du sac de la radula et contrôlent entièrement le processus de la 
minéralisation (Nesson et Lowenstam, 1985). 

La source de fer nécessaire à cette minéralisation vient de l’hémolymphe (après 

marquages au 59Fe) (Nesson, 1968). Ce fer est ensuite réduit et solubilisé, puis transporté dans 

les cellules épithéliales superficielles, où il est temporairement emmagasiné avant la 

minéralisation de la dent sous forme de ferritine (encart 3) (Nesson et Lowenstam, 1985). 
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Encart 3 : La délimitation d’un espace (2) rôle de la ferritine 

Lors de la formation de la ferritine (un tissu minéralisé comprenant une 
protéine et un minéral ferreux), une protéine appelée apoferritine joue un grand rôle 
dans la délimitation de l’espace. Cette ferritine est utilisée par de nombreux 
organismes, des eubactéries aux mammifères dans le but de stocker temporairement 
des ions, et par les chitons afin de former leurs dents. C’est la seule observation d’une 
protéine utilisée pour former l’espace nécessaire au dépôt des minéraux (Lowenstam 
et Weiner, 1989). La ferritine jouerait également un rôle important dans le 
déroulement des premières étapes de la minéralisation de la coquille du bivalve 
Meretrix meretrix soit lors des différents stades larvaires (Wang et al., 2009). 

Lors d’une dernière étape, le degré de cristallisation augmente jusqu’à la fin de la 

minéralisation de la dent. C’est à ce stade que la couche de cellules épithéliales superficielles 

adhérentes se détache des calottes dentaires. La dent mature est ainsi libre et peut être utilisée 

jusqu’à l’usure. 

2. 3. 3. Les monoplacophores 

 

Figure 8 : Un exemple de monoplacophore : Neopilina galatheae (3,5 cm) (Lecointre et Le 

Guyader, 2001) 

Les monoplacophores ont une coquille en forme de calotte qui est marquée par les 

stigmates de leurs nombreuses paires de muscles (figure 8). Leurs coquilles sont composées 

d’aragonite et sont formées de 3 couches minéralisées. La couche externe est épaisse et a une 

structure prismatique sphérulitique régulière. La couche du milieu a une structure nacrée. 

Enfin la couche interne est fine et a une structure prismatique (Schmidt, 1959 ; Erben et al., 

1968). De plus, leurs coquilles sont recouvertes d’une couche organique externe appelée 

périostracum (Lemche et Wingstrand, 1959). 

Muscles 
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2. 3. 4. Les scaphopodes 

 

Figure 9 : Exemple de scaphopode : le dentale Dentalium entalis (4 cm) (Lecointre et Le 

Guyader, 2001) 

Les coquilles des scaphopodes ont des formes de dents ou de défenses et sont ouvertes 

(figure 9). Ceci permet aux animaux de positionner leur tête à la profondeur souhaitée dans le 

sédiment. Cette coquille est composée d’aragonite et est formée de 3 couches minéralisées. La 

couche du milieu est épaisse et a une structure lamellaire-croisée, les deux couches de 

surfaces externes et internes sont fines et ont une structure homogène ou finement 

prismatique (Boggild, 1930b). Par ailleurs, leur manteau est fusionné et forme un cône 

cylindrique. Peu de choses sont connues sur leur processus de minéralisation. 

2. 4. Les céphalopodes, bivalves et gastéropodes : la 

formation de la coquille 

 

 

 

Figure 10 : Exemples de mollusques formant une coquille a. : un bivalve : la moule Mytilus 

edulis (8 cm), b. : un céphalopode : le nautile Nautilus macromphallus (jusqu’à 20 cm), un 

gastéropode : l’escargot de Bourgogne Helix pomatia (10 cm) (Lecointre et Le Guyader, 

2001) 

La palourde japonaise, notre modèle d’étude, est un bivalve. Les spécificités liées à la 

minéralisation de la coquille de cet animal seront présentées dans cette partie sous forme 

d’encarts violets. 

a. b. c.
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2. 4. 1. Les différents compartiments 

La figure 11 est une coupe anatomique à travers le manteau et la coquille d’un bivalve 

qui présente les différentes structures impliquées dans la biominéralisation de la coquille. La 

figure 12 est un diagramme de ces mêmes structures représentées comme une série de 

compartiments dans lesquels le transport des ions est mis en évidence (Simkiss et Wilbur, 

1989). 

La figure 11 montre la couche de protéines tannées appelée « le périostracum (P) ». 

Cette couche couvre la coquille. Dans cet exemple, la coquille est composée de 2 couches 

ayant des structures cristallines différentes (PR, NC). Le manteau est séparé de la surface 

interne de la coquille par un espace (EPS) appelé « l’espace extrapalléal », qui contient le 

fluide extrapalléal. Le bord et la surface externe du manteau (touchant la coquille) sont 

couverts par une couche épithéliale composée de plusieurs types cellulaires. Ces cellules sont 

responsables de la formation du périostracum et des couches coquillières. L’épithélium 

interne du manteau est en contact avec le milieu externe ou la cavité palléale. Pour les 

organismes aquatiques, cet épithélium pompe activement les ions du milieu extérieur (Simkiss 

et Wilbur, 1989). 

 

Figure 11 : Section radiale du bord d’une coquille de bivalve, comme par exemple les huîtres perlières, 

montrant la relation entre la coquille et le manteau. EPS : Espace ExtraPalléal, IE : Epithélium Interne, 

IF : Pli Interne, MC : Cellules à Mucus, MF : Pli Médian, NC : Couche coquillière interne (par 

exemple Nacrée), OE : Epithélium externe, OF : Pli externe, P : Périostracum, PG : Sillon Périostracal, 

PL : Ligne Palléale, PM : Muscle Palléal, PN : Nerf Palléal, PR : Couche coquillière externe (par 

exemple PRismatique) (Simkiss et Wilbur, 1989) 
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La figure 12 représente les 6 compartiments impliqués dans la biominéralisation. Le 

compartiment (1) est le milieu externe ou la cavité palléale, séparé des fluides par l’épithélium 

du corps (2), (3) l’hémolymphe et les tissus, (4) l’épithélium du manteau, (5) le ou les 

fluide(s) extrapalléal (aux) et (6) la coquille. Deux points importants peuvent être remarqués. 

(1) Les mouvements des ions peuvent être bidirectionnels, à la fois vers le milieu externe et 

vers la coquille. En effet, dans certaines conditions, la coquille peut fournir des ions aux 

autres parties de l’organisme, c’est un véritable compartiment (cf. 2. 4. 6.) (figure 12). (2) Les 

ions bicarbonates peuvent avoir une origine double. Ils viennent soit du milieu externe, soit du 

métabolisme du CO2 (Simkiss et Wilbur, 1989). 

 

 

Figure 12 : Le système de minéralisation des mollusques avec (1) le mouvement du Ca et du 

HCO3 depuis le milieu externe jusqu’à la coquille, (2) les sources de HCO3 que sont le milieu 

externe et le métabolisme des tissus, (3) le mouvement du Ca et HCO3 vers le milieu externe 

pendant la dissolution de la coquille, (4) la sécrétion par le manteau du matériel organique de 

la coquille, (5) les échanges d’ions au niveau de l’épithélium du corps et (6) la coquille 

(Greenaway, 1971 ; Wilbur et Saleuddin, 1983 ; Simkiss et Wilbur, 1989) 

Le calcium vient du milieu externe en passant à travers les cellules épithéliales du 

corps ou du feuillet interne du manteau. Dans un premier temps, pour les organismes d’eau de 

mer, le calcium diffuse avec le gradient électrochimique vers le cytosol. Dans un deuxième 

temps, il est pompé activement vers l’hémolymphe, contre le gradient électrochimique. Cet 

Milieu 
externe 

Epithélium 
du corps 

Hémolymphe 
et tissus 

Epithélium 
du manteau 

Fluide 
extrapalléal Coquille 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) 
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ion peut également passer au niveau des espaces intercellulaires. Pour les organismes d’eau 

douce, la concentration en calcium de l’hémolymphe est supérieure à celle du milieu externe. 

Dans ce cas, ces ions sont transportés contre les gradients chimiques jusqu’à l’hémolymphe 

(Simkiss et Wilbur, 1989). C’est pourquoi les organismes d’eau douce et terrestres doivent 

dépenser plus d’énergie que ceux d’eau de mer pour sécréter des ions destinés aux solutions 

mères (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Ensuite, le calcium est transporté à travers les épithéliums du corps et du manteau vers 

le fluide extrapalléal, puis jusqu’à la surface interne de la coquille sur le site de dépôt des 

minéraux (Simkiss et Wilbur, 1989). 

Les carbonates de calcium se forment par précipitation en solution dans les fluides 

extrapalléaux (encart 4) à partir d’un anion carbonate et d’un cation calcium selon l’équation 

suivante : Ca2+ + 2 HCO3
- ↔ CaCO3 + CO2 + OH- + H+ (figure 12). Le carbonate de calcium 

en solution aqueuse cristallise ensuite. Ce phénomène complexe est régulé par de nombreux 

facteurs physico-chimiques externes comme le pH, la saturation en O2, la température, la 

pression et la présence d’impuretés en solution (des ions ou des macromolécules). De plus, la 

précipitation du carbonate de calcium est particulièrement influencée par l’équilibre acide-

base de l’acide carbonique dans ses différents états de protonation : CO2, CO3
2-, HCO3

- et 

H2CO3 et donc par le pH (Simkiss et Wilbur, 1989). 

En résumé, le transport des ions à travers les différents épithéliums du corps mou et les 

fluides est une étape très importante dans la formation de la coquille. 

Encart 4 : L’établissement d’une solution saturée - le fluide extrapalléal 

La solution à partir de laquelle le minéral est précipité est appelée la solution 
mère. C’est le fluide extrapalléal pour la MBC des coquilles de bivalves, gastéropodes 
et céphalopodes. Une des conditions de la MBC est que cette solution mère doit être 
saturée, notamment en ions. Des considérations thermodynamiques et cinétiques 
s’appliquent donc à cette solution limitée à un espace confiné. C’est un contrôle 
chimique de la biominéralisation (Nancollas, 1977 ; Mann, 1986). 

La formation du liquide mère dans les MBC est principalement contrôlée par 
la ou les cellules responsables de l’orchestration du processus complet de la 
minéralisation. Soit ces cellules sont organisées de telle manière à délimiter l’espace 
pour la minéralisation, soit elles sécrètent et contiennent les vésicules dans lesquelles 
la minéralisation se produit (figure 6). Ce sont les cellules du manteau dans le cas de 
la formation des coquilles de mollusques. Elles sont équipées de pompes ioniques 
afin de transporter activement des ions spécifiques dans le compartiment de 
minéralisation. Ces cellules peuvent également diffuser passivement les ions, via des 
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canaux ioniques transmembranaires ou directement à travers la membrane suivant le 
gradient de concentration. Les pompes et les canaux ioniques spécifiques jouent donc 
un rôle important dans le contrôle de la minéralisation. Ils permettent notamment de 
contrôler l’ordre dans lequel les ions sont introduits dans le compartiment de 
biominéralisation (Shapiro et Boyde, 1984 ; Ter Kuile et Erez, 1989), la composition 
ionique et le degré de saturation (Lowenstam et Weiner, 1989). Ainsi, en contrôlant la 
saturation des ions essentiels par des mécanismes actifs de transports ioniques, de 
nombreux organismes sont capables de former des minéraux biogéniques dans des 
environnements apparemment hostiles à leur précipitation (eau de mer sous-saturée 
en silice, eau avec des pH acides, domaine marin profond situé en dessous de la 
limite de compensation des carbonates…) (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Ce processus de contrôle permet également la configuration des protéines. En 
effet, toutes les protéines acides essentielles dans la régulation de la 
biominéralisation étudiées ont besoin d’être associées au calcium pour se plier, et 
ainsi prendre leur conformation en 3D (figure 19) (Worms et Weiner, 1986 ; Stetler-
Stevenson et Veis, 1987). Avant la minéralisation, l’association de la matrice 
organique insoluble de la trame avec les ions calcium déclenche également sa 
conformation et donc la subdivision de l’espace délimité, puis la nucléation minérale. 
Des enzymes modifiant les anions comme la phosphatase alcaline ou l’anhydrase 
carbonique sont fortement associées à ces processus (Lowenstam et Weiner, 1989). 

C’est parce que la composition en ions du liquide mère est différente de celle 
de l’environnement que beaucoup de minéraux biogéniques formés n’ont pas leurs 
équivalents purement chimique (Odum, 1951). Par ailleurs, il est surprenant que des 
organismes vivants dans les milieux saturés en calcite et en aragonite, aient une 
solution mère régulée pour la minéralisation et ne prennent pas simplement de l’eau 
de mer filtrée (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Comme la composition de la solution mère est contrôlée lors de la formation 
des coquilles, les concentrations en éléments traces et la proportion des différents 
isotopes stables observées dans les minéraux formés ne correspondent pas toujours 
avec celles de l’eau environnante. C’est par exemple le cas des coquilles de bivalves 
(Lowenstam et Weiner, 1989). 

Enfin, le liquide mère contient également des macromolécules acides solubles 
ainsi que d’autres molécules en faible quantité. Toutes ces molécules influencent la 
biominéralisation. 

Pour conclure, l’établissement d’une solution saturée est un processus 
complexe et indispensable lors d’une MBC, notamment lors de la biominéralisation 
des coquilles de mollusques. 
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2. 4. 2. Le manteau 

Le manteau est l’organe responsable de la formation de la coquille (cf. 2. 4. 1.). C’est 

un feuillet fin de tissu d’origine ectodermique, qui recouvre entièrement la surface interne de 

la coquille. Il forme ainsi une doublure. Il est composé de 2 épithéliums (l’un interne en 

contact avec l’hémolymphe, l’autre externe en contact avec la coquille) qui sont séparés par 

du tissus conjonctif (figure 11). Chez les bivalves, le manteau enveloppe complètement le 

corps mou en formant 2 lobes (encart P1). 

L’anatomie du manteau des bivalves est différente de celle des gastéropodes. En effet, 

le bord du manteau des bivalves a souvent 3 ou 4 plis assez épais alors que les gastéropodes 

n’en n’ont que 2 moins épais (Zylstra et al., 1978). Ces plis correspondent au muscle palléal et 

aux bourrelets impliqués dans la biominéralisation et dans la formation du périostracum 

(figure 11). Ces plis sont formés par la dilatation du manteau sous l’influence des cellules 

épithéliales qui sont en division mitotique. Les centres de division sont ainsi étalés tout au 

long de la bordure du manteau (Kniprath, 1978). Les cellules épithéliales du manteau externe 

(longeant la coquille) sont responsables de la minéralisation des différentes couches 

coquillières (figure 11). Elles synthétisent et sécrètent une série de macromolécules, qui 

s’auto-assemblent à l’extérieur des cellules, et qui contrôlent la minéralisation (cf. 2. 3. 4.). 

Chez les mollusques qui ont une coquille composée d’une couche interne nacrée et d’une 

couche externe prismatique, la région du manteau externe ou périphérique contrôle la 

formation de la couche prismatique et la région centrale du manteau contrôle la formation de 

la couche nacrée (Sudo et al., 1997 ; Jolly et al., 2004). C’est le même principe pour tous les 

mollusques ayant une coquille constituée de 2 couches avec des microstructures différentes 

comme la palourde japonaise. 

Par ailleurs, les cellules épithéliales du manteau reçoivent le calcium et le bicarbonate 

de l’hémolymphe (figures 11 et 12) (Scoffeniels, 1951). Chez les bivalves, les cellules 

épithéliales qui sont situées à l’intérieur de la ligne palléale (au centre de la coquille), 

permettent au calcium de diffuser passivement vers le site de minéralisation à travers des 

canaux présents entre les cellules (Neff, 1972). A l’extérieur de la ligne palléale (sur le bord 

du manteau), le calcium passe à travers les cellules jusqu’au site de minéralisation (Crenshaw, 

1980). Les ions calcium peuvent également être transportés sous forme précipitée et 

incorporés à des granules intra- ou intercellulaires (Fournié et Chétail, 1982). 
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Le bord du manteau est la zone de minéralisation la plus active (Wilbur et Jodrey, 

1952). Les cellules épithéliales de cette région ont une microstructure assez différente de 

celles de la zone centrale. Elles sont allongées et contiennent de nombreuses mitochondries, 

un réticulum endoplasmique bien développé et des appareils de Golgi. En opposition, celles 

de la zone centrale sont plus cubiques et contiennent moins d’organites (Crenshaw, 1980). 

La position du manteau par rapport à la coquille varie en fonction de l’intensité de son 

activité de biominéralisation. Ce processus est facilité par un mucus que le manteau sécrète 

(Marie, 2008). 

Au cours de la croissance d’un organisme, toute la coquille s’épaissit mais aussi 

s’agrandit au niveau de sa périphérie afin de contenir tout l’animal mou en croissance. Chez 

l’escargot d’eau douce Lymnae stagnalis, l’agrandissement de la coquille est contrôlé par une 

hormone de croissance qui régule également la croissance de tous les autres organes 

(Geraerts, 1976). Cette hormone agit essentiellement sur la première étape de la 

minéralisation, c’est à dire, pendant l’élaboration du périostracum (Dogterom et Jentjens, 

1980). Cette hormone de croissance est également responsable du maintient d’une 

concentration haute en calcium (Dogterom et al., 1979), et ce par l’intermédiaire d’une 

protéine fixant le calcium dans le bord du manteau (Dogterom et Doderer, 1981). Un autre 

exemple de contrôle endocrinien sophistiqué de l’homéostasie du calcium lors de la 

croissance coquillière des mollusques, est la présence d’un métabolisme actif de la vitamine D 

chez les escargots terrestres (Weiner, 1979) et dans le bivalve marin Mytilus edulis (Lehvaara 

et Kosinen, 1985). 

Encart P1 : Le manteau de la palourde japonaise 

Comme tout bivalve la palourde japonaise a un manteau en 2 lobes. Comme les 
autres vénéridés, elle présente 4 bourrelets ou plis à la périphérie du manteau : un 
Bourrelet Externe (BE), 2 Bourrelets Médians (BM 1 et BM 2) et un Bourrelet Interne 
(BI) (figure 17) (Paillard et Le Pennec, 1993). 

Pour conclure, le manteau est l’organe principal impliqué dans la formation de la 

coquille chez les mollusques. 

2. 4. 3. Le périostracum 

Le périostracum est une couche protéique qui couvre soit toute surface externe des 

coquilles matures de mollusques, soit uniquement la bordure de la coquille en croissance, et 

ce en fonction des espèces. Sa principale fonction est de protéger les coquilles de 
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l’environnement. Par exemple, il protège les coquilles des mollusques vivant dans des eaux 

relativement acides comme Margaritifera ssp.. Chez ces animaux, les coquilles se dissolvent 

localement quand le périostracum est abimé. Mais souvent chez les coquilles de mollusques 

âgées, il a été perdu par abrasion (Clark, 1976). 

Chez tous les mollusques, le bord du manteau présente 2 ou 3 plis et donc un ou 

plusieurs sillons (cf. 2. 4. 2.). Le sillon le plus proche de la surface coquillière est le site de 

formation du périostracum. Il est formé par un groupe de cellules spécialisées, localisées à la 

base de ce sillon périostracal (encart P2) (Saleuddin et Petit, 1983 ; Waite, 1983). Les grandes 

étapes de cette formation sont communes pour toutes les espèces même si quelques détails 

varient. Le périostracum est formé à partir de macromolécules précurseurs qui acquièrent leur 

structure dans les dictyosomes de l’appareil de Golgi. Elles sont ensuite sécrétées à l’extérieur 

des cellules, par l’intermédiaire de vésicules. Puis ces macromolécules s’auto-assemblent en 

un feuillet large et continu qui émane du sillon. Quelque fois, d’autres cellules du sillon 

synthétisent du matériel additionnel afin d’épaissir ce feuillet (Saleuddin et Petit, 1983). Le 

périostracum est un bon exemple de macromolécules polymérisées pour la délimitation de 

l’espace (encart 5). 

La protéine tannée Quinone (Brown, 1952 ; Beedham, 1958) contenant du DOPA 

(3,4-DihydrOxyPhénylAlanine) (Degens et al., 1967) est le principal constituant du 

périostracum. Par ailleurs, la chitine est un composant mineur du périostracum qui n’est pas 

toujours présent à des concentrations détectables chez certaines espèces (Peters, 1972 ; 

Goffinet et Jeuniaux, 1979) et qui est trouvé à de fortes concentrations chez d’autres (Degens 

et al., 1967).  

Les macromolécules du périostracum sont insolubles et donc difficilement étudiées. 

Cependant, une protéine, la périostracine, a été extraite de la bordure du bivalve Mytilus 

edulis avec de l’acide formique. C’est une forme précurseur du périostracum mature (Waite et 

al., 1979). Elle a des propriétés originales. En effet, elle est basique, hydrophobe, insoluble 

dans l’eau et a un poids moléculaire apparent de 22 000 g/mol. Sa forme non purifiée se 

dégrade et polymérise instantanément. Sa composition est dominée par l’acide aminé glycine 

(55% molaire), et la DOPA est présente à une concentration de 22 résidus/1000. La DOPA 

serait formée par une hydroxylation de résidus tyrosiles et sa teneur baisserait avec la 

sclérotisation (brunissement et durcissement) du périostracum. Elle jouerait donc un grand 

rôle dans la formation des liaisons entre les macromolécules. Par ailleurs, sa forme pré-DOPA 
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serait activée pour former une forme agrégative par protéolyse, sans doute grâce à l’enzyme 

O-diphenoloxidase. Cette enzyme convertit les résidus DOPA en Quinone ou en semi-

Quinone (Hillman, 1961 ; Waite, 1983). Enfin, le périostracum mature adhère aux protéines 

de la matrice coquillière (Waite et al., 1979 ; Waite, 1983). 

Par ailleurs, les cellules du sillon périostracal sécrètent également un film liquide 

contenant des précurseurs protéiques riches en Tyrosine, qui polymérisent également entre 

eux par des processus de quinonisation (Timmermans, 1969 ; Waite, 1983). 

Le périostracum n’a pas de microstructure apparente au niveau moléculaire, même si à 

une échelle plus grande il est souvent divisé en différentes couches (Kniprath, 1972). Le 

périostracum du gastéropode Buccinum redatum est une exception puisque son périostracum 

est constitué d’unités assez bien définies, qui sont regroupées, longitudinales et distinctes 

(Hunt et Oates, 1970, 1978). Ces unités répétées ont des formes d’altères et mesurent 10Å de 

long (Bouligand, 1965). 

Les périostracums matures de l’ensemble des mollusques présentent de fortes 

variabilités en termes d’épaisseur, d’ultrastructure, de couleur et de texture. 

Enfin, le périostracum a aussi une fonction de substrat, de support, sur lequel la 

minéralisation est initiée (Clark, 1974 ; Iwata, 1980). Il jouerait également un rôle de semi-

conducteur en concentrant différemment les ions sur sa surface interne. Ce processus permet 

ainsi le dépôt des cristaux de carbonate de calcium sur le périostracum par l’intermédiaire de 

protéines riches en résidus glycines et acides aspartiques (Digby, 1968 ; Cariolou et Morse, 

1988). 

Chez la moule d’eau douce Amblema sp., le périostracum est très impliqué dans 

l’organisation des prismes aragonitiques. Cette originalité par rapport aux autres mollusques 

viendrait du fait que dans son habitat d’eau douce le périostracum serait encore plus 

nécessaire pour une isolation efficace contre l’environnement (Saleuddin et Petit, 1983). 

Le périostracum est également la première couche à être synthétisée lors de 

l’apparition de la coquille durant les stades précoces du développement larvaire (cf. 3. 1. 4. 2.) 

(Belefield et Becker, 1991). Même si le périostracum a de nombreuses fonctions essentielles, 

il reste à ce jour relativement peu connu (Meenakshi et al., 1974a). 
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Encart 5 : La délimitation d’un espace (3) rôle du périostracum 

Un moyen assez fréquent pour délimiter l’espace dans le cadre de la MBC est 
l’utilisation de macromolécules insolubles dans l’eau (protéines ou/et polysaccharides) 
qui polymérisent pour former une couche imperméable. Un exemple est la protéine 
périostracine qui est le principal composant du périostracum (Waite et al., 1979). Ces 
macromolécules du périostracum ainsi que les bicouches lipidiques des cellules 
épithéliales du manteau sont utilisées simultanément lors de la formation des 
coquilles de mollusques pour délimiter l’espace (figure 6). Ceci est possible parce que 
le périostracum est un feuillet continu, depuis le sillon du manteau jusqu’à la surface 
externe de la coquille. Cette continuité n’est pas interrompue par les mouvements du 
manteau puisque le périostracum est flexible quelques temps après sa formation soit 
avant la sclérotisation (Clark, 1976). 

La délimitation de l’espace de la minéralisation permet de contrôler la 
composition du liquide mère à l’origine de la minéralisation (encart 4). Chez 
quelques organismes, les barrières délimitant cet espace réguleraient également la 
formation des minéraux. Par exemple, le périostracum facilite la minéralisation grâce 
à ses propriétés semi-conductrices (Digby, 1965, 1968). 

 

Encart P2 : Le périostracum de la palourde japonaise 
Dans un premier temps, la lame périostracale de la palourde japonaise est 

secrétée par les cellules épithéliales de la glande périostracale présente sur la surface 
interne du bourrelet externe du manteau (entre le Bourrelet Externe et le Bourrelet 
Médian 1), soit au niveau du sillon périostracal (figures, 13 - 17). Cette lame 
périostracale est composée de 2 couches majeures : la couche externe ou périostracum 
et la couche interne formée d’une matrice fibreuse. Le périostracum recouvre ensuite la 
surface externe de la coquille alors que la matrice fibreuse contribue à la croissance 
coquillière. Le périostracum est très fin, iridescent et fortement attaché à la coquille 
(Paillard et Le Pennec, 1993). Rien n’est connu sur la biochimie du périostracum de la 
palourde japonaise. 

 

Figure 13 : Vue au MEB de la lame périostracale sur le bord palléal (lp) d’après 
Paillard (1992), bm1 : bourrelet médian primaire, be : bourrelet externe. 
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2. 4. 4. La coquille et le processus de biominéralisation 

La coquille des mollusques est la structure calcifiée la plus étudiée chez les 

invertébrés. Chez les bivalves, elle est constituée de 2 valves. L’organisation et la formation 

de la nacre (aragonite) sont les processus de minéralisation les plus étudiés chez les 

mollusques. Comme sa structure est assez simple, elle a pu être étudiée à une petite échelle. 

C’est pour cette raison que ce modèle sera particulièrement décrit dans cette partie. 

2. 4. 4. 1.  La structure de la coquille 

Les coquilles de mollusques ont une structure en couches (figure 14) et sont 

composées de carbonate de calcium (encart P3). Elles sont également constituées d’une petite 

partie de matériel organique (habituellement entre 0.01% et 5% w/w) (Hare et Abelson, 1965 

; Goffinet et Jeuniaux, 1979). Dans tous les cas, les différentes couches ont des motifs 

microstructuraux différents, formant ainsi de nombreuses combinaisons. Ces motifs 

structuraux basiques sont bien connus. De plus, la distribution des couches de coquille peut 

être assez complexe quand 2 couches adjacentes s’entremêlent (Boggild, 1930b ; Carter, 1980 

; Carter et Clark, 1985). 

Chez certaines espèces, il existe une fine couche coquillière additionnelle appelée 

« myostracum », qui est formée au niveau du site d’attachement des muscles sur la coquille 

(figure 14). Ces couches myostracales sont aragonitiques et ont une microstructure 

prismatique. Au fur et à mesure de la croissance de la coquille, les aires d’attachement des 

muscles avancent et forment une traînée de myostracum. Celle-ci est ensuite recouverte par 

les couches coquillières internes (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Par ailleurs, l’ensemble des couches calcifiées de la coquille sont recouvertes d’une 

fine couche organique en contact direct avec le milieu extérieur, le périostracum (figure 14) 

(cf. 2. 4. 3.). 
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Figure 14 : Schéma d’une section transverse de la zone postérieure d’une coquille de bivalves 

nacrés (couche interne formée de nacre aragonitique) (Lowenstam et Weiner, 1989) 

Les mollusques forment une gamme très diverse de types microstructuraux coquilliers. 

Environ 50 types et sous-types ont été décrits (Carter et Clark, 1985), mais seulement une 

dizaine de types sont dominants. Ces structures sont principalement les microstructures 

prismatiques, prismatiques composites, nacrées (et sous-nacrées), lamellaires croisées, 

lamellaires croisées complexes, foliées, granulaires et homogènes (figure 15). Par exemple, 

dans le cas de la nacre, les cristaux d’aragonite ont une forme de tablettes. Dans ce cas, leur 

épaisseur est très uniforme chez une espèce donnée mais varie d’une espèce à une autre 

(Watabe, 1965). De plus, comme la longueur et la largeur des tablettes varient 

considérablement, et ce même à l’intérieur d’une couche unique, les processus qui contrôlent 

la 3ème dimension seraient donc différents de ceux des 2 autres (Weiner, 1986). La présence 

des différents types de microstructures et des différents polymorphes cristallins dépend des 

différents taxons ainsi que de la nature des macromolécules de la trame (Takeuchi et Endo, 

2005). Cependant, certaines conditions expérimentales de culture ont pu modifier 

l’organisation des coquilles néoformées (Checa et al., 2006). 
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Figure 15 : Observations au MEB des 4 principaux types microstructuraux des coquilles de 

mollusques. A : la structure nacrée sur une cassure fraîche de coquille du gastéropode marin 

Haliotis tuberculata (Marin et al., 2008), B : la structure lamellaire-croisée sur une cassure 

fraîche de coquille du gastéropode terrestre Conus virgo (Simkiss et Wilbur, 1989), C : la 

calcite foliée sur une coquille du bivalve Pecten maximus, en vue interne (Dauphin et al., 

2007), D : la structure prismatique sur une cassure fraîche d’une coquille du bivalve Atrina 

rigida, en vue interne (Marin et al., 2008) 

 

Encart P3 : La coquille de la palourde japonaise 

La coquille de la palourde japonaise est constituée de 2 valves identiques ou 
« équivalves » formées par 2 couches coquillières (figure 16). La couche externe a une 
structure composite prismatique et la couche interne a une structure homogène. Une 
couche coquillière de type composite prismatique est composée de prismes qui se 
développent parallèlement, de la charnière vers le bord de la coquille, où ils divergent à 
la manière d’un éventail. Une couche coquillière de structure homogène est constituée de 
cristaux granulaires agrégés de diverses tailles et formes (Boggild, 1930a ; Taylor et al., 
1973 ; Shimamoto, 1986 ; Popov, 1992). Par ailleurs, ces deux couches sont composées 
de carbonate de calcium sous forme de cristaux d’aragonite (Taylor et al., 1973). 

Comme tous les bivalves fouisseurs, la palourde japonaise a une coquille aplatie, 
épaisse et ovale (Lecointre et Le Guyader, 2001 ; Gosling, 2003). 
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Figure 16 : Morphologie interne et externe de la coquille de la palourde japonaise 
Ruditapes philippinarum d’après (Goulletquer, 2006) 

Au niveau de la face externe de la coquille, des stries sont visibles dans la couche 
prismatique (figure 16). Il existe des stries concentriques courbes et parallèles au bord 
de la coquille. Ces stries sont les stries de croissance (figure 16). Elles dépendent 
principalement des saisons hivernales (quand les palourdes grandissent moins), mais 
également de la salinité et de la reproduction. Il existe aussi des stries d’ornementation 
rayonnantes perpendiculaires aux stries de croissance (figure 16). La pigmentation de 
cette face externe est très variable en couleurs et en motifs : marron, beige, bleue, 
orange, blanc, violet (Quéro et Vayne, 1998 ; Goulletquer, 2006). 

La face interne homogène de la coquille de palourde a également une coloration 
variée : blanc, beige, violet, jaune. La partie dorsale correspond à la charnière et la 
partie ventrale est à l’opposée. La partie postérieure est située au niveau des siphons et 
la partie antérieure est à l’opposée. Au niveau dorsal, se trouve la charnière composée 
de 3 dents cardinales bifides et d’aucune dent latérale. A chacune de ces 3 dents 
correspond une cavité sur l’autre valve, dans lesquelles elles rentrent quand la palourde 
se ferme. C’est grâce à ce mécanisme que les valves ne se décalent pas l’une par rapport 
à l’autre (Le Pennec, 1973 ; Gosling, 2003 ; Goulletquer, 2006). 

Juste à coté de cette charnière, au niveau antérieur se situe l’umbo, une 
excroissance de la coquille. Au niveau postérieur par rapport à la charnière se trouve le 
ligament. Ce ligament permet le maintient des deux valves ouvertes d’une façon passive 
alors que les muscles adducteurs contrôlent la fermeture de la coquille et ce d’une 
manière active. Le ligament est un organe épais, brun, elliptique et courbé. Il a une 
composition très proche de la matrice coquillière de la palourde japonaise en termes 
d’acides aminés (Gosling, 2003 ; Goulletquer, 2006). 

Au niveau ventral, la figure 16 montre l’impression palléale, qui correspond à l’ancrage du 
manteau sur la coquille. Au niveau postérieur, un sinus palléal relativement profond est 
visible. Il est arrondi et assez bien développé, mais il n’atteint pas la ligne médiane des 
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valves. C’est la marque de l’ancrage des siphons rétracteurs sur la coquille (Quéro et 
Vayne, 1998 ; Gosling, 2003 ; Goulletquer, 2006) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Coupes de palourdes japonaises illustrant les différents compartiments de la 
minéralisation. a. : schéma d’après (Paillard, 2004b). b. Coupe transversale non 
décalcifiée du bord d’une coquille, be : bourrelet externe, bi : bourrelet interne, bm1 : 
bourrelet médian primaire, bm2 : bourrelet médian secondaire, ci : couche interne 
coquillière, cpr : couche prismatique coquillière, lp : lame périostracale, p : périostracum, 
d’après (Paillard, 1992) 

La croissance de la palourde japonaise varie beaucoup en fonction de la saison, du 
site, de la densité des animaux et de la nourriture disponible. La croissance s’arrête 
totalement pendant l’hiver et est maximale au printemps et en été. Ces variations 
annuelles sont parfois très marquées. Elles sont principalement liées aux conditions 
climatiques (Quéro et Vayne, 1998). 
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2. 4. 4. 2.  La croissance coquillière 

La croissance de la coquille est un phénomène qui se produit continuellement pendant 

toute la vie de l’animal. Elle est donc dite « continue ». Cependant, la vitesse de calcification 

évolue en fonction des saisons, de l’activité métabolique et de la nutrition de l’animal, ainsi 

que de la température du milieu (encart P3). Les « lignes de croissance » ou « stries » de la 

coquille sont un enregistrement de l’histoire de la vie de l’organisme. 

Par ailleurs, les différentes stries constituent un archivage des conditions 

environnementales. En effet, l’analyse géochimique de ces couches permet de quantifier les 

variations au cours du temps de paramètres environnementaux tels que la température, la 

salinité et la composition chimique du milieu (Ravera et al., 2003 ; Ricken et al., 2003 ; 

Auclair et al., 2004 ; Gillikin et al., 2006). 

La formation de la coquille des mollusques est un phénomène complexe et très 

contrôlé par les organismes, notamment par le manteau (cf. 2. 4. 2.). En effet, l’expression 

d’une série de gènes spécifiques et plus généralistes ordonne l’activité des cellules 

minéralisantes du manteau (Wilbur et Jodrey, 1955 ; Kunigelis et Saleuddin, 1978 ; 

Nederbragt et al., 2002 ; Schonitzer et Weiss, 2007). 

2. 4. 4. 3.  La nucléation et les axes cristallographiques 

La nucléation et l’orientation des axes cristallographiques dans les coquilles de 

mollusques notamment dans la nacre sont particulièrement bien étudiées (Encarts 5 et 6). La 

nacre est une microsructure aragonitique présente chez les gastéropodes, les bivalves et les 

céphalopodes. 
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Encart 5 : Le contrôle de la nucléation 

Le terme « nucléation » signifie l’initiation de la minéralisation au niveau de 
régions précises que sont les nucléus. C’est le premier stade de la formation d’un 
cristal. Dans une solution saturée, les ions et les solutés présents forment des 
agrégats. Chacun de ces agrégats peut soit être dissocié, soit continuer à croître pour 
former un cristal. 

Chez de nombreux organismes, la nucléation est régulée dans le but de 
contrôler la biominéralisation. En effet, certaines macromolécules présentes dans la 
solution saturée peuvent favoriser la formation d’un cristal en stabilisant les agrégats 
formés, afin d’enclencher la biominéralisation. Ce processus de nucléation, ainsi que 
l’intensité de son contrôle, présentent une forte variabilité dans le monde du vivant. 
Cela peut aller d’aucun contrôle à un contrôle très fort. Dans le cas où ce processus 
n’est pas contrôlé comme lors de la formation de quelques types minéraux amorphes, 
les organismes contrôlent quand même d’autres aspects de la minéralisation (Weiner, 
1986). 

Le contrôle de la nucléation est dit « direct » quand la nucléation se produit sur 
des surfaces solides spécialement créées et non en suspension. Dans ce cas, la 
nucléation est plus contrôlable car elle est limitée aux surfaces solides sur lesquelles 
les agrégats d’ions et de solutés doivent s’associer. Les mollusques ont 
principalement ce type de contrôle. Par exemple, in vitro, les glycoprotéines acides 
issues de coquilles de mollusques en solution sont des inhibiteurs de la nucléation 
des cristaux de calcites, alors que celles adsorbées sur un substrat solide deviennent 
des nucléateurs (Addadi et Weiner, 1985). 

Afin de comprendre la nucléation biologiquement contrôlée, il est nécessaire 
de connaître la structure moléculaire et ionique du site de nucléation et du substrat, 
ainsi que leurs agencements et leurs relations en 3D. Les deux principaux types de 
substrats impliqués dans la nucléation sont les membranes bicouches lipidiques des 
vésicules ainsi que les glycoprotéines et protéoglycanes acides localisées à la surface 
des trames organiques. Ces macromolécules acides peu caractérisées sont intimement 
associées à la phase minérale (Lowenstam et Weiner, 1989). Ce dernier type de 
substrat est particulièrement utilisé lors de la formation des coquilles de mollusques. 

Dans les tissus minéralisés fonctionnant avec ce type de nucléation, un même 
site de nucléation peut ne produire qu’un seul cristal ou bien de multiples cristaux. 
La nucléation d’un cristal unique est présente dans la nacre et dans la couche 
prismatique des mollusques. La nucléation de multiples cristaux est trouvée dans 
d’autres microstructures rencontrées chez les mollusques. La taille des cristaux 
uniques ou des sphérulites dépend directement de la distance qui les sépare de leur 
site de nucléation (Carter et Clark, 1985). 

La nucléation est facilitée par la formation de liaisons entre les minéraux et les 
molécules organiques de la matrice. Par exemple, certaines protéines des matrices 
coquillières de mollusques sont capables d’initier la nucléation grâce à leur capacité à 
fixer du calcium (Simkiss et Wilbur, 1989). Cette capacité est due (1) à une forte 
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teneur en acides aspartiques et glutamiques avec des groupes COO- (Weiner, 1979 ; 
Weiner et Traub, 1981), (2) aux groupes esters sulfatés avec une probable charge 
négative sur les résidus héxosamines (Crenshaw, 1982) et (3) à une séquence d’acides 
aminés spécifiques (Samata et al., 1980). La liaison avec les ions calcium (Ca2+) 
permet d’attirer les ions carbonates (CO32-). Si ces ions sont en quantité suffisante, 
cela induit la formation du nucléus. A ce moment le nucléus serait fixé et orienté sur 
le substrat protéique (Simkiss et Wilbur, 1989). Lors d’une expérience in vitro la plus 
proche possible de l’in vivo, Addadi et al. (1987) ont montré que la nucléation 
cristalline calcique dépendait également d’une coopération entre les ligands sulfatés 
liés à un substrat artificiel de polystyrène et les ligands carboxylates de 
polyaspartates avec une conformation en feuillet β. Ces ligands concentrent le 
calcium sur le site de nucléation qui est ordonné avec une conformation en feuillet β 
également (figure 18). Cette même étude montrait un phénomène similaire en 
ajoutant des macromolécules coquillières de mollusques. Leurs polysaccharides ainsi 
que leurs glycoprotéines ont des groupes fonctionnels très sulfatés. De plus, les 
protéines riches en acides aspartiques adoptent une conformation en feuillet β en 
présence de calcium (Addadi et al., 1987). 

 

Figure 18 : Illustration schématique d’un site possible de nucléation pour la 
formation de la coquille des mollusques, comprenant une protéine dans la 
conformation en feuillet β adsorbée sur un substrat solide et ayant des liaisons 
covalentes avec des polysaccharides sulfatés. Les flèches montrent les flux 
hypothétiques d’ions calcium vers le site protéique de nucléation (Addadi et al., 1987 
; Lowenstam et Weiner, 1989) 

Quelques études in vivo ont été faites sur le site de nucléation de la nacre des 
mollusques. Une étude à la microsonde à montrée que le site de nucléation est riche 
en sulfure et donc peut être composé de protéoglycanes (Wada, 1980). Des analyses 
histochimiques ont également montré que le site de nucléation de la nacre de 
Nautilus pompilius est capable de fixer le calcium et contient des polysaccharides 
sulfatés (Crenshaw et Ristedt, 1976). Par ailleurs, le périostracum des mollusques 
induit la nucléation des cristaux de la couche minéralisée externe de la coquille et sert 
de support à leur croissance ainsi qu’à leur organisation structurale (Meenakshi et al., 
1974a). Par exemple, Checa et al., 2005 ont montré que chez les bivalves Periidae, les 
cristaux précoces sont nucléés sur le périostracum recouvrant la couche prismatique 
(Checa et Rodriguez-Navarro, 2005). 
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Encart 6 : Le contrôle de l’orientation de la croissance cristalline (1) cas de la nacre 

Chez les mollusques, la croissance cristalline est orientée par les 
macromolécules voisines des sites de nucléation selon 3 axes appelés « axes 
cristallographiques » a, b et c (figure 19). 

L’orientation de la croissance cristalline dépend de la relation spatiale, à un 
niveau moléculaire, entre le cristal et la structure du substrat macromoléculaire du 
site de nucléation à partir duquel il se forme. Ces relations spatiales entre le minéral 
et le substrat organique peuvent être très fortes, variables quand la nucléation n’est 
pas fortement contrôlée, ou inexistantes. L’induction de la croissance orientée d’un 
cristal par un support organique insoluble est définie par le terme d’« épitaxie ». 
Cette induction est retrouvée lors de la formation de la coquille des mollusques 
(Weiner et Traub, 1981, 1984). Ce processus est l’un des concepts fondamentaux du 
modèle de biominéralisation orchestrée par une matrice organique. C’est par ce 
processus qu’un nucléus en croissance peut en envahir d’autres (Posner et Betts, 1981 
; Simkiss et Wilbur, 1989). Les cristaux néoformés croissent par addition progressive 
de molécules et d’ions. La morphologie du cristal est déterminée par la vitesse 
relative de la croissance du cristal dans les différents plans de l’espace comme lors de 
la formation de la nacre (figure 19) (Weiner, 1986 ; Lowenstam et Weiner, 1989). 

Les relations spatiales minéral/substrat à une échelle moléculaire ont été très 
bien décrites et illustrées dans le cas de la nacre des mollusques. 

 

 

 

Figure 19 : a. Illustration schématique datant de 1989 des relations entre les cristaux 
et la matrice organique dans la couche nacrée aragonitique des coquilles des 
mollusques. Ce schéma montre bien les axes cristallographiques de la nacre 
(Lowenstam et Weiner, 1989), b. Représentation schématique datant de 2001 de la 
structure de la matrice organique de la couche nacrée déminéralisée d’Atrina (Levi-
Kalisman et al., 2001) 

Dans la nacre des mollusques, l’orientation des 3 axes cristallographiques de 
l’aragonite est connue (figure 19 a.). Elle dépendrait dans un premier temps de la 

a. b.
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trame organique qui est constituée de β-chitine (des protéines fibreuses et soyeuses 
en feuillets ), de glycoprotéines riches en acides aspartiques et des soies fibreuses 
formant un gel (Weiner et al., 1983a ; Levi-Kalisman et al., 2001). Dans les 3 classes 
majeures des mollusques (gastéropodes, bivalves et céphalopodes), l’axe 
cristallographique de l’aragonite a serait aligné avec les fibres de la β-chitine, l’axe 
cristallographique b avec les chaînes protéiques polypeptidiques liées à la chitine, et 
l’axe c serait perpendiculaire à la surface de nucléation (Weiner et al., 1983a). Les 
macromolécules acides formant des plaques denses aux électrons, fonctionneraient 
comme des sites de nucléations pour la formation des minéraux. Ceci expliquerait les 
alignements entre la chitine des feuillets de matrice et les axes cristallographiques 
observés par Weiner et al., (1983a) (Levi-Kalisman et al., 2001). Une fois la mise en 
place de la matrice organique, le gel hydraté de soies fibreuses pourrait être remplacé 
par le minéral, les soies devenant ainsi reléguées aux espaces intra et intercristallins 
(Levi-Kalisman et al., 2001).  

Checa et al. ont montré qu’après leur nucléation sur le périostracum (encart 5), 
les cristaux forment des agrégats polycristallins de diverses formes et qui fixent dans 
un premier temps aux prismes. Ces cristaux envahissent ensuite progressivement les 
prismes d’une façon centripète (Checa et Rodriguez-Navarro, 2005). Au début, l’axe c 
est perpendiculaire au substrat et les axes a et b ont des arrangements variés. Ensuite, 
au fur et à mesure de leur croissance, les cristaux de nacre s’individualisent et 
acquièrent une orientation cristallographique commune dans le plan a-b (axe b dans 
la direction de la croissance coquillière). Cette orientation a été expliquée par Checa 
et Rodriguez-Navarro comme le résultat d’une compétition entre les cristaux qui sont 
adjacents à l’intérieur des lamelles de tablettes de nacre. Cette compétition est 
particulièrement forte au niveau des fronts de croissance de ces lamelles qui sont 
alors bien délimités. Ensuite, ces fronts de croissance deviennent plus diffus et la 
nacre met alors plus de temps à s’organiser (Checa et Rodriguez-Navarro, 2005 ; 
Checa et al., 2006).  

Cette hypothèse ne semble pas s’appliquer aux gastéropodes. C’est une 
hypothèse alternative à celle qui dit que la matrice organique est le seul régulateur de 
l’orientation de la croissance cristalline. De plus, elle est compatible avec une 
croissance par « épitaxie » (Checa et Rodriguez-Navarro, 2005 ; Checa et al., 2006).  

Dans la nacre des gastéropodes, les cristaux d’aragonite sont tous orientés au 
hasard dans la dimension c (Wise, 1970). Dans les dimensions a et b, les cristaux de 
nacre du bivalve Mytilus californianus et du céphalopode Naulilus repertus ne 
montrent qu’une orientation préférentielle alors que ceux des bivalves Neotrigonia 
margaritacea et Pinctada margaritifera sont parfaitement alignés sur des grandes 
distances de l’ordre de quelques millimètres. Ces différences s’expliquent par les 
variations de l’activité des différentes cellules du manteau. En effet, chez N. 
margaritacea et chez P. margaritifera, de nombreuses cellules construisent des sites de 
nucléation parfaitement alignés (Weiner et al., 1983a). 

Les faces cristallines peuvent également jouer un rôle important dans le 
contrôle de la croissance cristalline, notamment en termes d’interactions entre les 
protéines acides et les cristaux, ainsi que dans l’orientation des axes (Addadi et 
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Weiner, 1985). Certaines faces cristallines ont des propriétés stéréochimiques 
particulières qui leur permettent d’interagir plus fortement et plus efficacement avec 
les protéines acides que les autres faces. Ces faces ont des propriétés différentes en 
fonction du type de microstructure. Par exemple, les faces cristallines calcitiques de 
couches foliées chez de nombreux bivalves ont été étudiées. Ces couches foliées 
calcitiques sont composées de fin feuillets (environ 250nm) plus ou moins parallèles, 
qui sont souvent inclinés avec un angle inférieur à 10° avec la surface de la coquille. 
Trois différents types de couches foliées ont été observés. Ces 3 types de minéraux 
ont des faces cristallines différentes. Par ailleurs, un autre type de face est exprimé 
dans les surfaces supérieures et inférieures des tablettes de nacre aragonitiques 
(Runnegar, 1964). 

En conclusion, le contrôle de la nucléation et de l’orientation de la croissance 
cristalline sont des étapes importantes de la MBC des coquilles de mollusques. 

2. 4. 4. 4.  Les différents polymorphes 

Le carbonate de calcium peut précipiter en six polymorphes de structures différentes : 

la calcite, l’aragonite, la vatérite (figure 20), le carbonate de calcium monohydraté, le 

carbonate de calcium hexahydraté et le carbonate de calcium amorphe. Seuls la calcite et 

l’aragonite (par ordre décroissant de stabilité à température ambiante et d’abondance) sont 

thermodynamiquement stables et sont utilisés pour la biominéralisation à grande échelle. Les 

carbonates de calcium sont les minéraux les plus utilisés dans le monde de la 

biominéralisation. La calcite est par exemple présente chez Crassostrea gigas (Carriker, 

1996), l’aragonite chez Mercenaria mercenaria (Taylor et al., 1973), et la vatérite dans les 

perles cultivées d’eau douce de Hyriopsis sp. (Jacobs et al., 2008). La localisation de ces 3 

polymorphes dans les coquilles des différents taxons est bien connu (Boggild, 1930b). 

Lorsque l’aragonite et la calcite sont présents dans la même coquille, ils sont séparés dans 

l’espace en couches différentes. 

Certains cations divalents tel que le magnésium, peuvent être incorporés en grande 

quantité au moment de la précipitation du carbonate de calcium, comme par exemple pour la 

calcite magnésienne. La formation de certains polymorphes et la morphologie des cristaux 

sont déterminées par les interactions moléculaires entre les différents constituants, mais aussi 

par les facteurs physico-chimiques externes (Lowenstam, 1954). Cependant, dans de 

nombreux cas, les mollusques semblent capables de contrôler strictement le polymorphe 

cristallin qui est formé (encart 7). 
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Figure 20 : Observations au MEB des différents polymorphes cristallins du carbonate de 

calcium précipités in vitro à partir d’une solution saturée. a : Des cristaux de calcite présentant 

une forme rhomboédrique caractéristique, barre d’échelle = 20 μm (Marie, 2008), b : Des 

cristaux d’aragonite prenant une forme typique en agrégat d’aiguilles, barre d’échelle = 5 μm 

(Yan et al., 2007), et c : Des cristaux de vatérite, le polymorphe cristallin le plus instable 

thermodynamiquement, barre d’échelle = 20 μm (Marie, 2008), encarts : représentation des 

unités des organisations ioniques typiques des différents polymorphes (Addadi et al., 2008) 

Le carbonate de calcium amorphe joue un rôle dans la formation des coquilles. En 

effet, il a été observé plusieurs fois dans la première coquille des bivalves (Medakovic et al., 

1997 ; Weiss et al., 2002), dans la zone de croissance des coquilles de gastéropodes adultes 

(Marxen et al., 2003), et dans la zone périphérique des tablettes de nacre (Nassif et al., 2005). 

La formation de ce carbonate de calcium amorphe comporte plusieurs avantages. En effet, elle 

requiert moins d’énergie. Elle permet une incorporation des impuretés plus facilement que 

dans les formes cristallines et le minéral formé est plus facilement solubilisable ou 

remodelable. Ainsi, la totalité de la phase cristalline des coquilles de mollusques se formerait 

via cette phase amorphe. De plus, la conversion de la phase amorphe en phase cristalline se 

produirait par simple perte d’eau. En effet, les cristaux se formeraient par déshydratation 

progressive d’un hydrogel sursaturé en ions et qui contiendrait les macromolécules de la 

matrice organique (Addadi et al., 2005). 

 

 

 

a. b. c. 
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Encart 7 : Le contrôle de l’orientation de la croissance cristalline (2) 
influence sur la nature du polymorphe 

Le type de minéral formé lors de la nucléation dépend de la structure 
moléculaire du site de nucléation. La matrice organique contrôle quel polymorphe de 
carbonate de calcium les organismes forment (Hare, 1963). Par ailleurs, certaines 
macromolécules de la matrice organique favorisent la formation de certains 
polymorphes cristallins plus ou moins stables, comme le carbonate de calcium 
amorphe au début de la formation des coquilles de mollusques (Falini et al., 1996 ; 
Nassif et al., 2005). 

2. 4. 4. 5. La matrice organique 

Chez les eucaryotes, toutes les biominéralisations contrôlées de carbonate de calcium 

sont associées à une matrice organique. Celle-ci est impliquée dans de nombreuses fonctions 

essentielles comme la nucléation des cristaux, le contrôle de la structure des cristaux, ainsi 

que l’inhibition de la croissance des cristaux (encarts 8 et 9) (Mann, 1988). 

Encart 8 : Le contrôle de la croissance cristalline- cas des mollusques 

Les organismes peuvent directement influencer la formation des cristaux pendant 
leur croissance, notamment par l’intermédiaire des macromolécules spécifiques. Le 
processus dépend de lois stéréochimiques (Addadi et al., 1985). In vitro et in vivo, ces 
composés spécifiques peuvent être des protéines et des glycoprotéines acides venant des 
tissus minéralisés. En effet, dans les coquilles de mollusques, la morphologie des cristaux 
dépend de ces macromolécules associées. 

Par exemple, les nacres de 2 espèces différentes de bivalves nacrés (aragonite) 
Neotrigonia margaritacea et Brachiodontus variabilis présentent des microstructures avec des 
morphologies différentes parce qu’ils synthétisent des macromolécules qui sont différentes 
(Lowenstam et Weiner, 1989). 

Ces macromolécules acides présentent également une capacité à stabiliser la 
formation de faces cristallines non conventionnelles. Elles modifient ainsi la croissance des 
cristaux formés in vitro (Albeck et al., 1996a ; Albeck et al., 1996b). Comme la taille de ces 
macromolécules est bien supérieure à celle du réseau cristallin, leur inclusion dans le cristal 
néoformé modifie les paramètres de maille du cristal (Pokroy et al., 2006). 
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Encart 9 : La cessation de la croissance cristalline – cas des mollusques 

Le contrôle de l’arrêt de la biominéralisation détermine la forme globale du matériel. 
Quand la phase minérale est amorphe, la forme finale du minéral est souvent la même que 
celle de l’espace dans lequel il précipite. Cette étape de cessation de la croissance cristalline 
est fondamentale et est la dernière du processus de MBC. 

Chez les mollusques, la cessation de la croissance cristalline est principalement 
régulée par les macromolécules de la matrice, mais peut parfois se faire par une vésicule. 
Dans le premier cas, les cristaux se forment dans des espaces limités par des macromolécules 
de la matrice et s’arrêtent de croître quand ils rentrent en contact avec la surface de la matrice 
préformée. Les cristaux ainsi formés sont plus réguliers et n’ont pas de surfaces incurvées 
comme ceux contrôlés par les vésicules (Lowenstam et Weiner, 1989). 

Dans le modèle de la nacre, les cristaux aragonitiques se forment dans des 
compartiments préformés en 3D qui ont une forme de polygone (Bevelander et Nakahara, 
1969a ; Nakahara, 1983). La taille de ces polygones est uniforme et s’agrandit avec la 
minéralisation. Leurs frontières peuvent être également contrôlées en fonction du nombre de 
cristaux voisins qu’ils touchent (Weiner, 1986). L’arrêt de croissance peut donc être un 
résultat du nombre de contacts avec d’autres cristaux.  

Dans certaines structures sphérulitiques, la minéralisation s’arrête également quand 
les cristaux rentent en contact avec des cristaux d’un site de nucléation voisin (Silyn-Robert 
et Sharp, 1986). 

Par ailleurs, l’arrêt de la cristallisation peut également être dû au manque 
d’alimentation en ions sur les sites de minéralisation. 

Le matériel organique de la coquille agit comme un moule dans lequel les cristaux 

croissent (Wada, 1961 ; Bevelander et Nakahara, 1969b). De plus, il contrôle la nature du 

polymorphe de carbonate de calcium et sa microstructure (cf. encarts verts). La matrice 

soluble dans l’EDTA, l’acide (acétique) ou l’eau, représente entre 0,03 et 0,5% de la masse 

totale du biominéral tandis que la matrice insoluble est évaluée entre 0,01 et 5%. Ces valeurs 

dépendent du type de microstructure et de l’espèce étudiée. En effet, la quantité de matrice 

organique est plus grande dans la nacre que dans les prismes, et que dans la structure 

lamellaire croisée. Lors de la formation de la coquille, la plus grande dépense énergétique 

consommée par l’organisme est pour produire cette matrice organique. Les variations de sa 

quantité sont interprétées comme une optimisation du rapport coût/profit mise en place au 

cours de l’évolution (Palmer, 1992). 

L’existence de la matrice soluble n’a été découverte que récemment (Crenshaw, 

1972b). La majeur partie de cette fraction soluble est composée par des protéines, des 

glycoprotéines portant souvent des sucres sulfatées, et des polysaccharides (Grégoire et al., 

1955 ; Simkiss, 1965 ; Crenshaw, 1972b ; Weiner et Hood, 1975 ; Weiner, 1979). Ces 

macromolécules poly-anioniques peuvent agir comme des supports de l’initiation de la 
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nucléation des cristaux de carbonate de calcium et comme des inhibiteurs de la précipitation 

des cristaux (cf. 2. 4. 4. 3.). La découverte de ces deux fonctions antagonistes, au sein de la 

matrice soluble a permis de faire émerger la notion de régulation de la minéralisation par la 

matrice organique (Wheeler et al., 1981). 

Dans toutes les coquilles de mollusques, les protéines sont très riches en acides 

aspartiques et en acides glutamiques (Weiner, 1979 ; Nakahara et al., 1982 ; Keith et al., 1993 

; Sarashina et Endo, 1998). Les groupements carboxyles de ces résidus permettent à ces 

macromolécules de lier les ions calcium ou de nucléer la formation des cristaux de carbonate 

de calcium. De plus, les séquences d’acides aminés contenant des tronçons de résidus d’acide 

aspartique sont souvent séparées par des glycines ou des sérines (Weiner et Hood, 1975). 

Les groupements sulfates des glycoprotéines et des polysaccharides semblent être 

également impliqués dans la capacité de la matrice à interagir avec le calcium (Addadi et al., 

1987). Par exemple, une glycoprotéine purifiée de Mytilus californianus riche en acide 

aspartique (environ 30% molaire), et avec un poids moléculaire de 15 000 g/mol, ne contient 

pas moins de 70 sulfates pour 100 acides aminés (Addadi et al., 1987). 

Les protéines solubles coquillières fixent le calcium (Crenshaw, 1972b ; Krampitz et 

al., 1983a ; Krampitz et al., 1983b) en utilisant leurs chaînes polypeptidiques organisées avec 

une conformation en feuillets  (encart 6) (Worms et Weiner, 1986). 

La matrice insoluble est connue depuis plus d’un siècle et demi sous le nom de 

« conchioline » (Fremy, 1855). Les protéines qui la composent sont souvent hydrophobes 

(Crenshaw, 1982) et riches en glycine, ou en glycine et en alanine (Meenakshi et al., 1971 ; 

Grégoire, 1972). Elles ont également des résidus aromatiques (Ravindranath et Rajeswari 

Ravindranath, 1974). 

En 1955, Grégoire et al. avaient déjà découvert et isolé différents composés protéiques 

que sont la Nacrin, la Nacrosclerotin et la Nacroin. Ce dernier est particulièrement riche en 

résidus alanines et glycines (Grégoire et al., 1955). 

Par ailleurs, les protéines des fractions insolubles coquillières présentent une 

composition en acides aminés comparable à celle des protéines de type fibroïne de soie 

(Nakahara et al., 1982 ; Keith et al., 1993). Ce sont les principales protéines présentes dans la 

soie des papillons et des araignées. Cette similitude expliquerait l’élasticité importante de la 

coquille des mollusques et sa résistance à la fracture (Wise, 1970). 
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La fraction insoluble contient également une partie plus ou moins importante de 

chitine (Goffinet et Jeuniaux, 1979 ; Weiner et Traub, 1980 ; Levi-Kalisman et al., 2001), 

dans sa forme  (Jeuniaux, 1963 ; Goffinet et Jeuniaux, 1969 ; Weiner et Traub, 1980 ; 

Crenshaw, 1982 ; Krampitz et al., 1983a ; Weiner et al., 1983b). 

Dans la microstructure de la nacre, la matrice organique entoure individuellement 

chaque structure cristalline et peut être décomposée en différentes sous-couches (Bevelander 

et Nakahara, 1969b ; Levi-Kalisman et al., 2001). Par exemple Nakahara a montré que les 

feuillets organiques des couches nacrées de gastéropodes sont composés d’au moins 5 

différentes sous couches (Nakahara, 1979, 1983). 

La figure 19b est un diagramme schématique de la structure de la matrice organique de 

la nacre d’Atrina créé par Levi-Kalisma et al. en 2001 à partir de leurs observations au cryo 

MEB et de résultats de la littérature. Cette figure montre que les feuillets interlamellaires sont 

principalement composés de β-chitine. De plus, les feuillets de surface denses aux électrons 

sont attribués à la présence de protéines riches en acides aspartiques. Ces feuillets seraient 

présents sous forme de plaques discontinues (Nakahara, 1983 ; Levi-Kalisman et al., 2001). 

Enfin, la phase de gel constituée de protéines de types soies fibreuses est localisée entre ces 

feuillets (Bevelander et Nakahara, 1969b ; Weiner et Traub, 1980 ; Weiner et al., 1983a ; 

Levi-Kalisman et al., 2001). Les glycoprotéines acides intracristallines sont également 

présentes à l’intérieur des tablettes de nacre matures (Addadi et al., 1991 ; Levi-Kalisman et 

al., 2001). En effet, une fois la mise en place de la matrice organique, le gel de soies fibreuses 

serait remplacé par le minéral, les soies devenant ainsi reléguées aux espaces intra et 

intercristallins (encart 6). De plus, le complexe organique insoluble serait stabilisé avec des 

tannages quinone (encart 6) (Gordon et Carriker, 1980 ; Samata et al., 1980). 

Toutes les matrices organiques de la nacre ne semblent pas contenir l’ensemble de ces 

couches organiques. En effet, la coquille large et robuste du gastéropode Strombus gigas 

contient seulement des couches acides (cf. 1. 4. 2. 2.) (Weiner, 1979 ; Bevelander et 

Nakahara, 1980). De plus, dans la couche nacrée du gastéropode Turbo sp., le complexe 

protéique insoluble lié à la chitine n’est pas présent (Nakahara, 1979). Il ne semble donc pas 

être un composé essentiel. En opposition, la matrice acide et la couche de chitine seule sont 

toujours présentes dans la nacre (Poulicek et al., 1986). Par ailleurs, différents 

polysaccharides sulfatés ont été retrouvés autour et au centre des tablettes de nacre (Crenshaw 

et Ristedt, 1975). 
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Enfin, la matrice organique associée à la nacre contrôle la nucléation et l’orientation 

des axes cristallographiques (encarts 5 et 6). 

Récemment, des observations à une échelle nanométrique au microscope à force 

atomique (AFM) ont montré que les cristaux de calcite et d’aragonite ont la même structure. 

Ils sont formés de nanograins cristallins séparés par une matrice organique probablement 

soluble (Blank et al., 2003 ; Dauphin, 2003 ; Rousseau et al., 2005b). 

Dans les coquilles de mollusques, la matrice organique est principalement présente 

autour de chaque cristal mais également à l’intérieur même des cristaux (Crenshaw, 1972b). 

Comme ces macromolécules contrôlent la formation des couches minéralisées, elles se 

retrouvent intégrées de façon spécifique dans le minéral mature. La matrice insoluble est 

majoritairement péri-cristalline alors que la matrice soluble est plutôt intracristalline 

(Crenshaw, 1972b). Comme pour la formation des dents de chitons, la trame organique 

extracellulaire des coquilles est formée avant la formation des cristaux (cf. 2. 3. 4.) (Nakahara, 

1979, 1983 ; Watabe, 1984). 

Près de 60 structures primaires plus ou moins complètes des protéines coquillières de 

mollusques ont été décrites à ce jour (Marin et al., 2008). La première séquence partielle n’a 

été obtenue qu’au début des années 90 (Rusenko et al., 1991) et la première séquence 

complète n’a été décrite que 5 ans plus tard (Miyamoto et al., 1996). 

Ces protéines sont souvent riches en acides aminés acides et peuvent comporter des 

modifications post-traductionnelles comme des glycosylations ou des phosphorylations 

(Marin et al., 2000 ; Sarashina et Endo, 2001). Elles ont des fonctions très diverses telles que 

des activités enzymatiques de type anhydrase carbonique (Miyamoto et al., 1996), une 

capacité à lier le calcium (Miyashita et al., 2000 ; Marin et al., 2005), une capacité à induire et 

à stabiliser spécifiquement un des polymorphes du carbonate de calcium (Belcher et al., 1996 

; Falini et al., 1996 ; Pokroy et al., 2006), une capacité à inhiber ou à induire la précipitation 

du carbonate de calcium (Kono et al., 2000 ; Marin et al., 2000 ; Weiss et al., 2001), et une 

capacité à se lier à une autre macromolécule (Shen et al., 1997 ; Weiss et al., 2000 ; Weiss et 

al., 2001 ; Suzuki et al., 2004). En 2008, Marin et al., ont décrit synthétiquement toutes ces 

protéines et les ont regroupées en fonction de leur point isoélectrique. 
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La composition de la matrice organique de la palourde n’est pas connue. La seule 

étude existante a été faite au niveau de la composition en acides aminés globaux 

(Goulettquer, 1989). 

2. 4. 5. La zone entre le manteau et la coquille : l’espace extrapalléal 

L’espace extrapalléal est très important pour comprendre les interactions entre le 

manteau et la coquille. Il est le lieu où s’effectue la transformation de la phase aqueuse 

sécrétée par l’épithélium externe du manteau, en phase solide minéralisée. Le fluide 

extrapalléal joue lui aussi plusieurs fonctions essentielles dans la formation des coquilles 

(Wilbur, 1964). C’est la solution mère saturée de la MBC (cf. 2. 4. 1.). 

Chez quelques bivalves marins, la composition ionique du fluide extrapalléal est 

différente à la fois de l’hémolymphe et de l’eau environnante (Crenshaw, 1972a), car il est 

sursaturé en ions carbonates et calcium (cf. 2. 4. 1.) (Moura et al., 2000). 

Le fluide extrapalléal est également riche en inhibiteurs de minéralisation afin d’éviter 

une formation non-contrôlée des cristaux de carbonate de calcium (Moura et al., 2000). Ce 

fluide extrapalléal contient également des accepteurs de protons émis par la réaction de 

calcification, afin d’éviter une acidification du milieu qui entraînerait la re-dissolution des 

minéraux (Marie, 2008). 

L’espace extrapalléal est aussi la zone dans laquelle la matrice organique coquillière 

est sécrétée avant d’être incorporée au carbonate de calcium. Cependant, peu de 

macromolécules coquillières ont été observées au sein du fluide extrapalléal. Ces 

macromolécules transiteraient très rapidement à travers l’espace extrapalléal pour se lier au 

minéral en formation. De plus, certaines protéines qui ont été découvertes dans le fluide 

extrapalléal n’ont pas été retrouvées dans la coquille (Yin et al., 2005 ; Ma et al., 2007). Par 

exemple, dans le fluide extrapalléal du bivalve d’eau douce Anodonta cygnea, des 

polysaccharides acides spécifiques ont été observés mais pas dans la coquille (Moura et al., 

2000). 

De nombreux paramètres du fluide extra-palléal, que sont les concentrations en O2, en 

calcium, en acide succinique, et le pH, dépendent de l’ouverture et de la fermeture des valves 

(Crenshaw et Neff, 1969). 
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Par ailleurs, quelques mollusques présentent un film organique fin et spécifique qui 

adhère fermement à la surface de la coquille au niveau de l’espace extrapalléal. Ce film a été 

observé chez les bivalves Arcoïdes à l’extérieur de la ligne palléale (Waller, 1980) et chez 

Mercenaria mercenaria et Rangia cuneata à l’intérieur de la ligne palléale (Neff, 1972 ; 

Marsh et Sass, 1983). Différentes particules sont associées à ce film. Chez la palourde 

estuarienne R. cuneata, la composition de ces particules varie avec la saison de la collecte. 

Certaines particules contiennent des phospholipides et du calcium qui sont également trouvés 

librement dans le fluide extra-palléal, ainsi que des particules riches en sulfate de barium. La 

fonction de ce film et de ces particules n’est pas connue (Marsh, 1986). 

Il reste beaucoup de choses à découvrir sur le transport des macromolécules et des ions 

à travers ce fluide extrapalléal, qui semble indispensable à la biominéralisation (Lowenstam et 

Weiner, 1989). 

Encart P4 : L’espace et le fluide extrapalléal de la palourde japonaise 

Chez la palourde japonaise, il existe 2 espaces délimités pour la biominéralisation. 
L’impression palléale sur la face interne de la coquille délimite les 2 espaces 
extrapalléaux. Au centre de la coquille se trouve l’espace extrapalléal central, et à 
l’extérieur l’espace extrapalléal périphérique (figures 16-17). L’espace extrapalléal 
central contient le fluide extrapalléal central. Il est limité par la coquille et le manteau. 
L’espace extrapalléal périphérique contient le fluide extrapalléal périphérique. Il est 
limité par la coquille, le bord du manteau et le périostracum. La couche coquillière 
externe prismatique est principalement formée par le fluide extrapalléal périphérique 
et la couche coquillière interne homogène par le fluide extrapalléal central (Allam et 
Paillard, 1998 ; Gosling, 2003). 

2. 4. 6. La dissolution et le remodelage des coquilles 

Les coquilles des mollusques ne sont pas des structures inertes dont la seule fonction 

est de protéger les tissus mous des animaux. En effet, chez les mollusques marins, d’eau 

douce et terrestres, les ions peuvent être transportés de la coquille vers l’hémolymphe ou les 

tissus (Collip, 1921 ; Dugal, 1939 ; Wagge, 1952 ; Greenaway, 1971). Ces organismes sont 

capables de dissoudre une partie de leur coquille en remobilisant différents ions qui peuvent 

être réintégrés dans le métabolisme de l’organisme. Ce phénomène les aide à supporter des 

conditions difficiles comme l’hypoxie du milieu ou une disette alimentaire hivernale 

(Greenaway, 1971 ; Lutz et Rhoads, 1977). La coquille est donc un réservoir d’ions calcium 

comme les os des vertébrés, même si elle est localisée à l’extérieur des tissus. Cette fonction 

de dissolution est associée à la respiration anaérobie des mollusques, notamment lorsque les 



Chapitre 1 

 74

valves des bivalves sont fermées (Lutz et Rhoads, 1980). Le produit final de cette respiration 

est l’acide succinique, qui est tamponné par le carbonate de calcium de la coquille (Simpson 

et Awapara, 1966). C’est par exemple le cas du le bivalve marin Mercenaria mercenaria 

(Crenshaw et Neff, 1969). 

Ce phénomène de dissolution/ remodelage existe aussi chez les gastéropodes. En effet, 

avant une période de croissance, l’opercule des gastéropodes est résorbé par dissolution. De 

plus, chez de nombreux Conus sp., Cypréides et Nerita sp., la paroi coquillière initialement 

formée est très amincie chez les animaux matures. Ce phénomène de remodelage est 

également présent chez certains gastéropodes terrestres, comme Turbo sp. chez qui les 

spirales précoces de leurs coquilles sont remplies avec du matériel coquillier additionnel. 

La minéralisation des mollusques est très intéressante à étudier car ce processus est 

biologiquement contrôlé. De plus, la nacre et les dents de chitons et de patelles sont des 

modèles relativement simples et très bien étudiés, même à un niveau moléculaire. En 

opposition, il est presque impossible de décrire certains processus de minéralisation plus 

complexes. De plus, les processus de minéralisation sont très diversifiés dans ce phylum des 

mollusques et leurs contrôles sont très variés et très sophistiqués (Lowenstam et Weiner, 

1989). 

2. 5. La réparation coquillière des mollusques 

Le sujet de cette thèse est de caractériser la réparation coquillière de la palourde 

japonaise suite à une infection par le Vibrio tapetis ; la bactérie responsable de la Maladie de 

l’Anneau Brun. Le phénomène de réparation coquillière a déjà été étudié chez de nombreux 

mollusques. Deux types de travaux ont été faits. Des études ont été effectuées sur des 

coquilles de mollusques ayant réparé suite à une intrusion de corps étrangers biotiques (par 

exemple le V. tapetis) ou abiotiques, ainsi que sur des coquilles expérimentalement altérées 

par les chercheurs. 

2. 5. 1. La Réparation coquillières suite à une intrusion 

Dans le milieu naturel, des corps étrangers abiotiques (par exemple du sable) ou 

biotique (par exemple des parasites ou des intrus : de la bactérie jusqu’au poisson) viennent 

parfois sur la face interne des coquilles de mollusques affectant ainsi la biominéralisation 

(Lyster Jameson, 1902 ; Cheng, 1967). 
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Ces mollusques sont capables de réparer leur coquille dans le but de poursuivre leur 

biominéralisation et de rendre leur coquille étanche à l’eau et aux agressions. Par exemple 

chez les bivalves, le processus général de recouvrement des corps étrangers par une couche 

coquillière de réparation a déjà été décrit après des attaques de parasites, de pathogènes, ou la 

présence d’intrus. Ces réparations ont pour conséquence la formation des perles naturelles ou 

des encapsulations naturelles comme lors du recouvrement du trématode Gymnophallus 

margariferum et du polychète Polydora spp. (Lyster Jameson, 1902 ; Cheng, 1967 ; Taylor et 

Strack, 2008). Cheng a nommé ce phénomène « nacréisation » chez les mollusques nacrés 

(formant de la nacre aragonitique) (Cheng, 1967 ; Malek et Cheng, 1974). 

Ce mécanisme de réparation coquillière est très proche de celui de la formation des 

perles et des demi-perles d’aquaculture (Arnaud-Haond et al., 2007 ; Taylor et Strack, 2008). 

2. 5. 1. 1. La formation des encapsulations naturelles 

Les encapsulations ne sont pas des perles mais des protubérances sur la couche interne 

des coquilles. Elles se forment quand des objets ou des organismes marins sont piégés dans 

l’espace extrapalléal. Chez les huîtres perlières, ces intrus sont souvent les mêmes que ceux 

qui forment les perles. Les huîtres perlières les recouvrent alors d’une couche de coquille en 

augmentant leur taux naturel de croissance de la couche interne. Ces encapsulations 

permettent également la réparation des trous dans les coquilles qui peuvent être formés par 

des polychètes ou des éponges. 

Dans le cas des huîtres perlières, le taux de formation de la nacre est augmenté. Parfois 

de telles réparations peuvent être parfaites et ne pas laisser de trace, mais souvent elles 

forment des protubérances larges de quelques centimètres et ont des formes irrégulières. Dans 

ce cas, les couches de nacre ressemblent à celles de la coquille et sont donc non concentriques 

et parallèles. Ces protubérances peuvent être commercialisées une fois sciées (figures 21, 23 

a.) (Taylor et Strack, 2008).  

Ces encapsulations de réparation sont fréquemment observées chez de nombreuses 

espèces de mollusques autres que les huîtres perlières. Par exemple, la palourde japonaise face 

à la maladie de l’anneau brun utilise une réparation de ce type. La différence est que 

l’épaisseur de la couche de conchioline est plus importante chez les palourdes que chez les 

huîtres perlières. 
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Figure 21 : Représentation schématique de la formation d’une encapsulation. Un corps 

étranger est piégé entre la coquille et le manteau (gauche) puis est couvert par des couches 

nacrées successives (milieu et droite), d’après (Strack, 2006 ; Taylor et Strack, 2008) 

2. 5. 1. 2. La formation des perles naturelles 

Cette formation est le résultat d’un évènement accidentel au cours du cycle de vie d’un 

mollusque. Une ou plusieurs cellules épithéliales de la couche supérieure du manteau (contre 

la coquille) sont transférées dans les tissus conjonctifs, où elles se multiplient par mitose et 

forment le sac perlier : un ciste clôt. Ce transfert peut avoir de nombreuses causes. La 

principale cause est une blessure du manteau notamment au niveau de l’épithélium supérieur. 

Ce transfert peut avoir lieux lorsque des intrus atteignent le fluide extrapalléal. Ces intrus 

peuvent être des petits gastéropodes, des petits crabes, des larves de cestodes, des copépodes 

parasitiques, des petits morceaux de coquille cassée et de conchioline, des petits cailloux, des 

grains de sable, mais aussi des ovocytes. En effet, toute substance résultant du propre 

métabolisme du mollusque non éjectée par les voies usuelles peut agir comme un intrus 

(Taylor et Strack, 2008). 

Contrairement aux idées reçues, ces intrus sont très souvent expulsés du fluide 

extrapalléal avant la formation de la perle et ne sont donc généralement pas présents dans le 

sac perlier. En effet, les huîtres perlières ont un taux de ventilation de ce fluide dû aux 

mouvements du manteau plus élevé que chez tous les autres bivalves étudiés. C’est ainsi 

qu’elles expulsent les intrus. La présence d’un corps étranger n’est donc pas nécessaire pour 

former une perle, seule la blessure du manteau suffit. Cependant, les intrus sont parfois 

retrouvés dans les sacs perliers, notamment quand ils sont grands (Taylor et Strack, 2008). 

Une perle peut également être formée lorsque des cellules épithéliales se multiplient à haute 

vitesse et sans contrôle comme un « cancer » (Strack, 2006). 
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2. 5. 1. 3. La formation des perles d’aquaculture 

Lors de la production de perles de cultures comme chez Pinctada spp., une greffe de 

manteau venant d’un organisme donneur est implantée dans la gonade d’une huître receveuse. 

Au même endroit et au même moment, un petit nucléus rond et inorganique restant en contact 

avec la greffe est également implanté. Ensuite, autours du nucléus se développe un follicule 

appelé « sac perlier » suivi des différentes étapes de la biominéralisation (Arnaud-Haond et 

al., 2007 ; Taylor et Strack, 2008). 

Les cellules du sac perlier produisent différentes sécrétions en fonction de leur âge. 

Les jeunes cellules produisent de la conchioline sous forme d’une structure lamellaire très 

fine. C’est la première structure formée lors de la formation d’une perle. Cette trame 

organique sert notamment au transport du calcium. Les cellules un peu plus âgées produisent 

ensuite une couche de calcite prismatique formée de cristaux fuselés, et dont les axes 

longitudinaux sont orientés vers le centre de la perle. Dans la dernière étape, les cellules 

forment la couche externe nacrée (aragonite). Le sac perlier croit avec la formation de la perle 

en formant de nouvelles cellules (Taylor et Strack, 2008). La structure nacrée de la perle est 

comparable à celle de la coquille. Elle est constituée de tablettes de nacres polygonales dont 

l’épaisseur moyenne est de 0.5 µm chez Pinctada margaritifera. Son taux de croissance 

dépend de celui de la coquille ainsi que de la période de l’année. L’arrangement des tablettes 

de nacre en surface de la perle fait penser à un pavage de carreaux hexagonaux (figure 22 a.). 

Chaque tablette de nacre est entourée par de la matrice organique. La structure de ces couches 

de tablettes forme en surface un relief ondulé (figure 22 b.). La structure spécifique de la 

surface de la perle a pour conséquence une augmentation de la réfraction et de la réflexion de 

la lumière (figure 22 c.). C’est ce phénomène qui donne l’iridescente et l’éclat aux perles 

(Taylor et Strack, 2008). 

La structure des perles est similaire à celle de la coquille, sauf que sur une perle, la 

couche externe correspond à la couche interne de la coquille. De plus, les couches coquillières 

nacrées montrent une structure horizontale alors que celle de la perle est concentrique (figure 

22) (Taylor et Strack, 2008). 
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Figure 22 : Représentations schématiques (a) des tablettes aragonitiques entourées de matrice 

organique dans une perle, (b) d’une section à travers une couche externe nacrée d’une perle 

incomplète montrant son contours, (c) de la réfraction et la réflexion de la lumière à la surface 

d’une perle dues aux couches alternées d’aragonite et de conchioline, d’après (Strack, 2006 ; 

Taylor et Strack, 2008) 

Les principales espèces de mollusques qui produisent des perles sont Pinctada 

margaratifera, P. maxima, P. fucata et Strombus gigas dans l’eau de mer, et Hyriopsis sp et 

Margaritifera margaritifera dans l’eau douce (Latzoura et Soladin, 2007). 

2. 5. 1. 4. L’histoire de la perliculture 

Depuis leur apparition il y a 530 millions d’années, les mollusques formaient 

probablement des perles. Les plus anciennes perles fossiles connues datent de 200 millions 

d’années. Elles sont très rares et proviennent principalement des bivalves marins et plus 

rarement des bivalves d’eau douce. La plus ancienne civilisation découverte récoltant des 

perles est la civilisation Jomon, vieille d’environ 5500 ans au Japon. Les perles furent 

également récoltées au 3e millénaire avant J-C en Mésopotamie. Bien plus tard, le Golfe 

Persique fut le premier fournisseur au monde. Ces bancs naturels d’huîtres ont alors connu un 

déclin du aux pollutions liées à l’essor du pétrole au Moyen-Orient. Un cri d’alarme a donc 

été poussé à la fin du XIXe siècle. C’est ainsi que les recherches sur la reproduction des 

huîtres et sur le processus de formation des perles commencèrent (Latzoura et Soladin, 2007). 
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Les Chinois ont été les premiers à cultiver les perles il y a 1600 ans, en plaçant de 

minuscules figures de Bouddha dans des moules chinoises Cristaria plicata et en créant ainsi 

des demi-perles à son effigie. En 1740 en Suède, le naturaliste Carl von Linné produit les 

premières perles de culture sphériques. Au début du XXe siècle, deux japonais Toisuhei Misu 

et Nishikawa ont adapté les techniques de perliculture pour la culture à grande échelle, en 

ajoutant un morceau de manteau au nucléus. Ensuite, le Japonais Kokichi Mikimoto récolta 

les premières perles de culture parfaitement rondes et blanches (Latzoura et Soladin, 2007). 

Aujourd’hui, il existe de nombreuses fermes perlières dans le monde dont 1100 à 

Tahiti. Ces fermes perlières produisent 800 millions de perles par an dans le monde dont 90 % 

sont des perles de mollusques d’eau douce de Chine. Pour donner leurs plus belles perles, les 

huîtres perlières exigent un environnement parfaitement pur, exempt de pollution et riche en 

plancton. Les huîtres juvéniles sont élevées pendant 2 à 3 ans avant d’être greffées. Sur 1000 

huîtres greffées, seules 700 gardent le nucléus après 30 à 40 jours. Les autres le rejettent ou ne 

survivent pas à l’opération. Le processus de formation de la perle commence alors. Certaines 

sont les proies de prédateurs. De ce fait, environ 500 perles sont ensuite récoltées dont 

seulement 50 à 75 % sont commercialisables (figure 23 b.). Seule une vingtaine de celles-ci 

sont dites « parfaites » en fonction de leur taille, leur peau, leur éclat et leur absence de cercle 

ou de piqûre (Latzoura et Soladin, 2007). 

Depuis quelques années, des scientifiques recherchent les molécules actives présentes 

dans la nacre ainsi que leurs applications, notamment lors d’expériences d’implants de nacre 

comme biomatériau de régénération osseuse. Des applications thérapeutiques potentielles 

existent dans différents domaines : orthopédie (défauts squelettiques pathologiques ou 

traumatiques), ostéoporose, arthrose et dermatologie (traitement de dermatites, psoriasis, 

cicatrisation, lutte contre le vieillissement cutané) (Sud et al., 2001 ; Rousseau et al., 2003 ; 

Milet et al., 2004 ; Duplat et al., 2006 ; Latzoura et Soladin, 2007 ; Rousseau et al., 2007). 
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Figure 23 : a. Photo d’une coquille d’huître perlière Pinctada mazatlanica ayant recouvert un 

petit poisson de nacre sous forme d’une encapsulation naturelle, b. : Processus de récolte 

d’une perle chez P. margaritifera (Latzoura et Soladin, 2007) 

2. 5. 2. La réparation coquillière suite à une fracture artificielle - 

comparaison avec une réparation parasitaire 

Dans de but d’étudier les mécanismes de réparation coquillière, les coquilles de 

nombreux mollusques ont déjà été artificiellement altérées par des chercheurs. Ces 

expérimentations ont été faites sur les coquilles des gastéropodes Haliotis tuberculata (Fleury 

et al., 2008), H. cracherodii (Armstrong et al., 1971), Helisoma duryi (Wong et Saleuddin, 

1972 ; Dillaman et al., 1976), Helix pomatia (Abolins-Krogis, 1958, 1960, 1963b, a ; 

Saleuddin et Wilbur, 1969 ; Saleuddin, 1970, 1971 ; Ganagarajah et Saleuddin, 1972 ; 

Abolins-Krogis, 1976, 1979), H. aspera (Wagge, 1951), Lymnaea stagnalis (Timmermans, 

1973), Murex fulvescens (Muzii et al., 1966), Nautilus macrophalus (Meenakshi et al., 

1974b), Oncomelania formosana (Davis, 1964), Pleurodonte sp. (Andrews, 1934), Euplecta 

indica (Kapur et Sen Gupta, 1970), Pomacea paludosa (Meenakshi et al., 1975 ; Blackwelder 

et Watabe, 1977 ; Watabe et Blackwelder, 1980) et des bivalves Anodonta grandis 

(Saleuddin, 1967), A. cynea et A. anatina (Beedham, 1965), Crassostrea virginica (Mount et 

al., 2004), C. gigas (DesVoignes et Sparks, 1968), Mytilus edulis (Meenakshi et al., 1973 ; 

Suzuki, 1979 ; Uozumi et Suzuki, 1979), Pinctada margaritifera (Caseiro et Gauthier, 1997, 

1998) et Ruditapes philippinarum (Allam, 1998). 

Ces expérimentations sont une première étape dans la compréhension de la réparation 

coquillière face aux altérations physiques observées dans le milieu naturel que sont : les trous 

dus aux collisions avec les roches et les altérations dues aux parasites comme les éponges, à la 

prédation, ou à la manipulation des mollusques d’élevage par les hommes. Une étude a permis 

b. 
© M. Garçon © L Bessol/MNHN 

a. 
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de comparer la réparation coquillière d’huîtres perlières Pinctada margaritifera trouées par un 

parasite : une éponge perforante, de celle des huîtres perlières trouées expérimentalement en 

laboratoire. Les mécanismes de ces deux réparations coquillières étaient très similaires au 

niveau ultrastructurel. La réparation commençait par la sécrétion d’une membrane organique 

qui permettait de fermer les trous, puis continuait par le dépôt de cristaux de nacre. La 

principale différence était que le manteau des coquilles trouées par les éponges devait se 

battre continuellement contre les parasites. La réparation apparaissait donc plus difficile et 

plus perturbée (Caseiro et Gauthier, 1998). 

Le rôle des hémocytes dans la réparation coquillière a été étudié suite à des altérations 

expérimentales de coquilles de quelques espèces. Les hémocytes de mollusques sont 

particulièrement nombreux et actifs dans l’hémolymphe et dans les fluides extra-palléaux. 

Chez Pomacea paludosa, 3 jours après l’ablation d’un morceau de coquille, les 

hémocytes se déplaçaient dans l’espace extra-palléal à travers les ouvertures causées par la 

dégénération des cellules épithéliales du manteau. Eventuellement, les hémocytes 

s’agrégeaient pour former une barrière de cellules. Dans le même temps, la formation des 

cristaux de calcite de réparation commençait. Sept jours après l’ablation, une apoptose des 

hémocytes était observée dans le fluide extra-palléal. Ensuite, les produits de leur dégradation 

ainsi que les autres débris du fluide ont servi à la fondation d’un matériel fibreux et de larges 

sphérulites aragonitiques. De plus, durant cette réparation coquillière, le calcium était en plus 

forte concentration dans l’espace intercellulaire et les hémocytes ne montraient pas une 

concentration de calcium plus forte que les cellules épithéliales (Blackwelder et Watabe, 1977 

; Watabe et Blackwelder, 1980). De plus chez Mytilus edulis, après une altération du 

périostracum, les hémocytes venaient également à travers l’épithélium, mais dans le but de 

participer à la production du périostracum régénéré (Dunachie, 1963). Chez Anodonta 

grandis, après une altération de la coquille, une importante accumulation d’hémocytes dans 

l’épaisseur du manteau altéré était observée. Ces cellules étaient probablement responsables 

de la régénération de la partie abimée du manteau (Saleuddin, 1967). En conclusion, dans ces 

3 cas, les hémocytes apparaissent dans la région sub-épithéliale du manteau en réparation, 

mais leur rôle semble différent à chaque fois même si leur implication dans le transport du 

matériel minéral était suggérée. 

 Par ailleurs, Mount et al. avaient effectué des cassures dans des coquilles de 

Crassostrea virginica. Après 48 heures, des granulocytes de l’hémolymphe (une sous-classe 
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des hémocytes) contenaient des cristaux de carbonate de calcium. Leur quantité augmentait 

plus rapidement que dans les autres types d’hémocytes. Ces hémocytes relâchaient ensuite des 

cristaux de calcium au niveau du front de la biominéralisation. La surface de ces cristaux 

calcitiques (spectrométrie Raman) était très lisse et leurs arêtes très bien définies (MEB) 

(Mount et al., 2004). 

Toutes ces études ont été faites à partir de mollusques dont la coquille a été percée 

mais rien n’est connu sur le rôle des hémocytes dans la biominéralisation des coquilles non 

altérées et notamment dans le transport de carbonate de calcium insoluble. Dans le but de 

mieux comprendre la réparation coquillière de la palourde japonaise face à la MAB, la 

présence du carbonate de calcium dans les hémocytes de ce bivalve a été étudiée durant cette 

thèse. 

Comme lors de la formation des coquilles de mollusques non altérées, dans ces 

réparations naturelles et artificielles les macromolécules de la matrice organique jouent un 

grand rôle dans la biominéralisation, notamment lors de la formation d’une membrane 

organique avant la déposition du minéral ou d’une modification de l’activité de la phosphatase 

alcaline lors des réparations expérimentales (Andrews, 1934 ; Wagge, 1951 ; Abolins-Krogis, 

1958, 1963b ; Davis, 1964 ; Beedham, 1965 ; Saleuddin, 1967 ; Kapur et Sen Gupta, 1970 ; 

Saleuddin, 1971 ; Ganagarajah et Saleuddin, 1972 ; Meenakshi et al., 1973 ; Timmermans, 

1973 ; Meenakshi et al., 1975 ; Abolins-Krogis, 1976 ; Blackwelder et Watabe, 1977 ; 

Abolins-Krogis, 1979 ; Suzuki, 1979 ; Uozumi et Suzuki, 1979 ; Caseiro et Gauthier, 1997, 

1998 ; Fleury et al., 2008) et lors de la formation des perles (Jacobs et al., 2008 ; Marin et al., 

2008). 
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3. La palourde japonaise Ruditapes philippinarum et les 

altérations coquillières liées à la maladie de l’anneau brun 

3. 1.  Qu’est-ce qu’une palourde japonaise ? 

3. 1. 1. La classification taxonomique de la palourde japonaise 

Il existe plusieurs espèces de palourdes dont deux en France : la palourde européenne 

autochtone Ruditapes decussatus (Linné, 1758) et la palourde japonaise : R. philippinarum 

(Adams et Reeves, 1850). Cette étude ne s’intéresse qu’à la palourde japonaise. 

La classification phylogénétique des bivalves a été présentée dans la partie II.2. Le 

groupe des bivalves appelés également « lamellibranches », comprend actuellement environ 

12 000 espèces (Lecointre et Le Guyader, 2001).  

Dans la classification traditionnelle, la palourde japonaise Ruditapes philippinarum 

(Adams et Reeves, 1850) est un animal invertébré, de l’embranchement des mollusques et 

appartenant à la classe des bivalves (Linné, 1758). Elle a donc un corps mou et deux valves. 

C’est un bivalve hétérodonte (Neumayr, 1884) appartenant à l’ordre des Veneroidea (Adams 

et Adams, 1856), à la famille des Veneridae (Rafinseque, 1815) et au genre Ruditapes 

(Chiamenti, 1900). 

La synonymie de cette espèce est présente dans le tableau 4. 
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Tableau 4 : Synonymie de la palourde japonaise Ruditapes philippinarum, d’après (Parache, 

1982 ; Laruelle, 1999) et (Clemam, MNHN) 

Ruditapes philippinarum 

Tapes philippinarum 

 semidecussatus 

 denticulata 

 indica 

 grata 

 quadriradiata 

 violascens 

 japonica 

Venerupis philippinarum 

 japonica 

Venus semidecussatus 

 semidecussata 

 japonica 

Amygdala semidecussata 

 philippinarum 

Paphia bifurcata 

 

3. 1. 2. L’origine géographique et la répartition de la palourde japonaise 

La figure 24 représente l’aire de répartition de la palourde japonaise R. philippinarum. 

Cette espèce est originaire de l’Indopacifique. Elle est présente dans cet océan depuis le 

Pakistan (30°N, 65°E) jusqu’aux iles Kouriles (65°N, 150°E) (Ponurovsky et Yakovlev, 

1992). Elle occupe également toute la zone nord de l’Atlantique et de la Méditerranée 

comprise entre les longitudes 30° W et 35° E et les latitudes 12 et 61°N (figure 24) (Paillard, 

2004a). Dans un but de développement et de diversification aquacole, la palourde japonaise a 

été introduite pour la première fois aux îles Hawaii en 1929 (Yap, 1977), puis 

accidentellement en 1936 en Oregon et en Colombie britannique où des populations naturelles 

se sont installées (figure 24, côte nord-ouest des Etats-Unis) (Quayle, 1951 ; Bourne, 1982). 

La palourde japonaise a ensuite été introduite pour l’exploitation aquacole en France 

entre 1972 et 1975, en Angleterre en 1980, en Espagne et en Italie en 1985, en Norvège en 
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1987, et récemment en Irlande en 1997 (Breber, 1985 ; Flassch et Leborgne, 1992 ; Paillard, 

2004a). La principale raison de l’importation de cette espèce est sa performance de croissance 

supérieure à celle de la palourde européenne R. decussatus. Les géniteurs introduits en France 

et en Grande Bretagne pour la production aquacole sont issus de la côte ouest des Etats-Unis. 

L’origine des palourdes des autres pays européens est difficile à déterminer car les transferts 

de ce coquillage par les écloseurs et les producteurs de palourdes aquacoles appelés 

« vénériculteurs » sont très nombreux. 

A partir de 1988, cette espèce s’est adaptée à son nouvel environnement et sa 

reproduction en milieu naturel à permis la colonisation de la majorité des baies de la côte 

atlantique française ainsi que la côte des autres pays européens où elle a été cultivée. Ainsi 

elle est présente sur la côte sud de l’Angleterre (Humphreys et al., 2007), la côte atlantique 

espagnole avec les rias, ainsi que les côtes méditerranéennes et adriatiques (Cesari et 

Pellizzato, 1990 ; Laruelle, 1999). Par ailleurs, des cultures expérimentales ont été menées 

ponctuellement dans quelques autres coins du globe : aux îles vierges (Caraïbes, Tahiti) 

(Ponurovsky et Yakovlev, 1992), en Russie en 1984-1985 (Ponurovsky, 2002), en Tunisie 

(Cesari et Pellizzato, 1990), en Belgique, en Israël (Ponurovsky et Yakovlev, 1992 ; Paillard, 

2004a), en Norvège (Mortensen et Strand, 2000 ; Paillard et al., 2008), en Californie et au 

Maroc (Paillard, 2004a). 

90°N

40°N
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40°S

60°S
0° 180°E180°O 90°E90°O  

Figure 24 : Aire de répartition de la palourde Ruditapes philippinarum dans le monde et dates 

d’introduction, d’après (Paillard, 2004a) 
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La palourde japonaise est présente préférentiellement dans les baies et les estuaires 

peu profonds. Elle est capable de tolérer des dessalures complètes et temporaires, comme 

lorsque la mer se retire lors des grandes marées de vives eaux et qu’il pleut, ou bien qu’il y a 

des ruissellements d’eaux douce (Flye Sainte Marie, 2007).  

La répartition bathymétrique de la palourde japonaise se situe à faible profondeur. En 

effet, ce bivalve vit dans les sédiments de l’estran, de 2,5 à 1m au dessus de zéro des cartes, 

soit au niveau de la pleine mer des marées de vives eaux, jusqu’à quelques mètres de 

profondeur en zone subtidale. Il vit également dans les sédiments des lagunes et des claires 

(Quéro et Vayne, 1998 ; Flye Sainte Marie, 2007).  

La tolérance de la palourde japonaise au niveau de sa répartition granulométrique est 

relativement grande car elle est présente dans des sédiments de types sable grossier, sable fin, 

gravier envasé et vase, ainsi que dans les herbiers de Zostera noltii (Flye Sainte Marie, 2007). 

La profondeur de son enfouissement est proportionnelle à sa taille. Elle dépend aussi des 

saisons et de l’oxygénation du sédiment. Elle atteint en moyenne 7 cm, mais peut aller jusqu’à 

10 cm (Quéro et Vayne, 1998). 

Cette espèce est très résistante aux variations des paramètres de l’environnement (t°, 

S%0, oxygénation et exondation) dans la mesure où elles ne sont ni trop fortes, ni durables. 

Cette espèce montre une aire de répartition thermique très étendue (figure 24) car elle a une 

gamme de tolérance thermique très large : de 10 à 30°C, même si la température optimale 

pour sa croissance est comprise entre 20 et 24°C. Par ailleurs, la salinité préférentielle de cette 

espèce est de l’ordre de 12 à 32 %0 et le taux d’oxygène dissous ne doit pas être inférieur à 

80% (Quéro et Vayne, 1998 ; Solidoro et al., 2000). 

3. 1. 3. La production 

Comme beaucoup d’autres bivalves tels que l’huître Crassostrea gigas, l’amande de 

mer Glycymeris glycymeris, la coquille Saint Jacques Pecten maximus, la praire Venus 

verrucosa, la moule Mytilus edulis et la palourde européenne Ruditapes decussatus, la 

palourde japonaise R. philippinarum est comestible et donc exploitée dans le milieu naturel ou 

en aquaculture ; appelée également « conchyliculture » : élevage de bivalves ou 

« vénériculture » : élevage de vénéridae. C’est l’une des espèces de bivalves les plus produites 

en aquaculture dans le monde. La forte valeur marchande de la palourde japonaise, ses 

performances de croissance, sa large tolérance en termes de sédiment, de salinité et de 
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température ont fait d’elle une espèce cible de la conchyliculture. La figure 25 représente 

l’évolution des tonnages mondiaux de palourdes japonaises capturées dans le milieu naturel 

ou produites par la vénériculture. 
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Figure 25 : Capture globale et production aquacole globale de Ruditapes philippinarum dans 

le monde (tonnes/ an) (FAO fisheries statistis www.fao.org) 

En 2007, plus de 3 088 597 tonnes de palourdes ont été produites dans le monde par 

l’aquaculture (3 044 057 t soit 3 044 091 000 US$) et la pêche (44 540 t). La production de 

palourdes japonaises par la conchyliculture a commencé à croitre exponentiellement depuis 

environ 1985. C’est à ce même moment que sa capture globale a baissé (figure 25) (FAO 

fisheries statistis www.fao.org). 

En comparaison, le tonnage mondial des palourdes (aquaculture et capture) est 

compris entre celui des huîtres et celui des moules. En effet, 4 268 411 tonnes d’huîtres 

Crassostrea gigas, 289 709 tonnes de moules Mytilus edulis et 52 480 tonnes de coquilles 

Saint Jaques Pecten maximus ont été produites en 2007 dans le monde (FAO fisheries statistis 

www.fao.org).  

La palourde japonaise a donc un impact économique et social important pour les pays 

qui la cultivent. De plus, au niveau de sa valeur marchande, son prix au kilo est environ trois à 

quatre fois plus élevé que celui des moules et des huîtres (Goulletquer, 2006). La grande 
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majorité de la production de palourdes (aquaculture et capture) provient des pays asiatiques, 

avec la Chine qui assure 97.2 % de la production mondiale (2 957 346 tonnes de palourdes en 

2007). Les autres plus grands pays producteurs (151 711 tonnes de palourdes sans la Chine) 

sont dans l’ordre décroissant l'Italie (61 724 t), le Japon (35 900 t), la Corée du Sud (27 459 t), 

les Etats-Unis (3 882 t), l’Espagne (1 250 t) et la France (540 t) (FAO fisheries statistis 

www.fao.org). Des problèmes de maladies comme la maladie de l’anneau brun ou la 

parasitose de Perkinsus affectent la production de certains pays comme la France ou la Corée 

du Sud (Goulletquer, 2006). La production européenne représente environ 2,1 % (63 858 

tonnes en 2007) de la production mondiale. Les pays leaders en Europe pour la production de 

palourdes sont l'Italie (96,7 %), l'Espagne (2,0 %) et la France (0,8 %) (FAO fisheries statistis 

www.fao.org). 

Depuis 50 ans, la production mondiale de toutes les espèces de palourdes a augmenté 

d'un facteur 14,2 et la production européenne d'un facteur 6,6. Cette augmentation est 

principalement due à l'élevage extensif de la palourde japonaise Ruditapes philippinarum en 

Chine. Au Japon, la production de palourdes issues de l’aquaculture est traditionnelle. En 

effet dès 1941, 64 766 tonnes provenaient déjà des cultures contre 41 377 tonnes de pêche 

(Cahn, 1951). Sur l'ensemble de la production de palourdes en Europe en 2007, 95 % sont 

assurés par l'aquaculture de la palourde japonaise R. philippinarum (FAO fisheries statistis 

www.fao.org). 

L’introduction de la palourde japonaise en Europe et sa prolifération au sein des bancs 

de palourdes européennes, a transformé à grande échelle la structure des communautés 

benthiques et les activités de pêche côtière en Europe. Avant l’introduction de la palourde 

japonaise en Europe, la palourde européenne R. decussatus était pêchée le long de la façade 

atlantique européenne en utilisant principalement des pratiques traditionnelles. En effet, la 

distribution agrégative dans des milieux rocailleux de cette espèce n’a jamais favorisé le 

développement d’une mécanisation importante. L’essentiel des R. decussatus était alors 

produit par l’Espagne, le Portugal et la France, notamment dans le Golfe du Morbihan et 

l’étang de Thau (1962-1972). 

En 1972, la palourde japonaise a été introduite en France (Flassch et Leborgne, 1992). 

Dès les années 1980 en France, la conchyliculture de cette espèce prit son essor suite à la mise 

en place de protocoles de cultures en fermes aquacoles au niveau larvaire et du naissain 

(Lucas, 1976, 1977) et de projets régionaux et nationaux, notamment à Landéda, à l’île Tudy 
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et à Marennes Oléron (Flassch et al., 1992 ; Flassch et Leborgne, 1992). De tels essais 

d’aquaculture ont également été tentés dans le reste de l’Europe. Cependant la Maladie de 

l’Anneau Brun (MAB) est apparue et a enrayé cette production aquacole. En France, suite à 

cette maladie, la production de palourdes japonaises est passée de 500 tonnes en 1987 à 200 

tonnes en 1989, dont plus de la moitié venait de la région des abers (Landéda, Nord Finistère) 

(figure 26). Des populations naturelles de palourdes japonaises se sont ensuite installées vers 

1989-1990 dans certaines vasières du littoral atlantique comme le Golfe du Morbihan, la baie 

d’Arcachon (Robert et Deltreil, 1990) et Marennes Oléron (Goulletquer, 1989). En 1990, le 

tonnage pêché du golfe du Morbihan était d’environ 3000 tonnes. Il était alors l’un des sites 

les plus productifs français alors que les premières colonies naturelles avaient été répertoriées 

par des chercheurs de la station biologique de Bailleron seulement six années plus tôt, en 

1984 (Le Pennec, 1999). 

Depuis la fin des années 1990, la vénériculture s’est réimplantée dans certains sites 

comme celui des Iles Chausey, où la maladie de l’anneau brun se développe très peu et où la 

mécanisation de l’élevage est possible, assurant ainsi une bonne rentabilité. 

 

Figure 26 : Récolte mécanique de palourdes japonaises à Landéda, Bouënnou, par le 

conchyliculteur Charles Avelines (photo C. Levasseur) 

 

 

 

© C. Levasseur 
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3. 1. 4. La biologie et l’écologie de la palourde japonaise 

3. 1. 4. 1. L’anatomie, la physiologie et l’alimentation 

 

Figure 27 : Anatomie interne d’une palourde japonaise Ruditapes philippinarum, dont la valve 

gauche est retirée (TP L2 UBO) 

Comme tous les mollusques, les palourdes japonaises sont des métazoaires 

triploblastiques coelomates comprimés latéralement et qui ont gardé leur symétrie bilatérale. 

Le cœlome est très réduit chez les adultes. Son corps ne présente pas de segmentation. 

La palourde japonaise Ruditapes philippinarum est un bivalve suspensivore. Elle est 

fouisseuse et endogée. En effet, elle vit enfuie à quelques centimètres dans le sédiment et 

présente deux siphons jointifs assez grands (un inhalant, un exhalant) ne se séparant qu’à 

quelques millimètres de leurs extrémités (figure 27). Cette caractéristique permet de 

différencier de façon fiable cette espèce de la palourde européenne R. decussatus (Quéro et 

Vayne, 1998 ; Flye Sainte Marie, 2007). L’eau nécessaire à sa nutrition est filtrée au niveau 

de l’interface eau–sédiment par ces siphons. La palourde japonaise se nourrit principalement 

de phytoplanctons, de microphytobenthos et de matières organiques particulaires et détritiques 

(Flye Sainte Marie et al., 2007). Cette nourriture est apportée par le courant d’eau créé par le 

siphon inhalant et par les battements de cils des branchies (figure 27). L’eau chargée de ses 

particules en suspension arrive dans la cavité palléale, puis est filtrée par les branchies qui ont 
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une forme de feuillets. Celles-ci trient les particules, les agglutinent puis les transportent 

jusqu’aux palpes labiaux grâce à l’activité mucociliaire (Quéro et Vayne, 1998). Elles 

assurent également la réparation. L’eau ainsi que les déchets sortent ensuite par le siphon 

exhalant. Comme chez tous les bivalves, le tube digestif de la palourde japonaise est assez 

simple et traverse le cœur au niveau de l’intestin. De plus, la bouche est entourée de 4 palpes 

labiaux ciliés. L’estomac contient un long caecum postérieur dans lequel se trouve le stylet 

cristallin et deux glandes digestives. Cet estomac est lié à l’hépatopancréas (Lecointre et Le 

Guyader, 2001). 

Le pied extensible est souvent musculeux et peut avoir plusieurs fonctions comme le 

déplacement. Deux muscles rétracteurs le relient au manteau. Dans cet organe se trouve la 

glande byssogène ainsi que l’organe d’équilibration. Les gonades sont présentes dans la masse 

viscérale, qui est en position dorsale par rapport au pied et qui sort ventralement des valves 

(Lecointre et Le Guyader, 2001). 

Le manteau a été décrit dans la partie 2. 4. 2. (encart P1) Par ailleurs, les muscles 

adducteurs assurent la fermeture de la coquille lorsqu’ils se contractent (Lecointre et Le 

Guyader, 2001). 

Le système circulatoire est semi-fermé et comprend des vaisseaux et des sinus. La 

circulation de l’hémolymphe dans ces structures est assurée par un cœur dorsal. Le péricarde 

entoure le cœur. Ce cœur est formé de 2 oreillettes et d’un ventricule propulsant 

l’hémolymphe dans 2 aortes (Lecointre et Le Guyader, 2001). 

Le système néphrétique est composé de 2 reins qui débouchent dans le péricarde. 

L’ « organe de Kèber », appelée également « glande périrectale », a été décrite par Kèber en 

1851. Il intervient dans la filtration et l’épuration du sang lors de son transit par le cœur. La 

cavité palléale est délimitée par le manteau. Elle est ouverte sur l’extérieur et les systèmes 

excréteurs et reproducteurs, ainsi que l’anus y débouchent (Lecointre et Le Guyader, 2001 ; 

Auffret, 2003).  

Le système nerveux des mollusques est composé d’un anneau entourant l’œsophage, 

de plusieurs paires de ganglions, d’une paire de cordons innervant le pied et d’une boucle 

palléale innervant le manteau et la masse viscérale. Il présente un degré moyen de fusion 

ganglionnaire (Lecointre et Le Guyader, 2001). 
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3. 1. 4. 2. La reproduction et le cycle de vie 

R. philippinarum est une espèce strictement gonochorique qui a une fécondation 

externe. Comme chez la plupart des Veneridae, ses gonades forment un tissu diffus à 

l’intérieur de la masse viscérale, autours du système digestif (figure 27) (Goulletquer, 2006). 

Sa période de reproduction varie en fonction des aires géographiques (Devauchelle, 1990 ; 

Goulletquer, 2006). Les palourdes sont matures dès l’âge de 2 ans, soit quand elles mesurent 

20 mm et même parfois 15 mm quand les conditions sont favorables (Quéro et Vayne, 1998 ; 

Laruelle, 1999 ; Flye Sainte Marie, 2007). 

La température et la nourriture sont les deux paramètres principaux influençant la 

gamétogénèse qui peut être initiée à 8-12°C (Mann, 1979 ; Laruelle et al., 1994 ; Laruelle, 

1999 ; Ngo et Choi, 2004 ; Park et Choi, 2004 ; Goulletquer, 2006) et s’accélère avec la 

hausse de température estivale de l’eau de mer. La durée de la gamétogénèse baisse de 5 à 2 

mois quand la température passe de 14 à 24°C (Devauchelle, 1990 ; Laruelle, 1999 ; 

Goulletquer, 2006). La palourde japonaise peut pondre dans cet écart de température, même si 

sa température optimale est située entre 20 et 22°C. La température de 12°C est le minimum 

en dessous duquel cette espèce ne peut pas pondre efficacement. Cependant, il existe des 

exceptions dans les eaux froides (Drummond et al., 2006). Par ailleurs, l’abondance de la 

nourriture influence la quantité de gamètes produites (Goulletquer, 2006). En aquaculture, les 

géniteurs ont au moins trois ans et présentent un bon état physiologique. Ils sont conditionnés 

avec une nourriture intense. La ponte est provoquée par une stimulation thermique. En 

général, les géniteurs femelles émettent leurs gamètes avant les males (Quéro et Vayne, 

1998). 

Sur la côte atlantique française, la ponte principale a lieu entre fin août et début 

septembre (Goulletquer, 1989 ; Robert et al., 1993 ; Laruelle, 1999). Dans cette période, 

l’ensemble des individus de la population pondent de façon synchrone. En fonction des 

conditions environnementales, plusieurs pontes “partielles” peuvent également avoir lieu 

entre fin mai et fin août (Laruelle, 1999 ; Calvez, 2003). Ces pontes ont lieu de façon 

asynchrone (Laruelle, 1999 ; Calvez, 2003) et semblent être inefficaces en terme de 

recrutement (Calvez, 2003). Au cours de l’automne (vers début octobre), une ponte tardive est 

parfois observée si les conditions physiologiques et environnementales sont propices, 

particulièrement quand la taille des palourdes est supérieure à 35 mm (Quéro et Vayne, 1998 ; 

Goulletquer, 2006).  
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Enfin, une période de repos sexuel est observée entre la fin de l’automne et le début de 

l’hiver (Goulletquer, 2006). 

Comme la plupart des bivalves marins, la palourde japonaise est une espèce à cycle 

méroplanctonique. Ses gamètes sont émis dans la masse d’eau où se produisent la fécondation 

des ovocytes et le développement larvaire. Les œufs fécondés mesurent 70 μm de diamètre 

(Pronnier, 1996). Comme tous les bivalves, les œufs de palourdes suivent une segmentation 

spiralée. Les premières divisions sont très inégales. De ce fait, après 2 divisions, une des 4 

cellules est plus grosse, c’est la cellule D. Cette cellule D se divise ensuite en cellules 

(micromère 2d) qui formeront la coquille (Marin et al., 2008). 

Au bout de 24 à 48 heures, l’œuf se transforme en une larve nageante et ciliée 

caractéristique appelée la « larve–D » ou la « larve trochophore ciliée ». Elle commence alors 

à se nourrir de phytoplancton (figure 28) (Helm et Pelizzato, 1990 ; Jones et Sanford, 1993 ; 

Lecointre et Le Guyader, 2001 ; Calvez, 2003). La phase de vie larvaire planctonique dure de 

10 à 15 jours (Jones et Sanford, 1993 ; Calvez, 2003), voire même 4 semaines (Goulletquer, 

2006). Pendant cette période, les larves sont dispersées de façon passive dans la masse d’eau 

(Calvez, 2003). La coquille a une origine ectodermique et les premières étapes de sa 

formation se déroulent pendant la phase trochophore (Le Pennec, 1978). Elle est produite par 

un groupe de cellules localisées sur la face postérieure des larves. Ces cellules définissent un 

« domaine coquillier » (Kniprath, 1981). Ce domaine coquillier est différencié à la fin du 

stade de gastrulation, soit lors de l’épaississement de la partie médiane de l’ectoderme dans la 

région dorsale post-trocale (Moor, 1983). Ensuite, les cellules du domaine coquillier 

s’invaginent (Kniprath, 1981) afin de produire la « glande coquillière transitoire » ou « glande 

préconchylianne ». L’invagination est une étape nécessaire pour permettre aux cellules 

présentes à la périphérie de la glande coquillière (cellules non internalisées durant 

l’invagination) de produire la membrane organique primaire. Cette membrane sera le premier 

support lors de la déposition des minéraux de carbonate de calcium et se transformera en 

périostracum. Dans l’étape suivante, la glande coquillière s’aplatie graduellement et/ou 

s’invagine. Puis suite à des divisions mitotiques, elle s’étend. Dans le même temps, elle se 

transforme en épithélium du manteau larvaire. Parallèlement, le périostracum primaire se 

développe (Marin et al., 2008). La biominéralisation primaire prend alors place entre ce 

périostracum et le domaine coquillier. La première coquille est donc sécrétée durant le stade 

trochophore et est appelée « prodissoconche I ». Elle est caractérisée par son aspect granulaire 

(Mao Che et al., 2001).  
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Comme pour tous les bivalves, le développement post embryonnaire de la palourde 

japonaise est indirect (Martoja, 1995). Il est caractérisé par la transformation de la « larve 

trochophore ciliée » en « larve véligère », et par la métamorphose de cette larve véligère en 

un juvénile. Lors de la première transformation, les larves acquièrent un vélum afin de 

pouvoir nager, d’où le nom « larve véligère ». Pendant cette transformation, une coquille 

« prodissoconche II » est sécrétée. Ceci marque un changement dans le régime sécrétoire. Ce 

stade est caractérisé par l’apparition des stries de croissance sur les valves. C’est pourquoi il 

semblerait que les cellules qui sécrètent la coquille « prodissoconche I » soient différentes de 

celles qui sécrètent la coquille « prodissoconche II » (Le Pennec, 1978 ; Mao Che et al., 

2001).  

Ensuite, les larves de palourdes japonaises passent au « stade pédivéligère » ou 

« juvénile » (200 μm), lors duquel elles sédimentent de façon passive et se fixent au substrat. 

Elles passent alors à un mode de vie benthique (figure 28) (Jones et Sanford, 1993 ; Marin et 

al., 2008). Cette métamorphose est profonde. Elle correspond à la disparition du vélum, au 

développement du pied d’où le nom « stade pédivéligère », et à l’organisation de la glande 

digestive et des organes reproducteurs (Bonar, 1976). A ce stade, les coquilles mesurent entre 

190 et 235 µm (Goulletquer, 2006). Durant ce stade larvaire, la coquille « dissoconche » est 

minéralisée (Le Pennec, 1978). Ce changement de sécrétion est marqué par une strie de 

croissance très marquée sur la coquille. Ces différentes étapes sur la formation de la coquille 

dans les stades larvaires sont depuis peu décrites aux niveaux enzymatiques et moléculaires 

chez les bivalves (Marin et al., 2008). 

Beaucoup de facteurs environnementaux régulent le succès de la sédimentation de ces 

larves dans le milieu naturel comme la température, la salinité et les courants. Par ailleurs, le 

mouvement des larves dépend principalement des courants dynamiques et des marées 

(Goulletquer, 2006). Ces post-larves ont un processus de sélection active du substrat au cours 

de la fixation (Calvez, 2003). En effet, les densités les plus fortes de juvéniles (8 à 12 mm) 

sont souvent trouvées dans les zones sableuses par rapport aux zones vaseuses (Flye Sainte 

Marie, 2007). L’addition de graviers ronds et de petits cailloux peut faciliter le recrutement de 

cette espèce. En effet, la larve s’attache avec son byssus au fond, sur un caillou ou un 

morceau de coquille (Goulletquer, 2006).  
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Figure 28 : Stades larvaires de la palourde japonaise Ruditapes philippinarum, a. : Larves D, 

100 µm x 80 µm, b. : Larves véligères de 8 jours, 120 µm x 100 µm, c. : Larves véligères à 

umbo proéminant, d. : Larves pédivéligères de 16 jours, 200 µm x 190 µm, e. : Jeunes 

dissoconques et f. : Dissoconques de 30 jours, 300 µm x 300 µm d’après (Le Pennec, 1978) 

La taille commerciale de la palourde japonaise est de 35 mm. Les palourdes de cette 

taille issues de la vénériculture, ont environ un an et demi lorsqu’elles vivent en claires et un 

peu moins lorsqu’elles vivent sur l’estran (Quéro et Vayne, 1998). La longueur maximale 

estimée dans la littérature se situe entre 46 mm (Robert et al., 1993) et 67 mm (spécimen de 

Norvège) sur les côtes atlantiques françaises (Flye Sainte Marie, 2007 ; Paillard et al., 2008). 

Il semble donc que la taille maximale atteinte par R. philippinarum soit plutôt de l’ordre de 70 

à 80 mm (Gosling, 2003 ; Flye Sainte Marie, 2007). 

3. 2. La biominéralisation de la palourde japonaise 

La biominéralisation de la palourde japonaise suit les mécanismes de formation des 

coquilles de bivalves, gastéropodes et céphalopodes (cf. 2. 4.). Il y a cependant quelques 

spécificités qui ont été décrites précédemment dans les encarts violets (P1-P4), notamment sur 

la morphologie du manteau, du périostracum et de la coquille, ainsi que sur la délimitation des 

espaces extrapalléaux de la palourde. 

a b c 

d e f 
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3. 3. La Maladie de l’Anneau Brun (MAB) et ses altérations 

sur la biominéralisation de la palourde japonaise 

3. 3. 1. L’historique et la répartition 

Entre le printemps et l’été 1987, des mortalités intensives de palourdes japonaises 

juvéniles et adultes ont été observées dans le bassin vénéricole des Abers sur le site de 

Landéda (nord Finistère), lequel était alors le premier site d’élevage de palourdes en France 

(500 tonnes en 1987) (Paillard et Maes, 1990 ; Flassch et al., 1992). Ces mortalités étaient 

associées à un syndrome caractéristique : la présence d’un dépôt brun sur la périphérie de la 

face interne des valves (figure 30) (Paillard et Maes, 1990). Cette maladie a alors été nommée 

« la Maladie de l’Anneau Brun » (MAB). En 1989, Christine Paillard et Philippe Maes ont 

découvert l’agent éthologique responsable de cette maladie : une bactérie nommée Vibrio 

tapetis (Paillard et Maes, 1990 ; Borrego et al., 1996).  

Les bactéries du genre Vibrio sp. sont bien connues pour être la cause de pathologies 

chez de nombreux organismes, notamment chez l’homme. Par exemple, V. cholerae induit le 

cholera : une maladie infectieuse épidémique caractérisée par des diarrhées brutales et très 

abondantes (Colwell, 2004), V. parahaemolyticus est responsable de gastroentérites liées à la 

consommation de coquillages (comme les huîtres), de crustacés (comme les crabes) et de 

poissons crus (Makino et al., 2003), et V. vulnificus cause des infections sévères suite à des 

blessures ou à l’ingestion de fruits de mer contaminés, pouvant entrainer la mort des individus 

sensibles en 24 à 48h (Johnston et Brown, 2002). 

Ce genre présente également de nombreux pathogènes chez les organismes marins. Par 

exemple, V. anguillarum et V. salmonida affectent plus d’une cinquantaine de poissons dont 

l’anguille Anguilla anguilla et les saumons du Pacifique et de l’Atlantique Oncorhynchus sp. 

et Salmo solar (Thompson et al., 2004 ; Lopez et Crosa, 2007). Un autre exemple est le 

blanchiment des coraux, une maladie caractérisée par la perte du symbionte algale 

photosynthétique de type zooxanthelle et qui est associée au réchauffement climatique. Cette 

maladie aurait été associée à des bactéries pathogènes que sont V. coralliilyticus en mer 

Rouge et V. shiloi en mer Méditerranée (Banin et al., 2003 ; Ben-Haim et al., 2003). Les 

crustacés comme les crevettes, sont également très affectés par des Vibrios comme V. 

penaeicida, V. nigripulchritudo et V. harveyi (Le Moullac et al., 1997 ; Goarant et al., 2000 ; 

Goarant et Merien, 2006). Les bivalves sont également touchés par ce genre, telles que les 

huîtres et avec V. tubiashii, V. alginolyticus et V. anguillarum, les myes avec V. splendidus et 
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V. aesturianus et la coquille Saint Jacques avec V. pectinicida (Lacoste et al., 2001a ; Lacoste 

et al., 2001b ; Waechter et al., 2002 ; Paillard et al., 2004b). Les ormeaux sont également très 

touchés comme V. alginolyticus chez Haliotis rufescens (Anguiano et al., 1998) et V. harveyi 

chez H. tuberculata (Nicolas et al., 2002), H. diversicolor supertexta (Nishimori et al., 1998) 

et H. rubra (Handlinger et al., 2005).  

Jusqu'aux années 1980, les maladies décrites chez les bivalves étaient principalement 

causées par des protozoaires comme Bonamia spp., Marteilia spp. et Perkinsus spp. et des 

virus (Lauckner, 1983 ; Sinderman, 1990). Les premières maladies d'origine bactérienne 

connues ont été décrites chez les larves d’élevage. Elles provoquaient alors d'importantes 

mortalités (Lauckner, 1983 ; Sparks, 1985 ; Sinderman, 1990 ; Bower et al., 1994 ; 

McGladdery, 1999 ; Paillard et al., 2004b). Par la suite, trois maladies d’origine bactérienne 

affectant des bivalves adultes et juvéniles ont été décrites et leurs étiologies ont été totalement 

démontrées. Elles sont (1) la nocardiose chez l'huître du pacifique Crassostrea gigas 

(Friedman et al., 1991 ; Friedman et Hedrick, 1991), (2) la Maladie de l'Anneau Brun (MAB) 

chez les palourdes Ruditapes philippinarum et R. decussatus (Paillard et al., 1989 ; Paillard et 

Maes, 1990) et (3) la maladie des juvéniles d’huîtres Crassostrea virginica, « Juvenile Oyster 

Disease (JOD) » (Bricelj et al., 1992 ; Paillard et al., 1996 ; Boettcher et al., 1999, 2000 ; 

Ford et Borrero, 2001). La MAB a été la première maladie bactérienne affectant un bivalve 

adulte décrite en Europe. Depuis lors, d’autres pathologies dont l’origine bactérienne a été 

suspectée, ont été décrites. C’est par exemple le cas des anomalies de calcification de type 

anneau brun rencontrées chez deux espèces d'huîtres perlières Pinctada maxima et P. 

margaritifera (Pass et al., 1987 ; Marin et Dauphin, 1991), et du phénomène de mortalités 

estivales chez l'huître Crassostrea gigas associé au Vibrio splendidus (Lacoste et al., 2001a ; 

Lacoste et al., 2001b ; Waechter et al., 2002) et au V. aestuarianus (Labreuche et al., 2006a ; 

Labreuche et al., 2006b).  

La MAB a complètement décimé les cultures de palourdes en Bretagne. Aujourd’hui, 

la prévalence de la MAB est restée à un haut niveau sur le site de Landéda, c’est pourquoi la 

culture de palourdes n’a toujours pas été restaurée sur ce site (Paillard, 2004b). 

Depuis 1987, la MAB s’est étendue le long des côtes françaises. Les symptômes 

(anneaux bruns) associés à d’importantes mortalités ont été rapidement signalés tout au long 

du littoral atlantique français. En effet, ils ont été signalés en 1988 dans le bassin de Marennes 
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Oléron (Goulletquer, 1989) et en 1989 dans le bassin d’Arcachon (figure 29) (Robert et 

Deltreil, 1990).  

La MAB chez les palourdes japonaises s’est également étendue le long de la façade 

Atlantique de toute l’Europe, et plus rarement dans les mers Méditerranéenne et Adriatique, à 

cause des transferts de palourdes pour l’aquaculture. Le symptôme de la MAB a été détecté en 

Espagne en 1993, en Grande Bretagne en 1997, en Irlande en 1998, en Italie en 1990, en 

Tunisie en 2000, en Corée du Sud en 2003 et en Norvège en 2003 (figure 29) (Paillard, 

2004a). Par ailleurs, la MAB n'a encore jamais été identifiée sur la côte ouest des Etats-Unis 

et du Canada, là où la palourde japonaise avait été initialement introduite en 1936. 
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Figure 29 : Répartition de Ruditapes philippinarum en vert et de la Maladie de l’Anneau Brun 

en rouge, ainsi que ses dates d’apparition (Paillard, 2004a) 

3. 3. 2. Le pathogène Vibrio tapetis 

L’approche de l’étiologie qui a été menée pour identifier l’agent pathogène de la MAB 

a repris les principes des 4 postulats de Koch. Ils ont tous été prouvés. 

La démarche a consisté en (1) la description des symptômes caractéristiques ou 

« pathogénèse », (2) la démonstration de la transmissibilité des symptômes caractéristiques, 

(3) la démonstration qu’une souche isolée à partir d’un individu malade est capable de 

reproduire expérimentalement le symptôme caractéristique sur des animaux sains et (4) la 
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détection de l’agent étiologique chez des animaux rendus malades expérimentalement et chez 

des individus malades provenant de sites géographiques différents (Paillard et Maes, 1990). 

L’agent pathogène a été identifié en 1990 à Landéda (Nord Finistère, France). C’est 

une bactérie qui a été nommée Vibrio Prédominant 1 ou VP1 dans un premier temps, puis 

Vibrio tapetis (Paillard et Maes, 1990 ; Borrego et al., 1996). Voici la position systématique 

de cette bactérie :  

Phylum : Proteobacteria (Stackebrandt et al., 1986) 

Classe : Gammaproteobacteria 

Ordre : Vibrionales 

Famille : Vibrionaceae (Véron, 1965).  

Depuis l'apparition de la maladie en 1987 à Landéda (Finistère nord, France), 34 

souches de V. tapetis ou « variants » ont été isolées de la palourde japonaise, mais aussi 

d’autres bivalves et de poissons, et ce en différents lieux géographiques. En effet, des souches 

de V. tapetis ont été isolées un peu partout en Europe : France, Italie, Espagne (Castro et al., 

1992), Ecosse (Reid et al., 2003a) et Norvège (Jensen et al., 2003). Une partie importante de 

ces souches a été caractérisée au niveau phénotypique et génétique et leur pathogénicité a été 

confirmée in vivo (Paillard et Maes, 1990 ; Maes, 1992 ; Paillard, 1992 ; Choquet, 2004). Ces 

souches ont été principalement isolées de la palourde japonaise, mais aussi de la palourde 

européenne R. decussatus, de la palourde rose Tapes rhomboïdes, de la dosyne Dosinia 

exoleta (Le Chevalier et al., Comm. Pers.), et des poissons : du flétan d’Atlantique 

Hippoglossus hippoglossus (Reid et al., 2003a) et du crénilabre commun Symphodus melops 

(Jensen et al., 2003). 

Deux hypothèses existent pour expliquer l’émergence de cette maladie. Soit V. tapetis 

a été introduit en Europe en même temps que son hôte la palourde japonaise. Mais une souche 

apparentée au V. tapetis n’a été trouvée en Corée du Sud qu’en 2003 (Park et al., 2006). Soit il 

a toujours été présent sur les côtes européennes, en tant que parasite de la palourde 

européenne R. decussatus. Il aurait co-évolué avec elle, puis aurait parasité la palourde 

japonaise introduite qui se serait mal adaptée à ce pathogène, provoquant ainsi une épizootie 

(Paillard, 2004a). 
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3. 3. 3. Le mécanisme de la MAB 

La MAB est une maladie bactérienne affectant l'élaboration de la coquille chez la 

palourde japonaise. 

3. 3. 3. 1. Les étapes de la colonisation 

Dans un premier temps, le Vibrio tapetis entre dans la cavité palléale de la palourde 

japonaise ou dans ses siphons, puis se pose sur la surface externe du périostracum (figure 30 

a.). Il colonise alors la périphérie de la couche interne de la coquille, le bord du manteau et le 

périostracum qu’il altère (figure 30 b.) (Paillard, 1992 ; Paillard et Le Pennec, 1993 ; Paillard 

et al., 1994 ; Paillard et Maes, 1995a, b). Dans le milieu naturel, l’infection commence 

majoritairement par la zone sinusale. Le V. tapetis adhère au périostracum en utilisant ses pilis 

puis induit des altérations au sein de cette couche organique. Le périostracum dégradé devient 

alors pigmenté avec une couleur brune. La lame périostracale montre alors des altérations 

typiques comme des couches organiques additionnelles riches en vacuoles et des débris 

cellulaires s'intercalant entre la couche de matrice fibreuse et le périostracum (Paillard et 

Maes, 1995a). Comme la lame périostracale est nécessaire à la biominéralisation (cf. 2. 4. 3.), 

un animal atteint de la MAB montre un ralentissement voire un arrêt de la croissance. En 

conséquence, des déformations de la coquille, comme des ondulations, sont souvent visibles 

localement sur le bord externe des valves (Paillard, 2004a). 

 

Figure 30 : Etapes de la formation du dépôt brun lors de la Maladie de l’Anneau Brun chez la 

palourde japonaise Ruditapes philippinarum. a. Entrée du Vibrio tapetis entre les valves de la 

palourde vers la cavité palléale, b. Colonisation du V. tapetis sur la couche interne de la 

coquille au niveau de la lame périostracale ; vue d’un animal vide, c. Apparition du dépôt 

brun sur la zone infectée ; vue d’un animal vide 

 

 

a. b. c. 
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3. 3. 3. 2. Les étapes de la formation de l’anneau brun 

En plus de la dégradation du périostracum, la multiplication des bactéries au sein de la 

lame périostracale provoque chez l’hôte la production et l’accumulation d’une matrice 

organique coquillière brune appelée « conchioline » sur la face interne des valves, recouvrant 

ainsi la zone affectée par les bactéries (Paillard et al., 1994 ; Paillard et Maes, 1995a, b). Cette 

conchioline est insoluble dans l’eau, dans les solutions salines et dans les solvants organiques 

(Fremy, 1855 ; Grégoire et al., 1955). Cette matrice coquillière ainsi que les macromolécules 

du périostracum constituent un dépôt brun qui est souvent localisé entre la ligne palléale et le 

bord de la coquille (Paillard, 2004a). Elle forme ainsi un anneau brun, d’où le nom donné à 

cette maladie (figure 30 c.) (Paillard et al., 1989). Ce dépôt brun présente une composition 

biochimique différente de la matrice coquillière saine (Goulletquer, 1989). Dans les premiers 

stades de formation, ce dépôt peut être microscopique. Il est alors soit sous forme de petites 

taches brunes, soit sous forme d’un film organique constitué de quelques lamelles de 

coloration brun clair (Paillard, 2004a). Puis ce dépôt brun devient plus épais et apparaît au 

MEB comme très organique (Paillard et Maes, 1995a, b) et colonisé parfois par des 

proliférations bactériennes (Paillard et al., 1994 ; Paillard et Maes, 1995b). Il est alors 

constitué de nombreuses lamelles organiques empilées, qui lui confèrent une structure 

feuilletée. Par ailleurs, plus il est épais, plus sa coloration est brune.  

Quand le dépôt est très épais, le bourrelet externe du bord du manteau a souvent un 

aspect boursouflé, signe externe de lésions telles que la desquamation ou l’hypertrophie de 

l’épithélium palléal (Paillard, 1992). 

Cet anneau brun provient d’une part de la dégradation de la lame périostracale et 

d’autre part d’une matrice organique appelée « conchioline » et sécrétée par la palourde pour 

se défendre. 

Le processus de défense "externe" de la palourde japonaise peut être décomposé en 

deux étapes. La première consiste en l'enrobage des bactéries par des couches de périostracum 

et de conchioline. Le deuxième mécanisme est le recouvrement de ce dépôt organique par des 

couches coquillières (cf. 3. 4.) (Paillard et al., 1994). Les enzymes et les molécules impliquées 

dans la cascade phenoloxydase (enzymes et mélanine) interviendraient dans la première étape 

afin de limiter l'invasion des agents pathogènes dans le milieu interne (Paillard, 1992, 2004a). 

La présence de ce dépôt brun sur la face interne des valves est un phénomène de 
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reconnaissance du corps étranger V. tapetis par l'hôte. Cette première barrière à l'infection est 

une réponse immunitaire à part entière (Paillard, 2004a). 

D’autres maladies affectant les bivalves ont pour conséquence des dépôts de 

conchioline sur la face interne des coquilles, par exemple après une infection de Tapes aurea 

par le trématode Meiogymnophalus fossarum (Bartoli, 1974) ou de Crassostrea virginica 

(Juvenile Oyster Disease) par la bactérie Roseovarius crassostreae (Bricelj et al., 1992 ; 

Paillard et al., 1996 ; Ford et Borrero, 2001 ; Paillard et al., 2004b ; Maloy et al., 2007).  
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3. 3. 3. 3. Les étapes de la transmission du Vibrio tapetis aux 

tissus mous 
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Figure 31 : a. Les stades de progression de la Maladie de l’Anneau Brun chez la palourde 

Ruditapes philippinarum ; A. colonisation de la lame périostracale, B. colonisation du 

compartiment extrapalléal périphérique, C. colonisation du compartiment extrapalléal central 

et D. colonisation des tissus de la palourde et mort (Paillard, 2004b ; Flye Sainte Marie, 

2007). b. Coupe transversale du bord du manteau et de la coquille décalcifiée d’une palourde 

présentant un anneau brun, be : bourrelet externe, bi : bourrelet interne, bm1 : bourrelet 

médian primaire, bm2 : bourrelet médian secondaire, ci : couche interne coquillière, cpr : 

couche prismatique coquillière, d : dépôt brun, ip : impression palléale, lp : lame 

périostracale, p : périostracum, sp : sillon périostracal d’après (Paillard, 1992) 

b. 

200µm 

a. 

200µm 
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La progression de la maladie de l’anneau brun est illustrée par la figure 31 (Paillard, 

2004b). Dans un premier temps, le pathogène V. tapetis adhère au périostracum (figures 30 b. 

et 31 a.A). Cependant, la maladie ne se développe qu’après pénétration du pathogène dans les 

fluides extrapalléaux. Les fluides extrapalléaux périphériques sont colonisés en premier 

(figure 31 a.B). C’est à ce stade que l’interaction entre les bactéries et le manteau et le 

périostracum induit la formation du dépôt brun (figure 30 c.). Les fluides extrapalléaux 

centraux peuvent également être colonisés si la progression de la maladie est importante. La 

formation du dépôt brun continue alors (figure 31 a.C). Si la progression en reste là, le V. 

tapetis se comporte comme un microparasite externe. Deux voies d’entrées parallèles dans le 

système hémolymphatique existent pour le V. tapetis. Soit il entre par des lésions qui 

apparaissent au niveau du manteau qui est en contact avec l’anneau brun. Soit il entre 

directement dans un autre tissu à travers des lésions et à partir de la cavité palléale. Dans ces 2 

cas, le V. tapetis pénètre dans le système hémolymphatique, et colonise tous les tissus. La 

palourde meure alors rapidement par septicémie (figure 31 a.A) (Allam et al., 2002 ; Paillard, 

2004b). 

Des lésions branchiales et de la glande digestive sont parfois observées chez les 

palourdes malades, notamment quand la maladie est bien avancée (Plana et Le Pennec, 1991 ; 

Paillard, 1992 ; Plana, 1995 ; Allam et al., 2002). Quand elle est bien développée (CDS 

supérieur ou égal à 4, cf. 3. 3. 4.), cette maladie affecte également le taux de filtration, la 

respiration et donc le métabolisme énergétique de la palourde (Flye Sainte Marie, 2007).  

 De plus, l’activité d’enfouissement des palourdes dans le sédiment est également 

affectée aux stades les plus élevés de la MAB. De ce fait, les palourdes les plus malades sont 

souvent retrouvées à la surface du sédiment (Goulletquer, 1989 ; Paillard, 1992). Ces 

palourdes qui ont une charge en V. tapetis importante (100 fois plus en moyenne qu’une 

palourde enfouie), sont plus accessibles aux prédateurs. Elles seraient donc une source de 

contamination et de dissémination du pathogène, notamment par l’intermédiaire des poissons 

mangeurs de palourdes comme les vieilles (Paillard, comm. pers.). 

En milieu naturel, le développement de la MAB est associé à une baisse de la taille, du 

poids et des indices de condition (poids sec de chair/poids de la coquille), notamment pendant 

les périodes de mortalités hivernales ou estivales (Goulletquer, 1989 ; Paillard, 1992 ; Paillard 

et al., 1994). Une infection par V. tapetis in vitro induit un amaigrissement et une baisse de la 

teneur en glycogène de la chair (Plana, 1995 ; Plana et al., 1996). Ce polysaccharide est le 
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composé principal de réserve chez les mollusques (Gabbot, 1976, 1983 ; Lucas, 1993). Le 

développement de la MAB affecte donc de façon importante le bilan énergétique de l’hôte. 

Ceci est d’autant plus vrai que l’anneau brun est constitué de matrice organique coquillière 

très coûteuse énergétiquement (cf. 2. 4. 4. 5. ; 3. 3. 7.). 

3. 3. 4. La classification de la MAB  

3. 3. 4. 1.  Les stades de maladie ou Stades de Dépôt de 

Conchioline 

Les stades de développement et de réparation de la MAB peuvent être quantifiés en 

utilisant une typologie établie par Paillard et Maes (1994), et après des observations 

macroscopiques et microscopiques de la face interne des valves (figures 32 et 33). Les stades 

de la maladie ou de dépôt de conchioline (CDS Conchiolin Deposit Stage) prennent en 

compte l'extension et l’épaisseur du dépôt brun à l’aide d’une division des valves en zones 

(figure 32).  

 

Figure 32 : Localisation des différentes zones sur la face interne des valves de la palourde 

japonaise Ruditapes philippinarum. C : zone Centrale, Pa : zone Périphérique antérieure, Pv : 

zone Périphérique ventrale, Pp : zone Périphérique postérieure, S : zone Sinusale, sa : zone 

sub-articulaire (Paillard et Maes, 1994) 

L’échelle de classification de la maladie comprend 7 CDS. Le stade CDS 1 correspond 

à des palourdes ayant des points de dépôts bruns microscopiques. Ensuite, pour les stades 

suivants, les dépôts bruns sont visibles à l’œil nu. De plus, la valeur des CDS (du CDS 2 au 

CDS 7) croit avec l’extension et l’épaisseur du dépôt brun. Il commence à prendre une place 

significative dans la coquille à partir du stade CDS 4. Le stade CDS 0 correspond à des 

palourdes sans dépôt brun visible à la loupe binoculaire. 
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Ces stades peuvent ensuite être regroupés en Groupes de Dépôts de Conchioline 

(CDG) : CDG 0 = CDS 0, CDG 1 = CDS 1 et 2, CDG 2 = CDS 3, CDG 3 = CDS 4 à 7.  

 

Figure 33 : Echelle de classification des symptômes de la Maladie de l’Anneau Brun établie 

par Paillard et Maes (1994). Seuls les dépôts les plus fréquemment observés de chaque stade 

ont été représentés 

3. 3. 4. 2.  Les Stades de Réparation Coquillière 

Cinq stades de réparation coquillière (Shell Repair Stage, SRS) ont également été 

décrits (Paillard et Maes, 1994). Le stade SRS 0 correspond à des palourdes malades n’ayant 

pas commencé leur processus de réparation. Le stade SRS 1 correspond à des palourdes 

malades qui commencent leur processus de réparation coquillière en déposant des petits amas 

calcifiés sur les dépôts bruns. Pendant le SRS 2, ces points s’étendent pour devenir des 

plaques calcifiées. Les palourdes sont en stade SRS 2,5 quand les dépôts bruns sont presque 

entièrement recouverts de cristaux. Ce stade a été ajouté en 2004 (Paillard, 2004b). Le stade 

SRS 3 correspond à la réparation complète de la coquille par des couches calcifiées. Les 

dépôts bruns ne sont visibles que par transparence. 

3. 3. 4. 3. Les phases de la Maladie de l’Anneau Brun 

Cinq phases de la MAB ont été définies en fonction du stade de maladie et du stade de 

réparation d’une palourde. Les individus sont en phase 0 quand ils n’ont jamais été affectés 

par la maladie. Ils sont en phase 1 quand ils sont malades mais n’ont pas débuté leur 

processus de réparation. Ils sont en phase 2 quand ils sont malades et qu’ils ont commencé 

leur processus de réparation mais ne l’ont pas fini. Enfin, ils sont en phase 3 quand ils ont 

totalement terminé leur processus de réparation (Paillard et Maes, 1994). La phase 2,5 a été 

créée en 2004. Elle correspond aux palourdes ayant un SRS de 2,5 (Paillard, 2004b). 
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3. 3. 5. La réponse immunitaire face à la Maladie de l’Anneau Brun 

La réponse immunitaire des palourdes japonaises affectées par la MAB a été très 

étudiée, notamment avec l’analyse des paramètres hémocytaires. Ceci est particulièrement dû 

au développement de l’outil cytomètre de flux depuis 1999. Les hémocytes sont 

particulièrement importants dans le mécanisme de résistance de la palourde japonaise face à la 

MAB. 

3. 3. 5. 1. Les hémocytes de l’hémolymphe 

Les premières études ont été faites en 1993, 1994 et 1996 par Oubella et ses 

collaborateurs, suite à des inoculations dans la cavité palléale de palourdes japonaises avec du 

V. tapetis. La Concentration Hémocytaire Totale (CHT) augmente rapidement dans 

l’hémolymphe puis reste assez stable (pendant 72 heures suivant l’injection d’après Oubella et 

al., 1993 et 1996 et pendant 2 semaines d’après Oubella et al., 1994) (Oubella et al., 1993 ; 

Oubella et al., 1994 ; Oubella et al., 1996). C’est un phénomène d’hémocytose ou de 

mobilisation des hémocytes. En 1996, ces auteurs ont également montré que le nombre de 

hyalinocytes diminue et que le nombre de granulocytes augmente durant 3 jours. De plus, les 

bactéries pathogènes ne sont capables d’avoir des incidences sur les hémocytes que 

lorsqu’une dose supérieure ou égale à 5*106 bactéries/palourde est introduite dans la cavité 

palléale d’une palourde japonaise (Oubella et al., 1996). 

Par ailleurs, en 1994, ces auteurs ont également montré un pic de l’activité leucine 

aminopeptidase (LAP) après l’inoculation, tant dans la fraction cellulaire que dans le sérum. 

De plus, la CHT et l’activité de la LAP dans le sérum sont inversement proportionnelles aux 

stades de la maladie (CDS) (Oubella et al., 1994). 

Le V. tapetis a également la capacité d’inhiber l’adhésion et la mobilité des hémocytes 

in vitro (Choquet et al., 2003). En effet, l’activité cytotoxique de la bactérie induit la perte des 

filopodes des hémocytes et un changement dans leur morphologie. Ils deviennent ronds. Un 

test d’inhibition de l’adhésion sur le plastique a été mis au point par Choquet et al. Cette 

inhibition est détectable dès 5 bactéries par hémocyte et augmente en fonction du nombre de 

bactéries jusqu’à 50 bactéries par hémocyte. Elle est spécifique du V. tapetis et de R. 

philippinarum et est maximale à partir de 3 heures d’incubation (Choquet et al., 2003). 

Par ailleurs, les réponses immunitaires sont très variables d’un individu à l’autre (Ford 

et Paillard, 2007). Les palourdes présentant des concentrations d’hémocytes élevées avant une 
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infestation avec du V. tapetis, développent faiblement la maladie et possèdent de meilleures 

capacités de survie (Paillard et Ford comm. pers.). 

En 2007, Flye Sainte Marie et al. ont mesuré différents paramètres hémocytaires 

hémolymphatiques que sont la CHT, les proportions en granulocytes et en hyalinocytes, 

l’activité de phagocytose, ainsi que la taille, le poids sec et l’indice de condition, de palourdes 

japonaises ramassées dans les sédiments du Golfe du Morbihan entre juillet 2004 et septembre 

2005. La prévalence de la MAB n’a jamais excédée 10% et les stades de maladie (CDS) 

étaient inférieurs à 4. Aucun de ces paramètres mesurés ne varie avec la présence de la MAB 

excepté la taille des palourdes. Les hémocytes des palourdes japonaises ne seraient donc 

touchés par la MAB que quand les stades de maladie (CDS) sont supérieurs ou égaux à 4 

(Flye Sainte Marie et al., 2009). 

3. 3. 5. 2. Les hémocytes des fluides extrapalléaux 

En plus d’avoir un rôle lors de la réparation coquillière des mollusques (cf. 2. 5. 2.), 

les hémocytes des fluides extrapalléaux sont impliqués dans le système immunitaire de la 

palourde. Les hémocytes des fluides extrapalléaux : Fluide Extrapalléal Central (FEC) et 

Extrapalléal Périphérique (FEP) présentent généralement les mêmes caractéristiques 

morphologiques : taille de la cellule, présence de filopodes et formation d’agrégats, et 

immunitaires : la CHT, les pourcentages de granulocytes et de cellules mortes, ainsi l’activité 

de phagocytose et l’activité du lysozyme dans la fraction cellulaire et dans le sérum, que les 

hémocytes de l'HEmolymphe (HE). Cependant, la concentration en protéines dans le sérum 

est plus forte dans l’HE que dans le FEC, elle-même plus forte que dans le FEP. Par ailleurs, 

le compartiment central extrapalléal est stérile bactériologiquement. Ainsi, les fonctions de 

défense des bivalves s’organisent au sein de leur système circulatoire interne et semi-ouvert 

du système hémolymphatique, mais aussi dans les fluides extrapalléaux (Allam et Paillard, 

1998). 

En 2000, Allam et al. ont comparé les paramètres immunitaires de l’HE et du Fluide 

Extrapalléal (FE : FEC et FEP mélangés) de palourdes japonaises injectées avec du V. tapetis 

dans la cavité palléale. Comme lors des travaux de Oubella et al., 1993, 1994 et 1996, la CHT 

des HE et FE est plus forte chez les palourdes injectées que chez les palourdes témoins. Elle 

augmente particulièrement dans les premiers jours de l’expérimentation (jusqu’au 7ème jour 

dans l’HE et jusqu’au 18ème jour dans le FE). Chez les palourdes injectées, elle est plus élevée 

dans le FE que dans l’HE. Par ailleurs, le pourcentage de cellules mortes augmente également 
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dans l’HE et le FE, où les résultats sont assez similaires. Par ailleurs, contrairement à l’HE, la 

concentration en protéines diminue dans le FE suite à l’injection. Suite à l’injection, l’activité 

du lysozyme de la fraction cellulaire et du sérum est plus forte dans l’HE et le FE. Les valeurs 

de la fraction cellulaire sont assez similaires pour les 2 fluides, alors que pour le sérum elles 

sont plus hautes dans le FE que dans l’HE. Enfin, la réparation coquillière a été observée chez 

quelques palourdes injectées au bout des 7 semaines, suggérant ainsi que leur système de 

défense est assez efficace pour neutraliser le pathogène (Allam et al., 2000a). 

En 2000, Allam et al. ont comparé les paramètres hématologiques et biochimiques de 

palourdes infectées ou non par la MAB dans les 3 fluides que sont : l’HE, le FEC et le FEP. 

Ces palourdes ont été ramassées dans le milieu naturel au sud de l’Angleterre. Les résultats 

sont généralement comparables avec ceux obtenus lors des injections expérimentales en 

termes de CHT, mortalité, activité du lysozyme dans le sérum, sauf le fait que l’activité du 

lysozyme du sérum est plus faible dans les FEC et FEP. Contrairement à l’expérimentation, la 

concentration en protéines du sérum des palourdes non symptomatiques est plus forte dans 

l’HE que dans le FEC. Il n’y a pas de différences significatives entre les différents fluides de 

palourdes malades. De plus, il n’y a aucune variation dans l’activité du lysozyme de la 

fraction cellulaire. Par ailleurs, il existe une relation positive entre l’avancée de la maladie et 

la CHT et la mortalité, et une relation négative avec la concentration en protéines du sérum et 

l’activité du lysozyme dans les 2 fractions et dans presque tous les cas. Enfin, chez certaines 

palourdes malades, le FEC n’est plus stérile (Allam et al., 2000b). 

3. 3. 5. 3. La comparaisons avec les autres espèces 

Le V. tapetis ainsi que ses produits extracellulaires provoquent des changements 

majeurs sur les hémocytes de l’hémolymphe de la palourde japonaise in vitro : une hausse de 

la CHT, du nombre d’hémocytes morts, une baisse de l’activité de phagocytose, et une 

altération de la taille et de la complexité des hémocytes. Ceci n’est pas observé chez les 

hémocytes d’autres espèces de bivalves comme Mercenaria mercenaria et Crassostrea 

virginica, ni avec d’autres espèces de bactérie. De plus, V. tapetis est capable d’induire des 

mortalités d’hémocytes à un taux plus élevé chez R. philippinarum que chez M. mercenaria 

ou C. virginica. La résistance des hémocytes face aux bactéries est donc à la fois spécifique 

de l’espèce pathogène et de l’espèce hôte (Allam et Ford, 2006). 

En 2006, Allam et al. ont injecté la cavité palléale, les muscles adducteurs et l’espace 

extrapalléal de 4 bivalves présentant des susceptibilités différentes à la MAB : R. 
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philippinarum, R. decussatus, M. mercenaria, C. virginica. Les conséquences sont 

principalement une hausse de la CHT, du nombre de granulocytes, de la mortalité, de la 

concentration en protéines et l’activité du lysozyme, à la fois dans l’hémolymphe et dans les 

fluides extrapalléaux chez ces 4 espèces. Cependant, la plus grande influence a été relevée 

dans l’hémolymphe et dans les fluides extrapalléaux de la palourde japonaise injectée dans la 

cavité palléale et dans l’espace extrapalléal (Allam et al., 2006). 

La proportion de granulocytes et la phagocytose ont également été étudiées. En effet, 

en 2001, Allam et al. ont comparé ces 2 paramètres dans les fluides : HE et FE, de palourdes 

japonaises venant des côtes françaises et des côtes américaines et des palourdes européennes 

venant des côtes françaises. Ces palourdes ont ensuite été injectées dans la cavité palléale 

avec du V. tapetis. Les palourdes européennes sont connues pour être plus résistantes que les 

palourdes japonaises. Après 4 semaines d’injection, la prévalence de la MAB est plus élevée 

chez les palourdes japonaises des côtes européennes que celles des côtes américaines, elle-

même plus élevée que celles des palourdes européennes. Parallèlement, la CHT et la 

proportion en granulocytes sont plus fortes chez les palourdes malades que les palourdes non 

injectées. L’activité de la phagocytose est plus élevée chez les palourdes non injectées que 

chez les palourdes injectées chez les palourdes japonaises françaises, alors que c’est le 

contraire chez les palourdes européennes. Il n’y a pas de différence pour les palourdes 

japonaises américaines. Chez les palourdes japonaises des côtes françaises affectées, la CHT, 

la proportion de granulocytes et la phagocytose sont plus élevées dans le FE que dans l’HE. 

La résistance des palourdes face à la MAB seraient donc fortement liée à la phagocytose 

et aux principaux hémocytes qui phagocytent : les granulocytes (Allam et al., 2001). La 

résistance de la palourde face à la MAB sera particulièrement étudiée dans cette thèse. 

3. 3. 5. 4. Conclusion 

Toutes ces études ont permis de montrer certains changements dans le système 

immunitaire de la palourde (hémocytes et sérum) suite à une infection du V. tapetis qui sont : 

une hausse de la CHT dans l’hémolymphe suivie d’une baisse au bout de quelques jours, une 

hausse de la CHT dans les fluides extrapalléaux, une augmentation du pourcentage de cellules 

mortes à la fois dans l’hémolymphe et dans les fluides extrapalléaux, une hausse de la 

concentration en granulocytes, ainsi qu’une baisse de l’activité de phagocytose, une hausse de 

l’activité du lysozyme des fractions cellulaires et du sérum et une hausse de l’activité LAP des 

fractions cellulaires et du sérum (Oubella et al., 1993 ; Oubella et al., 1994 ; Oubella et al., 
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1996 ; Allam et al., 2000a ; Allam et al., 2000b ; Allam et al., 2001 ; Allam et Ford, 2006 ; 

Allam et al., 2006) (figure 34). 

Toutes ces études suggèrent une mobilisation de cellules immunocompétentes vers les 

fluides extrapalléaux proches du site infecté, suggérant un rôle de ces fluides dans la 

préservation de la santé des palourdes (Allam et al., 2000a ; Allam et al., 2000b ; Allam et al., 

2001). L'infiltration d'hémocytes au niveau du tissu conjonctif du manteau avait déjà été 

observée chez des palourdes françaises et espagnoles infectées par le V. tapetis (Santamaria et 

al., 1995 ; Allam, 1998). Ces cellules auraient donc un rôle actif dans la lutte contre la 

maladie.  

Les bivalves ont généralement une forte capacité à éliminer les bactéries car leur 

survie en dépend (Greenberg et al., 1982 ; Bayne, 1983 ; Kumazawa et al., 1985 ; Renwrantz, 

1986 ; Martinez-Manzanares et al., 1991). Cependant la palourde japonaise ne réussie pas à 

éliminer le V. tapetis. Elle a de moins bonnes capacités immunitaires que d’autres bivalves 

face à cette bactérie (Allam et al., 2001 ; Allam et Ford, 2006 ; Allam et al., 2006). De plus, 

cette bactérie reste à une forte concentration dans la circulation hémolymphatique et colonise 

les organes de l’hôte, ce qui le tue (cf. 3. 3. 3.) (Allam et al., 2002). 

La figure 34 montre toutes les réponses de la palourde japonaise face à la MAB à plusieurs 

échelles. 
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Figure 34. Schéma synthétique représentant les variations des paramètres immunitaires et les 

modifications des processus physiologiques dans les différents compartiments de la palourde 

Ruditapes philippinarum lors de la progression de la Maladie de l’Anneau Brun ; 

modifications des paramètres immunitaires dans les fluides corporels, voies possibles 

d’intervention du système phénoloxydase, perturbations physiologiques et lésions associées à 

la maladie, d’après (Paillard, comm. pers.) 

3. 3. 6. Les influences de l’environnement sur la Maladie de l’Anneau 

Brun 

3. 3. 6. 1.  La température 

La température est un des facteurs environnementaux majeurs contrôlant le 

développement de cette maladie. Elle influence à la fois le pathogène et l’hôte. 

En effet, la croissance de l’agent pathogène V. tapetis est étroitement contrôlée par la 

température (Maes, 1992 ; Paillard et al., 1997). Sa température optimale de croissance est 
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relativement faible et se situe aux alentours de 20°C (Maes, 1992 ; Haberkorn, 2005). De 

plus, des températures supérieures à 27-30°C sont létales pour cette bactérie (Maes, 1992 ; 

Haberkorn, 2005). 

Entre 15 et 21°C, l’intensité du développement des symptômes est inversement 

corrélée à la température (Maes, 1992). La température optimale pour le développement de 

cette maladie est proche de 14°C. Cependant les températures inférieures à 3°C inhibent la 

croissance et la pathogénicité de V. tapetis (Paillard et al., 1997). Ceci explique pourquoi la 

répartition de la MAB reste limitée à des latitudes moyennes, notamment en Europe (figure 

29).  

Dans le milieu naturel, l’évolution de la MAB suit souvent un cycle annuel (Paillard et 

al., 1997 ; Paillard, 2004a ; Soudant et al., 2004). Le nombre d’individus malades augmente 

en fin de période hivernale (février – mars), reste relativement élevé pendant le printemps puis 

décroît à partir du mois de mai. Ce cycle est principalement expliqué par les variations de la 

température (Paillard et al., 1994 ; Paillard et al., 1997 ; Paillard, 2004b ; Paillard, 2004a ; 

Paillard et al., 2004a). Par exemple, en 1987 sur le site de Brouënou (Finistère), la prévalence 

de la MAB avait augmenté pendant les derniers mois de l’année jusqu’à atteindre 60 à 70 % 

en janvier 1988. Ensuite, cette prévalence avait montré une décroissance jusqu’à l’été 1988 

(Paillard et al., 1994). De plus, Soudant et al . en 2004 avaient observé une très forte mortalité 

au mois de février 2001 en rade de Brest (proche de 100%, T° 8 °C).  

La température influence également les paramètres immunitaires de l’hôte (Paillard et 

al., 2004a). Ces résultats seront décris dans le paragraphe 3. 4. 

3. 3. 6. 2.  La salinité 

L’influence de la salinité a également été observée sur des palourdes injectées avec du 

V. tapetis dans la cavité palléale. La prévalence de la MAB était plus élevée et le nombre total 

d’hémocytes plus réduit à 20%0, qu’à 40%0 où les paramètres immunitaires étaient meilleurs : 

augmentation du nombre d’hémocytes, de hyalinocytes, de l’activité de la phénoloxydase et 

de la phagocytose (Reid et al., 2003b). 

3. 3. 6. 3.  La granulométrie et la manipulation 

La granulométrie du sédiment affecte aussi significativement le développement de la 

MAB (Paillard, 2004b). Dans des populations naturelles, il existe une relation positive entre la 
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prévalence et l’abondance en particules de grande taille dans le sédiment (Flye-Sainte-Marie 

et al., 2008).  

La prévalence de la MAB dépendrait également de la manipulation des individus lors 

des élevages de palourdes (Flye Sainte Marie, 2007), où suite à des prélèvements successifs 

pour un même individu de fluides hémolymphatiques ou extrapalléaux (Paillard et Ford, 

comm. pers). 

3. 3. 7. Modélisation de la Maladie de l’Anneau Brun 

Une modélisation des interactions entre l’hôte palourde japonaise, le pathogène Vibrio 

tapetis et l’environnement a été créée afin de mieux connaître l’importance de la MAB sur les 

allocations énergétiques de la palourde (Flye Sainte Marie, 2007).  

Le développement des maladies résulte souvent d’interactions entre l’environnement, 

l’hôte et le pathogène. Par exemple, l’environnement peut influencer la transmission du 

pathogène à l’hôte, ainsi que la physiologie du pathogène et de l’hôte. Le développement du 

pathogène au sein de l’hôte dépend directement des facteurs environnementaux, mais aussi de 

la capacité de l’hôte à lutter contre le pathogène. Cette capacité est influencée par 

l’environnement au travers de la physiologie de l’hôte (Flye Sainte Marie, 2007).  

Un premier modèle basé sur le concept du « Scope For Growth » a été créé. C’était un 

modèle individuel de croissance et de reproduction de la palourde japonaise qui a été construit 

et calibré, puis qui a servi comme base au développement d’un modèle décrivant les 

interactions entre l’environnement, l’hôte et le pathogène dans le cas de MAB (Flye Sainte 

Marie, 2007).  

Le modèle de base a permis de simuler la croissance, la reproduction et l’indice de 

condition de la palourde sous le forçage de la disponibilité trophique et de la température. Il a 

également montré que l’estimation de la disponibilité trophique pour une espèce endogée telle 

que la palourde est difficile car le microphytobenthos et la matière détritique représentent 

également une part non négligeable du régime alimentaire. La chlorophylle a dans la colonne 

d’eau n’est ainsi pas un bon estimateur de la ressource trophique de la palourde japonaise. Par 

ailleurs, ce modèle a mis en évidence la difficulté de validation d’un modèle individuel 

lorsque des phénomènes asynchrones tels que les pontes ont lieu au sein d’une population 

(Flye Sainte Marie, 2007). 
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Cette base a ensuite été complexifiée pour créer un modèle d’interactions entre 

l’environnement, l’hôte et le pathogène, dans le but de lier le développement de la maladie au 

bilan énergétique de la palourde. Le système de défense de l’hôte est sous la dépendance de 

l’indice de condition et de la température. Des individus avec différents phénotypes ont été 

simulés en faisant varier les valeurs des paramètres du modèle impliqués lors du 

développement de la maladie. Cette variabilité phénotypique a permis de fournir une 

explication potentielle à la variabilité inter–individuelle observée lors du développement de la 

maladie (Flye Sainte Marie, 2007). Dans ce modèle, le système immunitaire de l'hôte était 

représenté par la concentration et l’activité hémocytaires (taux de phagocytose), et la 

production du carbonate de calcium était liée au processus de réparation. Les individus qui 

guérissaient le mieux et le plus vite sont ceux qui présentaient conjointement de forts taux 

d'assimilation de nourriture, de phagocytose et de calcification. D’autant plus que le V. tapetis 

inhibe la capacité de phagocytose du bivalve. Les simulations de ce modèle ont permis par 

exemple, de représenter la survie du V. tapetis en fonction de la variabilité du taux de 

phagocytose et de l'indice de condition de l'hôte. Ceci est impossible directement par 

l'expérimentation (Paillard, comm. pers.). 

Dans un deuxième temps, un modèle basé sur la théorie du “Dynamic Energy Budget” 

(DEB) a été construit afin de mieux comprendre l’impact de la MAB sur le bilan énergétique 

de la palourde japonaise et en particulier sur ses coûts de maintenance (Flye Sainte Marie, 

2007). La théorie DEB permet la modélisation des bilans de masse et d’énergie dans les 

organismes vivants. En effet, elle décrit les flux d’énergie au travers des organismes : de 

l’assimilation de la nourriture à l’allocation pour la croissance, le développement, la 

reproduction et la maintenance. Les palourdes très touchées par la MAB étaient 

particulièrement touchées par une perte de poids, suggérant que la MAB affectait le bilan 

énergétique. Cette perte provient (1) de la diminution de la capacité de filtration et du temps 

passé en activité de filtration, donc d’une diminution des acquisitions d’énergie (2) d’une 

augmentation des coûts de maintenance due à la réponse immunitaire et à la réparation des 

lésions induites par la maladie, indépendamment de la filtration. Le couplage entre des 

mesures expérimentales et le modèle a permis d’évaluer de façon quantitative et dynamique 

cette augmentation des coûts de maintenance (Flye Sainte Marie, 2007). Le lien entre ce 

travail et la réparation coquillière sera décrite dans le paragraphe suivant. 
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3. 4.  La guérison de la palourde par la réparation 

coquillière 

 

 

Figure 35 : La réparation coquillière totale d’une palourde japonaise Ruditapes philippinarum, 

après une attaque par le Vibrio tapetis et le développement d’un anneau brun ; vue d’un 

animal vide 

3. 4. 1. Introduction 

Comme le montre ce travail bibliographique, le développement du dépôt brun a déjà 

été très bien étudié lors de précédents travaux, contrairement à la guérison de la maladie de 

l’anneau brun associée au mécanisme de réparation coquillière (Paillard, 1992). 

Certaines palourdes japonaises affectées par la MAB sont capables de recouvrir le 

dépôt brun par des sécrétions coquillières dispersées puis par une couche de coquille continue, 

et ce quelle que soit l’épaisseur du dépôt brun (Paillard et Maes, 1995a, b). La palourde est 

considérée comme guérie quand la couche cristalline recouvre entièrement le dépôt brun (SRS 

3) (Paillard et Maes, 1994 ; Paillard, 2004b). Ce processus a été divisé en différents stades de 

réparation coquillière (SRS) présentés précédemment (cf. 3. 3. 4. 2.). 

Dans leurs réponses face au V. tapetis, les palourdes japonaises présentent 

successivement 2 étapes dans le système de défense externe (cf. 3. 3. 3. 3.). Le mécanisme de 

réparation est la deuxième étape, durant laquelle les bactéries et la conchioline sont 

recouvertes par une couche coquillière de réparation, afin d’isoler les bactéries du manteau, 

des fluides extrapalléaux et des autres organes (Paillard et al., 1994). 

Le processus de réparation coquillière est un mécanisme de défense très courant chez 

les mollusques (cf. 2. 5. 1.), même si il a peu été étudié dans le cas de la palourde japonaise 

© Levasseur 
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face à la MAB. De plus, c’est un des premiers modèles de réparation coquillière induite 

après une infestation parasitaire bactérienne. Les seules études qui ont été effectuées sur 

cette réparation concernent la composition biochimique de la couche de réparation, 

l’influence des facteurs environnementaux, la modélisation et une expérience de 

réparation artificielle. 

3. 4. 2. Une étude biochimique 

En 1989, Goulletquer a montré que la matrice organique de la coquille réparée n’avait 

pas la même composition en acides aminés que celle de la coquille saine. Ces travaux 

montraient une augmentation très forte des teneurs en cystéine, en glycine, en acides aminés 

acides : acide aspartique et acide glutamique, et en acides aminés divers : la proline, la lysine, 

l’histidine et l’arginine, dans la matrice soluble, et de tous les acides aminés dans la matrice 

insoluble (en nmol.mg-1) (Goulletquer, 1989). 

3. 4. 3. L’influence de l’environnement 

Le mécanisme de réparation coquillière est fortement influencé par les paramètres de 

l’environnement, notamment par la température (Paillard et al., 2004a), la salinité (Reid et al., 

2003b), et la teneur en aliments dans le milieu (Flye Sainte Marie, 2007). Par exemple, en 

1988 dans le milieu naturel, sur le site de Landéda, la réparation était plus faible en janvier et 

février avec juste des SRS 1, qu’au printemps et en été 1988 avec l’apparition des SRS 2, 2,5 

et 3 (Paillard et Maes, 1994).  

En 2004, Paillard et al. ont injecté la cavité palléale de palourdes japonaises avec du V. 

tapetis et les ont maintenues en bacs à différentes températures : 8, 14 et 21°C. Une palourde 

maintenue 30 jours à 21°C montre des capacités immunitaires supérieures à celle maintenue à 

14°C. En effet, le pourcentage de mortalité hémocytaire est plus faible et les activités de la 

LAP et des lysozymes sont plus élevées. De plus chez ces palourdes, le taux de réparation 

coquillière est plus fort à 21°C, qu’à 18°C et qu’à 14°C. La température a donc une influence 

positive sur la défense immunitaire de la palourde et sur la réparation coquillière. Il serait 

même possible que cette hausse de la réparation coquillière soit liée à l’amélioration des 

paramètres immunitaires, mais aucune corrélation n’avait alors été recherchée (Paillard et al., 

2004a). 
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3. 4. 4. La modélisation 

Le coût énergétique de la réparation coquillière a été estimé dans le but d’être pris en 

compte dans le modèle « Scope For Growth » sur les interactions entre l’environnement, 

l’hôte et le pathogène (Flye-Sainte-Marie et al., 2007). En effet, Flye Sainte Marie et al., ont 

écrit d’une part que selon Palmer (1992), le coût énergétique principal de la production de 

coquille chez les mollusques marins était principalement attribué la matrice organique 

coquillière et d’autre part que Goulletquer et Wolowitcz (1989) avaient montré que le 

pourcentage de matrice organique dans la coquille de palourde japonaise était compris entre 2 

et 3% du poids total de la coquille (Goulletquer et Wolowicz, 1989 ; Palmer, 1992). Ils ont 

donc posé l’hypothèse que le cout énergétique de la réparation coquillière ne devait pas être 

très élevé. Cependant aucune mesure de matrice organique dans la couche de réparation 

n’avait alors été faite (Flye-Sainte-Marie et al., 2007). C’est pourquoi il semblait très 

important de quantifier cette matrice organique durant ce travail de thèse. 

3. 4. 5. La réparation artificielle 

Dans le but d’étudier la réponse de la palourde japonaise aux altérations coquillières, 

des trous ont été fait dans plusieurs coquilles. Ces trous ont ensuite été bouchés avec de fines 

lamelles de verre stériles de recouvrement. Quelques jours après une inoculation avec le V. 

tapetis, des hémocytes apparaissaient sur la lamelle (Allam, 1998). La nature du polymorphe 

de carbonate de calcium de ces cristaux n’avait pas été identifiée. 

 

En conclusion, le phénomène de réparation coquillière n’a été que peu décrit 

dans la littérature. De plus, les seules études qui ont été faites étaient assez succinctes. 

Comme ce processus semble jouer un grand rôle dans la résistance de la palourde face à 

la MAB, il sera étudié en détails durant cette thèse. 
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Chapitre 2. Résistance de la palourde japonaise Ruditapes 

philippinarum face à la Maladie de l’Anneau Brun : une étude 

de stocks sélectionnés montrant un processus de guérison par 

la réparation coquillière 

Article 1: Resistance to Brown Ring Disease in the Manila 

clam, Ruditapes philippinarum: a study of selected stocks 

showing a recovery process by shell repair 

Les populations européennes de palourdes japonaises Ruditapes philippinarum sont 

affectées par la Maladie de l’Anneau Brun (MAB). La MAB est causée par la bactérie Vibrio 

tapetis. Elle est caractérisée par l’accumulation d’une matrice organique brune sur la surface 

interne des coquilles. Les palourdes qui guérissent de cette maladie, développent une couche 

coquillière blanche recouvrant la matrice brune. 

Le but de ce deuxième chapitre est de comprendre si différents stocks de palourdes 

japonaises peuvent présenter des différences de susceptibilité à la MAB. 

Pour ce faire, des stocks de palourdes japonaises montrant des capacités de résistance 

à la MAB différentes ont été suivis et étudiés depuis 2000. Lors de ce travail, deux stocks ont 

été examinés à travers trois générations : un stock peu sensible et un stock hautement sensible 

à la MAB. Ces stocks ont été sélectionnés par le LEMAR et une ferme aquacole : la 

SATMAR. Ils ont été suivis à la fois dans le milieu naturel et lors d’infections expérimentales 

en laboratoire. Dans tous les cas, le stock le moins sensible était constitué de palourdes 

présentant des symptômes de MAB moins importants voire inexistants, par rapport au stock 

hautement sensible. De plus, la réparation coquillière chez les palourdes du stock le moins 

sensible était plus avancée, voire totale chez les palourdes guéries. Les palourdes utilisant ce 

mode de résistance étaient plus nombreuses que celles ne présentant aucun symptôme de 

MAB. Ces résultats indiquent que certaines palourdes sont moins vulnérables que d’autres 

face à une attaque de V. tapetis. Cependant, la proportion des ces palourdes résistantes 

n’augmentaient pas avec les générations. Ceci pouvait être du au fait que les géniteurs étaient 

maintenus sur l’ile de Chausey, où la MAB est assez rare et donc où la pression de sélection 

est faible. 
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Dans un deuxième temps, afin de mieux comprendre le phénomène de résistance des 

palourdes face à la MAB, le mécanisme de réparation coquillière a été étudié. Pour ce faire, la 

face interne des valves de palourdes appartenant aux 2 stocks (peu sensible et hautement 

sensible à la MAB) a été analysée à l’aide d’un microscope électronique à balayage. Les 

observations des coquilles affectées par la MAB montrent que durant le processus de 

réparation, des cristaux de calcium sont progressivement déposés sans organisation 

particulière jusqu’à que la zone affectée soit totalement recouverte. A la fin du processus de 

réparation coquillière, une couche organique finale recouvre entièrement les amas de 

cristaux de calcium. Cette couche semble essentielle dans le processus de guérison. En 

comparaison avec des coquilles saines, cette microstructure de la couche de réparation 

coquillière semble différente tant au niveau de l’organisation des cristaux, qu’au niveau de la 

matrice organique. 

En conclusion, les résultats présentés dans ce chapitre 2 indiquent que la capacité de 

réparation coquillière des palourdes joue un grand rôle dans le développement d’une 

résistance face à la MAB. C’est pourquoi, l’étude de ce mécanisme va être poursuivie à 

différentes échelles dans la suite de la thèse. 

Un article présentant cette étude est publié dans le journal Journal of Invertebrate 

Pathology. Sa référence est Journal of Invertebrate Pathology 104 (2010) 8-16. 
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Chapitre 3. La phase minérale de la réparation coquillière 

chez la palourde japonaise Ruditapes philippinarum affectée 

par la Maladie de l’Anneau Brun : une étude utilisant la 

micro-spectrométrie Raman confocale, le microscope 

électronique à balayage et une coloration des cellules 

hémocytaires 

Article 2: Mineral phase in the shell repair in the Manila clam 

Ruditapes philippinarum affected by the Brown Ring Disease: 

a Raman micro-spetrometry, scanning electron microscopy 

and hemocyte cellular study 

Le chapitre précédent nous avait montré que la réparation coquillière était un des 

principaux processus impliqués dans la résistance de la palourde japonaise Ruditapes 

philippinarum face à la MAB. Ce travail avait également mis en évidence que la 

microstructure de la couche coquillière de réparation était différente de celle de la couche 

interne saine (article 1). Par ailleurs, il est reconnu que la coquille des mollusques est 

constituée de deux composants : la partie minérale 95% (w/w) et la partie organique 5% 

(w/w). 

Le but du chapitre 3 est de caractériser et de comprendre le processus de réparation 

coquillière à différentes échelles et à différents stades de réparation en se focalisant sur la 

partie minérale. A cette fin, trois techniques expérimentales ont été utilisées. La micro-

spectrométrie Raman confocale et le Microscope Electronique à Balayage (MEB) ont montré 

que des microstructures aragonitiques quadrangulaires et sphérulitiques associées avec des 

pigments polyènes étaient clairement observables. 

La coloration Von Kossa a montré qu’au début de la réparation coquillière, les 

hémocytes étaient chargés avec des sels insolubles de carbonate de calcium dans tous les 

fluides : hémolymphe, fluide extrapalléal interne et fluide extrapalléal périphérique. Ces 

hémocytes sont ensuite transportés vers les fluides extrapalléaux et les sites de réparation. 
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Notre analyse suggère qu’après une attaque de V. tapetis et l’apparition du dépôt brun, 

quelques palourdes recouvrent rapidement le dépôt en produisant une couche calcifiée avec 

une microstructure modifiée. Ces modifications pourraient à la fois provenir de la 

mobilisation des hémocytes chargés en sels insolubles de carbonate de calcium ainsi que d’un 

changement dans le régime sécrétoire des cellules du manteau. De plus, comme ces 

modifications ne s’expliquent pas par la nature du polymorphe de carbonate de calcium, la 

matrice organique coquillière de la couche de réparation va être étudiée dans la suite de cette 

thèse. 

Un article traitant de cette étude a été soumis dans le journal Diseases of aquatic 

organisms en 2010. 
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Chapitre 4. La réparation coquillière de la palourde face à la 

Maladie de l’Anneau Brun : une étude de la matrice 

organique en utilisant la micro-spectrométrie Raman 

confocale et la microsonde WDS 

Article 3 : Clam shell repair from the Brown Ring Disease: a 

study of the organic matrix using Confocal Raman micro-

spectrometry and WDS microprobe 

Les chapitres précédents ont montré que la couche de réparation coquillière a une 

microstructure différente de celle d’une couche interne saine et que cette différence n’est pas 

due à un changement dans la nature du polymorphe de carbonate de calcium (aragonite) 

(article 2). Par ailleurs, une couche organique épaisse est observée à la fin de la réparation 

coquillière (articles 1 et 2). 

Le but de ce quatrième chapitre est d’étudier la matrice organique des coquilles de 

palourdes japonaises dans la couche interne avant, pendant, et après l’apparition du dépôt 

brun soit durant le processus de réparation coquillière. Pour ce faire, deux techniques 

expérimentales ont été utilisées : la micro-spectrométrie Raman confocale et la microsonde 

WDS (« Wavelength Dispersive Spectrometry »). De plus, les matrices organiques de la 

couche interne saine et de la couche coquillière de réparation ont été extraites et quantifiées à 

l’aide de protocoles biochimiques standards d’extraction de matrices coquillières. 

Le dépôt brun montre une luminescence intense sur les spectres Raman et une 

augmentation des concentrations en S, C, Sr (formant 2 pics) et une diminution des 

concentrations en Ca, Na (% w/w) sur les cartographies et les transects obtenus à la 

microsonde WDS. La signature de ces éléments traces est similaire à celle enregistrée dans la 

lame périostracale (% w/w). La forte concentration en S correspond sans doute à la présence 

d’une quantité importante de composés organiques sulfatés. 

De plus, les transects Raman montrent la présence de la luminescence dans la fine 

couche de coquille juste avant l’apparition du dépôt brun. Ceci suggère que cette couche 

coquillière pourrait être modifiée par les bactéries. 
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Après le dépôt brun, soit au niveau du début du processus de réparation coquillière, la 

luminescence et la concentration en S restent à un niveau assez haut, avant de décroitre 

jusqu’à atteindre un niveau similaire à celui retrouvé dans les coquilles non symptomatiques. 

Par ailleurs, la quantification des matrices organiques coquillières montre que la couche de 

réparation a une composition significativement différente de celle de la couche interne saine. 

Elle présente particulièrement une quantité plus forte de matrice organique insoluble. 

Ce travail descriptif est la première étape de la caractérisation très fine des matrices 

organiques. Cette caractérisation a été approfondie aux niveaux biochimiques et protéiques et 

va être présentée dans le chapitre 5. 

Cette étude a été soumise dans le journal Analytical and Bioanalytical Chemistry et a 

été publiée. La référence de cet article est Anal. Bioanal. Chem. (2010) 396 : 555-567. 
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Chapitre 5. La variabilité de la réparation coquillière chez la 

palourde japonaise Ruditapes philippinarum affectée par la 

Maladie de l’Anneau Brun : une étude biochimique, 

sérologique et microstructurale 

Article 4: Variability of Shell repair in the Manila clam 

Ruditapes philippinarum affected by the Brown Ring Disease: 

a study on the organic shell matrix 

Article 5: Shell repair in the clam Ruditapes philippinarum, 

affected by the Brown Ring Disease (BRD): a biochemical and 

serological study 

Les chapitres précédents ont permis d’observer que la microstructure de la couche de 

réparation coquillière était différente de celle d’une couche interne saine (articles 1 et 2). De 

plus, une caractérisation très fine de la matrice organique coquillière durant le dépôt brun et la 

réparation coquillière a été présentée dans l’article 3. Des molécules organiques 

luminescentes au Raman et sulfatées ont été spécifiquement identifiées dans le dépôt brun 

ainsi que dans la couche de réparation coquillière et peu dans la couche interne saine. 

Le but de ce cinquième chapitre est de poursuivre la caractérisation du processus de la 

réparation coquillière en comparant les microstructures des zones de réparation avec celles 

des coquilles non affectées par la MAB. De plus, les matrices organiques coquillières 

associées aux palourdes non affectées et réparées ont été extraites et comparées par des 

techniques biochimiques et immunologiques. 

Nos résultats montrent que les zones réparées présentent des microstructures qui 

ressemblent à la microstructure homogène spécifique de la couche interne non affectée, mais 

avec quelques différences marquées, comme le développement de cristaux aciculaires croisés 

organisés en chevrons. Dans les 3 lots testés de coquilles réparées, les matrices organiques des 

couches de réparations prélevées montrent certaines hétérogénéités. En effet, ces matrices 
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peuvent être partiellement ou totalement différentes de celles de coquilles non affectées. Ceci 

est illustré par les électrophorèses SDS-PAGE et par les comparaisons sérologiques. 

Nos résultats suggèrent fortement une modification du régime sécrétoire des cellules 

calcifiantes du manteau pendant le processus de réparation coquillière. Les anticorps 

polyclonaux qui ont été développés spécifiquement contre des fractions protéiques de 

coquilles non affectées représentent des outils intéressants pour localiser par 

immunohistologie les cellules responsables de la réparation et par immunogold les fractions 

organiques spécifiques dans les microstructures coquillières. 

Un article traitant de cette étude a été soumis dans le journal Physiological and 

Biochemical Zoology. Un autre article a été accepté et est publié dans les proceedings du 2009 

MRS Spring Meeting. Sa référence est : Materials Research Society (MRS) Symposium 

Proceedings, Structure-Property Relationships in biomineralized and Biomimetic Composites, 

Spring meeting 2009, San Francisco, 13-17 April 2009, vol. 1187, p. 89-94. 



Chapitre 5 

 180

 



Chapitre 5 

 181

 



Chapitre 5 

 182

 



Chapitre 5 

 183

 



Chapitre 5 

 184

 



Chapitre 5 

 185

 



Chapitre 5 

 186

 



Chapitre 5 

 187

 



Chapitre 5 

 188

 



Chapitre 5 

 189

 



Chapitre 5 

 190

 



Chapitre 5 

 191

 



Chapitre 5 

 192

 



Chapitre 5 

 193

 



Chapitre 5 

 194

 



Chapitre 5 

 195

 



Chapitre 5 

 196

 



Chapitre 5 

 197

 



Chapitre 5 

 198

 



Chapitre 5 

 199
 



Chapitre 5 

 200

 



Chapitre 5 

 201

 



Chapitre 5 

 202

 



Chapitre 5 

 203

 



Chapitre 5 

 204

 



Chapitre 5 

 205

 



Chapitre 5 

 206

 



Chapitre 5 

 207



Chapitre 5 

 208

 



Chapitre 5 

 209

 



Chapitre 5 

 210

 



Chapitre 5 

 211

 



Chapitre 5 

 212

 



Chapitre 5 

 213

 



Conclusion et perspectives 

 214

Conclusion et perspectives 

Le but de ce travail de thèse était de comprendre et caractériser comment 

certaines palourdes japonaises sont capables de résister à la Maladie de l’Anneau Brun, 

principalement en étudiant le mécanisme de réparation coquillière. Pour ce faire, ce 

travail a été fait à différentes échelles : populationnelle, individuelle, microstructurelle, 

cellulaire, moléculaire et ionique. Les résultats de cette étude vont être utilisés dans un 

futur proche lors de la sélection de familles de palourdes japonaises résistantes à la 

MAB, afin de relancer de manière stable la vénériculture de cette espèce en Europe. 

1. Les mécanismes de résistance de la palourde face à la 

Maladie de l’Anneau Brun 

Le premier objectif de cette thèse était de caractériser par quels mécanismes de 

défense, la palourde japonaise peut résister à la MAB causée par la bactérie Vibrio tapetis. 

Pour ce faire, deux stocks de palourdes : un sensible et un moins sensible, ont été suivis sur 3 

générations (Article 1). Ces stocks provenaient d’une ferme aquacole : la SATMAR, dont une 

des grandes activités est la production de naissains et la conchyliculture des palourdes. Aussi 

bien en laboratoire que dans le milieu naturel, les résultats de ce suivi ont permis de mettre en 

évidence qu’il existait deux moyens de résister à la MAB. Certaines palourdes ne présentaient 

aucun symptôme de la maladie et d’autres, plus nombreuses, étaient capables de guérir après 

avoir recouvert totalement le dépôt brun par une couche coquillière de réparation. Ces 2 types 

de palourdes résistantes ont été observés en plus forte proportion dans le lot le moins sensible 

que dans le lot le plus sensible au cours des 3 générations. Ces phénotypes pourraient donc 

être héritables. 

La palourde japonaise est un bivalve économiquement très important. Or depuis une 

vingtaine d’années, il n’est presque plus possible de les élever, notamment dans le Finistère 

nord. C’est dans ce contexte que certains acteurs professionnels comme la SATMAR se sont 

investis dans la production de stocks de palourdes avec des degrés de résistance différents. Ce 

sont ces stocks qui ont été étudiés dans l’article 1. Les résultats de l’ensemble des travaux de 

cette thèse vont permettre de sélectionner des géniteurs avec comme marqueur de sélection 

principal la réparation coquillière, et de tenter de produire de véritables familles résistantes à 

la MAB dans le but de relancer de manière stable la vénériculture de la palourde japonaise. 

C’est le principal sujet de thèse de Fanny Jeffroy financée par une bourse CIFRE (SATMAR) 
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et par un programme Région Bretagne Innovation. C’est dans ce contexte que la résistance de 

la palourde japonaise face à la MAB et sa potentielle héritabilité va être étudiée à un niveau 

génétique. 

Comme la réparation coquillière est le mécanisme de résistance à la MAB le plus 

fréquemment observé, ce phénomène a été étudié en détail dans la suite de cette thèse. Des 

outils analytiques comme des Microscopes Electroniques à Balayage (MEB), un micro-

spectromètre confocal Raman, une microsonde WDS, ainsi que des colorations cellulaires, la 

biochimie et la sérologie ont été utilisées. 

2. Les palourdes japonaises non symptomatiques 

Afin de bien comprendre le processus de réparation coquillière, il a été nécessaire 

d’étudier en amont les palourdes non symptomatiques et notamment leur coquille (Article 1-

5). Certains résultats sont nouveaux et d’autres ont permis de confirmer des travaux antérieurs 

(figure 1). 

Microstructure homogène 
(MEB), très peu de 
molécules luminescentes 
au Raman : organiques ?

Microstructure composite 
prismatique (MEB), 
présence de molécules 
luminescentes au Raman : 
organiques ? Aragonite associé avec des 

pigments organiques 
polyènes (Raman)

Contient des molécules luminescentes au Raman 
ainsi que des molécules soufrées et carbonatées 
(microsonde) : organiques ?  

Figure 1 : Coupe d’une palourde japonaise afin de montrer l’apport des travaux de cette thèse 

sur les palourdes non symptomatiques, violet : confirmations de travaux antérieurs, Bleu : 

résultats exclusifs de cette thèse, schéma modifié d’après (Paillard, 2004b) 
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3. L’apparition et la description du dépôt brun 

Les différentes techniques utilisées pendant cette thèse ont permis d’approfondir les 

connaissances sur l’apparition et la nature du dépôt brun (Articles 1-5). Les nouvelles 

découvertes apparaissent en bleu sur la figure 2. 

Adhésion et altération de la lame 
périostracale par le Vibrio tapetis
(Raman, microsonde)
Altération de la couche interne juste 
avant le dépôt brun : luminescence au 
Raman - due à l’adhésion de la bactérie ?

Dépôt brun :
Organique et épais (MEB)
Signature de l’aragonite et des polyènes non visibles
Concentrations plus fortes en S, C, Sr et plus faibles en Ca et Na 
(W/W%) (microsonde)
Contient des molécules luminescentes au Raman ainsi que des molécules 
soufrées et carbonatées (microsonde) : molécules organiques
Signatures proche de la lame périostracale, en particulier dégradée 
(Raman et microsonde)

a. b.© Levasseur  

Figure 2 : Etapes de la formation du dépôt brun lors de la Maladie de l’Anneau Brun, chez la 

palourde japonaise Ruditapes philippinarum. a. Colonisation du V. tapetis sur la couche 

interne de la coquille au niveau de la lame périostracale ; vue d’un animal vide, b. apparition 

du dépôt brun sur la zone infectée ; vue d’un animal vide, violet : confirmations de travaux 

antérieurs, Bleu : résultats exclusifs de cette thèse 

4. La réparation coquillière 

La réparation coquillière de la palourde japonaise face à la MAB est le cœur du travail 

de cette thèse. Comme ce processus a été très peu étudié auparavant, presque tous les résultats 

sont nouveaux (bleu, figure 3). Ce phénomène avait seulement été décrit aux niveaux 

macroscopiques et un peu microscopiques (loupe binoculaire et histologie). Les résultats 

obtenus pendant cette thèse sont présentés dans la figure suivante en fonction du niveau de 

leur échelle d’étude (rouge) et en fonction de l’outil utilisé (souligné) (figure 3). Les 

perspectives de recherches dans ce domaine apparaissent en orange (figure 3). 
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© Levasseur

Coloration des hémocytes avec Von Kossa
Au début de la réparation coquillière les 
hémocytes se chargent intensément en sels 
insolubles de carbonate de calcium dans tous 
les fluides (hémolymphe, extrapalléaux). Puis 
ces hémocytes chargés sont transportés dans les 
fluides extrapalléaux, au niveau des sites de 
réparation.

Micro-spectrométrie Raman
L’aragonite est toujours présent dans la couche 
de réparation.
Des pigments polyènes apparaissent quand la 
réparation est bien avancée.
Après le dépôt brun, au début du processus de 
réparation coquillière, la luminescence est à un 
niveau assez haut, avant de décroitre pour 
atteindre un niveau similaire à celui trouvé
dans les coquilles saines. 

Microsonde WDS
Après le dépôt brun, soit au début du processus 
de réparation coquillière, la concentration en S 
a un assez haut niveau. Elle décroit ensuite 
jusqu’à atteindre un niveau similaire à celui 
retrouvé dans les coquilles saines. 

Biochimie-sérologie
Les matrices organiques des couches de réparation 
coquillière montrent une certaine hétérogénéité. En 
effet, elles sont partiellement ou totalement 
différentes de celles de coquilles saines, aux niveaux 
quantitatifs et qualitatifs : 75 à 2000 fois plus de 
matrice organique (W/W %), plus insoluble, des 
profils électrophorétiques et sérologiques différents.

MEB
Durant le processus de réparation, des cristaux de calcium sont progressivement déposés sans 
organisation particulière, jusqu’à ce que la zone affectée soit totalement recouverte. A la fin du 
processus de réparation coquillière, une couche organique finale recouvre entièrement ces 
cristaux.        Lame périostracale régénérée?
Les zones réparées montrent des microstructures qui ressemblent parfois à la microstructure 
homogène de la couche interne. Cependant quelques différences sont observées, comme le 
développement de cristaux aciculaires en chevrons, de cristaux de type prismatique, de cristaux 
en sphérulites et de cristaux quadrangulaires. Ces microstructures de réparation sont très variables 
d’un individu à l’autre, mais aussi dans un même individu au cours du temps. 

Niveau cellulaire

Niveau moléculaire

Niveau ionique

Niveau 
microstructurel

Système immunitaire?
Types cellulaires ?

Séquences protéiques?
Marquages immuno-histochimiques?
Immunogold?

La réparation coquillière

Modélisation?

Marqueurs des 
dépôts bruns ?
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Figure 3 : Résultats obtenus durant cette thèse sur la réparation coquillière d’une palourde 

japonaise Ruditapes philippinarum, après une attaque par le Vibrio tapetis et le 

développement d’un anneau brun ; vue d’un animal vide, Bleu : résultats exclusifs de cette 

thèse, orange : perspectives, rouge : niveau d’étude 

Tous les résultats présentés dans la figure 3 montrent que la couche de réparation 

coquillière présente des différences avec la couche interne saine, notamment en termes de 

microstructure et de matrice organique. Par ailleurs, cette réparation coquillière présente des 

paramètres très variables d’un individu à l’autre mais aussi dans le temps chez un même 

individu (épaisseur). Une hypothèse est que cette différence saine-réparée et cette variabilité 

seraient dues à une modification du régime sécrétoire des cellules calcifiantes du manteau, 

ainsi que à une mobilisation d’hémocytes préalablement chargés en sels insolubles de 

carbonate de calcium au niveau des sites de réparation coquillière (articles 1-5). 

A la fin du processus de réparation coquillière, une couche organique a été observée au 

MEB. Elle recouvre entièrement les amas de cristaux de calcium. Cette couche a un aspect 

semblable à celui de la lame périostracale observée chez des palourdes saines. Une hypothèse 

est que cette couche organique serait la nouvelle lame périostracale ou la lame régénérée 

permettant à la palourde un retour à une biominéralisation « normale » (articles 1-2). 

Le phénomène de luminescence a souvent été observé sur les spectres Raman durant 

cette thèse. Il serait lié à la présence de molécules organiques luminescentes, mais comme 

aucun pic vibrationnel correspondant n’a été détecté, ce n’est qu’une hypothèse. Il en va de 

même pour les résultats obtenus avec la microsonde WDS. La forte concentration en soufre 

correspond sans doute à la présence d’une quantité importante de composés organiques 

sulfatés. Dans l’avenir, cette concentration en soufre ainsi que la luminescence mesurée au 

Raman pourraient être utilisés comme des marqueurs afin de détecter les anciens épisodes 

d’anneau brun dans des coupes de palourdes. 

Les anticorps polyclonaux développés à la fin de cette thèse contre des fractions 

protéiques spécifiques de la couche interne saine de palourdes, n’ont été que partiellement 

utilisés (article 4). Ces anticorps représentent en effet des outils intéressants pour localiser par 

immunohistologie les cellules responsables de la calcification « normale » et celles 

impliquées dans la réparation, dans le manteau ou les fluides (hémolymphe, extrapalléaux). 

De plus, ils pourraient également être utilisés pour localiser la matrice organique 

spécifiquement marquée par ces anticorps dans les coquilles par immunogold. Le séquençage 
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des protéines reconnues par les anticorps pourrait également être réalisé. De plus, la 

coloration Von Kossa pourrait être utilisée sur le manteau. Toutes ces expérimentations vont 

être réalisées dans le cadre du demi Poste d’ATER à l’Université de Bretagne Occidentale que 

je vais exercer en 2009-2010. 

Par ailleurs, les données sur les quantifications précises de la matrice organique dans 

les couches de réparation ainsi que celles sur le rôle des hémocytes dans le transport du 

calcium et dans le système immunitaire pourraient être utilisées afin de mettre à jour le 

modèle V. tapetis-palourde-environnement (cf. 3. 4. 4. ; articles 2-4). 

Enfin, un autre travail a été effectué durant cette thèse mais n’a pas été présenté dans 

ce manuscrit. Dans un premier temps, une réparation coquillière a été induite sur la moitié 

d’un lot de palourdes en injectant du Vibrio tapetis dans leur cavité palléale et en augmentant 

la température. L’autre moitié du lot a été injectée avec de l’eau de mer stérile filtrée. Quatre 

semaines plus tard la moitié des palourdes injectées avec le V. tapetis, ainsi que la moitié des 

palourdes témoins ont été injectées avec le V. tapetis dans la cavité palléale. Les autres 

palourdes ont alors été injectées avec de l’eau de mer stérile filtrée. Ce travail a permis de 

caractériser et comprendre l’influence du processus de la réparation coquillière sur la 

résistance des palourdes japonaises à une deuxième attaque de bactéries. Les paramètres qui 

ont été mesurés sont le stade d’avancée de la maladie (CDS), le stade de réparation coquillière 

(SRS) et les paramètres immunitaires : le nombre total d’hémocytes, leur pourcentage de 

mortalité, leurs activités d’adhésion et de phagocytose et les Espèces Réactives de l’Oxygène. 

Cette expérience à été faite 3 fois et dans tous les cas les résultats montrent que les palourdes 

ayant déjà été injectées une fois avec le V. tapetis présentent un meilleur taux de réparation 

coquillière que celles qui n’ont été injectées qu’une fois avec le V. tapetis. Une hypothèse 

pour expliquer ces résultats est que le mécanisme de réparation coquillière est déclenché dès 

la première injection et est donc déjà opérationnel lors de la deuxième. Le traitement de ces 

données est en cours, ainsi que la rédaction d’un article. Il serait intéressant de regarder si les 

hémocytes qui sont actifs dans le cadre du système immunitaire sont les même que ceux qui 

sont impliqués dans le transport du calcium, ou si il en existe 2 types différents. 

En conclusion, cette thèse a permis de caractériser le processus de réparation coquillière 

impliqué dans la guérison et la résistance des palourdes face à la MAB. La couche de 

réparation est composée d’aragonite, de polyènes, de molécules luminescentes au Raman 

et de molécules sulfatées. La microstructure de la couche de réparation est souvent 
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différente de celle de la couche interne non symptomatique et montre une grande 

variabilité. De plus, la matrice organique coquillière de la couche de réparation est 

quantitativement et qualitativement différente de celle de la couche interne saine et 

montre également une grande variabilité. Cette différence saine-réparée et cette 

variabilité pourraient être expliquées par une modification du régime sécrétoire des 

cellules calcifiantes du manteau, ainsi que par une mobilisation d’hémocytes 

préalablement chargés en sels insolubles de carbonate de calcium au niveau des sites de 

réparation coquillière. 
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Annexe 1 - Techniques d’observation 

1. Introduction 

L’objectif de cette thèse est de mieux comprendre la réparation coquillière de la 

palourde japonaise face à la MAB. C’est dans cette optique que différentes techniques 

physico-chimiques pointues et précises ont été utilisées. Le but de cette annexe 1 est de 

décrire l’histoire, le principe et les applications de ces techniques expérimentales. 

2. Le Microscope Électronique à Balayage (MEB) 

2. 1. Introduction 

Comme la résolution de la microscopie optique est assez limitée (0.2µm), d’autres 

outils ont été créés afin de détecter des détails plus petits. Pour ce faire, il est nécessaire de 

diminuer la longueur d’onde du rayonnement émis. C’est pour cette raison que des électrons 

accélérés ont été utilisés. Le MEB est notamment utilisé pour observer la microstructure des 

coquilles de mollusques. 

2. 2. Histoire 

Un projet de MEB a été inventé pour la première fois en Allemagne dans les années 

1930 par Knoll et Von Ardenne. Ensuite, en 1940, Zworydin, Hillier et Snyder ont développé 

ce MEB. Suite aux progrès techniques de la télévision et des détecteurs d’électrons et grâce 

aux recherches de Oatley et de son équipe de Cambrige, le MEB a connu un véritable essor 

entre 1948 et 1965.  

2. 3. Principe 

Un échantillon est soumis à un faisceau d’électrons accélérés. Sous l’impact de ce 

faisceau, l’échantillon émet principalement des électrons rétrodiffusés, des électrons 

secondaires et des rayons X. Ces électrons sont ensuite recueillis sélectivement par des 

détecteurs qui transmettent un signal à un écran cathodique. Le balayage de cet écran est 

exactement synchronisé avec le balayage de l’objet, donc avec le faisceau incident. C’est le 

principe du balayage. Ceci consiste à analyser la surface d’un échantillon par lignes 

successives. Pour ce faire, les MEB utilisent un faisceau très fin qui balaye point par point la 

surface de l’échantillon. 
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Les électrons rétrodiffusés et les électrons secondaires ne sont pas les seuls à donner 

des informations. Les électrons Auger, les électrons transmis, la cathodoluminescence et les 

rayons-X peuvent également être analysés par certains MEB. 

2. 3. 1.  Les électrons secondaires 

Sous l’effet du bombardement des électrons primaires, des électrons incidents de 

faible énergie (environ 50 eV) sont arrachés des couches périphériques des atomes se trouvant 

à la surface de l’échantillon. Chaque électron primaire peut ainsi donner un ou plusieurs 

électrons secondaires. Seuls les électrons secondaires proches de la surface de l’échantillon 

sont détectés. Ceci permet d’obtenir une image avec une bonne résolution (3-5 nm), montrant 

principalement la topographie de l’échantillon.  

2. 3. 2.  Les électrons rétrodiffusés 

Quand les électrons bombardés pénètrent plus en profondeur dans l’échantillon, ils 

interagissent avec le noyau des atomes de l’échantillon. Les électrons sont ainsi réémis dans 

une direction proche de leur direction d’origine et avec une faible perte d’énergie (30 eV). Ils 

sont détectés quand ils ressortent de l’échantillon. L’image résultante a une moins bonne 

résolution que celle obtenue avec les électrons secondaires (6-10 nm) mais donne des 

informations sur la topographie et sur la composition chimique de l’échantillon (contraste en 

fonction du numéro atomique).  

La figure 1 représente le schéma d’un MEB avec sa colonne, son ensemble 

électronique et son système d’analyse et de traitement des données.  
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Figure 1 : Représentation schématique d'un microscope électronique à balayage équipé d'un 

système de microanalyse de rayons X, violet : colonne, orange : ensemble électronique et 

système d’analyse et de traitement des données, d’après (Duval et Bouquillon, 2009) 
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2. 3. 3.  Préparation des échantillons 

Pendant l’analyse, l’échantillon reçoit un très grand nombre d’électrons. Les 

échantillons conducteurs écoulent cette charge d’électrons à travers le porte-objet. Les 

échantillons électroniquement isolants présentent des phénomènes de charges altérant le 

signal. C’est pourquoi, ils sont recouverts d’un dépôt conducteur d’or ou de carbone 

transparent aux électrons avant toute observation (Duval and Bouquillon, 2009 ; 

fr.wikipedia.org). 

2. 4. Applications 

Le microscope électronique à balayage est un outil qui est fortement utilisé pour 

observer les microstructures des coquilles de mollusques depuis les années 1950. Il a permis 

de comprendre les mécanismes de réparation coquillière de nombreux mollusques comme par 

exemple, Haliotis tuberculata (Fleury et al., 2008), Helisoma duryii duryii (Wong et 

Saleuddin, 1972), Helix pomatia (Saleuddin, 1971), Mytilus edulis (Meenakshi et al., 1973 ; 

Uozumi et Suzuki, 1979), Nautilus macrophalus (Meenakshi et al., 1975), Pinctada 

margaritifera (Caseiro et Gauthier, 1997, 1998) et Pomacea paludosa (Blackwelder et 

Watabe, 1977). 

Par ailleurs, quelques travaux d’observation des coquilles de palourdes japonaises 

saines ont été effectués au MEB (Taylor et al., 1973 ; Shimamoto, 1986 ; Popov, 1992 ; 

Paillard et Le Pennec, 1993 ; Fujikura et al., 2003) ainsi que les palourdes atteintes de la 

maladie de l’anneau brun (Paillard et al., 1994 ; Paillard et Maes, 1995a, b). C’est avec l’aide 

de cet instrument que Taylor et al. (1973), Popov (1992) et Shimamoto (1986) ont confirmé 

les résultats de Boggild (1930b) obtenus au microscope optique, montrant que la coquille de 

la palourde était constituée de 2 couches : une composite prismatique et l’autre homogène (cf. 

2. 4. 4.).  
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3. La micro-spectrométrie Raman 

3. 1. Introduction 

En général, quand un échantillon est soumis à une irradiation monochromatique, la 

majeure partie du faisceau incident est transmise. Cependant, certains échantillons diffusent 

de la lumière en modifiant légèrement sa fréquence. Une diffusion est un changement de 

direction de la propagation n'obéissant pas aux lois de l'optique géométrique. Ce décalage en 

fréquence correspond à un échange d'énergie entre le rayon lumineux et le milieu. Il se traduit 

par un changement de longueurs d’onde. Ce phénomène physique correspond à la diffusion 

inélastique d’un photon. C’est le phénomène optique appelé « effet Raman » ou « diffusion 

Raman ». 

Cet effet Raman peut avoir pour origine soit les vibrations du cristal ou de la molécule 

analysés, soit des excitations magnétiques. Dans le cas des vibrations d’une molécule, 

l’irradiation monochromatique de photons produit des interactions entre les atomes de la 

molécule. Ces interactions ont pour conséquence des vibrations des atomes les uns par rapport 

aux autres en 3 dimensions, et au niveau de leur liaison covalente. C’est ainsi qu’ils diffusent 

la lumière selon l’effet Raman. 

La spectrométrie Raman est un outil qui donne des informations sur les molécules et 

en particulier sur la nature des liaisons chimiques entre les atomes de l’échantillon en utilisant 

ce décalage de la longueur d’onde. L'apparition du laser a permis à cette technique de se 

répandre à grande échelle dans l'industrie et la recherche. Cet outil est notamment utilisé pour 

étudier les coquilles de mollusques. 

3. 2. Historique 

Chandrashekhara Venkata Râman (figure 2) était un professeur indien de physique. En 

1922, paraissait son livre sur "la diffraction moléculaire de la lumière". Ce fut la première 

étape du travail qu’il a effectué avec ces collaborateurs et qui l’ont mené, le 28 février 1928, à 

découvrir l’effet optique nommé Raman. Pendant que C. V. Raman et K. S. Krishnan 

décrivaient l’effet Raman en 1928, totalement indépendamment Grigory Landsberg et Leonid 

Mandelstam le découvraient également. Raman a obtenu le prix Nobel de physique en 1930 

pour son travail sur la diffusion de la lumière, soit pour la découverte de l’effet Raman. 
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Figure 2 : Portrait de Chandrashekhara Venkata Râman 

3. 3. Principe 

3. 3. 1.  Effet Raman 

La réponse d’une molécule possédant deux niveaux d'énergie de vibration (v=1 et 

v=2) suite à la soumission à une onde électromagnétique dépend de la fréquence et donc de 

l'énergie des photons incidents. Deux phénomènes de réponse sont possibles : l’absorption ou 

la diffusion. Dans le cas de l’absorption, en particulier infrarouge, le photon incident a la 

même énergie qu’un niveau de vibration. C’est le principe de la spectroscopie infrarouge. 

Dans le cas de la diffusion, le photon incident a une énergie bien supérieure aux niveaux de 

vibration. Trois types de diffusion sont possibles. Si le photon incident et diffusé ont la même 

énergie, c’est la diffusion Rayleigh ou « élastique ». Quand il y a une modification de la 

longueur d’onde, la diffusion est dite « inélastique. » Si le photon diffusé a une énergie plus 

faible que le niveau v=1, le photon incident a cédé à la molécule au repos une quantité 

d'énergie correspondant à l'énergie de vibration nécessaire à la transition de l'état fondamental 

E0 (v=0) à l'état excité E1 (v=1), c’est la diffusion Raman stokes. Si le photon diffusé a une 

énergie plus grande que le niveau v=1, la molécule cède au photon incident une quantité 

d'énergie correspondant à l'énergie de vibration de la transition de l'état excité E1 (v=1) à l'état 

fondamental E0 (v=0), c’est la diffusion Raman anti stokes (figure 3). 

Cependant, les pics stokes et anti-stokes ont une intensité de diffusion plus faible que 

les Rayleighs. Sur un million de photons diffusés, seul un photon ne présente pas une 

diffusion Rayleigh. De ce fait, un filtre est positionné au niveau de cette diffusion Rayleigh, 

afin qu’elle ne masque pas le signal du spectromètre Raman. De plus, les photons diffusés 
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stokes sont plus étudiés que les anti-stokes car l’intensité de leurs pics vibrationnels est plus 

élevée. Ceci est du au fait que leur quantité d’énergie est moins élevée (figure 3). 

 

Figure 3 : Effet Raman, a. l’absorption et les diffusions, b. le spectre des pics vibrationnels 

d’après (lcpe.cnrs-nancy.fr/GRAUS/raman/principeraman.htm) 

3. 3. 2. Spectrométrie Raman 

La « spectrométrie Raman », appelée aussi « spectroscopie Raman », est un outil 

d’analyse non-destructeur. Il est capable de caractériser la composition chimique et la 

structure d'un matériau. Comme la spectrométrie infrarouge, la spectrométrie Raman permet 

d'étudier les modes vibrationnels d'un matériau. Ces deux techniques sont complémentaires. 

Lors d’une analyse avec cette technique, un faisceau laser de lumière 

monochromatique est focalisé à l’aide d’une lentille sur l'échantillon. La lumière diffusée est 

alors recueillie à l'aide d'une autre lentille et envoyée sur un monochromateur. Ensuite, son 

intensité est mesurée avec un détecteur (monocanal type photomultiplicateur : CPM, ou 

multicanal type CCD). La lumière diffusée est collectée soit à 180°, soit à 90°. La polarisation 

des faisceaux incidents et diffusés peut également être modifiée. 

Le décalage en longueur d’onde dû à l’effet Raman dépend directement de la matière 

et lui est caractéristique. C’est pourquoi, il ne dépend pas de la longueur d’onde du faisceau 

de lumière monochromatique incident. 

La spectrométrie Raman est une technique précise car le faisceau laser n’est focalisé 

que sur une petite partie de l’échantillon. Quand ce volume n’atteint que quelques microns 

cube, et qu’un microscope et couplé au spectromètre Raman, la technique d’analyse est 

appelée « micro-spectrométrie Raman ». 

a. b.
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Le signal obtenu est sous forme de pics vibrationnels (Stokes et anti-Stokes). Ces pics sont 

caractéristiques de la composition chimique de l’échantillon, de sa structure cristalline, ainsi 

que de ses propriétés électroniques. La spectrométrie Raman est principalement utilisée pour 

la chimie, l'œnologie et la bijouterie. Son atout est qu’elle permet de caractériser 

vibrationnellement ou chimiquement un objet à température ambiante, sans le détruire et avec 

peu de préparation (lcpe.cnrs-nancy.fr/GRAUS/raman/principeraman.htm ; fr.wikipedia.org). 

3. 4. Applications 

La spectrométrie Raman est particulièrement intéressante pour étudier les coquilles de 

mollusques car elle permet d’obtenir des informations à la fois sur les composantes minérales 

et organiques de la coquille. De plus, les analyses se font directement sur l’objet solide, 

permettant ainsi une localisation très précise, et évitant une dissolution chimique des 

coquilles. 

La micro-spectrométrie Raman est donc une technique non-destructive qui est bien 

connue pour fournir des analyses qualitatives et quantitatives sur de nombreux composés 

minéraux et organiques de la coquille. La micro-spectrométrie Raman est par exemple utilisée 

pour étudier les différents polymorphes de carbonates de calcium dans des cristaux 

synthétiques (Kontoyannis et Vagenas, 2000 ; Carteret et al., 2009) ou chez des mollusques 

(Urmos et al., 1991 ; Weiss et al., 2002 ; Gotliv et al., 2003 ; Withnall et al., 2003 ; Lécuyer 

et al., 2004 ; Brink et Van Der Berg, 2005 ; Rousseau et al., 2005a ; Hedegaard et al., 2006 ; 

Jing et al., 2007 ; Yan et al., 2007 ; Jacobs et al., 2008 ; Takeuchi et al., 2008), mais jamais 

chez la palourde japonaise. Carteret et al., 2009 et Kontoyannis et Vagenas, 2000, ont 

montré que la signature Raman spécifique de l’aragonite était constituée de 5 à 19 pics entre 

111 et 1462 cm-1, celle du calcite de 5 à 7 pics entre 118 et 1430 cm-1, et celle de la vatérite de 

5 à 17 pics entre 105 et 1465 cm-1. 

Dans une moindre mesure, la micro-spectrométrie Raman a également été utilisée pour 

étudier les composés organiques associés à ces composés minéraux, en particulier les 

pigments comme les caroténoïdes (Zhang et al., 2001 ; Withnall et al., 2003 ; Brink et Van 

Der Berg, 2005) et les polyènes (Hedegaard et al., 2006). Les polyènes ont été trouvés la 

première fois en 2006 dans les coquilles de 18 mollusques dont 4 bivalves: Mytilus edulis, 

Chlamys senatoria, C. Mauritana et Spondylus pinceps (Hedegaard et al., 2006). Avant cette 

étude, les pigments identifiés dans la coquille des mollusques avec la micro-spectrométrie 

Raman étaient des caroténoïdes (Zhang et al., 2001 ; Withnall et al., 2003 ; Brink et Van Der 
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Berg, 2005). Ils ont en effet été mesurés dans les coquilles de Pinctada martensii, Hyriopsis 

cumingii (Zhang et al., 2001), Littorina littorea, Nautilus sp., Mercenaria sp. (Withnall et al., 

2003) et Patella granatina (Brink et Van Der Berg, 2005). 

4. La microsonde WDS (Wavelength Dispersive Spectroscopy) 

4. 1. Introduction 

La microsonde de Castaing appelée aussi « electron probe microanalyser : EPMA » est 

une méthode d’analyse élémentaire, basée sur le bombardement de l’échantillon par des 

électrons et l’analyse des rayons X émis qui en résultent. Il existe deux types de microsonde. 

La microsonde par dispersion de l'énergie (ou EDS pour Energy Dispersive Spectroscopy) ; le 

détecteur est alors un semi-conducteur qui produit des pics de tension proportionnels à 

l'énergie du photon, et la microsonde par dispersion de longueur d'onde (ou WDS pour 

Wavelength Dispersive Spectroscopy) ; c'est-à-dire que les photons X sont séparés par 

diffraction sur un cristal. Ces microsondes sont souvent couplées à un microscope 

électronique à balayage. La microsonde WDS est un outil analytique très performant 

permettant la détermination qualitative et quantitative, à l'échelle du micron cube, des 

éléments chimiques contenus dans des matériaux très divers : roches, alliages métalliques, 

poudre et objets carbonatés. Cet outil est depuis peu utilisé sur les pièces calcifiées. 

4. 2. Historique 

La première microsonde a été inventée et construite en 1951 par le Professeur 

Castaing. Depuis lors, cet outil a été produit à quelques centaines d'exemplaires et vendues 

dans le monde entier par la firme française Cameca. 

4. 3. Principe 

Le principe de la microsonde Wave-length Dispersive Spectrometry (WDS) est de 

bombarder une faible surface (1 micron carré) d’un échantillon avec un faisceau d’électron 

préalablement réduit par deux ou trois lentilles magnétiques, avec une énergie d'impact allant 

de quelques centaines d'eV jusqu’à 50 keV. Ces électrons chargés en énergie pénètrent dans 

l’échantillon et interagissent avec ses atomes afin de générer de petites quantités de rayons X. 

En effet, certains électrons cèdent une partie de leur énergie cinétique à l'atome, provoquant 

ainsi l'éjection d'un électron de l'atome. L'atome est dit « excité ». Si l'électron éjecté est 

proche du cœur, un électron périphérique descend (l'atome se désexcite). En ce faisant, il émet 
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un photon. Du fait de l'énergie de transition, ce photon appartient au domaine des rayons X. 

Tous les éléments chimiques connus produisent une série de rayons X spécifiques et connus. 

Ces rayons X sont détectés à des longueurs d’ondes particulières par 5 spectromètres à rayons 

X de type WDS (dispersion de longueur d'onde), et ce en utilisant la diffraction sur un cristal. 

Leurs intensités sont mesurées afin de déterminer la concentration des différents ions formant 

l’échantillon dans le faible volume concerné (1 micron cube) (figure 4).  

 

Figure 4 : Schéma d’une microsonde WDS d’après (www.gm.univ-

montp2.fr/spip/spip.php?article111) 

Les intensités de ces rayons-X peuvent être quantifiées (de l’ordre de 100 ppm) en 

utilisant des standards calibrés. Deux principaux types de résultats sont obtenus : des transects 

de mesures quantitatives, et des cartographies semi-quantitatives. Tout type de matériaux peut 

être analysé : minéral, végétal, animal, synthétique ou composite. Par ailleurs, les intensités 

des rayons-X émis par les éléments légers sont de faible intensité, leur détection et leur 

quantification sont de ce fait très difficiles. 

Un ordinateur pilote le processus d'analyse et l’exploitation de ces résultat (www.univ-

brest.fr/index.php?page=affiche_ composante&object=msouest ; fr.wikipedia.org ; 

www.gm.univ-montp2.fr/spip/spip.php?article111). 
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4. 4. Applications 

La microsonde WDS est couramment utilisée pour effectuer des analyses sous forme 

de cartographies ou de transects de rayons-X, afin de localiser les éléments traces dans les 

minéraux des roches et de quantifier leur concentration. Cet outil a été adapté à partir de ces 

études géologiques pour faire des mesures sur les coquilles de mollusques ou d’autres pièces 

biominéralisées carbonatées. Dans un premier temps, cet outil a été utilisé chez les otolithes 

de poissons pour la cartographie ionique des concentrations en calcium et strontium (Gunn et 

al., 1992 ; Otake et al., 1994 ; Otake et al., 1997 ; Tzeng et al., 1997 ; Diouf et al., 2006 ; 

Labonne et al., 2009). Cette méthodologie des otolithes a ensuite été adaptée pour étudier les 

coquilles de mollusques. La microsonde WDS a été utilisée sur des coquilles de mollusques 

pour des transects (Crenshaw et Ristedt, 1976 ; Wada, 1980 ; Lindh et al., 1988 ; Coote et 

Trompetter, 1995 ; Fujikura et al., 2003 ; Kuczumow, 2004 ; Jacobs et al., 2008 ; Takesue et 

al., 2008) et occasionnellement pour des cartographies de rayons-X (Coote et Trompetter, 

1995 ; Kuczumow, 2004). 

Dans les formations calcifiées formées de carbonate de calcium, les éléments traces en 

faible concentration peuvent êtres des traceurs des conditions environnementales comme le 

strontium (Klein et al., 1996 ; Stecher III et al., 1996 ; Takesue et al., 2008), ou être des 

traceurs de la matrice organique comme le souffre (Addadi et al., 1987 ; Dauphin et al., 2003 

; Nudelman et al., 2006 ; Treccani et al., 2006 ; Guzman et al., 2007 ; Marie et al., 2007 ; 

Marin et al., 2008). Le strontium a le même rayon ionique que le calcium et peut être 

partiellement remplacé par lui dans les biominéraux. Cette incorporation dépend du taux de 

croissance, de la microstructure coquillière, de la maturité de l’animal et des facteurs 

environnementaux comme la salinité ou le ratio Sr/Ca de l’eau environnante (Klein et al., 

1996 ; Stecher III et al., 1996 ; Diouf et al., 2006 ; Takesue et al., 2008 ; Labonne et al., 

2009). Le carbone, quant à lui, est à la fois présent dans le carbonate de calcium (CaC03) et 

dans la matrice organique comme les protéines, les polysaccharides et les lipides. Dans les 

biominéraux, le calcium et le sodium sont présents uniquement dans les cristaux de calcium, 

en particulier dans l’aragonite pour le sodium (Cuif et al., 1986). 
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Annexe 2- Experimental infections of corkwing wrasse, 

Symphodus melops, and Manila clam, Ruditapes 

philippinarum, with three Vibrio tapetis and V. tapetis – like 

isolates. In Prep  
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Annexe 3- Le nouveau chapitre de thèse 2009 
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