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Abbreviation

A

E

M

P

T

YZ

ΔΨm: potentiel membranaire mitochondrial
Act: Actine
AIF: Apoptosis Inducing Factor
AM: Acétoxy-Méthylester
AMP: peptides antimicrobiens
ASW: Artificial sea water
BI-1: Bax inhibitor 1
BPI: Bactericidal/permeability-increasing 
protein
Casp: Caspase
CDC2H:
CsA: Cyclosporine A
DDC: Diethyldithiocarbamate
Dff-A: DNA Fragmentation Factor Subunit 
Alpha
EMA: Eau de mer artificielle
EMF: Eau de mer filtrée
EndoG: endonuclease G
FADD: Fas-associated protein with Death 
domain
FDA: Fluoresceine diacetate
FREP: Fibrinogen-related proteins
FSW:  Filtered sea water
GO: Gene Ontology
H2O2: Peroxide d’hydrogène
HSP90: Heat Shock Protein 90
IAP: Inhibitor of apoptosis
IP: Iodure de Propidium
KCN: Cyanure de potassium
MCP: Mort cellulaire programmée
MET: Microscopie électronique à Transmis-
sion
ODN: oligonucleotide
OIE: Organisation mondiale de la santé 
animale
PAMPS: Pathogen Associated Molecular 
Patterns

PCR: Polymerase Chain reaction
PDCD: Programmed Cell Death
PDRP: p53 and DNA damage regulated 
protein
PDS: particules denses structures
PI: Propidium Iodide
PO: PhénolOxydase
POD: Peroxidase
PRR: Pattern Recognition Receptors
PS: Phosphatidyl serine
RFLP: polymorphisme de longueur des frag-
ments de restriction
RLR: Retinoic acid-inducible gene 1 like 
receptors
ROS: Reactive oxygen species
TEM: Transmission Electron Microscopy
TLR: Toll like receptors
TNF: Tumor Necrosis Factor
TNFR: Tumor Necrosis Factor Receptor
TRAIL: TNF-related apoptosis inducing 
ligand
TRADD: TNFR type 1-associated DEATH 
domain protein
TTRAP: TRAF and TNF receptor-associated 
protein
XOD: xanthine oxydase
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INTRODUCTION

L’ostréiculture représente une part importante de l’aquaculture française et plus particulière-
ment de la production de mollusques. En France, la conchyliculture repose essentiellement 
sur l’huître creuse Crassostrea gigas (89 000 tonnes annuelles) et, dans une moindre mesure, 
sur l’huître plate Ostrea edulis (1 600 tonnes annuelles). Ces deux espèces représentent un 
marché respectif de près de 500 et 13 millions d’euros par an (FAO, 2016). L’histoire de l’os-
tréiculture française a cependant connu une succession de succès et d’échecs qui mettent en 
évidence la fragilité de cette production face à une surexploitation des stocks et l’apparition 
de maladies. 

Si l’huître plate est restée longtemps la seule huître consommée en France, sa production 
ne permettait plus de répondre à une demande croissante au 19ème siècle (Goulletquer and 
Heral, 1997). Des huîtres en provenance du Portugal (Crassostrea angulata) furent alors intro-
duites en France. Jusqu’en 1920, la production ostréicole des deux espèces était équivalente. 
Mais, des épizooties ont contribué à la diminution de la production d’huîtres plates et la dis-
parition de l’huître portugaise le long des côtes françaises. Afin de répondre à cette situation 
de crise,  du naissain d’huître creuse, Crassostrea gigas, a été importé à partir de 1971, puis 
régulièrement jusqu’en 1977 sur le littoral français (Grizel and Heral, 1991) . A ce jour, l’os-
tréiculture française connaît une situation de quasi-monoculture avec 98 % de la production 
constituée d’huîtres creuses, C. gigas (FAO, 2016). 

En raison des mortalités importantes affectant l’huître creuse C. gigas depuis 2008 et plus 
récemment les moules bleues Mytilus edulis, les conchyliculteurs tendent à vouloir diversifier 
leur production et manifestent un regain d’intérêt pour cette espèce patrimoniale néanmoins 
inscrite dans la convention européenne OSPAR comme espèce et habitat menacés (Ospar 
agreement 2008-6).

En France, la production d’huître plate est principalement localisée en Bretagne. La baie de 
Quiberon et la rade de Brest restent aujourd’hui des lieux privilégiés pour le captage du nais-
sain en raison de leurs conditions environnementales particulières. Le grossissement des 
huîtres est en revanche effectué dans les baies de Morlaix, de Cancale ainsi que celle de Qui-
beron. Cette espèce est cependant menacée par deux maladies parasitaires qui ont contribué 
à la réduction de sa production depuis les années 70 : la marteiliose due à Marteilia refringens 
et la bonamiose due à Bonamia ostreae. Ces maladies sont toutes deux inscrites dans la liste 
des maladies à déclaration obligatoire de l’Union Européenne et de l’Organisation mondiale 
pour la santé Animale (OIE). 

Les moyens de lutte contre ces maladies sont relativement restreints. L’utilisation d’un trai-
tement ou d’une vaccination au sens conventionnel du terme n’est en effet pas envisageable 
puisque la conchyliculture se fait essentiellement en milieu ouvert et qu’il n’existe pas chez 
les mollusques de système immunitaire adaptatif. De ce fait, les moyens de lutte reposent 
principalement sur une surveillance des populations, la restriction des transferts d’animaux, 
l’utilisation de modèles prédictifs de l’évolution de la maladie permettant de proposer des re-
commandations en termes de gestion des stocks et le développement d’animaux résistants/
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tolérants à l’infection. Ainsi, au début des années 90, l’Ifremer a initié un programme de sé-
lection génétique d’huîtres plates résistantes à l’injection à B. ostreae (Martin et al., 1993; 
Naciri-Graven et al., 1999). 

Depuis la première description du parasite B. ostreae sur l’Ile Tudy en Bretagne en 1979 chez 
des huîtres plates présentant des mortalités (Pichot et al., 1980), des études ont été réalisées 
afin de mieux caractériser le parasite, son cycle et de mieux comprendre ses interactions avec 
son hôte. En raison de sa petite taille, il a été apparenté au groupe des "microcells" décrit par 
Kantkansky et al. (1969) et Farley et al. (1988) regroupant les parasites des genres Bonamia et 
Mikrocytos. Les études ultrastructurales complétées par l’analyse du gène codant pour l’ARNr 
de la petite sous unité ribosomale ont permis de clarifier sa position phylogénétique au sein 
du phylum des Haplosporidia (Carnegie et al., 2000). Ces travaux ont également permis le 
développement d’outils diagnostiques pour la détection du parasite. Certaines de ces tech-
niques sont depuis recommandées par l’OIE pour sa détection comme l’apposition de tissus 
cardiaques, le diagnostic sur coupe histologique ainsi que la PCR (OIE, 2016). Les études épi-
démiologiques ont mis en évidence une dynamique saisonnière avec des pics de prévalence 
plutôt rapportés à la fin de l’hiver et des mortalités affectant d’avantage les huîtres adultes en 
été. La transmission de l’infection est directe d’une huître infectée à une huître non infectée 
et ne nécessite pas l’implication d’un hôte intermédiaire.

B. ostreae est un parasite protozoaire intracellulaire qui infecte et se multiplie dans les hémo-
cytes. Il n’existe à ce jour aucune méthode permettant de cultiver ce parasite. Cependant, la 
mise au point d’un protocole de purification permettant d’isoler le parasite à partir d’huîtres 
fortement infectées (Mialhe et al., 1988) a largement aidé à reproduire la bonamiose en labo-
ratoire in vitro et in vivo (Hervio et al., 1995). 

Chez les mollusques marins, les mécanismes de défense reposent essentiellement sur les cel-
lules circulantes, les hémocytes présents dans l’hémolymphe et dans les tissus. Ces cellules 
contribuent à éliminer les particules étrangères dont les organismes pathogènes par l’inter-
médiaire de la phagocytose et de la production de molécules extracellulaires. 

Ainsi, la bonamiose représente un modèle tout à fait intéressant d’étude des interactions 
hôte-parasite du fait du double rôle joué par les hémocytes dans cette maladie : ils sont en ef-
fet à la fois les cellules effectrices des mécanismes de défense et les cellules hôtes du parasite.

Bien que le parasite ne soit pas cultivable, la possibilité de le purifier, de reproduire la maladie 
expérimentalement et l’existence de lignées d’huîtres plates sélectionnées a précédemment 
permis d’augmenter significativement les connaissances concernant la réponse de l’huître 
plate au parasite B. ostreae. 

Le parasite apparaît ainsi activement impliqué dans son internalisation par les hémocytes 
(Chagot et al., 1992; Prado-Alvarez et al., 2013) et capable de moduler certaines activités hé-
mocytaires comme la production d’espèces oxygénées réactives ainsi que les activités es-
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térases lui permettant ainsi d’éviter une dégradation (Morga et al., 2011a). En présence du 
parasite, l’huître semble surexprimer des gènes impliqués dans les défenses immunitaires, 
comme les gènes codant pour la galectine et pour des superoxydes dismutase (Morga et al., 
2011a). Ces travaux ont aussi permis de proposer des hypothèses concernant les mécanismes 
impliqués dans la résistance à la bonamiose. L’étude comparative de la réponse à B. ostreae 
d’huîtres plates sélectionnées et sauvages a en effet montré que la résistance à la maladie 
pouvait être liée à une diminution de la phagocytose et une modulation de l’apoptose (Morga 
et al., 2011a, 2012).

L’apoptose est un mécanisme conservé dans le règne animal. Il est impliqué dans de nom-
breux processus biologiques indispensables à la survie des organismes comme l’homéosta-
sie, l’embryogenèse ainsi que dans la défense contre divers facteurs de stress environnemen-
taux incluant les organismes pathogènes. Ce mécanisme participe notamment à l’élimination 
des cellules endommagées et contribue à limiter la prolifération d’une infection en éliminant 
les cellules infectées (Assunção Guimarães et Linden, 2004). 

Les approches de séquençage aujourd’hui développées permettent d’augmenter considéra-
blement les connaissances des génomes de mollusques bivalves marins comme celui de Cras-
sostrea gigas (Zhang et al., 2012). Ces nouvelles données ont notamment permis d’identifier 
de nombreux gènes impliqués dans la cascade de signalisation de l’apoptose et démontrent 
que c’est un mécanisme très conservé. Quelques travaux se sont intéressés à la réponse apop-
totique de mollusques marins lors d’infection par divers organismes pathogènes comme des 
bactéries du genre Vibrio (Moreira et al., 2012; Pauletto et al., 2014), le virus OsHV-1 (Green et 
al., 2016; Segarra et al., 2014) et le parasite Perkinsus marinus (Goedken et al., 2005; Hughes 
et al., 2010). 

Dans ce contexte, il semblait d’intérêt d’approfondir les connaissances sur l’apoptose chez 
l’huître plate en particulier pour mieux comprendre l’implication de ce mécanisme dans les 
interactions entre l’huître et le parasite B. ostreae, et de façon plus générale, dans la défense 
des huîtres en réponse à des micro-organismes. 

Le travail présenté dans ce mémoire s’organise en quatre parties :

La première partie est consacrée aux rappels bibliographiques portant sur le modèle d’étude: 
l’huître plate et le parasite Bonamia ostreae. Cet état de l’art rappelle aussi les principaux 
mécanismes de défense chez les mollusques et décrit plus particulièrement les mécanismes 
développés par l’huître plate en réponse à la bonamiose. Cette synthèse bibliographique pré-
sente enfin l’apoptose en général et les connaissances disponibles sur ce mécanisme chez les 
mollusques bivalves.

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ainsi que les résultats obtenus sont présentés 
dans les trois parties suivantes  (Chapitres 1, 2 et 3).
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Le premier chapitre présente la mise au point d’outils nécessaires à la description de la ré-
ponse apoptotique de l’huître plate aux niveaux cellulaire et moléculaire. Ces outils reposent 
sur la cytométrie en flux, la microscopie photonique et la microscopie électronique à trans-
mission mais également sur des approches transcriptomiques pour l’étude de l’expression de 
gènes impliqués dans le processus apoptotique.

Le deuxième chapitre est consacré à l’étude cellulaire et moléculaire de l’apoptose en ré-
ponse au parasite B. ostreae dans le contexte d’expériences d’infection réalisées in vitro et in 
vivo grâce aux outils présentés dans le Chapitre 1. 

Le troisième chapitre appréhende la spécificité de la réponse apoptotique en considérant une 
autre espèce, C. gigas, résistante à la bonamiose et en confrontant les huîtres à d’autres mi-
cro-organismes. De plus, l’implication de l’apoptose dans les interactions bivalves-parasites a 
également été abordée dans un autre modèle l’huître américaine, Crassostrea virginica, et le 
parasite protozoaire Perkinsus marinus.

Enfin, ce mémoire se termine par une conclusion qui synthétise les résultats obtenus et qui 
propose de nouvelles perspectives sur le thème des interactions hôte-parasite.
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L’huitre plate

I.	 Historique

L’huître plate, Ostrea edulis (Linnaeus, 1758), est une espèce d’huître endémique des côtes 
européennes. Elle est depuis des millénaires consommée par l’homme. En effet, des traces 
de sa consommation ont été retrouvées depuis la préhistoire, sous forme de restes de repas 
trouvés sur des sites archéologiques. Les premiers récits de son exploitation ne remontent 
cependant qu’à la Grèce antique.

Au début du 18ème siècle, entre 10 000 et 20 000 tonnes d’huîtres plates étaient collectées 
annuellement à Cancale en Bretagne par dragage ou aux râteaux. Cancale était alors le pre-
mier centre d’approvisionnement en huîtres plates d’Europe (Hussenot et al., 2014). C’est à 
cette époque que commencent à apparaître les premiers signes de surexploitation et qu’un 
premier édit royal est émis en 1759 interdisant «la pêche, le colportage ou la vente des huîtres 
du 1er au 31 octobre». Cette pêche intensive et les hivers extrêmement froids contribuèrent à 
la destruction des gisements naturels en Europe. Suite à ces évènements, en 1854 sont initiés 
des travaux de collecte de naissain d’huîtres plates par De Bon et Coste afin d’effectuer des 
élevages. Ce projet marquera la naissance de l’ostréiculture moderne (Duchene et al., 2015 ; 
Hussenot et al., 2014).

C’est à cette même époque que l’importation de l’huître portugaise, Crassostrea angulata, 
est autorisée dans le bassin d’Arcachon. Lors d’un de ses voyages, en raison d’une forte tem-
pête, le bateau le Morlaisien fut bloqué plusieurs jours dans l’estuaire de Gironde. La cargai-
son d’huîtres fût alors mise à l’eau. A la suite de cet évènement certaines huîtres parvinrent 
à s’acclimater, puis se reproduire. C’est ainsi que cette espèce s’implanta le long de la côte 
atlantique française. A partir de cette époque les deux espèces O. edulis et C. angulata furent 
retrouvées le long des côtes françaises (Goulletquer et Heral, 1997).

Entre 1967 et 1970, l’huître portugaise est affectée par deux épizooties, toutes deux attri-
buées à des virus de type iridovirus. Ces maladies contribuèrent à l’extinction de l’espèce qui 
fut alors remplacée par l’huître creuse du Pacifique, Crassostrea gigas, importée du Canada, 
puis du Japon. 

Au cours du 20ème siècle, l’huître plate fut touchée par trois épisodes de mortalité massive 
qui contribuèrent à la chute de sa production en France et plus largement en Europe (Figure 
1). En 1920, de fortes mortalités associées à des lésions branchiales sont attribuées à un pa-
rasite intracellulaire. En 1968, le parasite protozoaire Marteilia refringens est rapporté pour 
la première fois dans les Abers en Bretagne en association à d’importantes mortalités. Enfin, 
le parasite protozoaire Bonamia ostreae, agent de la bonamiose, est décrit lors de mortalités  
d’huîtres plates à l’Ile Tudy en Bretagne. La production nationale de cette espèce ne repré-
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sente plus que 1500 tonnes (www.fao.org). Aujourd’hui, l’ostréiculture est essentiellement 
représentée par l’huître creuse C. gigas. Près de la moitié de la production repose sur du nais-
sain triploïde issu d’écloserie.

Malgré ces maladies, la surpêche, la réduction du nombre de bancs naturels et donc du stock 
de géniteurs, l’huître plate est toujours présente et cultivée en France, principalement en Bre-
tagne. Les méthodes de culture ont cependant évolué. Le recrutement naturel et le captage 
ne sont réalisés qu’en baie de Quiberon et en Rade de Brest. De plus, afin de limiter l’impact 
de la marteiliose, les élevages se font désormais majoritairement au sol en eaux profondes. 
Cependant, quel que soit le mode de production, les élevages sont toujours impactés par la 
bonamiose (Hussenot et al., 2014). 

Les ostréiculteurs cherchent à diversifier leur production et manifestent un progressif regain 
d’intérêt pour cette espèce en raison notamment à des épisodes de mortalité massifs obser-
vés chaque été chez C. gigas depuis 2008. D’autre part, l’huître plate est depuis 2009 listée 
dans la convention OSPAR pour la protection du milieu marin d’Atlantique Nord-Est (Ospar 
agreeement 2008-6). Elle y est listée comme espèce en danger et habitat en déclin. L’huître 
plate présente un rôle important au niveau de l’écosystème d’une part en stabilisant le sédi-
ment et en maintenant une bonne qualité d’eau, mais aussi en participant au maintien de la 

Figure 1 : évolution de la production d’huîtres en France aux XIXème et XXème (www.ostrea.
org).
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biodiversité. Qualifiée d’espèce ingénieure ou bâtisseuse, l’huître plate est capable de créer 
un biotope abritant de nombreuses espèces et peut aussi servir de lieu de refuge et d’alimen-
tation pour les larves et adultes de certaines espèces comme les poissons ou les invertébrés 
(Duchene et al., 2015 ; Hussenot et al., 2014).

II.	Biologie de l’huître

1.	 Classification, anatomie

L’huître plate, O. edulis, est un mollusque bivalve appartenant à l’ordre des Ostreida, à la fa-
mille des Ostreidae et au genre Ostrea (www.marinespecies.org) (Figure 2).

Elle possède un corps mou et non segmenté composé d’un manteau, qui, par sécrétion va 
former la coquille. Celle-ci est constituée de deux valves protégeant les organes. L’ouverture 
et la fermeture de ces valves sont assurées par un muscle adducteur. La respiration de l’huître 
est assurée par les branchies composées de lamelles. Les branchies jouent aussi un rôle dans 
la nutrition grâce à la filtration de l’eau et la conduction des nutriments vers la bouche s’ou-
vrant entre deux paires de palpes. L’appareil digestif est ensuite composé d’un court œso-
phage conduisant les aliments jusqu’à l’estomac entouré par l’hépato-pancréas. Celui-ci est 

Figure 2 : classification taxinomique de l’huître plate Ostrea edulis.
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composé de diverticules qui permettent la communication entre la cavité stomacale, l’ouver-
ture de l’œsophage et de l’intestin terminé par un anus (Marteil, 1976). La glande digestive est 
entourée par la gonade et le manteau (Figure 3).

Des études phylogénétiques ont permis de préciser la position de l’espèce Ostrea edulis dans 
la famille des Ostreidae (Danic-Tchaleu et al., 2011). Les séquences d’ADN mitochondrial ont 
révélé que l’espèce O. edulis serait la plus proche phylogénétiquement de l’huître plate aus-
tralienne, Ostrea angasi (Figure 4). Elle appartient à la super famille des Ostreoidea au sein 
de laquelle se situe l’espèce Crassostrea gigas ainsi qu’à l’ordre des Ostreida qui a été décrit 
récemment comme très proche de celui des Mytilida (Lemer et al., 2016).

Figure 3 : anatomie de l’huître.
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a.	 Aire de distribution

L’huître plate présente une aire de répartition naturelle très vaste qui s’étend sur les côtes 
européennes allant de la Norvège à l’Espagne, mais aussi sur une grande partie des côtes 
méditerranéennes jusqu’en mer adriatique et en mer noire. Suite à son introduction pour 
des raisons aquacoles, elle est aujourd’hui aussi présente au Canada ainsi qu’aux Etats-Unis 
(Hussenot et al., 2014).

b.	 Cycle de vie

L’huître plate est hermaphrodite protandrique asynchrone, elle change généralement de sexe 
deux fois par saison. La période de reproduction se situe du début du printemps jusqu’à l’au-
tomne. L’huître plate est larvipare contrairement à l’huître creuse, qui, elle, est ovipare. Les 
gamètes mâles sécrétés dans le milieu sont captés par les femelles et la fécondation se pro-
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Figure 4 : analyse phylogénétique par estimation du maximum de vraissemblance à par-
tir d’ une analyse de 277 gènes réalisée par PHYML-PCMA. Les familles Ptériomorphes 
sont représentées dans différentes nuances de couleur (Lemer et al., 2016).
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duit dans leur cavité palléale. Suite à la fécondation, les larves sont incubées huit à dix jours 
dans la cavité palléale, puis sont libérées dans le milieu. C’est alors qu’elles commencent leur 
première phase de développement : la phase larvaire planctonique (Figure 5). Elles restent 
quelques jours en phase libre pélagique jusqu’au développement d’un pied qui leur permet de 
se fixer à un substrat. Après fixation, ces larves pédivéligères se métamorphosent en jeunes 
huîtres appelées naissain et entament alors la phase benthique de leur développement. Si les 
conditions sont favorables, les juvéniles peuvent produire des gamètes et se reproduire dès 
le premier été (Figure 5). 

Figure 5 : cycle de développement de l’huître plate Ostrea edulis.
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Les parasites du genre Bonamia

Les organismes du genre Bonamia sont des parasites protozoaires intracellulaires qui in-
fectent différentes espèces d’huîtres. Ces parasites sont reconnus pour leur impact sur la san-
té des huîtres mais aussi pour leur impact économique sur la production de ces espèces. Deux 
espèces du genre Bonamia, B. ostreae et B. exitiosa, sont listées comme organismes patho-
gènes à déclaration obligatoire pour l’Organisation mondiale pour la santé animale (OIE) et 
l’Union Européenne (UE).

Bonamia ostreae a été décrit pour la première fois en 1979 en Europe sur l’Ile Tudy en Bre-
tagne. Il fut associé à de forte mortalité chez l’huître plate O. edulis (Pichot et al., 1980).

I.	 Phylogénie et taxinomie

Le genre Bonamia se situe au sein de la famille des Haplosporidia appartenant, comme les 
Paramixida, au super groupe des Rhizaria et à la classe des Ascetospora (Carnegie et al., 2006; 
Dinamani et al., 1987; Pichot et al., 1980; Reece et al., 2004; Sierra et al., 2016). La famille des 
Haplosporidia compte quatre genres Haplosporidium, Minchinia, Urosporidium et Bonamia 
presque tous endoparasites d’invertébrés marins (Figure 6).

Quatre espèces ont été décrites au sein du genre Bonamia : B. ostreae, B. exitiosa, B. perspora  
et B. roughleyi dont le statut est actuellement controversé (Engelsma et al., 2014). Bonamia 
perspora est à ce jour la seule espèce du genre Bonamia conservant les caractéristiques ba-
sales des haplosporida, qui sont la formation de spores et un mode d’infection extracellulaire. 
Les observations en microscopie photonique ne permettent pas de différencier ces espèces  à 
l’exception de B. perspora grâce à la formation des spores. En revanche, les approches phylo-
génétiques ont permis d’avoir une meilleure résolution des liens entre ces espèces. Ces nou-
velles données révèlent une grande affinité de nombreux parasites pour le clade B. exitiosa 
-B. roughleyi (Abollo et al., 2008 ; Burreson et al., 2004 ; Carnegie et al., 2006 ; Carrasco et al., 
2012 ; Engelsma et al., 2014 ; Hill et al., 2010 ; Kroeck et Montes, 2005 ; Narcisi et al., 2010) 
et, que les espèces B. ostreae et B. perspora sont proches phylogénétiquement (Abollo et al., 
2008 ; Engelsma et al., 2014).
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Figure 6 :  arbre phylogénétique consensus du groupe SAR (Stramenophila, Alveolata, 
Rhizaria) sur la base d’une anwalyse de 229 gènes par une approche bayesienne en utili-
sant la matrice GTR ( d’après Sierra et al., 2016).
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II.	Ultrastructure

Bonamia ostreae est un parasite de petite taille, 2 à 5µm de diamètre. Les descriptions en mi-
croscopie électronique à transmission (MET) ont permis d’identifier deux formes différentes 
du parasite : une forme dense et une forme claire (Pichot et al., 1980). 

Les formes denses sont les plus fréquemment retrouvées lors d’une infection (Figure 6). 
Elles présentent une forme plutôt arrondie avec un cytoplasme dense, riche en grains d’as-
pect ribosomal. Elles possèdent des mitochondries ainsi que des particules denses structu-
rées (PDS) (Comps et al., 1980; Pichot et al., 1980).

Les formes claires présentent des formes plutôt amœboïdes plus ou moins allongées. Le 
noyau est, quant à lui, doté d’un volumineux nucléole localisé en position pariétale. Dans le 
cytoplasme, on retrouve aussi des mitochondries, mais en plus grand nombre que dans les 
formes denses ainsi que des PDS avec cependant des formes plus variables. Elles présentent 
aussi un organelle similaire au Golgi formé de saccules isolées ou empilées par deux ou trois  
(Pichot et al., 1980) (Figure 7).

L’ultrastructure du parasite est liée à de nombreux facteurs liés à l’hôte et l’environnement. 
Pour cette raison, il est difficile d’associer des caractéristiques ultrastructurales spécifiques à 
chaque espèce. Cependant, B. exitiosa semble distinct des deux autres espèces par sa grande 

Figure 7 : Deux parasites Bonamia ostreae présents dans le cytoplasme d’un hémocyte 
observé en microscopie électronique à transmission. Bonamia ostreae présente des mi-
tochondries (m), des corps lipidiques (L) ainsi que des haplosporosomes (H). N: noyau 
hémocyte.	
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variabilité ultrastructurale en fonction de son hôte (Hine et al., 2014). 

III.	 Bonamiose

La bonamiose due au parasite Bonamia ostreae est une maladie de l’huître plate. B. ostreae 
peut être transmis directement d’huître à huître. Il n’a pas besoin d’hôte intermédiaire pour 
induire une infection chez l’huître. Il peut infecter différents stades de développement mais 
les adultes de plus de deux ans présentent généralement de plus fortes prévalences, taux 
d’infection et mortalités (Balouet et al., 1983 ; Cáceres-Martínez et al., 1995 ; Culloty et Mul-
cahy, 1996 ; Grizel, 1985) . Cependant, il peut être également détecté chez le naissain en as-
sociation à des mortalités (Lynch et al., 2005) ainsi que chez les larves (Arzul et al., 2011).

B. ostreae peut être détecté toute l’année mais des études ont montré que des pics de préva-
lence étaient observés au printemps ainsi qu’au début de l’automne (Culloty et Mulcahy, 1996 
; Engelsma et al., 2010). B. ostreae présente de meilleurs taux de survie à des températures 
inférieures ou égales à 15°C qu’à des températures de 25°C (Arzul et al., 2009). La salinité 
influence aussi la survie du parasite. Des corrélations négative entre la faible salinité et la pré-
valence de B. ostreae ont pu être mises en évidence (Engelsma et al., 2014 ; Engelsma et al., 
2010) et des travaux ont aussi confirmé que la survie du parasite était moins bonne dans une 
eau à faible salinité (≤30 g.l-1) (Arzul et al., 2009).

Les voies d’entrées et de sortie du parasite ne sont pas complètement connues bien que les 
branchies semblent jouer un rôle prépondérant. Certaines huîtres infectées peuvent présen-
ter des lésions au niveau des branchies telles que ulcérations ou perforations. Cependant, la 
plupart des huîtres infectées ne présentent aucun signe macroscopique. Au microscope pho-
tonique, il est néanmoins possible d’observer une forte infiltration hémocytaire. Dans l’hôte, 
le parasite cible et se multiplie dans les hémocytes (Comps et al., 1980 ; Pichot et al., 1980).

IV.	 Espèces hôtes

Une espèce hôte est définie comme sensible si elle permet la réplication de l’agent patho-
gène ou une infection menant à un développement de la maladie (Stentiford et al., 2009).

Trois espèces d’huître sont aujourd’hui connues comme sensibles à B. ostreae : O. edulis (Ba-
louet et al., 1983 ; Mialhe et al., 1988 ; Pichot et al., 1980), O. chilensis (Lane et al., 2016) et 
Crassostrea ariakensis (Audemard et al., 2005). Des études suggèrent que les huîtres O. angasi 
(Bougrier et al., 1986) et O. puelchana  (Pascual et al., 1991) puissent également être infectées 
par B. ostreae. Cependant, l’identification du parasite ne reposant que sur des observations 
microscopiques, il n’est pas possible de conclure quant à la sensibilité de ces espèces. 

Contrairement à B. ostreae dont le spectre d’hôte en conditions naturelles est restreint, B. 
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exitiosa est détecté dans de nombreuses espèces d’huître des genres Ostreae, Crassostrea et 
Saccostreae (Engelsma et al., 2014).

A ce jour, B. perspora n’a été détecté que dans une espèce, O. stentina (Carnegie et al., 2006).

V.	 Distribution géographique

Bonamia ostreae est principalement rapportée dans l’hémisphère Nord et en particulier sur 
les côtes atlantiques de l’Europe et en Mer du Nord (Figure 8). Ce parasite est aussi retrouvé 
dans le Maine et en Californie. Son introduction en Europe semble d’ailleurs en lien avec l’im-
portation de naissain d’huître plate provenant de Californie (Elston et al., 1986 ; Peeler et al., 
2010). Récemment, B. ostreae a été détecté pour la première fois dans l’hémisphère Sud en 
Nouvelle Zélande (Lane et al., 2016).

L’espèce B. exitiosa ou les espèces appartenant au clade de B. exitiosa semblent présenter 
une distribution géographique plus large que B. ostreae et ont été rapportées aussi bien dans 
l’hémisphère Nord que dans l’hémisphère Sud. En Europe, B. exitiosa a surtout été détecté 
sur les côtes méditerranéennes (Carrasco et al., 2012 ; Hill et al., 2010 ; Narcisi et al., 2010), 
alors qu’aux Etats Unis, il est retrouvé principalement sur la côte Est de la Caroline du Nord 
jusqu’en Floride (Burreson et al., 2004 ; Dungan et al., 2012). Dans l’hémisphère Sud, B. exi-
tiosa est présent en Nouvelle Zélande (Berthe et Hine, 2003 ; Hine, Cochennec-Laureau, et 
Berthe, 2001), en Australie ainsi qu’au Chili et en Argentine (Corbeil et al., 2006 ; Hill et al., 
2014 ; Lohrmann et al., 2009). Bonamia perspora a, quant à lui, uniquement été détecté à ce 
jour en Caroline du Nord (Carnegie et al., 2006). 
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Figure 8 : distribution géographique des espèces du genre Bonamia. B. ostreae (vert), B. 
exitiosa et espèce du clade B. exitiosa en (rouge), B. perspora (bleu foncé) (D’après Engelsma 
et al., 2014).
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VI.	 Méthodes de détection 

Depuis les premières détections de parasites du genre Bonamia, différents outils diagnos-
tiques ont été développés. Aujourd’hui, la détection de ces parasites repose à la fois sur des 
outils moléculaires ainsi que des observations en microscopie. 

Pendant plusieurs décennies, le diagnostic de la bonamiose reposait sur l’observation de 
coupes histologiques et d’appositions de cœur ou de branchies (Figure 9). Ces outils sont 
toujours utilisés et sont recommandés par l’Organisation mondiale pour la santé animale 
(OIE) (OIE 2014).

Les mise au point du protocole de purification du parasite (Mialhe et al., 1988) a permis le 
développement d’anticorps présentant un intérêt pour la détection du parasite (Boulot et 
al., 1989 ; Cochennec et al., 1992 ; Zabaleta et Barber BJ, 1996). Cependant, cet outil fut vite 
abandonné au profit des outils moléculaires. L’obtention de premières séquences de B. os-
treae a en effet permis la mise au point d’essais de PCR conventionnelle à partir des séquences 
de la petite sous-unité ribosomale (Carnegie et al., 2000 ; Cochennec et al., 2000). Ces outils 
amplifient l’ADN de B. ostreae, mais également d’autres membres du genre Bonamia. Un ou-
til basé sur le polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) permet en 
complément de la PCR développée par Cochennec et al. (2000) de différencier B. ostreae des 
autres espèces congénères. De plus, des essais de PCR en temps réel ont été recemment dé-
veloppés (Ramilo et al., 2013 ; Robert et al., 2009) et permettent de détecter spécifiquement 
B. ostreae.

Enfin, des techniques d’hybridation in situ permettent de localiser plus aisément que l’histo-
logie les parasites dans les tissus (Carnegie et al., 2003 ; Cochennec et al., 2000). Les outils ac-

Figure 9 : apposition de cœur d’huître plate, Ostrea edulis, après coloration à l’hemaco-
lor® présentant une infection à Bonamia ostreae.
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tuellement disponibles ne permettent cependant pas d’identifier spécifiquement B. ostreae.

VII.	 Contrôle et moyens de lutte

Le choix d’un moyen de lutte en ostréiculture tient compte de nombreux facteurs. L’élevage 
d’huîtres ayant lieu dans un environnement ouvert, ceci implique des risques importants d’in-
troduction et de propagation des maladies. De plus, l’élevage d’huîtres repose traditionnel-
lement et structurellement sur des transferts d’animaux entre différentes régions de produc-
tion pouvant être assez éloignées géographiquement, ce qui tend à favoriser la dispersion 
des organismes pathogènes.

Alors que la vaccination est l’une des techniques les plus utilisées pour les autres productions 
animales, l’absence de productions d’anticorps chez les mollusques implique l’emploi d’autres 
moyens. De plus, l’utilisation de traitements médicaux est impossible en raison de l’environ-
nement ouvert et des conditions d’élevage (Grizel et al., 1988).

Ainsi, les moyens de luttes actuels se limitent à des méthodes basées sur le contrôle des 
transferts. La bonamiose étant une maladie à déclaration obligatoire auprès de l’OIE, il est 
donc possible de réguler les transferts entre zones infectées et zones indemnes. 

Dans les zones infectées, l’utilisation de modèles prédictifs de l’évolution des maladies pour-
rait permettre une gestion optimisée des stocks tout en minimisant l’impact du parasite. De 
tels modèles n’existent pas encore pour les maladies de l’huître plate. Par ailleurs, le dévelop-
pement d’animaux plus résistants à l’infection et présentant une meilleure survie semble être 
un autre moyen pour faire face à ces maladies. Un programme pour l’amélioration génétique 
a d’ailleurs été lancé afin de développer des souches plus résistantes à B. ostreae (Lapègue et 
al., 2003 ; Naciri-Graven et al., 1998; Martin et al., 1993).
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L’immunité des mollusques bivalves

A l’instar des autres vertébrés, les bivalves ne produisent pas d’anticorps et sont donc dépour-
vus d’une immunité acquise. Cependant, de plus en plus de travaux démontrent qu’il éxiste 
une forme de mémoire et de réponse spécifique chez les invertébrés (Rowley et Powel, 2007; 
Schulenburg et al., 2007). Les principaux mécanismes de défense identifiés à ce jour chez les 
bivalves reposent donc sur l’immunité «innée» ou non spécifique. La coquille, le manteau, les 
branchies et le mucus constituent une première barrière contre les organismes pathogènes. 
La seconde ligne de défense est assurée par les composants de l’hémolymphe notamment 
les substances dissoutes et les hémocytes (Chu, 2000; Roch, 1999). L’immunité chez les bi-
valves repose sur deux actions complémentaires: l’infiltration, l’encapsulation et surtout la 
phagocytose dont les médiateurs sont les hémocytes, et , d’autre part la défense humorale 
impliquant des molécules libres telles que les lectines, les cytokines, les peptides anti-micro-
biens ou les enzymes lysosomales. 

Chacun de ces composants repose sur divers mécanismes représentés de manière synthé-
tique en Figure 10. Ces mécanismes seront par la suite détaillés uniquement chez les mol-
lusques bivalves. 

Figure 10 : les mécanismes de la défense immunitaire innée . La composante cellulaire est 
représentée en rose, la composante humorale est représentée en violet. Les flèches roses 
indiquent une expression de facteurs, les flèches violettes une activation directe et les bleues 
une activation liée à une cascade enzymatique (d’après Rioult, 2013).
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I.	 La barrière externe

La première barrière de défense chez les mollusques bivalves est une barrière physique. Cette 
barrière est composée de la coquille qui soutient et protège les tissus mous des agressions 
biologiques ou physico-chimiques ainsi que des épithélium et du mucus (Allam et Raftos, 
2015 ; Sokolova, 2009). Outre son rôle de barrière physique, le mucus possède aussi une fonc-
tion dans l’immunité humorale en raison de la présence de facteurs antimicrobiens comme 
des agglutinines, des enzymes hydrolytiques et des protéases (Allam et Raftos, 2015). Il a 
en effet été montré que certaines lectines contenues dans le mucus pouvaient se lier à diffé-
rentes espèces microbiennes.

II.	La composante cellulaire

Cette composante repose sur les cellules immunitaires présentes chez les mollusques bival-
ves, appelées hémocytes. Outre leur implication dans les mécanismes de défense ces cellules 
contribuent à de nombreuses fonctions biologiques telles que la digestion des aliments, le 
transport des nutriments, la reproduction ou encore la formation de la coquille (Cheng, 1981 
; Cheng, 1996). La première étape des mécanismes hémocytaires impliqués dans l’élimina-
tion de corps étrangers repose sur la reconnaissance de cette cible étrangère. Cette première 
étape active alors diverses réponses conduisant à l’élimination de l’élément indésirable.

1.	 Reconnaissance des agents pathogènes : PAMPs et PRRs

La reconnaissance du non-soi basée sur l’immunité innée est reliée à des récepteurs appelés 
les PRRs (pattern recognition receptors). Ces récepteurs sont capables de reconnaitre des 
motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (PAMPs) (Guo et al., 2015). Il existe une 
grande variété de PRRs permettant ainsi la reconnaissance de nombreux agents pathogènes. 
La reconnaissance d’un PAMP par un PRR peut en particulier :

	 - activer la phagocytose

	 - déclencher l’activation de la cellule et la mise en place de mécanismes effecteurs

Chez les bivalves comme chez d’autres invertébrés, différents types de PRRs sont rapportés. 
C’est notamment le cas des TLRs (Toll like receptors) capables de reconnaitre et répondre 
sélectivement à une grande variété de facterus de stress. On retrouve chez différents bivalves 
un nombre important de TLRs. Chez Mytilus galloprovincialis et M. edulis ont respectivement 
été identifiés 23 et 27 TLRs (Philipp et al., 2012 ; Toubiana et al., 2013). Chez l’huître creuse, 
pas moins de 83 TLRs ont été identifiés dans le génome (Zhang et al., 2015). Cette grande 
diversité de récepteurs semblerait être liée à une réponse adaptative contre de nombreux 
stress abiotiques ou biotiques (Guo et al., 2015).
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Un autre groupe de PRRs est impliqué dans la reconnaissance et la destruction des virus à 
ARN. Ces récepteurs, RLRs (Retinoic acid-inducible gene 1 like receptors) induisent une ré-
ponse inflammatoire après reconnaissance d’acides nucléiques viraux (Guo et al., 2015). Ce 
groupe est particulièrement bien représenté chez l’huître creuse. En effet  11 gènes codant 
des RLRs ont été identifiés dans le génome de cette espèce alors que le génome humain n’en 
compte que trois (Zhang et al., 2015).

2.	 Phagocytose et encapsulation

La phagocytose est un processus par lequel les hémocytes internalisent activement une 
ou plusieurs particules, souvent d’origine étrangère comme les organismes pathogènes 
(Janeway et al., 2009). C’est un processus en plusieurs étapes qui inclut la reconnaissance du 
corps étranger par les récepteurs de la surface cellulaire, l’internalisation, puis la fusion lyso-
somale et enfin la dégradation.

Dans une première étape, les hémocytes sont attirés vers les corps étrangers par la présence 
de molécules attractives telles que des facteurs bactériens ou chimiokines. Les hémocytes 
vont ensuite reconnaitre et se lier aux corps étrangers grâce aux récepteurs membranaires. 
La liaison entraine un remaniement de la membrane plasmique permettant la formation de 
pseudopodes englobant les corps étrangers avant de les internaliser dans une vésicule ap-
pelé phagosome. Par la suite, cette vésicule fusionne avec le lysosome formant ainsi le pha-
golysosome. S’en suit une rapide neutralisation/ dégradation des particules par la formation 
d’espèces oxygénées réactives (EORs) ainsi que la libération de peptides antimicrobiens et 
d’enzymes hydrolytiques (Allam et Raftos, 2015 ; Auffret, 1985 ; Bachère et al., 2015 ; Cheng, 
1981 ; Fisher, 1986) (Figure 11). 

Le mécanisme d’encapsulation intervient dans le cas où une particule est trop grosse pour 
être phagocytée. Les hémocytes sont recrutés en grand nombre afin d’entourer et d’encap-
suler les particules étrangères. Après encapsulation, les hémocytes relarguent des produits 
cytotoxiques afin de détruire les particules étrangères (Allam et Raftos, 2015). 
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3.	 Stress oxydatif : Espèces Oxygénées Réactives (EORs)

La production d’EORs peut s’effectuer intracellulairement après formation du phagolyso-
some ou extracellulairement après reconnaissance d’un corps étranger. Elles sont impor-
tantes dans les mécanismes de destruction des agents pathogènes. La production de ces 
produits est dépendante de l’oxygène et est souvent décrite comme une cascade débutant 
par la formation d’anion superoxide (O2-) par le complexe de NADPH oxydase (NOX). S’en 
suit la transformation en peroxyde d’hydrogène catalysé par l’enzyme superoxide dismutase 
(SOD). C’est un mécanisme régulé par de nombreuses enzymes antioxydantes permettant la 
protection de l’hôte. En effet, une trop forte production d’EORs peut également engendrer 
des dommages oxydatifs chez l’hôte (Donaghy et al., 2012 ; Guo et al., 2015).

III.	 Composante humorale

1.	 Lectines/FREPS 

Les lectines se présentent comme le groupe de PRRs humoraux sécrétés le plus étudié chez 
les mollusques bivalves. Elles sont impliquées dans la reconnaissance du non soi et peuvent 
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Figure 11 : processus de la phagocytose.
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jouer un rôle dans l’agglutination ou l’opsonisation durant la phagocytose par les hémocytes. 
Beaucoup de mollusques bivalves semblent exprimer une grande variété de lectines. Selon le 
type de corps étranger rencontré, les PRRs semblent être différents laissant penser qu’il exis-
terait un certain degré de sélection vis à vis de leur cible (Allam et Raftos, 2015). Les lectines 
sont divisées en trois groupes :

-	 Lectines de type C : Sélectine

-	 Lectines de type S : Galectine

-	 Lectines de type P : Récepteur du mannose-6-phosphate

Dans le génome de C. gigas, on peut répertorier 266 protéines contenant un domaine de 
lectine de type C contre 34 chez Drosophila melanogaster et 81 chez l’Homo sapiens  (Zhang 
et al., 2012). Le groupe de lectines le mieux caractérisé chez les bivalves est le groupe des ga-
lectines. Elles semblent avoir de nombreuses fonctions dans le développement et la réponse 
immunitaire. Certains agents pathogènes sembleraient capables d’utiliser les galectines afin 
de faciliter l’infection et entrer dans les cellules (Vasta, 2009). Cette propriété est notamment 
utilisée par le parasite P. marinus pour faciliter son entrée dans les hémocytes de C. virginica 
(Feng et al., 2013 ; Tasumi et Vasta, 2007). 

Enfin, les FREPs (Fibrinogen-related proteins) possèdent des domaines apparentés à la super-
famille des immunoglobulines et aux fibrinogènes (Allam et Raftos, 2015). Ces lectines-like 
possèdent une grande diversité liée à une variabilité induite par des mutations somatiques 
et à de la conversion génique similaire aux récepteurs induits dans la réponse immunitaire 
adaptative chez les vertébrés (Allam et Raftos, 2015 ; Zhang et al., 2004). Cependant, leur rôle 
exact dans l’immunité innée n’est pas encore complètement élucidé (Guo et al., 2015).

2.	 Peptides/protéines antimicrobiens (AMP)

Chez les bivalves, la première description d’un peptide antimicrobiens (AMP) fut chez la 
moule (Charlet et al., 1996 ; Mitta et al., 1999). Il existe une grande variété d’AMPs. Ils pos-
sèdent des propriétés antimicrobiennes contre une large gamme de bactéries et de champi-
gnons. Divers groupes sont à ce jours décrits chez les mollusques bivalves (Allam et Raftos, 
2015 ; Bachère et al., 2015)  : les defensines, les big défensines, les myticines, les mytilines, 
les mytimycines et les molluscidines. Chez Mytilus galloprovincialis, 23 formes d’AMP ont été 
rapportées parmi lesquelles sept myticines, six mytilines, cinq défensines et cinq mytimicines 
(Venier et al., 2011). Chez l’huître creuse, 19 variants ont été identifiés pour les défensines 
(Gonzalez et al., 2007 ; Gueguen et al., 2006 ; Rosa et al., 2011 ; Schmitt et al., 2010).

Des protéines antimicrobiennes ont également été détectées chez les mollusques bivalves. 
On retrouve parmi celles-ci les (BPIs) (Bactericidal/permeability-increasing proteins) ayant 
une activité cytotoxique contre les bactéries gram - (Boman, 1995) et la protéine Mpeg1 
(Macrophage expressed gene 1-like) possédant des propriétés antimicrobiennes contre les 
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bactéries gram + et gram - (He et al., 2011; Renault et al., 2011).

3.	 Inhibiteurs de protéases 

Les tissus et sécrétions des mollusques bivalves contiennent une grande variété d’inhibiteurs 
de protéases dont des inhibiteurs de protéines à sérines et cystéines ainsi que des inhibiteurs 
de métalloprotéase (McDowell et al., 2014 ; Moreira et al., 2012 ; Nikapitiya et al., 2014). 
L’inactivation des protéases des agents pathogènes limite leur prolifération ainsi que leur 
taux de croissance ou indirectement peut faciliter leur neutralisation par les protéines immu-
nitaires de l’hôte (Allam et Raftos, 2015). Chez C. virginica, deux inhibiteurs de sérine protéase 
présentent des effets inhibiteurs envers des protéases produites par le parasite P. marinus 
(Bao et al., 2005; Baron et al., 2013; Thomas et al., 2002). Chez C. gigas, diverses métallopro-
téinasessont différentiellement exprimé en présence d’OsHV-1 suggérant une activité antivi-
rale (Guo et al., 2015).

4.	 Système Prophénoloxydase/mélanisation

Chez les invertébrés, la mélanisation des organismes pathogènes et des tissus endomma-
gés est un des composants majeurs dans les processus de défense (Cerenius et al., 2010). Ce 
processus est très régulé et implique de nombreuses enzymes appelés phénoloxydases (PO). 
C’est en général un mécanisme extracellulaire, mais, chez les bivalves, il est aussi impliqué 
dans le système de dégradation intracellulaire (Allam and Raftos, 2015) . Les hémocytes de 
Saccostrea glomerata induisent une activité phénoloxydase lors de la destruction phagolyso-
somale du parasite Marteilia sydneyi (Butt and Raftos, 2008; Kuchel et al., 2010).

5.	 Lysozyme

Les lysozymes sont des enzymes hydrolytiques cationiques. Elles sont présentes dans une 
variété de cellules, tissus et sécrétions des bactéries aux mammifères. Elles présentent des 
activités antimicrobiennes dues à leurs propriétés lytiques induites par les peptidoglycans, le 
composant principal de la paroi bactérienne (Bachère et al., 2015). Chez les bivalves, les lyso-
zymes semblent être actifs aussi bien contre les bactéries gram + que gram - et sembleraient 
augmenter les activités des peptides antimicrobiens (Haug et al., 2004 ; Smith et al., 1995). 
Plusieurs lysozymes ont été rapportés chez C. gigas et C. virginica dont l’activité a pu être 
observée dans différents tissus incluant les branchies, le manteau et la glande digestive (Itoh 
and Takahashi, 2007; Itoh et al., 2010; Klionsky et al., 2016; Xue et al., 2007). Ils sembleraient 
aussi être impliqués dans la digestion en raison de leurs activités lytiques (Allam and Raftos, 
2015; Bachère et al., 2015). 



32

ETAT DE L’ART

6.	 Système du complément 

Le système du complément permet la stimulation de l’inflammation, l’opsonisation et la lyse 
des organismes pathogènes. Il est constitué de trois voies d’activation comprenant la voie 
classique, la voie des lectines et la voie alternative. Chez les mollusques bivalves ce système 
est partiellement connu. Le facteur C3 du complément a en effet été identifié chez la pa-
lourde Ruditapes decussatus (Prado-Alvarez et al., 2009) ainsi que des protéines contenant le 
domaine C1q chez C. gigas et C. virginica (Zhang et al., 2012 ; Zhang et al., 2014).

IV.	 Mécanismes de défense contre B. ostreae

Les principales informations disponibles sur les mécanimes developpés par l’huître plate en 
réponse à B ostreae concernent le système de défense immunitaire à médiation cellulaire.

L’infection à B. ostreae est le plus souvent associée à une infiltration cellulaire. La reconnais-
sance du parasite par les hémocytes semble impliquer une lectine de type galectine (Oe-Gal) 
(Morga et al., 2011b). Cette galectine interviendrait dans la reconnaissance ainsi que dans 
l’internalisation de B. ostreae. En effet, dès une heure de contact avec le parasite une surex-
pression du gène codant la galectine est observée (Morga et al., 2011b). De plus, le traitement 
préalable des hémocytes avec des anticorps anti-galectine entraine une diminution de l’inter-
nalisation du parasite (Prado-Alvarez et al., pers com). 

Suite à cette reconnaissance, le parasite est internalisé dès 30 min de contact (Chagot et al., 
1992). L’internalisation du parasite par phagocytose fait intervenir un remaniement du cy-
tosquelette. Le blocage de la formation des filaments d’actine par traitement à la cytocha-
lasine B réduit en effet l’internalisation de B. ostreae (Chagot et al., 1992). Les hémocytes 
ne sont cependant pas les seuls acteurs dans ce mécanisme, le parasite lui-même semble 
intervenir dans sa propre internalisation. Ce processus implique une HSP90 parasitaire, mo-
lécule chaperonne, qui lorsque elle est inhibée réduit l’entrée du parasite dans les hémocytes 
(Prado-Alvarez et al., 2013). 

Après internalisation, des mécanismes impliqués dans la dégradation des organismes patho-
gènes sont mis en oeuvre par les hémocytes comme la production d’EORs (peroxyde d’hy-
drogène ou anion superoxyde). Des travaux réalisés in vitro ont montré que B. ostreae était 
capable de déjouer certains processus impliqués dans la dégradation comme la production 
d’EORs et les activités estérases et ce dès une heure post contact (Morga et al., 2009, 2011a). 
Cette diminution des EORs a pu être corrélée à l’augmentation de l’expression d’une SOD 
cytosolique après contact du parasite in vitro ou lors d’infection in vivo (Morga, 2010; Morga 
et al., 2011a, 2011b). 
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Les différents types de mort 
cellulaire

Différents types de mort cellulaire ont été décrits présentant des caractéristiques propres 
tant au niveau morphologique que biochimique. Trois types de mort cellulaire sont principa-
lement rapportés : la nécrose, la mort cellulaire par autophagie et l’apoptose (Figure 12). Il 
existe cependant de nombreuses autres morts cellulaires telles que la catastrophe mitotique, 
l’anoikis, l’entosis, la pyroptose,… (Galluzzi et al., 2012 ; Kroemer et al., 2009).

Figure 12 : principales modifications morphologiques observées au cours de la nécrose, 
l’autophagie et l’apoptose.
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I.	 La nécrose

La nécrose cellulaire présente des caractéristiques morphologiques qui lui sont propres 
comme la dilatation des organites intracellulaires, la rupture de la membrane plasmique et le 
relarguage du contenu intracellulaire (Figure 13) (Galluzzi et al., 2012 ; Golstein et Kroemer, 
2007). La libération du contenu cytoplasmique induit le plus souvent une inflammation locale 
due à l’activation du système immunitaire inné (Golstein et Kroemer, 2007). 

Soumise à des conditions drastiques, une cellule peut mourir de façon accidentelle par un 
processus non régulé de nécrose. Cependant, il a récemment été décrit qu’elle pouvait être 
déclenchée ou régulée par différents processus (Edinger et Thompson, 2004 ; Golstein et 
Kroemer, 2007) :

	 -Déclenchée durant le développement et l’homéostasie des tissus

	 -Déclenchée par des récepteurs membranaires

	 -Régulée par des facteurs génétiques ou épigénétiques

	 -Bloquée par l’inhibition de certaines enzymes

Figure 13 : changements morphologiques associés à différents types de mort cellulaire. 
(a) cellule normale, (b) cellule en autophagie présentant la formation d’autophagosomes, 
(c) cellule en apoptose avec une condensation de la chromatine le long de la membrane 
nucléaire, (d) cellule en nécrose avec une dégradation cytoplasmique (Edinger et Thomp-
son, 2004).
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Chez les mollusques, la nécrose cellulaire est observée en association à différents facteurs 
biotiques ou abiotiques. Des facteurs comme les polluants peuvent en effet induire des alté-
rations nécrotiques au niveau des tissus. Des travaux ont rapporté que des moules, M. edulis, 
sur des sites pollués présentaient des cellules nécrotiques au niveau des branchies ainsi qu’au 
niveau des gonades (Sheir et al., 2013). Des altérations tissulaires sont aussi souvent asso-
ciées à des organismes nuisibles. C’est notamment le cas de certaines algues toxiques (Hete-
rocapsa circularisquama, Alexandrium minutum, Alexandrium tamarense, …) (Basti et al., 2011 
; Basti et al., 2015) ou de bactéries pathogènes comme les vibrions provoquant de la nécrose 
chez différentes espèces de mollusques en particulier sur les stades larvaires ou le muscle 
adducteur chez l’huître creuse adulte (Estes et al., 2004 ; Garnier et al., 2007 ; Gómez-León et 
al., 2005 ; Gómez-León et al., 2008 ; Rojas et al., 2015).

II.	L’autophagie

L’autophagie est un processus indispensable à la vie cellulaire dont la fonction principale est 
de favoriser le recyclage cellulaire (Bonniaud, 2008). Elle contribue à la dégradation des orga-
nites endommagés ou de protéines, mais elle peut également permettre de séquestrer des 
organismes étrangers comme des virus. C’est un processus qui peut aussi être activé lors d’un 
stress tel qu’un stress nutritif comme le jeûne (Edinger et Thompson, 2004). L’autophagie est 
un mécanisme dépendant des lysosomes. Différentes formes d’autophagie ont été décrites :

	 -la macroautophagie implique la séquestration d’une partie du cytoplasme dans un 
autophagosome à double membrane qui, après fusion avec un lysosome, forme un autoly-
sosome. Cette fusion permet la dégradation et le recyclage de son contenu (Cuervo, 2004 ; 
Klionsky et al., 2016 ; Levine et Klionsky, 2004 ; Xie et Klionsky, 2007)

	 - La microautophagie implique directement le lysosome en formant une invagination 
de celui-ci permettant la dégradation du cytoplasme (Cuervo, 2004 ; Levine et Klionsky, 2004 
; Xie et Klionsky, 2007)

	 - L’autophagie médiée par des chaperonnes repose sur la translocation de protéines 
au niveau de la membrane du lysosome (Cuervo, 2004 ; Xie et Klionsky, 2007)

Ce processus impliqué dans la survie cellulaire peut dans certaines conditions mener à une 
vacuolisation massive du cytoplasme induisant la mort des cellules comme à la suite d’une 
atrophie prolongée du cytoplasme (Galluzzi et al., 2012 ; Kroemer et al., 2009 ; Mariño et al., 
2014). Contrairement à la nécrose, l’autophagie est un mécanisme fortement régulé et inte-
ragissant avec l’apoptose. Ces deux mécanismes peuvent survenir au sein d’une même cellule 
en fonction du type de stress rencontré (Mariño et al., 2014). Dans certains cas, elle intervient 
en amont de l’apoptose en réponse à de multiples signaux externes comme les radiations 
ionisantes, les agents chimiothérapeutiques anticancéreux, ou, à l’inverse, peut être une voie 
d’inhibition de l’apoptose (Mariño et al., 2014). Contrairement à l’apoptose, l’autophagie ne 
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présente pas de condensation de la chromatine, mais une forte vacuolisation au niveau du 
cytoplasme (Figure 12-13).

 A ce jour, peu de données ont été rapportées sur l’autophagie chez les mollusques. Les tra-
vaux les plus importants ont été menés chez la moule bleu, M. edulis, montrant que des stress 
comme l’anoxie, l’hyperthermie ainsi que l’exposition à divers polluants tels que les hydro-
carbures aromatiques polycycliques ou le cuivre induit de l’autophagie au niveau des cellules 
hépatopancréatiques (Brenner et al., 2012; Moore, 2008; Moore et al., 2006, 2007). D’autres 
études chez cette espèce montrent que le jeûne induit de l’autophagie et aurait un effet pro-
tecteur contre différentes conditions stressantes comme les polluants et les stress oxydatifs 
(Moore, 2004; Moore et al., 2007). Chez l’huître creuse, C. gigas, l’autophagie semblerait être 
induite lors d’une infection à OsHV-1 tandis qu’elle serait inhibée en présence de Vibrio aes-
tuarianus (Moreau et al., 2015).

III.	 L’apoptose

Le terme d’apoptose fut introduit en 1972 par Kerr et al. évoquant en grec la «chute» des 
feuilles. L’apoptose est un mécanisme présent chez de nombreux organismes. C’est un pro-
cessus biologique indispensable notamment pour le développement embryonnaire, l’ho-
méostasie mais aussi pour se défendre contre certaines conditions environnementales stres-
santes et organismes pathogènes. C’est un mécanisme organisé, qui, contrairement à la 
nécrose contribue à l’élimination des cellules sans induire d’inflammation au niveau des tissus 
(Assunção Guimarães et Linden, 2004 ; Kiss, 2010 ; Sokolova, 2009). L’apoptose joue un rôle 
clé dans l’immunité en éliminant les cellules infectées par des organismes pathogènes (virus, 
bactéries et parasites) (Goedken et al., 2005 ; Hughes et al., 2010 ; R. Cameron, 2000).

1.	 Changements morphologiques

L’apoptose se traduit par un enchainement de changements morphologiques. Les premiers 
changements morphologiques observés sont une condensation de la chromatine contre la 
membrane nucléaire, puis une fragmentation de l’ADN. Le noyau peut se fragmenter en 
plusieurs morceaux (Häcker, 2000; Wyllie et al., 1981). La membrane cellulaire présente des 
bourgeonnements et le cytoplasme tend à se vacuoliser (Häcker, 2000 ; R. Cameron, 2000). 
En revanche, les organites restent intacts. En phase terminale, la cellule se désintègre en 
des corps apoptotiques qui seront ensuite phagocytés par d’autres cellules (Feldmann, 1995 ; 
Häcker, 2000 ; R. Cameron, 2000 ; Sokolova, 2009) (Figure 12-13).
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2.	 Mécanismes de l’apoptose

L’apoptose peut suivre deux voies majeures :

-	 la voie extrinsèque, stimulée par un signal provenant de l’environnement

-	 la voie intrinsèque ou mitochondriale, activée en réponse à un dommage cellulaire 
interne

La voie extrinsèque est initiée par l’activation de récepteurs à la surface de la cellule comme 
le récepteur Fas (Apoptosis Stimulating Fragments), TNFR (Tumor Necrosis Factor Recep-
teur) et le récepteur TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) via la liaison à un ligand 
spécifique (Galluzzi et al., 2012 ; Kiss, 2010 ; Lavrik, 2010 ; Romero, Novoa, et Figueras, 2015 
; Sokolova, 2009). L’activation de ces récepteurs induit l’exécution d’une cascade de signali-
sation dont les acteurs centraux sont les caspases  (Hengartner, 2000 ; Romero et al., 2015 ; 
Sokolova, 2009). Deux types de caspases sont impliqués dans le processus apoptotique : 

	 - les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10) actives sous forme monomérique

	 - les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) actives sous forme de dimère 

La forme inactive des caspases initiatrices est présente initialement dans le cytoplasme des 
cellules sous forme de zymogènes. Ce zymogène sous forme monomérique requiert un cli-
vage afin d’être sous sa forme active. Ce clivage s’effectue par auto-activation suite à la récep-
tion d’un signal inducteur par les pro-caspases. Les caspases initiatrices vont ensuite cliver les 
caspases effectrices, qui, par la suite se dimérisent les rendant ainsi actives. Leur activation 
contribue à la dégradation de protéines cellulaires et nucléaires et donc à la mort de la cellule 
(Hengartner, 2000).

La voie intrinsèque, quant à elle, est caractérisée par une augmentation de la perméabili-
té de la membrane mitochondriale et un relargage de composants mitochondriaux dans le 
cytoplasme dont le cytochrome C, l’endonucléase G et le facteur AIF (Apoptosis Inducing Fac-
tor) (Kiss, 2010 ; Sokolova, 2009). Cette voie peut ensuite mener à l’activation des caspases en 
formant un complexe nommé l’apoptosome, composé de la caspase 9, de la protéine Apaf-1 
et du cytochrome C. Ce complexe, une fois formé, active les caspases effectrices (Hengartner, 
2000). Cette voie peut aussi être caspase indépendante notamment grâce à l’AIF, qui une fois 
transloqué dans le noyau, provoque la condensation de la chromatine et la fragmentation de 
l’ADN (Assunção Guimarães et Linden, 2004). L’endonucléase G (endoG) peut également être 
transloquée vers le noyau et digérer alors l’ADN.

3.	 L’apoptose, un mécanisme de défense

L’apoptose peut avoir lieu dans des conditions physiologiques dites normales. Elle contrôle 
l’élimination de cellules durant le développement embryonnaire et fœtal, son rôle est aus-
si important durant la morphogenèse. Dans les tissus adultes, les cellules âgées sont élimi-
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nées par apoptose sans détérioration des cellules à proximité (Columbano et al., 1985; Kerr 
et al., 1972; Potten, 1977). L’apoptose n’est en revanche pas uniquement déclenchée dans des 
conditions physiologiques dites normales.

◊◊ Stress physico-chimique

Des phénomènes apoptotiques sont aussi observés dans diverses pathologies liées à des 
substances chimiques qu’elles soient d’origine biologique ou non. Des problèmes hormonaux 
peuvent être à l’origine d’atrophies cellulaires par induction de l’apoptose (Blewitt et al., 1983; 
La Pushin and de Harven, 1971). De même, l’exposition à des drogues ou des produits toxiques 
tels que les métaux, les toxines, les carcinogènes ou les agents chimiothérapeutiques sont 
susceptibles d’engendrer des réactions apoptotiques chez de nombreux organismes (Came-
ron and Feuer, 2000). 

Les facteurs physiques peuvent également engendrer des dommages menant à une réaction 
apoptotique. Les radiations induites par les rayons gamma, les rayons X et les UV peuvent 
provoquer la formation d’EORs ainsi que des dommages au niveau de l’ADN (Kulms and 
Schwarz, 2000; Murahashi et al., 2003; Pratt and Sodicoff, 1972; Zimmermann et al., 2002).

◊◊ Réponse aux organismes pathogènes

L’apoptose peut aussi être déclenchée dans le cas d’infection par différents organismes pa-
thogènes. Elle participe notamment à l’élimination des cellules endommagées lors d’une in-
fection. Mais elle peut aussi servir de moyen de défense pour limiter la prolifération de l’infec-
tion en éliminant les cellules infectées (Sokolova, 2009). 

4.	 Dysfonctionnement de l’apoptose

◊◊ Maladies non infectieuses

L’apoptose joue un rôle important dans le fonctionnement du système immunitaire. Dans 
certaines conditions, une dérégulation de l’apoptose peut mener à différentes maladies in-
cluant une immunodéficience ainsi que des désordres auto-immuns (Cameron and Feuer, 
2000). Ces dérégulations peuvent être causées par des mutations engendrant dans certains 
cas des pertes ou des défauts de fonctionnement ou à l’opposé la surexpression létale de cer-
taines protéines (Fisher et al., 1995; Strasser et al., 1991; Watanabe-Fukunaga et al., 1992). 

De nombreuses études ont pu montrer que certaines maladies présentaient des associations 
avec l’augmentation ou l’inhibition de l’apoptose, que celle-ci soit induite par des facteurs 
intrinsèques ou extrinsèques. Dans celles-ci on peut notamment retrouver les maladies neu-
rodégénératives comme les maladies de Parkinson, d’Alzheimers, l’amytrophie spinale, la 
dégénérescence cérébéleuse,… induites par de nombreux facteurs prédisposant à l’apoptose 
des neurones (Cameron and Feuer, 2000; Choi, 1992; Elmore, 2007). Certains cas de troubles 
hématologiques peuvent aussi être associés à de la mort cellulaire ayant lieu dans la moelle 
osseuse. 
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Une autre forme de maladie particulièrement associée à une dérégulation de l’apoptose est le 
cancer (Elmore, 2007). Il résulte d’une succession de changements génétiques transformant 
une cellule normale en une cellule maligne. La principale transformation observée chez ces 
cellules est l’échappement au processus de mort cellulaire résultant dans la plupart des cas à 
une prolifération cellulaire non contrôlée. Plusieurs mécanismes mènent à une diminution ou 
suppression de l’apoptose entrainant dans la plupart des cas des cancers (Wong, 2011) :

 	 - une perturbation de la balance entre protéines pro et anti-apoptotiques

	 - une réduction de la fonction des caspases

	 - une altération du signal par les récepteurs impliqués dans l’apoptose

◊◊ Modulation par les organismes pathogènes

Les mécanismes de dérégulation de l’apoptose peuvent être engendrés par des organismes 
pathogènes. Les microorganismes coévoluant avec leurs hôtes, ils se sont au cours du temps 
adaptés aux différents moyens de défense mis en place. De nombreux organismes patho-
gènes comme les bactéries, virus et parasites protozoaires peuvent manipuler les mécanismes 
apoptotiques de l’hôte (Barcinski et DosReis, 1999). Certains de ces organismes pathogènes, 
en particulier les parasites intracellulaires, sont capables d’inhiber la voie de l’apoptose pour 
assurer leur survie à l’intérieur des cellules et se multiplier afin de favoriser leur dissémination. 
Au contraire, l’activation de l’apoptose permet à certains organismes pathogènes d’échapper 
partiellement à la réponse immunitaire des cellules hôtes et ainsi d’assurer leur survie (Bar-
cinski et DosReis, 1999).

Chez les mammifères, de nombreuses études rapportent que les parasites protozoaires des 
genres Cryptosporidium, Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma et Trypanosoma peuvent aussi 
bien moduler la voie intrinsèque que la voie extrinsèque (Carmen et Sinai, 2007 ; Lüder et al., 
2001). Par exemple, le parasite T. gondii peut inhiber la formation de l’apoptosome impliqué 
dans la voie intrinsèque ainsi que l’activité des caspases 3 et 8, acteurs centraux de la voie 
extrinsèque (Carmen et Sinai, 2007).

Les organismes pathogènes peuvent selon le moment du cycle d’infection moduler différem-
ment l’apoptose (Barcinski et DosReis, 1999 ; Carmen et Sinai, 2007 ; Kakani et al., 2016 ; 
Lüder et al., 2001). Les parasites du genre Plasmodium vont au cours de leur cycle parasitaire 
changer de forme et présenter des stratégies différentes. Sous forme d’ookinetes, ils enva-
hissent l’épithélium digestif du moustique et limitent les réactions immunitaires ainsi que 
l’apoptose des cellules cibles afin d’établir une infection (Ramphul et al., 2015). A l’inverse, 
sous forme de sporozoïtes ils provoquent indirectement l’activation de l’apoptose au niveau 
des cellules ovariennes  (Kakani et al., 2016).
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5.	 L’apoptose chez les mollusques bivalves

Des éléments de la voie intrinsèque et extrinsèque ont pu être décrits chez différents orga-
nismes marins tels que chez la moule, M. galloprovincialis, et l’huître creuse, C. gigas (Kiss, 
2010 ; Romero et al., 2015 ; Sokolova, 2009). L’apoptose semble être un mécanisme impor-
tant chez l’huître creuse, plus de 48 gènes codant pour des inhibiteurs d’apoptose (IAP) ont 
été comptés dans le génome de C. gigas alors que l’on n’en compte que huit chez l’homme 
et sept chez l’oursin (Zhang et al., 2012). L’huître creuse, C. gigas, différents gènes impliqués 
dans l’apoptose ont été identifiés dans le génome dont différents récepteurs impliqués dans 
la voie extrinsèque comme le Fas et TNFR. D’autres gènes impliqués dans la cascade ont été 
décrits comme le Fas-associated protein with Death domain (FADD) ainsi que les caspases ini-
tiatrices et effectrices (Qu et al., 2014 ; Zhang et al, 2011). Chez la moule, M. galloprovincialis, 
différentes caspases ainsi que des gènes impliqués dans la voie mitochondriale comme Bax, 
Bcl2 et p53 and DNA damage regulated protein (PDRP) ont aussi été caractérisés (Estévez-Cal-
var et al., 2013 ; Romero et al., 2011). 

Les modifications morphologiques associées à l’apoptose chez les mollusques bivalves sont 
les mêmes que celles retrouvées chez les mammifères. L’induction de l’apoptose, entraine 
une condensation de la chromatine par la fragmentation de l’ADN et du noyau. La cellule pré-
sente un bourgeonnement de la membrane se terminant par la fragmentation en des corps 
apoptotiques (Hughes et al., 2010; Kiss, 2010; da Silva et al., 2006). Ces modifications mor-
phologiques ont aussi bien été observées dans des conditions in vitro qu’in vivo chez diffé-
rentes espèces comme C. virginica, M. galloprovincialis ainsi qu’O. edulis (Hughes et al., 2010; 
da Silva et al., 2006; Romero et al., 2011).

◊◊ Un mécanisme de défense

Différentes études rapportent l’activation de l’apoptose chez les mollusques bivalves soumis 
à des conditions stressantes. 

Chez la moule, M. galloprovincialis, le traitement d’hémocytes in vitro par des UV ainsi que leur 
mise en contact avec des PAMPS modulent certains paramètres apoptotiques notamment 
l’expression de caspases (Romero et al., 2011). Mais les UV modulent aussi certains gènes 
impliqués dans la voie intrinsèque comme p53, Bax, Bcl2 et BI-1 (Estévez-Calvar et al., 2013). 
D’autres types de facteurs de stress comme les métaux lourds ou les hormones ont présenté 
des propriétés pro-apoptotiques respectivement chez les hémocytes d’huître américaine, C. 
virginica, ou l’huître perlière, Pinctada imbricata, in vitro (Kuchel et Raftos, 2011 ; Sokolova et 
al., 2004). 

Des études ont aussi montré que certains organismes pathogènes pouvaient durant l’infec-
tion induire l’apoptose. C’est en effet le cas de l’ostreid herpesvirus 1 (OsHVv-1). Les larves 
de différentes espèces de bivalve présentent lors d’une infection à OsHV-1 des modifications 
morphologiques associées à l’apoptose comme la condensation de la chromatine (Renault 
et al., 2000 ; Renault et al., 2001). D’autres études ont pu mettre en évidence que chez les 
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juvéniles d’huîtres creuses des IAPs étaient surexprimés ainsi que les gènes des récepteurs du 
TNF et leur ligand  (Green et al., 2015 ; Green et al., 2016 ; He et al., 2015). En revanche, chez 
l’adulte cette voie semble moins impliquée dans la réponse à OsHV-1 (J. Green et al., 2016; 
Segarra et al., 2014b).

L’apoptose a aussi été décrite comme un mécanisme de défense chez C. virginica lors d’infec-
tion in vitro et in vivo par le protozoaire Perkinsus marinus. Les cinétiques d’apoptose hémo-
cytaire in vitro montrent une activation de la réponse lors des premières heures de contact 
entre les hémocytes et le parasite. La réponse apoptotique tend à diminuer suite à un contact 
prolongé avec le parasite (Hughes et al., 2010). Ce mécanisme est cependant plus difficile à 
observer après infection par injection (Goedken et al., 2005 ; Hughes et al., 2010) et semble 
plus particulièrement activé chez les huîtres sensibles C.virginica que ches les huîtres «résis-
tantes» C. gigas (Goedken et al., 2005 ; Hughes et al., 2010).

Certaines études ont aussi montré que des infections bactériennes étaient associées à une 
surexpression de gènes impliqués dans l’apoptose. Un pic d’expression de gènes tel que le 
FADD, un IAP et la caspase 2 est en effet observé 24 h après injection de Vibrio anguillarum 
chez l’huître creuse (Zhang et al., 2011). Une autre étude chez C. gigas a cependant montré 
que cette réponse était différente en présence d’autres bactéries, V. aestuarianus et V. tasma-
niensis n’activant pas l’apoptose (Green et al., 2016).

Certains dinoflagellés, notamment ceux produisant des toxines peuvent aussi activer l’apop-
tose chez les bivalves. In vivo, l’exposition d’huître creuse à l’algue toxique Alexandrium cate-
nella provoque une surexpression de certains gènes impliqués dans la cascade de l’apoptose 
comme un IAP, Bax, BI-1 mais aussi les caspase 3 et 7 (Medhioub et al., 2013 ; Rolland et al., 
2014). Cette surexpression de gènes apoptotiques semble corrélée à une augmentation du 
nombre d’hémocytes en apoptose 29 h après contact, ce qui n’est pas observé en présence 
d’Alexandrium tamarense ne produisant pas de toxine (Medhioub et al., 2013). 

◊◊ Chez l’huître plate, Ostrea edulis

Chez l’huître plate, des lésions branchiales ont pu être associées à une abondance de cel-
lules en apoptose mais sans lien avec un agent étiologique (da Silva et al., 2006). A contrario, 
deux maladies présentes chez O. edulis, la bonamiose et la néoplasie disséminée, semblent 
associées à des modifications d’expression de gènes impliqués dans l’apoptose. En effet, les 
huîtres infectées faiblement ou fortement par le parasite ne présentent pas les mêmes profils 
d’expression (Martín-Gómez et al., 2013 ; Martín-Gómez et al., 2014). Les gènes TNF et AIF 
sont plutôt sous exprimés chez les huîtres faiblement infectées alors que chez les huîtres for-
tement infectées ils sont surexprimés (Martín-Gómez et al., 2013). Dans le cas de la néoplasie, 
quel que soit le niveau d’infection, ces mêmes gènes sont toujours surexprimés. Deux autre 
gènes impliqués dans la voie de l’apoptose ont été caractérisés : le Fas ligand (OeFas ligand) et 
un IAP (OeIAP) (Morga et al., 2012). Il a ensuite été mis en évidence que ces gènes étaient su-
rexprimés uniquement chez les hémocytes d’huîtres présentant une plus grande résistance in 
vitro suite à un contact avec B. ostreae ainsi que cinq jours post infection in vivo (Morga, 2010). 
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Ces résultats suggèrent que l’apoptose soit un des mécanismes developpés par l’huître plate 
pour résister à l’infection à B. ostreae. L’étude de ces gènes a ensuite été couplée à une re-
cherche d’eQTL (expression Quantitative Trait Loci) afin d’associer un polymorphisme d’une 
région du génome à la variation du niveau d’expression de ces gènes. Trois eQTL significatifs 
pour l’OeIAP et deux présumés pour l’OeFas ligand ont ainsi été identifiés (Harrang, 2012)

6.	 La mort cellulaire programmée des parasites unicellulaires

Des mécanismes de mort cellulaire programmée (MCP) ont également été décrits chez les 
organismes unicellulaires. Ils présentent des similitudes avec les mécanismes décrits chez 
les organismes multicellulaires. L’apparition d’une MCP similaire à l’apoptose chez les orga-
nismes unicellulaires tend vers un système altruiste permettant de promouvoir et maintenir 
une stabilité génétique  (Reece et al., 2011). La MCP chez les organismes unicellulaires inter-
vient à différents niveaux comme par exemple lors d’une infection, en réponse à des stress ou 
lors de la différenciation des parasites (Lüder et al., 2010).

Afin d’établir une infection et d’être transmis à de nouveaux hôtes, le parasite doit éviter 
une trop forte prolifération menant à la mort des deux protagonistes. Pour réguler la densi-
té d’une population, l’élimination de certaines cellules est nécessaire, elle permet d’avoir un 
équilibre entre le parasite et son hôte  (Lüder et al., 2010 ; Proto et al., 2013). Ce mécanisme a 
été décrit chez Trypanosoma brucei dans son hôte intermédiaire et lui permettrait de réguler 
la densité de la population afin qu’elle reste constante durant la phase d’infection (Barcinski 
et DosReis, 1999).

La mort cellulaire des organismes pathogènes unicellulaires contribue également à une ré-
duction de la réponse immunitaire. Ce mécanisme est essentiellement rapporté chez les or-
ganismes intracellulaires obligatoires. En effet, la reconnaissance de corps apoptotiques par 
les phagocytes inhibe la réponse inflammatoire limitant ainsi la réponse immunitaire  (Lüder 
et al., 2010). Les parasites du genre Leishmania utilisent un système type «cheval de Troie» 
qui leur permet de déjouer la réponse immunitaire. Ils vont présenter, après l’entrée dans 
l’hôte, des phosphatidyls sérines au niveau de la surface de leur membrane. Ils sont ainsi pha-
gocytés par les neutrophiles qui vont à leur tour présenter des phosphatidyls sérine au niveau 
de leur surface membranaire. Les neutrophiles sont alors phagocytés par les monocytes, 
cellules cibles du parasite, propageant l’infection sans activation de la réponse immunitaire 
(Birge et al., 2016)

La mort cellulaire d’un organisme unicellulaire à d’autres fonctions chez les parasites pro-
tozoaires comme la réponse à certains facteurs de stress (le jeûne, des agents chimiques, 
choc thermique, …), la différentiation et le recyclage des organites. Ces différentes fonctions 
s’apparentent cependant d’avantage aux mécanismes de l’autophagie (Lüder et al., 2010). 
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Mise au point d’outils Pour 
l’etude de l’apoptose chez 
l’huitre plate

Chapitre 1
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Introduction

CHAPITRE 1

L’apoptose est un processus régulé dont chaque étape est définie au cours du temps. Les 
paramètres modulés le plus précocement sont les variations calciques intracytoplasmiques 
et l’activation de récepteurs membranaires tels que les récepteurs Fas et TNFR. S’en suit une 
cascade de modifications allant de la réduction du potentiel membranaire mitochondrial à la 
fragmentation de l’ADN en passant par l’activation des caspases, l’externalisation des phos-
phatidyl sérines et des modifications ultrastructurales  (Figure 14). Différents outils pour 
suivre le phénomène au niveau cellulaire sont présentés dans la première partie de ce cha-
pitre. Ils ont cependant été le plus souvent mis au point et utilisés chez les vertébrés et rare-
ment chez les invertébrés, plus particulièrement les bivalves marins.

Un premier travail exposé dans la deuxième partie de ce chapitre, a ainsi consisté à mettre au 
point et valider les outils de détection des modifications apoptotiques chez l’huître plate, Os-
trea edulis. Pour cela, des hémocytes d’huîtres plates ont été exposés à des agents pro-apop-
totiques tels que les UV, l’actinomycine D, la camptothécine, la déxamethasone et des in-

Figure 14 : changements cellulaires induits au cours du temps lors de l’apoptose.
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hibiteurs d’apoptose tels que la cyclosporine A, la pifithrine α et la Z-VAD-FMK. Les cellules 
exposées ont été analysées en cytométrie en flux et en microscopie. Quatre paramètres ont 
été suivis en cytométrie en flux : la concentration du calcium intracytoplasmique, le potentiel 
membranaire mitochondrial, l’activation des caspases et l’externalisation des phosphatidyl 
sérines. La fragmentation de l’ADN a été analysée par la méthode TUNEL et observée en 
microscopie photonique. Enfin, les modifications ultrastructurales ont été recherchées en 
microscopie électronique à transmission (MET). La mise au point des outils cellulaires pour 
l’étude de l’apoptose chez l’huître plate et les résultats obtenus après exposition des hémo-
cytes aux UV ont fait l’objet d’un premier article publié dans Fish and Shellfish Immunology.

L’apoptose est un mécanisme complexe qui repose sur l’activation en cascade de nombreux 
gènes. La voie de signalisation de l’apoptose est bien décrite chez de nombreux modèles ver-
tébrés, mais également invertébrés. De récents travaux ont décrit des gènes impliqués dans 
les voies extrinsèque et intrinsèque chez la moule, Mytilus galloprovincialis, comme les cas-
pases 2, 3 et 8 ainsi que Bcl2, bax, BI-1, PDRP (p53 and DNA damage regulated protein), Dff-A 
(DNA Fragmentation Factor Subunit Alpha) (Estévez-Calvar et al., 2013 ; Romero et al., 2011). 
De même, de nombreux gènes associés à l’apoptose ont été identifiés dans le génome de 
l’huître creuse, C. gigas comme les TNF/TNFR, FasL, TRAIL, TRAFs, FADD et les caspases 2, 
3/7 pour la voie extrinsèque et bcl-2/xL et la caspase 9 pour la voie intrinsèque. De plus, 48 
gènes codant pour des inhibiteurs d’apoptose (IAP) ont été identifiés dans le génome de cette 
espèces (Zhang et al., 2012). Cette richesse en IAPs suggère un rôle important de l’apoptose 
chez les mollusques alors que 8 et 7 IAPs ont été rapportés chez l’homme et l’oursin respec-
tivement.

L’huître plate n’étant pas un organisme modèle, peu de données de séquences étaient dis-
ponibles pour cette voie de signalisation. Une première approche d’hybridation suppressive 
soustractive avait permis de caractériser un gène codant un IAP ainsi qu’un gène codant Fas 
ligand (Morga et al., 2012) et de précédentes études avaient identifié des gènes codant TNF, 
AIF, Rbx1 et un domaine THAP (Martín-Gómez et al., 2013, 2014).

Afin de compléter ces données, une recherche de gènes impliqués dans les voies de signalisa-
tion de l’apoptose a été effectuée à partir d’un jeu de séquences récemment obtenu par une 
approche de RNAseq (Cahais et al., 2012). Cette approche est présentée en troisième partie 
de ce chapitre ainsi que la mise au point d’outils permettant de suivre l’expression de certains 
de ces gènes afin d’étudier les modulations de l’apoptose au niveau moléculaire.

Enfin, des gènes impliqués dans le cycle cellulaire ainsi que la mort cellulaire programmée 
(MCP) ont été recherchés à partir d’un jeu de séquences de B. ostreae précédemment obtenu 
par RNAseq afin de mieux décrire la réponse du parasite lors d’une infection. Des outils ont 
été développés afin de suivre l’expression de certains de ces gènes. La sélection des gènes 
parasitaires d’intérêt et la mise au point des outils moléculaires correspondants font l’objet 
de la dernière partie de ce chapitre.
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Différents outils reposant sur la cytométrie en flux et la microscopie ont été adaptés afin de 
suivre les modifications cellulaires liées au mécanisme apoptotique chez l’huître plate en ré-
ponse à différentes conditions. La première partie de ce chapitre présente le principe de cha-
cun de ces outils. 

I.	 Concentration calcique intracytoplasmique

La concentration d’ions Ca2+ intracytoplasmiques est mesurée grâce à la sonde fluo-4/AM 
(Molecular Probes) qui possède une forte affinité de liaison au calcium. Le groupement AM 
(Acétoxyl-Méthylester) permet l’entrée de la sonde dans la cellule. Il est ensuite clivé par les 
estérases présentes dans la cellule et la sonde est ainsi piégée dans le cytoplasme. La sonde 
clivée va alors se fixer au calcium libre dans le cytoplasme et émet une fluorescence dans le 
vert (520 nm) (Figure 15). Deux populations cellulaires peuvent alors être différenciées en 
cytométrie (Figure 16) : une population de cellules faiblement marquées et une population 
de cellules fortement marquées. Au sein de cette deuxième population, il est parfois possible 
de distinguer une troisième population composée de cellules très fortement marquées.

Figure 15 : principe de la détection du calcium intracytoplasmique à l’aide de la sonde 
Fluo-4-AM.
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II.	Potentiel membranaire mitochondrial

La mitochondrie joue un rôle essentiel dans l’induction de l’apoptose en relarguant diverses 
molécules impliquées dans la cascade de l’apoptose. Le fluorochrome lipophile cationique 
JC-10 (Fluo Probes®) permet de détecter des changements de potentiel membranaire mi-
tochondrial (ΔΨm). Dans les cellules normales, la sonde JC-10 se concentre dans la matrice 
des mitochondries et y forme des agrégats fluorescents dans le orange (Figure 17). Dans les 
cellules apoptotiques et nécrotiques, la sonde JC-10 est diffusée hors des mitochondries où 
elle se retrouve sous forme monomérique et fluoresce alors dans le vert. Deux populations 
cellulaires peuvent ainsi être différenciées: des cellules à fort ΔΨm et des cellules à faible 
ΔΨm (Figure 18).

CHAPITRE 1

Figure 16 :  cytogramme présentant les différentes populations observées en cytomé-
trie en flux en fonction de leur concentration en calcium dans le cytoplasme.

Figure 17 : principe de la mesure du potentiel membranaire mitochondrial à l’aide de la 
sonde JC-10.
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III.	 Activation des caspases

L’activation des caspases peut être mesurée par l’utilisation de sondes spécifiques ou non de 
certaines caspases, couplées à un marqueur fluorescent. Elles possèdent un motif qui leur 
permet de reconnaître spécifiquement un ou plusieurs types de caspases. Ces sondes fonc-
tionnent comme des inhibiteurs de caspases en se fixant sur les caspases activées. La sonde 
utilisée (FAM-VAD-FMK FLICA, Molecular Probes) est une sonde non spécifique permettant 
de mesurer l’activation de différentes caspases incluant les caspases 1, 3, 4, 5, 6, 7 ,8 et 9 (Fi-
gure 19). Couplée à l’iodure de propidium (IP), cette sonde émettant dans le vert (520 nm) 
permet de différencier les cellules en apoptose et les cellules en nécrose. Quatre populations 
sont alors identifiables (Figure 20) : cellules vivantes, cellules en apoptose, cellules en né-
crose secondaire (phase terminale de l’apoptose), nécrose. 

CHAPITRE 1

Figure 18 : cytogramme présentant les différentes populations observées après un mar-
quage au JC-10.

Figure 19 : principe de la détection des caspases activées à l’aide de la sonde FLICA.
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IV.	 Externalisation des phosphatidyl sérines

L’annexine V possède une forte affinité pour les phophatidyl sérines. Composants essentiels 
de la membrane plasmique, celles-ci sont disposées de manière asymétrique le long de la 
membrane (uniquement sur la surface interne) lorsque les cellules sont vivantes. Lorsque les 
cellules entrent en apoptose, les phosphatidyl sérines se retrouvent transloquées vers l’exté-
rieur et sont ainsi accessibles et détectables par l’Annexine V couplée au FITC émettant dans 
le vert (Figure 21). L’accrochage de l’Annexine V n’est cependant possible qu’en présence de 
calcium. Cette sonde a aussi été couplée à l’IP. Les quatre même populations que pour l’acti-
vation des caspases sont alors identifiables (Figure 22).

CHAPITRE 1

Figure 20 : cytogramme présentant les différentes populations observées après un 
double marquage avec la sonde FAM-VAD-FMK et l’iodure de propidium.

Figure 21 : principe de la détection de l’externalisation des phosphatidyl sérines basée 
sur l’utilisation de l’AnnexineV.
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V.	 Fragmentation de l’ADN

Le phénomène tardif de la fragmentation de l’ADN dans le noyau est détecté par la méthode 
TUNEL (Wlodkowic et al., 2012). Au cours du processus d’apoptose, l’ADN est clivé en de nom-
breux fragments et présente alors des terminaisons 3’OH libres. La méthode TUNEL repose 
sur l’utilisation de la déoxynucléotidyltransférase qui permet de catalyser la polymérisation 
de désoxyribonucléotides couplés à la fluorescéine aux extrémités 3’ OH terminales de l’ADN. 
La détection des coupures d’ADN repose ensuite sur  l’utilisation d’un anticorps anti-fluores-
céine couplé à la peroxydase (POD) (Figure 23), qui, après ajout du substrat la diaminobenzi-
dine (DAB), présente une coloration marron (Figure 24). Dans les travaux rapportés dans ce 
document, la détection de la fragmentation de l’ADN a été réalisée sur des cellules préalable-
ment fixées sur lame. Les lames ont été observées à l’aide d’un microscope photonique après 
contre-coloration à l’hématoxyline. Les résultats obtenus après observation de cent cellules 
étaient exprimés en pourcentages de cellules marquées.

Figure 22 : cytogramme présentant les différentes populations observées après un 
double marquage Annexine V-iodure de propidium.

Figure 23 : schéma du principe de la méthode TUNEL.
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VI.	 Modifications ultrastructurales

Les cellules apoptotiques présentent des changements morphologiques spécifiques. C’est 
par la microscopie électronique à transmission (MET) que des modifications cellulaires anor-
males ont été décrites pour la première fois sous le terme d’apoptose (Kerr et al., 1972). 

Les premières modifications morphologiques observées au cours de la réponse apoptotique 
sont le plus souvent la compaction et la marginalisation de la chromatine. Ce phénomène est 
généralement accompagné de la perte de pseudopodes au niveau de la membrane plasmique 
et d’un arrondissement des cellules. Le cytoplasme et le noyau tendent alors à se conden-
ser, sans qu’il y ait destruction des organites cellulaires. Un gonflement des mitochondries 
est parfois observé dans les stades avancés d’apoptose. Ces modifications sont suivies de la 
fragmentation du noyau et du bourgeonnement de la membrane plasmique qui résulte en 
la formation de corps apoptotiques. Ceux-ci peuvent alors être phagocytés par d’autres cel-
lules sans induire d’inflammation. D’autres modifications sont également parfois rapportées 
comme la vacuolisation du cytoplasme.

Sur la base de la recherche de ces modifications, une caractérisation du processus apopto-
tique a été réalisée chez des hémocytes d’huîtres plates exposés à différentes conditions 
stressantes. Les principales modifications ultrastructurales observées lors de nos études sont 
la condensation de la chromatine le long de la membrane nucléaire (Figure 25A) ainsi que 
la compaction du noyau (Figures 25B-D), parfois suivie de sa fragmentation (Figure 25D). 
De même, l’arrondissement des cellules a souvent été rapporté (Figures 25B-C) ainsi que 
la vacuolisation du cytoplasme (Figures 25A,C). Les résultats de ces observations ont été 
exprimés sous la forme de pourcentages de cellules présentant ces modifications ultrastruc-
turales sur la base d’un minimum de 30 cellules.

Figure 24 : marquage par la méthode TUNEL d’hémocytes d’huître plate Ostrea edulis. 
Flèche : noyau présentant une fragmentation de l’ADN.
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Figure 25 : principales modifications ultrastructurales associées à l’apoptose observées 
chez l’huître plate Ostrea edulis. Certains noyaux présentent une condensation de la chro-
matine (flèche). Les cellules peuvent présenter un arrondissement (pointe de flèche) et une 
vacuolisation (*). 
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Modulation de l’apoptose chez 
l’huître plate par des agents 
physiques et chimiques

Afin de les valider, les outils présentés précédemment, ont été dans un premier temps testés 
sur des hémocytes d’huître plate exposés à divers agents connus pour être pro-apoptotiques 
tels que les UV, l’actinomycine D, la camptothécine et la dexamethasone.

L’exposition aux UV ayant permis d’observer une modulation de tous les paramètres testés, 
les travaux ont été ensuite focalisés sur cet inducteur. Les résultats obtenus nous ont non 
seulement permis de valider nos outils mais également de décrire la réponse apoptotique 
de l’huître plate in vitro. Ce travail a fait l’objet d’un article publié dans Fish and Shellfish Im-
munology. Bien que reposant sur moins d’essais expérimentaux, l’étude de l’effet des autres 
agents pro-apoptotiques est présentée en deuxième partie.

Enfin, nous avons entrepris de réguler les voies de signalisation de l’apoptose par des agents 
connus pour être anti-apoptotiques suite à une exposition aux UV. Cette étude visait à iden-
tifier des modulateurs apoptotiques pouvant être utilisés par la suite dans le cadre des essais 
d’infection à B. ostreae.
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I.	 Induction de l’apoptose par des ultraviolets

Des hémocytes d’huître plate ont été exposés aux UV ainsi qu’à la dexamethasone, deux 
agents connus pour être des activateurs de l’apoptose dans divers types cellulaires. Les diffé-
rents tests ont été réalisés à 2, 4 et 6 h après exposition.

Les analyses ont été reposé sur la cytométrie en flux pour la mesure de la concentration cal-
cique intracytoplasmique, du potentiel membranaire mitochondrial, de l’activité des caspases 
et de l’extranalisation des phosphatidyl sérines. La fragmentation de l’ADN a été détectée par 
la méthode TUNEL. Par ailleurs, les modifications ultrastructurales induites ont été décrites 
et quantifiées par microscopie électronique à transmission. L’article ci après présente l’ap-
proche expérimentale suivie, détaille les protocoles utilisés en cytométrie en flux et micros-
copie et décrit plus particulièrement les modifications associées à l’apoptose observées in 
vitro après exposition des hémocytes aux UV.
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a b s t r a c t

Apoptosis is a fundamental feature in the development of many organisms and tissue systems. It is also a
mechanism of host defense against environmental stress factors or pathogens by contributing to the
elimination of infected cells. Hemocytes play a key role in defense mechanisms in invertebrates and
previous studies have shown that physical or chemical stress can increase apoptosis in hemocytes in
mollusks. However this phenomenon has rarely been investigated in bivalves especially in the flat oyster
Ostrea edulis. The apoptotic response of hemocytes from flat oysters, O. edulis, was investigated after
exposure to UV and dexamethasone, two agents known to induce apoptosis in vertebrates. Flow
cytometry and microscopy were combined to demonstrate that apoptosis occurs in flat oyster hemo-
cytes. Investigated parameters like intracytoplasmic calcium activity, mitochondrial membrane potential
and phosphatidyl-serine externalization were significantly modulated in cells exposed to UV whereas
dexamethasone only induced an increase of DNA fragmentation. Morphological changes were also
observed on UV-treated cells using fluorescence microscopy and transmission electron microscopy. Our
results confirm the apoptotic effect of UV on hemocytes of O. edulis and suggest that apoptosis is an
important mechanism developed by the flat oyster against stress factors.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Apoptosis is a multifunctional process, which is involved in
tissue and cellular homeostasis, embryonic development, immune
defense against pathogens, and adaptive mechanism against envi-
ronmental stresses [1,2]. Contrary to necrosis, apoptosis does not
induce inflammation [1,3,4]. Apoptosis plays a key role in immune
system by eliminating cells infected with pathogens [5e7] or cells
subjected to various stress factors [2,8,9]. In mollusks, besides the
anatomical and chemical barriers (mucus), immunity relies on
cellular and soluble components of hemolymph, including hemo-
cytes [4]. Hemocytes play a pivotal role in invertebrates notably by
being involved in phagocytosis [10e12] and producing immune
effectors including antimicrobial peptides and hydrolytic enzymes
[13]. Previous studies have shown that stress factors like UV, toxic
agent, heavy metals or toxic algae induce an increase of hemocytes
apoptosis in mollusks [8,14e18].

This phenomenon results in numerous morphological and
biochemical changes at the cellular level. Early morphological

change consists in chromatin condensation along the nuclear
membrane [19]. Cell blebbing is then observed while the nucleus
appears condensed and is broken down into several fragments
[7,20]. Although organists generally stay intact, cells are dis-
integrated in apoptotic bodies. These bodies can be phagocytized
by other cells [2,4,7,20].

Apoptosis can be triggered by two major pathways: (i) the
intrinsic or mitochondrial pathway is activated in response to in-
ternal cellular damage and (ii) the extrinsic pathway is stimulated
by external signal received from the environment. Several works
have demonstrated that apoptosis can be activated through both
pathways in bivalves. In the Mediterranean mussels Mytilus gallo-
provincialis, a modulation of genes involved in the intrinsic
pathway such as p53, Bax, Bcl2 and BI-1 was described in hemo-
cytes exposed to UV [21]. A homolog to Bcl2 was also reported from
Pacific oyster hemocytes exposed to Ostreid Herpesvirus 1 (OsHV-
1) [22].Some genes involved in the extrinsic pathway such as Fas
ligand, TNF-a, caspase 2 and caspase 8 have also been described in
various mollusks [17,23,24].

The flat oyster, Ostrea edulis, is an endemic European oyster
species. Its production has been threatened by overfishing and two
protozoan parasites,Marteilia refringens, and Bonamia ostreae and is
today in the OSPAR (Oslo and Paris Conventions for the protection* Corresponding author.
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of the marine environment of the North-East Atlantic) list of
threatened and/or declining species and habitats (OSPAR agree-
ment 2008-6).

In O. edulis, few studies related to apoptosis have been carried
out up to now [23,25e27]. Experimental studies have shown
modulation of genes involved in apoptosis and suggested that in
flat oysters, O. edulis, apoptosis is involved in response to infection
with the protozoan parasite B. ostreae [23,26,27]. A particular study
reported apoptosis associated with gill lesions based on morpho-
logical modifications and fragmentation of DNA [28].

Considering the importance of apoptosis in response to patho-
gens or stress factors in mollusks and the lack of information in the
flat oyster O. edulis, we have studied cellular changes in hemocytes
from this oyster species. Oysters used in the present study were
collected from two natural populations genetically different and
originating from two different geographic locations [29].

The aim of this study is to investigate the effect of various stress
factors on hemocyte apoptosis in the flat oyster. This work allowed
us to select the most relevant parameters to describe apoptosis in
our conditions and to better understand this process as a defense
mechanism in marine bivalves.

2. Materials and methods

2.1. Oysters

Adult flat oysters (>two-year-old) O. edulis were collected from
two distinct natural beds in Quiberon Bay (Brittany, Atlantic Ocean)
and Diana lagoon (Corsica, Mediterranean Sea) in France in October
2013. These populations are genetically distinct and previous works
showed that they display different response against pathogen such
as the parasite B. ostreae [29]. There were acclimatized in Ifremer's
facilities (La Tremblade, Charente Maritime, France) for at least 14
days and maintained in raceways (800 L) with a constant flow of
seawater enriched in phytoplankton (Skeletonema costacum, Iso-
chrysis galbana and Tetraselmis suecica).

2.2. Haemolymph collection

Hemolymph was withdrawn from the adductor muscle of oys-
ters with a 1 mL syringe and a needle of 0.60 � 25 mm. Hemo-
lymphs were kept on ice to avoid cellular aggregation and were
filtered between 60 and 100 mm to remove debris and cell aggre-
gates. Hemocytes were counted using a hemocytometer and con-
centration was adjusted at 5.105 cells mL�1 by adding 0.22 mm
filtered sea water (FSW).

2.3. Apoptosis induction experiments

2.3.1. UV exposure
Hemocytes were exposed for 45 min to UV (11 Watts, Atlan-

tium) at room temperature in 24 well plates (Cellstar®, Greiner Bio-
One). Concurrently, control (¼ non-exposed hemocytes) was kept
in the dark in the same conditions of temperature. After 45 min of
exposure, both plates (exposed and non-exposed hemocytes) were
maintained at 15 �C in the dark until cell sampling. Cell suspensions
were transferred to 1mL tubes (Eppendorf) for analyses 1, 3 and 5 h
after UV exposure. Experiments were carried out three times and
included two replicates for each condition.

2.3.2. Dexamethasone exposure
Hemocytes were exposed to dexamethasone (Apoptosis in-

ducers set, GBiosciences) at 10 mM (final concentration) in 24 well
plates (Cellstar®, Greiner Bio-One). Suspensions were kept at 15 �C
in the dark for 2, 4 and 6 h of exposure. Non-exposed hemocytes

were maintained in similar conditions of temperature in the dark.
After incubation, cell suspensions were transferred to 1 mL tubes
(Eppendorf). Experiments were performed three times and
included two replicates for each condition.

2.4. Flow cytometry analyses

Apoptosis markers were analysed by flow cytometry using an
EPICS XL 4 (Beckman Coulter) following settings previously deter-
mined by Ref. [30]. Results were depicted as cell cytograms and
reported in log scale fluorescence level for each marker used.

2.4.1. Intracytoplasmic calcium activity
Intracytoplasmic calcium activity was evaluated by adding the

fluorescent probe Fluo-4/AM (Molecular Probes) at the final con-
centration of 2.5 mMe200 mL of hemocyte suspensions. Cells were
incubated for 2 h in the dark at room temperature. Labeled cells
emit in the green (FL1: 500e550 nm).

2.4.2. Mitochondrial membrane potential (DJm)
Mitochondrial membrane potential was measured by adding

2.5 mL of JC-10 dye (FluoProbes®) at 0.5 mMe100 mL of hemocyte
suspensions. Tubes were incubated at 18 �C during 30 min in the
dark and transferred on ice for 5 min to stop cellular process. JC-10
dye selectively enters into mitochondria and its color changes
depending on membrane potential. When DJm is low the pre-
dominant form is the monomer emitting green fluorescence (FL1),
when membrane potential increases an accumulation of the
aggregated form appears and emits orange fluorescence (FL2:
570 nm).

2.4.3. Phosphatidyl-serine externalization
Phospholipid asymmetry of plasma membrane was measured

using a commercial apoptosis detection kit (Eurobio). Hemocyte
suspensions were centrifuged at 500 � g for 8 min at 4 �C. The
supernatant was removed and cells were washed with 3X
Phosphate-Buffered Saline (PBS). Two hundred mL of hemocyte
suspensions (5.105 cell.mL�1) were pelleted and suspended in
190 mL of 3X Binding buffer. Ten mL of Annexin-V-FITC were added
to cell suspensions and incubated for 20 min at room temperature.
After incubation, cells were centrifuged (500 � g, 8 min at 4 �C),
suspended in 185 mL of 3X Binding buffer before adding 15 mL of the
viable propidium iodide (PI) (initial concentration: 20 mg mL�1).
Cell labeling with Annexin or with PI allowed identifying four cell
populations: (i) cells that stain positive to Annexin V-FITC and
negative for PI were undergoing apoptosis and emitted green
fluorescence (FL1); (ii) cells positive to both Annexin V-FITC and PI
(FL3: 560e670 nm) were either in the end stage of apoptosis, or
were undergoing necrosis;(iii) negative cells were alive and (iv)
cells positive only for PI were considered dead.

2.4.4. Caspase activities
Caspase activities were measured using the Vybrant® FAM Poly

Caspases Assay Kit (Molecular Probes). After induction of apoptosis,
150 mL of cell suspensions at 5.105 cell.mL�1 were centrifuged for
8 min at 500 � g at 4 �C. Cells were resuspended in FSW. After
adding 5 mL of FLICA (Fluorochrome-Labeled Inhibitors of Caspases)
30X, cell suspensions were incubated 1 h in the dark at 15 �C. Cells
were washed twice in 3X washing buffer. Finally, 2 mL of PI were
added and suspensions were incubated 10 min on ice in the dark.
Four populations were identified depending on the staining: (i)
cells that stain positive to FLICA and negative for PI were considered
as apoptotic cells (FL1); (ii) cells positive to both FLICA and PI (FL3)
were necrotic cells; (iii) cells positive only for PI were considered
dead and (iv) cells negative to both FLICA and PI were alive.

O. Gervais et al. / Fish & Shellfish Immunology 46 (2015) 232e242 233
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2.4.5. Hemocyte populations
Cell cytograms indicating cell size (forward scatter (FSC) values)

and cell complexity (side scatter (SSC) values) allowed identifying
two main populations of hemocytes: cells showing lowest FSC and
SSC values were considered as hyalinocytes and cells showing
highest FSC and SSC were considered as granular cells or gran-
ulocytes [31,32].

2.5. DNA fragmentation (TUNEL)

One hundred mL of hemocyte suspensions were deposited on
glass slide and cytocentrifuged (100 � g, 1 min, 4 �C). Cells were
fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min at room temperature
and kept at �20 �C after fixation. Cell permeabilization was carried
out by incubating slides in 0.1 M citrate buffer at pH6 and by
heating them in a microwave (350 W) for 5 min [33]. DNA frag-
mentation was detected using the In situ Cell Death Detection Kit,
POD (Roche) according to the manufacturer's recommendations
except that enzyme solution was half diluted. Positive controls
consisted in slides treated with TURBO DNase (Ambion) during
10 min at 37 �C. Non-specific staining was checked by testing slides
without adding the enzyme solution (Terminal deoxynucleotidyl
transferase from calf thymus). Six slides were observed for each
condition.

2.6. Fluorescence microscope analysis

UV-exposed and non-exposed hemocytes collected from oysters
originating from Quiberon were observed under fluorescence mi-
croscope (Leica DFC3000 G). One hundred mL of cell suspensions
were stained using Annexin-V or JC-10 using the same protocol
used for flow cytometry, centrifuged (100� g,1 min, 4 �C) and fixed
with 4% paraformaldehyde for 10 min. Cell nuclei were stained by
adding 40,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI (2 mg/mL of PBS)). Af-
ter a 4 min incubation in the dark, slides were washed with 1X PBS.
Appropriate images were extracted from LAS AF and manipulated
with the ImageJ software. DJm values were calculated at the 590/
530 emission fluorescence ratios (n ¼ 30). Percentages of apoptotic
cells were calculated by estimating the number of cells labeled with
Annexin-V divided by number of observed cells.

2.7. Transmission electron microscopy (TEM)

Hemocyte suspensions (1.106 cells) were centrifuged at 500 � g
for 8 min at 4 �C and supernatant was eliminated. Samples were
fixed in 3% glutaraldehyde solution for 1 day at 4 �C. Cells were
washed 3 times with 0.4 M cacodylate buffer and post-fixed with a
solution of 1% osmium tetroxide for 1 h at 4 �C. Cells were washed
twice again in 0.4 M cacodylate buffer. After dehydration in suc-
cessive baths of ethanol, and two baths of propylene oxide, samples
were progressively impregnated and embedded in Epon. After
polymerization at 60 �C, semi-thin sections were cut to 1 mm
thickness for quality control and then to 80e85 nm for examination
on Leica ultracut (EM UC6), floated onto copper EM grids and
stained with uracil acetate/Fahmys lead citrate (Lewis and Knight,
1977). The sections were examined using a transmission electron
microscope (JEOL-JEM 1000). Four conditions were observed for
oysters from Quiberon: non-treated cells at 4 h and UV-exposed
cells at 2, 4 and 6 h.

2.8. Statistical analyses

Flow cytometry data were analysed with Flowing software 2.5.1.
Results were expressed as means ± standard error. Two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-test

were used to analyse differences between control and exposed
hemocytes tested by flow cytometry and TUNEL using GraphPad
Prism v.5.03. Two-way ANOVA and Bonferroni post-test were also
used to compare hemocyte populations (hyalinocytes and gran-
ulocytes). A paired t-test was performed to compare intensity
fluorescence ratio of DJm.

3. Results

3.1. Effect of UV and dexamethasone on early apoptosis

Effects of UV and dexamethasone on early apoptosis in hemo-
cytes of flat oysters were evaluated by measuring the cytoplasmic
calcium concentration (Fig. 1) and the DJm (Fig. 2) in exposed and
non-exposed hemocytes. Two pools of hemocytes were presently
tested: hemocytes collected from Quiberon oysters and hemocytes
from Corsica oysters.

For the cytoplasmic calcium concentration, three different
populations of cells were distinguished: population of cells with
low, intermediate and high fluorescence corresponding to low,
moderate and high cytoplasmic calcium concentration,
respectively.

A significant increase of cells with high cytoplasmic calcium
concentration was observed as soon as 2 h post UV exposure
(p < 0.001) in hemocytes from Quiberon oysters and after 4 h of UV
exposure in hemocytes from Corsican oysters (p < 0.01) (Fig.1A and
B). Dexamethasone did not induce any significant change in tested
conditions whatever was the origin of the oysters (Fig. 1A and B).
Time of incubation after UV or dexamethasone exposure did not
impact this parameter.

The level of the mitochondrial membrane potential allowed
identifying two cell populations, with low and high DJm. UV-
treated cells showed a modification of the DJm (Fig. 2A and B)
while no change was observed in dexamethasone-treated cells. UV
induced a significant increase of cells with low DJm as soon as 2 h
after UV exposure in hemocytes from Quiberon and Corsican oys-
ters. Percentages of cells with low DJm remained stable whatever
was the time of incubation after UV exposure.

Modulation of the DJm in UV treated hemocytes was also
evaluated by epifluorescence microscopy (Fig. 2C). Non-exposed
hemocytes showed more red staining, corresponding to aggregate
JC-10, than UV-treated cells. Conversely, in UV-exposed, free JC-10
emitting green fluorescence, was more abundant than in control. A
significant decrease of the fluorescence intensity ratio was noticed
between UV treated cells (ratio ¼ 1.19 ± 0.26) and non-treated cells
(ratio ¼ 2.16 ± 0.66) at 6 h after UV exposure (Fig. 2D).

3.2. Plasma membrane modification and caspase activities

Two additional apoptosis parameters were measured in hemo-
cytes after UV and dexamethasone exposure: caspase activation
(Fig. 3) and externalization of phosphatidyl-serine on plasma
membranes (Fig. 4). Four populations of cells were described for
these two parameters: alive, apoptotic, primary or secondary
necrotic and dead cells (Figs. 3 and 4).

For caspase activation, percentage of necrosis in the control was
never above 7.4%. Percentages of cells that showed caspase acti-
vation were similar in control and in hemocytes treated with
dexamethasone (Fig. 3A and B). Conversely, UV-exposure induced a
significant increase of caspase activation in hemocytes from Qui-
beron oysters (Fig. 3A). Time of incubation did not modulate this
parameter.

For the externalization of phosphatidyl-serine, percentage of
apoptosis and necrosis in the control was lower than 28% and 12%,
respectively. Dexamethasone did not induce any significant change

O. Gervais et al. / Fish & Shellfish Immunology 46 (2015) 232e242234



61

CHAPITRE 1

in hemocytes of flat oysters whereas UV significantly increased the
percentage of Annexin-V positive cells as soon as 2 h of UV expo-
sure in hemocytes from Quiberon and Corsican oysters (p < 0.001)
(Fig. 4A and B). In addition, UV-treated cells showed an increase of
secondary necrosis between 2 and 6 h from
11.87% ± 5.01e19.78% ± 2.86, but only for hemocytes of oysters
from Quiberon.

Modification of plasmamembrane in UV treated hemocytes was
also evaluated by epifluorescence microscopy (Fig. 4C). Few cells
showed Annexin-V staining in control after 6 h (7.6%) compared to
UV treated cells (23.6%). Annexin-V staining was observed in the
periphery of cells showing different apoptotic stages. In first stages,
cells showed regular membrane surface while in more advanced
stages, blebbing and irregularity were observed on the cell surface
(Fig. 4Cbec). Only 11.3% of cells presented IP staining in nucleus
corresponding to necrotic or dead cells (Fig. 4Cd).

3.3. DNA fragmentation

DNA fragmentation was evaluated using TUNEL assay and by
estimating percentage of stained cells under light microscope.
Whatever was the origin of the oysters percentage of cells dis-
playing DNA fragmentation was significantly higher in cells treated
with UV (p < 0.001) and dexamethasone (p < 0.001 and p < 0.05
respectively) compared to the control (Fig. 5A and B). An increase
was also observed between 2 and 6 h of incubation only for cells
treated with dexamethasone and UV.

3.4. Hemocyte populations and apoptosis

In order to evaluate if UV affectedmore specifically granulocytes
or hyalinocytes, the mean percentage of each hemocyte population
was compared between exposed and non-exposed hemocytes from
Quiberon and Corsican oysters (Fig. 6A and B). In both oyster
groups, the percentage of hyalinocytes was higher than percentage
of granulocytes (p < 0.001). UV significantly decreased percentages
of hyalinocytes and increased percentages of granulocytes at 2 and
4 h post exposure in hemocytes from Quiberon (Fig. 6A). Percent-
ages were not significantly different between control and UV
treated cells for Corsican oysters (Fig. 6B).

In order to test if apoptosis occurred more specifically in gran-
ulocytes or hyalinocytes after UV exposure, percentages of
Annexin-V labeled cells were compared between hyalinocytes and

granulocytes in exposed and control cells. The percentage of
Annexin-V labelled cells was significantly higher for granulocytes
exposed or non-exposed to UV than for hyalinocytes only for Cor-
sican oysters at 2 h (p < 0.001) and 4 h (p < 0.01) post-treatment
(Fig. 6D). Whatever was the hemocyte population, UV exposure
increased the percentage of apoptotic cells. This difference was
significant at 6 h post exposure (p < 0.05) for hyalinocyte for Qui-
beron oyster (Fig. 6C) and at 4 h (p < 0.05) for Corsican oyster and
for granulocyte at 4 h (p < 0.01) for oyster from Corsica (Fig. 6D).

3.5. Morphological changes

To support results obtained using flow cytometry, fluorescence
microscopy and TUNEL, UV-exposed hemocytes from Quiberon
were also examined by TEM. Differentmorphological modifications
were observed andwere used to distinguish between apoptosis and
necrosis (Table 1). Most of non-exposed cells showed normal nu-
cleus with non-condensed chromatin and no cytoplasmic modifi-
cations (Fig. 7A). After 4 h of incubation, non-treated samples
showed 61% of living cells (Table 2) while an increase of apoptotic
cells was observed in UV-treated samples (44%) (Table 2). The most
important modifications concerned the nucleus and consisted of
chromatin condensation (Fig. 7B, C and E) and margination with
ring-like shape characteristic of apoptosis (Fig. 7C). Nucleus
condensation was sometimes associated with an enlargement of
the perinuclear space (Fig. 7C and E). Deformation and fragmen-
tation of the nucleus could also be noticed (Fig. 7D). In addition to
nucleus alteration, some cells showed membrane blebbing and
apoptotic bodies (Fig. 7B and E). Pictures interpreted as hemocytes
phagocytosing or having phagocytized apoptotic cells were some-
times observed 6 h after UV-exposure (Fig. 7F and G).

Nucleus and DNAmodifications allowed distinguishing between
cells under secondary necrosis, terminal cell disruption of apoptotic
cells, and primary necrosis (Table 1). Both types of cells displayed
mitochondrial and cytoplasmic swelling and cytoplasmic mem-
brane damage. However, DNA appeared condensed or nuclei frag-
mented in secondary necrosis (Fig. 7E) and dissolved in primary
necrosis (Fig. 7H).

Based on morphological modifications of Table 1 cells were
classified and counted for each condition of cells exposed to UV and
at 4 h for the control. An increase of cells showing morphological
modifications typical of apoptosis was observed after UV exposure
and was more important after 6 h than 2 h (Table 2). More cells

Fig. 1. Modulation of calcium cytoplasmic concentration in hemocytes of Ostrea edulis. A and B: Percentages of cells with calcium cytoplasmic concentration for hemocytes of
flat oyster from Quiberon (A) and Corsica (B) non-exposed (¼control), exposed to dexamethasone or UV. Results represent the mean ± SD of three experiments. ***(P < 0.001),
**(P < 0.01).

O. Gervais et al. / Fish & Shellfish Immunology 46 (2015) 232e242 235



62

CHAPITRE 1

under primary and secondary necrosis were also observed after UV
treatment compared to the control but necrotic cells were less
numerous than apoptotic cells (Table 2).

4. Discussion

Programmed cell death (apoptosis) is a key host response to
stress factors or pathogens. Importance of this mechanism in oys-
ters such as the Pacific cupped oyster Crassostrea gigas is

demonstrated by the high number of genes related to apoptosis in
its genome including 48 Inhibitor of Apoptosis Proteins (IAPs) [35].
Several works investigated the involvement of this mechanism in
C. gigas and in the congeneric species Crassostreae virginica against
stress factors such as salinity, heavy metals, toxic algae and path-
ogens using molecular and cellular approaches and morphological
features [6,14e16,35]. Hemocytes of bivalve mollusks play a major
role in the immune system and homeostasis [36e38]. These cells
are also commonly used in bioassay to evaluate environmental risk

Fig. 2. Modulation of mitochondrial membrane potential (DJm) in hemocytes of Ostrea edulis. Percentages of cells with low DJm for hemocytes of oysters from Quiberon (A)
and Corsica (B) non-exposed (¼control), exposed to dexamethasone or UV. (C) DJm modification in non-exposed (¼control) and UV-treated hemocytes of oysters from Quiberon,
bar ¼ 10 mm. (D) Intensity fluorescence ratio (590/530) of non-exposed (¼control) and UV-treated hemocytes of oysters from Quiberon at 6 h post exposure. Results represent the
mean ± SD of three experiments. ***(P < 0.001).
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assessment and health status of animals [39,40] and apoptosis has
been shown to occur in hemocytes from bivalves exposed to stress
factors [14e17].

Different physical or chemical treatments are known to induce

apoptosis in mammal cells like UV [41,42], actinomycine D, dexa-
methasone and camptothecin [43e45]. UV exposure has also been
tested in invertebrates and has been shown to induce apoptosis in
mussels [17,21]. In comparison study of apoptosis on Ostrea edulis

Fig. 3. Modulation of caspase activation in hemocytes of Ostrea edulis. Percentages of caspase positive and IP negative hemocytes of oyster from Quiberon (A) and Corsica (B)
non-exposed (¼control) or exposed to dexamethasone and UV. Results represent the mean ± SD of three experiments (one replicate for each experiment). *(P < 0.05).

Fig. 4. Modification of plasma membrane in hemocytes of Ostrea edulis. Percentages of Annexin V positive and PI negative hemocytes of oysters from Quiberon (A) and Corsica
(B) non-exposed (¼control), exposed to dexamethasone or UV (*** (P < 0.001)). (C) Externalization of phosphatidyl-serine in hemocytes of oysters from Quiberon after 6 h UV
exposure. Different apoptosis stages are visible with an increase of membrane blebbing from a to c. d show a necrotic cell both PI and Annexin V, bar ¼ 5 mm. Results represent the
mean ± SD of three experiments.
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was relatively low [23,25e28].
Several tools are available to study this phenomenon at the

cellular level such as flow cytometry and fluorescence microscopy
which target specific biochemical changes induced during
apoptosis [46e48]. Research works carried out to better under-
stand apoptosis in bivalves usually rely on the use of one cellular
tool sometimes associated with ultrastructural description
[6,14,17,49]. However, association of several tools is necessary to
demonstrate apoptosis occurrence [46,47].

In order to confirm that apoptosis occurs in hemocytes of flat
oysters, we exposed them to stress factors like UV and dexameth-
asone and we combined several tools including flow cytometry,
TUNEL, fluorescence and transmission electron microscopy. These
tools allowed measuring different biochemical changes and
describing intracellular changes induced by apoptosis.

Moreover to avoid investigating hemocyte response of a specific

Fig. 5. Modulation of DNA fragmentation in hemocytes of Ostrea edulis. A and B: Percentages of hemocytes showing fragmented DNA using TUNEL assay in oysters from
Quiberon (A) and Corsica (B) non-exposed (¼control), exposed to dexamethasone and UV. Results represent the mean ± SD of three experiments. ***(P < 0.001), *(P < 0.05).

Fig. 6. Modulation of apoptosis in hyalinocytes and granulocytes of Ostrea edulis. Temporal variation of percentages of granulocytes and hyalinocytes in suspensions of he-
mocytes exposed or non-exposed to UV for oysters from Quiberon (A) and Corsica (B) (a (p < 0.05) between treated and non-treated hyalinocytes). Temporal variation of gran-
ulocytes and hyalinocytes apoptosis in hemocytes exposed or non-exposed to UV for oyster from Quiberon (C) and Corsica (D) (a (p < 0.001), b (p < 0.01) between UV-treated
hyalinocytes and granulocytes; c (p < 0.05) between treated and non-treated hyalinocytes, d (p < 0.01) between treated and non-treated granulocytes). Results represent the
mean ± SD of three experiments.

Table 1
Main morphological modifications of cell death (according to [34]).

Morphological features

Apoptosis Loss of surface structure (pseudopodia)
Nuclear fragmentation (karyorrhexis) and/or
Chromatin condensation
Transformation of mitochondria (vesicle formation)
Membrane blebbing
Apoptotic bodies

Secondary necrosis Chromatin condensation
Nuclear fragmentation
Transformation of mitochondria (swelling)
Cytoplasmic swelling
Damage to the cytoplasmic membrane

Primary necrosis DNA dissolution (karyolysis)
Cytoplasmic swelling
Mitochondrial swelling
Damage to the cytoplasmic membrane
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Fig. 7. Morphological modifications of hemocytes of flat oysters from Quiberon induced by UV observed by transmission electron microscopy. Control cell without morphological
modification (A). UV-treated hemocytes with different morphological alterations (BeH), apoptotic cells (BeF), phagocytosed cell (G), cell in primary necrosis (H). Arrowheads:
membrane blebbing; arrow: enlargement of perinuclear space; A: apoptotic body; P: phagocytosed cell.
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oyster population, two groups of genetically distinct oysters [29]
were used to collect hemolymph: Corsican and Quiberon oysters.
Indeed, it has previously been reported that genetic diversity
among oysters can be related to different hemocyte responses [32].
The apoptotic response was measured at 2, 4 and 6 h post stress
exposure in order to test if apoptosis was modulated during the
time.

Results showed that UV exposure modified early apoptotic pa-
rameters such as calcium cytoplasmic concentration and mito-
chondrial membrane potential in hemocytes fromQuiberon oysters
as soon as 2 h after treatment. Stress of organelles including
mitochondria, endoplasmic reticulum and lysosomes might lead to
release of calcium into the cytoplasm. The increase of cytoplasmic
calcium concentration is known to deregulate cells and induce
apoptosis [50] as it has been shown in hemocytes of Penaeus
monodon subjected to copper exposure [18]. Similarly, perturbation
of DJm has been associated with apoptosis in invertebrates
including Drosophila melanogaster and Lymnea stagnalis [8,51]. Our
results suggest that like in vertebrate models, UV induce apoptosis
through mitochondria and intrinsic pathway in hemocytes of flat
oysters [41].

Additionally, UV significantly modified the integrity of cyto-
plasmic membrane as demonstrated by the increase of
phosphatidyl-serine exposure in hemocytes of Quiberon oysters as
soon as 2 h after exposure. These results are in agreement with
results obtained in hemocytes of the Mediterranean mussel, Myti-
lus galloprovincialis after UV treatment [17]. Although
phosphatidyl-serine externalization appears as an interesting
biochemical feature to detect apoptosis in cells, it does not
discriminate between activated apoptosis pathways [47,48].

In tested conditions, caspase activation did not appear signifi-
cantly modified after UV exposure, even after 6 h post treatment
except in Quiberon oysters. Caspase activation was slightly
increased after UV exposure. Caspases activation was measured
using a fluorescent probe, FLICA (Fluorescent Labeled Inhibitor of
Caspases) Vibrant® which inhibits a range of caspases known in
vertebrates. Obtained results suggest that UV induce hemocyte
apoptosis independently of caspases pathway but caspases activa-
tion could be influenced by the origin of the oysters.

Not only early apoptotic markers but also late parameters like
DNA degradation were observed as soon as 2 h after UV-exposure.
DNA degradation is one of the latest step of apoptosis and is irre-
versible. TUNEL assay has previously been used to describe
apoptosis in invertebrate tissues in association with lesions [28] or
with pathogens [52,53] and in cells [54].

Hemocytes treated with UV showed various morphological
modifications, increasing over the time. Thesemodifications, typical
of apoptosis, included chromatin condensation and nuclear frag-
mentation and sometimes modification of mitochondria and
membrane blebbing. UV-exposed cells could also display morpho-
logical modifications that seemed to be related to secondary ne-
crosis rather than to primary apoptosis or primary necrosis. Indeed,
secondary necrosis shows nuclei alteration typical of apoptosis
whereas primary necrosis is associated with DNA dissolution [34].

Previous studies showed different apoptotic response in
different hemocyte populations like in the mussel M.

galloprovincialis and the clam Ruditapes philippinarum [17,55]. In
our study, whatever was the origin of the oysters and the tested
conditions, cells identified by flow cytometry as hyalinocytes were
more abundant than cells identified as granulocytes. These results
are in agreement with results obtained in flat oysters from different
natural population [31,56]. Moreover, granulocytes appeared more
affected by apoptosis than hyalinocytes even without treatment. In
our study both types of hemocytes were affected by UV-treatment
in the same way in contrast to M. galloprovincialis in which hyali-
nocytes appeared affected earlier than granulocytes [17].

Although dexamethasone is a common apoptosis inducer in
various species [44,57], it did not induce significant apoptotic re-
sponses in the conditions tested in the present study except an
increase of DNA fragmentation 6 h post exposure. A higher con-
centration of dexamethasone (100 mM) was tested but only
increased necrosis. Dexamethasone is known to induce apoptosis
after binding to glucocorticoid receptor [58] which has never been
identified in oysters. If this receptor lacks in O. edulis, it could
explain the lack of induction of apoptosis in our conditions.
Moreover, apoptotic signs are generally observed after 8 h and
more generally 24 h of exposure to dexamethasone [44,57,59]
while in our tests we did not maintain hemocytes more than 6 h.

Flow cytometry analyses were carried out on hemocytes from
Quiberon and Corsican oysters. Both groups of oysters showed
similar modulation of apoptotic parameters after UV exposure.
However, percentages of apoptotic cells were lower in hemocytes
of oysters from Corsica than Quiberon and caspase activation did
not appear impacted by UV. Although some differences were re-
ported in the apoptosis process depending on the tested popula-
tion, the apoptotic response of hemocytes to UV was observed in
oysters belonging to both populations in the present study. Dif-
ferences in terms of apoptosis between oyster populations can be
related to their genetic differences [29].

Our results confirm that apoptosis is induced in hemocytes of O.
edulis by UV exposure. Mitochondria deregulation suggests that cell
death is activated through the intrinsic pathway. In mammals, it
has been shown that UV can induce apoptosis by different ways,
through the intrinsic pathway, the extrinsic pathway or can directly
induce DNA fragmentation [41,60].

This work has contributed to establish different techniques to
investigate apoptosis in hemocytes of O. edulis. The combination of
flow cytometry, TUNEL, fluorescence and transmission electron
microscopy allowed confirming the involvement of apoptosis in
response to UV. These different tools could now be applied in the
context of studies investigating apoptosis in flat oysters in response
to other stress factors such as pollutant or pathogens known to
affect O. edulis including Bonamia ostreae.
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II.	Induction de l’apoptose par des agents chimiques pro-
apoptotiques

Dans l’article précèdent, deux inducteurs d’apoptose ont été testés : un inducteur physique, 
les UV et un inducteur chimique, la dexamethasone. Deux autres inducteurs chimiques connus 
pour leurs effets apoptotiques sur des lignées cellulaires ont également été testés (Datta et 
al., 2007; Kasim et al., 2013; Wolbers et al., 2004). Ils ont été choisis, car ils présentent des 
mécanismes d’induction de l’apoptose différents :

	 - l’actinomycine D est un inhibiteur de la synthèse d’ARN agissant comme un activa-
teur apoptotique,

	 - la camptothécine est un inhibiteur d’une enzyme nucléaire, la topoisomérase I, in-
duisant l’apoptose durant la phase S du cycle cellulaire.

Deux expériences ont été réalisées sur des hémocytes d’huître plate provenant de la baie de 
Quiberon (Bretagne). Les conditions d’incubation utilisées pour cette étude sont les mêmes 
que celles décrites dans l’Article 1. Deux concentrations d’inhibiteurs ont été utilisées : 10 µM 
et 100 µM. Après incubation pendant 2 et 4 h, trois paramètres hémocytaires ont été mesu-
rés : l’activité des caspases, l’externalisation des phosphatidyl sérines et la fragmentation de 
l’ADN.

1.	 Cytotoxicité

Avant de tester leur pouvoir activateur, la cytotoxicité de ces deux agents a été vérifiée par un 
marquage à l’IP après incubation avec les hémocytes à 15°C pendant  2 et 4 h. Les activateurs 
ont été ajoutés aux suspensions hémocytaires (5.105 cellules.mL-1) à différentes concentra-
tions finales 10 et 100 µM. A 10 µM, l’actinomycine D et la camptothécine n’induisent pas de 
mortalité hémocytaire  (<11.2%). En revanche, à 100 µM la camptothécine entraine jusqu’à 
50% de mortalité après 2 h d’incubation. Considérant ces résultats la plus forte concentration 
n’a été testée que dans le cadre d’une première expérience.

2.	 Activation des caspases

Les cellules exposées aux agents pro-apoptotiques, aux deux concentrations testées, pré-
sentent un pourcentage de cellules marquées supérieur au contrôle après deux heures d’incu-
bation (Figure 26). En effet, 5% des cellules non exposées présentent des caspases activées 
alors qu’en présence d’agents pro-apoptotiques ce pourcentage augmente jusqu’à 23% pour 
la camptothécine à 100 µM. Après 4 h d’incubation, le pourcentage de cellules marquées dans 
le contrôle augmente alors que pour les hémocytes traités aucune différence n’est observée 
quelle que soit la concentration utilisée. 
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3.	 Externalisation des phosphatidyl sérines

Les cellules traitées aux agents pro-apoptotiques présentent des pourcentages similaires à 
ceux observés chez le contrôle après 2 h et 4 h d’incubation quelle que soit la concentration 
des agents-proapoptotiques utilisée (Figure 27).

Figure 26 : activités des caspases dans les hémocytes non exposés (contrôle), les hémo-
cytes exposés à l’actinomycine D (actino), les hémocytes exposés à la camptothécine 
(campto) après 2 et 4 h. Pourcentages de cellules présentant une activité des caspases et un 
marquage négatif en IP. n=1

Figure 27 : externalisation des phosphatidyl sérines au niveau de la membrane plas-
mique des hémocytes non exposés (contrôle), des hémocytes exposés à l’actinomycine 
D (actino), des hémocytes exposés à la camptothécine (campto) après 2 et 4 h. Pourcen-
tages de cellules présentant un marquage positif en AnnexineV et négatif en IP. Les résultats 
représentent la moyenne±EC. n=2 pour 10 µM, n=1 pour 100 µM
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4.	 Fragmentation de l’ADN

Quelles que soient la substance et la concentration testées, les cellules exposées présentent 
un pourcentage de cellules marquées significativement plus élevé que le contrôle à 2 h et à 4 
h sauf pour la camptothécine à 100 µM (Figure 28).

5.	 Conclusion

A forte concentration, les deux agents testés provoquent une forte augmentation de la mor-
talité cellulaire 51.24% et 19.32% respectivement pour la camptothécine et l’actinomycine 
D. A faible concentration, les deux agents testés induisent la modulation de certains des fac-
teurs testés en ne provoquant que peu de mortalité cellulaire (< à 15%). Dès 2 h d’incubation, 
une activation des caspases est en effet observée. Pour les évènements plus tardifs de l’apop-
tose, les résultats sont néanmoins moins nets : l’externalisation des phosphatidyl sérines 
n’augmente pas en présence des deux agents testés et la fragmentation de l’ADN semble 
augmenter progressivement au cours du temps . Entre l’activation des caspases et la frag-
mentation de l’ADN, la modification de la membrane plasmique est une étape intermédiaire 
de l’apoptose. Cette étape contribue notamment à la reconnaissance des cellules en apop-
tose par les cellules phagocytaires, limitant ainsi les réactions inflammatoires (van Heerde et 
al., 2000). L’absence de modification de ce paramètre dans notre étude peut s’expliquer par 
une fragmentation rapide de l’ADN après activation des caspases alors que la membrane est 
encore intacte.

Figure 28 : fragmentation de l’ADN dans les hémocytes non exposés (contrôle), les hé-
mocytes exposés à l’actinomycine D (actino), les hémocytes exposés à la camptothécine 
(campto) après 2 et 4 h. Pourcentage de cellules présentant une fragmentation de l’ADN en 
utilisant la méthode TUNEL. Les résultats représentent la moyenne±EC. * différence signifi-
cative avec le contrôle p<0.05. n=4 pour 10 µM, n=2 pour 100 µM (deux lames par condition/
par expérience)

*
*

*

*

*
* *
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III.	 Modulation de l’apoptose par des agents anti-
apoptotiques

Les études précédentes ont permis de montrer l’effet pro apoptotique de certains agents 
physiques et chimiques sur les hémocytes d’huître plate. Des essais expérimentaux ont éga-
lement été menés afin d’inhiber ce mécanisme. A cet effet, différents agents connus pour leur 
propriété anti-apoptotique chez d’autres organismes ont été testés :

	 -Z-VAD-FMK, un inhibiteur de caspases ;

	 -piphitrine α, un inhibiteur de P53 ;

	 -la ciclosporine A bloque l’ouverture des pores des mitochondries et ainsi le relargage 
de son contenu

Afin de tester l’éventuelle propriété anti-apoptotique de ces agents chez l’huître plate, les pa-
ramètres cellulaires ont été mesurés sur des hémocytes incubés en leur présence, puis expo-
sés aux UV. Les hémocytes d’huître plate ont été incubés dans des plaques 24 puits pendant 
45 min à 15°C à l’obscurité en présence ou non des agents anti-apoptotiques. Après incuba-
tion, les hémocytes ont été exposés aux UV pendant 45 min, puis de nouveau incubés à 15°C 
à l’obscurité. Les hémocytes ont ensuite été prélevés à 1, 3 et 5 h et les activités hémocytaires 
suivantes ont été mesurées : la modification du potentiel membranaire mitochondrial, l’ex-
ternalisation des phosphatidyl sérine et la fragmentation de l’ADN.

1.	 Cytotoxicité

Avant de tester leur pouvoir inhibiteur, la cytotoxicité de ces trois agents a été vérifiée par 
un marquage à l’IP après incubation avec les hémocytes à 15°C pendant 45 min et 5 h. Les 
inhibiteurs ont été ajoutés aux suspensions hémocytaires (5.105 cellules.mL-1) à différentes 
concentrations finales : 20 et 200 µM pour la cyclosporine A, 100 µM pour le Z-VAD-FMK et 
50 µM pour la pifithrine α. 

Figure 29 : mortalité cellulaire des hémocytes d’Ostrea edulis en présence de cyclos-
porine A (CsA), Z-VAD-FMK et pifithrine α (PFT-α) après 45 min et 5 h. Pourcentages de 
cellules présentant un marquage positif en IP. n=1
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Dans les conditions testées, la mortalité hémocytaire est restée inférieure à 9% (Figure 29). 
Les concentrations finales alors retenues pour la suite de l’étude étaient de 20 µM pour la 
cyclosporine A, 100 µM pour le Z-VAD-FMK et 50 µM pour la pifithrine α.

2.	 Modification du potentiel membranaire mitochondrial

Une heure et trois heures après exposition aux UV, le pourcentage de cellules avec un faible 
potentiel mitochondrial est significativement plus important que dans le contrôle (p<0.05) 
(Figure 30). Aucune différence significative n’a été observée entre les hémocytes exposés 
aux UV et les hémocytes préalablement incubés en présence de pifithrine α et cyclosporine A 
quel que soit le temps d’exposition aux UV.

3.	 Externalisation des phosphatidyl sérines

L’exposition des cellules aux UV induit une augmentation significative (p<0.05) du pourcen-
tage de cellules présentant une externalisation des phosphatidyl sérines uniquement après 3 
h d’exposition (Figure 31). L’incubation préalable des hémocytes en présence d’inhibiteurs 
d’apoptose tend à augmenter le pourcentage de cellules marquées à l’annexine V par rapport 
au contrôle comme par exemple dès 1 h pour la pifithrine α. Cette augmentation est aussi 
significative par rapport aux cellules uniquement exposées aux UV 3 h post exposition pour le 
Z-VAD-FMK et la pifithrine α (p<0.05).

Figure 30 : modulation du potentiel membranaire mitochondrial (ΔΨm) des hémocytes 
d’Ostrea edulis après incubation en présence de Pifithrine α (PFT-α) et de cyclosporine A 
(CsA) et après exposition aux UV. Pourcentages de cellules présentant un faible potentiel 
membranaire mitochondrial. Les résultats représentent la moyenne±EC. a : différence signi-
ficative par rapport au contrôle au même temps p<0.05. n=6

a
a

a
a a

a

a
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4.	 Fragmentation de l’ADN

L’exposition des hémocytes aux UV induit dès 1 h d’incubation une augmentation significa-
tive (p<0.05) du pourcentage de cellules avec fragmentation de l’ADN comparé à la condition 
contrôle (Figure 32). Cette augmentation est aussi observée pour les hémocytes préalable-
ment traités à la pifithrine α dès 1 h post exposition et à la cyclosporine A à partir de 3 h après 
exposition aux UV. En revanche, le traitement des hémocytes au Z-VAD-FMK est associé à 
une diminution du pourcentage de cellules marquées par rapport aux hémocytes uniquement 
exposés aux UV. Cette diminution est significative (p<0.05) 1 et 3 h après exposition aux UV. 
Cette même tendance est observée après incubation en présence de CsA 1 h après l’exposi-
tion aux UV.

Figure 31 : modulation de l’intégrité de la membrane plasmique des hémocytes d’Ostreae 
edulis après incubation en présence de Z-VAD-FMK (Z-VAD), de pifithrine α (PFT-α) et de 
cyclosporine A (CsA) et après exposition aux UV. Pourcentages de cellules présentant un 
marquage positif en AnnexineV et négatif en IP.  Les résultats représentent la moyenne±EC. 
a : différence significative par rapport au contrôle au même temps p<0.05 ; b : différence si-
gnificative par rapport à la condition UV p<0.05. n=6
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5.	 Conclusion

L’effet de trois inhibiteurs de l’apoptose, Z-VAD-FMK, PFT-α, CsA, a été testé sur les hémo-
cytes exposés aux UV. L’absence d’effet cytotoxique sur les hémocytes a été préalablement 
vérifiée après 45 min et 5 h d’incubation. Moins de 9% de mortalité cellulaire était en effet 
observée après 5 h d’incubation en présence des agents testés. Les hémocytes exposés aux 
UV présentaient une modulation des paramètres apoptotiques mesurés tels qu’une diminu-
tion du potentiel membranaire mitochondrial dès 1 h, une perte de l’intégrité membranaire 
ainsi que la fragmentation de l’ADN. Ces résultats sont en concordance avec ceux présentés 
dans l’Article 1.

Ces mêmes paramètres ont ensuite été suivis sur des hémocytes traités aux agents anti-apop-
totiques avant exposition aux UV. Le traitement des cellules à la pifithrine α et à la cyclos-
porine A, induit dès 1 h une diminution du potentiel membranaire mitochondrial comparé 
au contrôle en revanche aucune différence n’est observée par rapport aux cellules exposées 
aux UV. De même, l’exposition aux agents anti-apoptotiques n’induit aucune diminution de 
l’externalisation des phosphatidyl sérine et tendrait même à augmenter ce paramètre dans 
le cas du Z-VAD-FMK et de la pifithrine α. En revanche, le traitement au Z-VAD-FMK et à la 
cyclosporine A réduit la fragmentation de l’ADN.  

Les trois inhibiteurs testés ne semblent réduire que modérement l’apoptose chez les hémo-

Figure 32 : modulation de l’intégrité de l’ADN des hémocytes d’Ostrea edulis après incu-
bation en présence de Z-VAD-FMK (Z-VAD), de pifithrine α (PFT-α) et de cyclosporine A 
(CsA) et après exposition aux UV. Pourcentage de cellules présentant une fragmentation de 
l’ADN en utilisant la méthode TUNEL. Les résultats représentent la moyenne±EC. a : diffé-
rence significative par rapport au contrôle au même temps p<0.05 ; b : différence significative 
par rapport à la condition UV au même temps p<0.05. n=6
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a
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cytes exposés aux UV. L’absence d’effet significatif d’inhibition peut s’expliquer par des temps 
d’exposition trop courts. En effet, la perte du potentiel mitochondrial et l’externalisation des 
phosphatidyl sérines sont des processus réversibles, il est donc possible sur des temps plus 
longs d’observer une diminution de l’apoptose comme cela a été montré sur certaines lignées 
cellulaires de mammifères (Murahashi et al., 2003; Proietti De Santis et al., 2003). L’autre hy-
pothèse étant que les UV pouvant induire directement la fragmentation de l’ADN sans impli-
quer nécessairement toute la voie de signalisation (Kulms et Schawrz, 2000).
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I.	 Chez l’huître plate, Ostrea edulis

Après avoir développé un panel d’outils permettant de suivre l’apoptose au niveau cellulaire, 
il a été entrepris de mieux caractériser la voie de signalisation de l’apoptose chez l’huître plate 
afin de développer des outils permettant d’aborder ce mécanisme sous un angle moléculaire. 

1.	 Identification des gènes impliqués dans l’apoptose

Afin de caractériser la voie de signalisation de l’apoptose chez Ostrea edulis, des séquences 
préalablement obtenues à partir du transcriptome de huit individus provenant du milieu na-
turel (Cahais et al., 2012; Gayral et al., 2011) ont été utilisées. Les séquences ont été obtenues 
par séquençage 454 et Illumina, puis assemblées en des contigs de 60 à 12 736pb (Cahais et 

al., 2012). Un total de 16 536 contigs a ainsi été généré.

Une comparaison de ces séquences a été faite avec la banque de données Crassostrea gigas 
protein  (NCBI) en utilisant le logiciel ngKLAST-LE (v 4.7) afin d’annoter les séquences. Une 
valeur seuil d’e-value (probabilité que deux séquences se ressemblent par hasard) de 10-3 
a été appliquée. Un total de 46 091 résultats (27.8%) a alors été obtenu. Sur ces 46 091 sé-
quences celles ayant un recouvrement de plus de 25% ont été sélectionnées. 

Après annotation, le logiciel Blast2GO (Conesa et al., 2005) a été utilisé pour assigner les 
termes d’ontologie de gène (GO) à chaque contig. Les contigs correspondant avec au moins 
un des GO correspondant à un processus apoptotique (GO : 0006915, GO : 0097194, GO : 
1900117, GO : 1900118, GO : 1900119) ont alors été sélectionnés. Après filtration, 385 contigs 
apparaissaient reliés à l’apoptose, certains correspondant cependant à un même gène. L’en-
semble des 72 gènes présentant un lien avec l’apoptose est rapporté dans l’Annexe 1. 

L’analyse des gènes obtenus dans cette étude montre que la voie de signalisation de l’apop-
tose est bien représentée chez l’huître plate avec l’identification de gènes impliqués dans les 
deux voies extrinsèque et intrinsèque (Figure 33). 

Les caspases sont des éléments centraux de la voie extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose. 
Les caspases impliquées dans la cascade apoptotique sont réparties en deux groupes : les 
caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10) et les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7).

Parmi les transcrits présents dans notre jeu de données, certains présentent de fortes simi-
larités avec ces différentes caspases, à l’exception de la caspase 9. Celle-ci a cependant été 

Des outils pour suivre l’apoptose au 
niveau moléculaire
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identifiée chez d’autres espèces de mollusques telle que la palourde Ruditapes philippinarum 
(Moreira et al. 2012), ce qui suggère qu’elle soit également présente dans le génome d’Ostrea 
edulis.

Les caspases effectrices présentent chez les mollusques de remarquables adaptations struc-
turelles et fonctionnelles. Deux et quatre caspases effectrices ont été caractérisées chez C. 
gigas et M. galloprovincialis respectivement, soulignant l’importance de la phase exécutive 
dans le processus apoptotique chez les mollusques (Romero et al. 2015)

La voie extrinsèque est activée par la reconnaissance de ligands extracellulaires par des ré-
cepteurs transmembranaires comportant des domaines de mort cellulaire. Ces récepteurs 
appartiennent à la superfamille des TNF récepteurs qui compte notamment les récepteurs de 
TNF et Fas. Un gène homologue de TNF a précédemment été décrit chez l’huître plate (Mar-
tin-Gomez et al. 2014) de même qu’un homologue de Fas – ligand (Morga et al. 2012). Dans 
notre jeu de données, nous avons identifié des homologues du récepteur et du ligand de TNF 
mais ni Fas ni Fas Ligand. En revanche, certains transcrits présentaient de fortes similarités 
avec des adaptateurs similaires à FADD, TRAF ou TRADD.

La voie intrinsèque mitochondriale a fait l’objet de plusieurs études chez les moules et les 
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Figure 33 : schéma présentant les deux voies de signalisation de l’apoptose. Rose : gènes 
identifiés dans la présente étude, bleu clair : gènes sélectionnés pour les mesures d’expres-
sion, violet : gènes non décrits chez Ostrea edulis, vert : gène caractérisé dans une étude 
précédente.
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huîtres (Estevez-Calvar et al. 2013 ; Zhang et al. 2011). Elle peut être activée par un panel de 
stimuli qui induisent un relargage de protéines pro-apoptotiques de la mitochondrie vers le 
cytosol. Ces différentes protéines pro-apoptotiques telles que le facteur AIF et endoG sont 
présentes dans le jeu de séquences d’O. edulis que nous avons analysées. De même, cyto-
chrome C et  Apaf-1, deux des trois éléments essentiels dans la formation de l’apoptosome, 
nécessaire pour l’activation de la caspase 3 par la voie intrinsèque, ont pu être identifiés.

Le contrôle et la régulation de ces évènements apoptotiques mitochondriaux reposent no-
tamment sur des membres de la famille Bcl2. Dans le jeu de données analysées, quatre ho-
mologues du gène BcL2 ont pu être identifiés. La caractérisation d’autres gènes de cette fa-
mille chez différentes espèces de mollusques come M. galloprovincialis et R. philippinarum 
(Estevez-Calvar et al. 2013 ; Moreira et al. 2012) laisse penser que ces gènes sont aussi pré-
sents dans le génome d’O. edulis. 

Bien que un/des homologues de la famille Bcl2 aient été identifiés, aucun contig ne présente 
de similarité avec la protéine p53 qui joue un rôle clé dans la régulation de de cette famille. 
D’autres gènes codant des protéines régulatrices des Bcl2 ont néanmoins été identifiés 
comme PDRP et BAG1.

Enfin, l’analyse des transcrits d‘O. edulis a révélé la présence d’au moins 14 gènes codant des 
IAPs, protéines impliquées dans la régulation de l’apoptose par interaction avec les caspases. 
Dans le génome de l’huître creuse, C. gigas, 48 gènes codant des IAPs ont été rapportés 
(Zhang et al., 2012). L’importance de cette famille de gènes peut traduire un mécanisme de 
régulation complexe du processus apoptotique chez les bivalves marins.

Le jeu de séquences que nous avons pu analyser a été obtenu à partir d’huîtres plates sau-
vages et pas nécessairement soumises à des stimuli pro-apoptotiques. Des similarités avec 
des gènes impliqués dans la voie extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose ont cependant été 
observées et démontrent que ces deux voies sont bien présentes chez O. edulis. Certains de 
ces gènes avaient été caractérisés dans le cadre de précédents travaux mais notre analyse 
a permis d’améliorer de façon significative notre connaissance de ces voies de signalisation 
chez l’huître plate.

2.	 Développement des outils

Certains des contigs précédemment identifiés ont été sélectionnés afin de développer des 
outils permettant de suivre l’expression de gènes impliqués dans la cascade de l’apoptose 
chez l’huître plate. 

Parmi les gènes sélectionnés, six sont impliqués dans la voie extrinsèque et trois dans la voie 
intrinsèque (Tableau 1). Pour les gènes associés à plusieurs contigs, celui présentant la meil-
leure identité et le meilleur recouvrement a été sélectionné. Pour chaque gène sélectionné, 
des amorces ont été dessinées à l’aide du logiciel Primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/
cgi-bin/primer 3plus/primer3plus.cgi/) et synthétisées par Eurogentec (Tableau 2). 
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Tableau 1  : caractéristiques générales des gènes d’huître plate étudiés.  

Gène Name longueur du contig
Bcl2 1154

endoG endonucléase G 2574
TNFR Tumor Necrosis Factor Receptor 3375
TNFL Tumor Necrosis Factor Ligand 1789

TTRAP TRAF and TNF receptor associated protein 1052
casp 2 caspase 2 738
casp 3 caspase 3 1079
casp8 caspase 8 1391
PDRP p53 and DNA damage regulated protein 783

Pour chaque couple d’amorces, la courbe de fusion (Figure 34) a été examinée et le pro-
duit de PCR obtenu a été déposé sur gel et séquencé afin de vérifier la spécificité du produit 
d’amplification et qu’un seul produit de PCR avait été amplifié. L’efficacité (E) est calculée 
pour chaque paire d’amorces en déterminant la pente de la courbe standard (Figure 35). Ces 
courbes sont générées en réalisant des séries de dilution d’ADN complémentaire provenant 
d’hémolymphe d’huître plate. L’efficacité est calculée selon l’équation suivante : E=10(1-pente) 
(Pfaffl,. 2001). Sur les neuf gènes sélectionnés au départ, sept paires d’amorces ont pu être 
standardisées (Tableau 2).

Tableau 2 : informations concernant les amorces utilisées pour la PCR en temps réel pour 
la mesure d’expression de gènes d’Ostrea edulis.

Gène Séquences 5’-3’ Concentration 
des amorces 
(µM)

Tm 
(°C)

Efficaci-
tés (%)

Bcl2 Forward TCCAGACTCGGAAGAAAGGA 4 84,3 96,3
Reverse GGGGAAGGATGAATGGAGAT 4

casp 2 Forward ATGACGGTGAGGAACAGGTC 3 81,2 98,2
Reverse GGATTCCGAATGGCCTTAAT 3

casp3 Forward GCAGTTTTTCCGGAATGAGA 3 81,7 97,3
Reverse CCGATTCACTTGAGTGAGCA 3

TNFL 
11

Forward TTCCTAACGTCCCGAACAAC 4,5 84,3 97,6
Reverse GCCACTCAGTCATCCTCCAT 4,5

TNFR Forward ATGGCGTCCCAATTAGTCTG 4 84,3 101,9
Reverse TTCGGTTCCAAATCTTCGTC 4

endoG Forward TCCATCATCAATCGAACGAA 5 81,5 95
Reverse GCCGATACCCTTCAAAAACA 5

TTRAP Forward AGTTAAAGCTGCTGCACTACACC 4 83,8 96,8
Reverse CTGGAATGCCTTAGATACAATCG 4

CHAPITRE 1
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Ces outils ont ainsi permis de mesurer l’expression de cinq gènes impliqués dans la voie ex-
trinsèque et deux gènes dans la voie intrinsèque dans le cadre d’expérimentations présentées 
dans les chapitres 2 et 3. L’expression de ces gènes a été calculée en suivant le calcul décrit 
par Pfaffl, (2001). Pour chaque expérience le facteur d’élongation EF1-α a été utilisé comme 
gène normalisateur selon Morga et al. (2010). Le choix d’un calibrateur adapté est effectué 
pour chaque expérience.

Figure 35 : exemple de courbe standard (caspase 3).

Figure 34 : exemple de courbe de fusion (caspase 3).
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II.	Chez le parasite, Bonamia ostreae

Après avoir développé des outils permettant de suivre l’apoptose au niveau moléculaire chez 
l’huître plate, il a été entrepris de caractériser certains gènes impliqués dans la mort cellulaire 
programmée et le cycle cellulaire chez le parasite Bonamia ostreae.

1.	 Identification des gènes

Afin de caractériser certains gènes du parasite B. ostreae impliqués dans la MCP et le cycle 
cellulaire, nous avons utilisé des séquences préalablement obtenues à partir du transcriptome 
de parasites purifiés à partir d’huîtres fortement infectées (Arzul, com pers). Les séquences 
ont été obtenues par séquençage illumina puis assemblées en contigs. Un total de 11 042 
contigs a ainsi été généré. 

A partir de l’interface Biomart (Smedley et al., 2015) une recherche d’ontologie correspon-
dant à la MCP/apoptose et au cycle cellulaire a été effectuée. Six gènes ont été sélectionnés 
dont deux associés à la MCP : Bax-inhibitor-1 (BI-1), un inhibiteur de la proteine Bax induisant 
l’apoptose par relarguage du contenu mitochondrial et Programme cell death protein (PDCD) 
aussi impliqué dans la voie intrinsèque. Les gènes replication factor C 4 (RFC4) et cell division 
cycle 2 homolog (CDC2H) sont quant à eux impliqués dans le cycle cellulaire. Les deux derniers 
gènes sélectionnés sont la DNA ligase 1 (DNLI-1), ligase impliquée dans la réplication et la 
réparation de l’ADN et la Glyceraldehyde 3 phosphatase dehydrogenase (GAPDH) impliquée 
dans le métabolisme de la glycolyse et la production d’énergie.

2.	 Développement des outils

Des amorces ont été dessinées à l’aide du logiciel Primer3 plus (http://www.bioinformatics.
nl/cgi-bin/primer 3plus/primer3plus.cgi/) et synthétisées par Eurogentec (Tableau 3) pour 
chacun des six gènes sélectionnés ainsi que pour quatre autres gènes identifiés dans le cadre 
de précedentes études : Heat shock protein 90 (HSP90) (Prado-Alvarez et al., 2013), Actine 1, 
Actine 2 (López-Flores et al., 2007), 18s (Cochennec et al., 2000).

Pour chaque couple d’amorces testé, la courbe de fusion obtenue a été éxaminée et le produit 
de PCR obtenu déposé sur gel et séquencé afin de vérifier la spécificité du produit d’amplifica-
tion et qu’un seul produit de PCR avait été amplifié. L’efficacité (E)  a été calculée pour chaque 
paire d’amorces en déterminant la pente de la courbe standard. Ces courbes ont été générées 
en réalisant des séries de dilutions d’ADNc provenant d’une purification de parasites. L’effica-
cité a été calculée selon l’équation suivante E=10(1-pente) (Pfaffl, 2001). Les résultats de standar-
disation des amorces sont rapportés dans le Tableau 3.

Ces outils ont ainsi permis de mesurer l’expression de gènes parasitaires dans le cadre d’ex-
périences présentées dans les Chapitres 2 et 3. L’expression de ces gènes a été calculée en 



84

suivant le calcul décrit par Pfaffl. (2001). Pour chaque expérience le gène codant la petite sous 
unité ribosomale a été utilisé comme gène normalisateur après avoir testé sa stabilité grâce 
aux logiciels Normfinder (Andersen et al., 2004) et GeNorm (Vandesompele et al., 2002). Le 
choix d’un calibrateur adapté a été effectué pour chaque expérience.

Tableau 3 : informations concernant les amorces utilisées pour la PCR en temps réel  afin 
de mesurer l’expression de gènes de Bonamia ostreae.

Gène Séquences 5’-3’ Longueur de 
l’amplicon (pb)

Tm (°C) Efficaci-
té (%)

BI-1 Forward ACGAAAATGGCGAACAAATC 162 84,6 98,6
Reverse CAGCGAGTCCCTTCTTTCAC

PDCD Forward GTCGAACATCGACCAATCCT 284 80,4 94,8
Reverse CTTTTCCGCAATTTTTGCAT

HSP90 Forward GTAACGACGGCAAGCAATTT 225 85,3 94,8
Reverse CGACCTCTTTCGAAGTCCAG

Actin 1 Forward AACTTTGACCATCGGAAACG 296 84,6 90,1
Reverse TAGATCCTCCGATCCAAACG

Actin 2 Forward AGTGACGATCGGGAATGAAC 255 83,1 105,1
Reverse GGAGCGATCACGTTGATTTT

RFC4 Forward GTCCGCTTTGGATAGGATGA 195 81,5 96,1
Reverse CGAACAGTTCCCTTCCAAAA

CDC2H Forward GGCGAAAGAGTACGTTGAGC 205 81 96,6
Reverse CCCAAAGTCGGCTATTTTCA

DNLI1 Forward TCGCCAAAAGATTTGATTCC 284 82,2 90,8
Reverse CTGGATTTTGATCCCTCCAA

GAPDH Forward TCGTCTCGTAATCCGTTTCC 172 88,5 91,4
Reverse GCGGCTTACCAAAACATCAT

18s Forward TCAGCACTTTTCGAGAAATCAA 200 83 94,6
Reverse CCACCATGCATAGAATCAAGAA

CHAPITRE 1
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Conclusion

L’étude cellulaire et moléculaire de la réponse apoptotique chez l’huître plate nécessitait la 
mise au point préalable d’outils. Ces travaux de développement et validation font l’objet de 
ce premier chapitre qui s’articulait autour de trois parties : l’une présente le principe des outils 
développés pour suivre l’apoptose au niveau cellulaire, le deuxième était consacré à la vali-
dation de ces outils, la dernière partie portait sur l’identification de gènes impliqués dans la 
cascade apoptotique chez l’huître plate et dans certains processus cellulaires chez B. ostreae 
afin de développer des outils transcriptomiques. 

Les outils pour suivre l’apoptose au niveau cellulaire reposent sur la cytométrie en flux pour 
la mesure de la concentration de calcium intracytoplamsique, le potentiel membranaire mi-
tochondrial, l’externalisation des phosphatidyl sérines ou les activités des caspases, mais 
aussi sur la microscopie pour la mesure de la fragmentation de l’ADN et les modifications 
ultrastructurales. Ce panel d’outils a été adapté et testé après exposition d’hémocytes à di-
vers inducteurs et inhibiteurs d’apoptose. Contrairement aux agents chimiques testés, l’ex-
position aux UV a permis d’induire une modification de l’ensemble des paramètres suivis à 
l’exception de l’activation des caspases. Après exposition aux UV les hémocytes présentent 
en effet (Figure 36) :

	 - une augmentation des modifications précoces induites lors de l’apoptose comme 
une augmentation des cellules à fortes concentrations calcique intracytoplasmique et une 
augmentation des cellules à faible potentiel membranaire mitochondrial.

	 - une augmentation des modifications plus tardives telles qu’une augmentation des 
cellules marquées à l’Annexine V, une augmentation des cellules présentant une fragmenta-
tion de l’ADN et une augmentation des altérations ultrastructurales.

Une partie des travaux obtenus lors de cette étude est rapportée dans un article publiée dans 
Fish and Shellfish Immunology. Les modifications cellulaires associées à la réponse apopto-
tique des hémocytes d’huître plate après une exposition aux UV ont ainsi été décrites et une 
validation des outils de cytométrie en flux et microscopie utilisés par la suite a été réalisée.

Les résultats obtenus soulignent l’importance d’associer plusieurs outils afin d’étudier l’apop-
tose, le suivi d’un seul paramètre ne permettant pas de conclure quant au statut cellulaire 
de façon certaine. En effet, l’utilisation d’inducteur ou d’inhibiteur chimique a généralement 
induit la modulation d’un, voire de deux paramètres, mais ne nous ont pas permis de conclure 
quant à leur effet sur la réponse apoptotique de l’huître plate. La combinaison de la cytomé-
trie en flux et de la microscopie pour suivre à la fois des modifications précoces et tardives de 
l’apoptose a semblé la meilleure approche et a été suivie dans les études présentées dans les 
Chapitres 2 et 3.
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Dans ce chapitre, nous nous sommes aussi intéressés à décrire les voie de signalisation 
de l’apoptose chez l’huître plate. Une recherche de gènes impliqués dans les mécanismes 
d’apoptose a été effectuée à partir de séquences préalablement obtenues par une approche 
de RNAseq (Cahais et al., 2012). Cette recherche a permis d’identifier un nombre important 
de gènes impliqués dans l’apoptose chez l’huître plate après comparaison avec la banque de 
donnée de l’huître creuse, Crassostrea gigas (NCBI). Des gènes présents dans les deux voies 
ont été identifiés dont les caspases impliquées dans l’apoptose excepté la caspase 9. Le gé-
nome de l’huître plate semble riche en IAPs avec 14 séquences retrouvées dans notre étude. 
L’apoptose apparait ainsi comme un mécanisme très conservé au sein des Ostreoidea. Cer-
tains de ces gènes ont été sélectionnés pour le développement d’outils permettant de me-
surer leur expression en PCR quantitative en temps réel : cinq gènes impliqués dans la voie 
extrinsèque, TNFL, TNFR, caspase 2, caspase 3 et TTRAP et deux gènes impliqués dans la voie 
intrinsèque, Bcl2 et endoG. 

Figure 36 : modifications des activités hémocytaires associées à l’apoptose après 6 h 
d’exposition aux UV chez l’huître plate. Après expostition aux UV les cellules présentent 
une augmentation de la concentration calcique intracytoplasmique, une perte du poten-
tiel membranaire mitochondrial et l’externalisation des phospahtidyl-sérines au niveau de 
la membrane plasmique. Des modifications morphologiques sot aussi observées comme la 
condensation de la chromatine au niveau de la membrane nucléaire et une fragmentation de 
l’ADN.

CHAPITRE 1
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De la même façon, une recherche de gènes de B. ostreae impliqués dans divers processus bio-
logiques dont le cycle cellulaire ainsi que la mort cellulaire programmée a été réalisée à partir 
de séquences obtenus par RNAseq. Dix gènes ont ainsi été sélectionnés et des amorces ont 
été dessinées et standardisées afin de suivre  leur expression en PCR quantitative en temps. 

Ces recherches ont non seulement permis d’améliorer les connaissances sur la voie de signali-
sation de l’apoptose chez l’huître plate, mais également de développer des outils utilisés dans 
les travaux rapportées dans les Chapitres 2 et 3 d’étudier la réponse apoptotique de l’huître 
plate et la réponse de B. ostreae lors d’une infection sous un angle transcriptomique.
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Chapitre 2

L’apoptose au coeur des 
intéractions entre l’huitre 
plate et bonamia ostreae
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Introduction

L’apoptose est un mécanisme décrit chez de nombreux organismes comme un moyen de dé-
fense contre des conditions stressantes environnementales ou des organismes pathogènes 
tels que les virus, les bactéries et les parasites. Cependant, certains organismes pathogènes 
semblent capables de moduler ce processus à leur avantage. Dans ce contexte, nous nous 
sommes intéressés aux mécanismes apoptotiques développés par l’huître plate en réponse 
au parasite Bonamia ostreae. Deux scénarii non exclusifs ont été envisagés quant à l’implica-
tion de l’apoptose au cœur des interactions huître-parasite.

Scénario 1 :

La reconnaissance et l’internalisation du parasite par les hémocytes activent des mécanismes 
de défense parmi lesquels l’apoptose. La mort des hémocytes infectés permet ainsi d’élimi-
ner des parasites internalisés et de limiter la propagation de l’infection (Figure 37).

Scénario 2 :

Bonamia ostreae infecte et se multiplie dans les hémocytes. Il doit donc être capable de blo-
quer l’apoptose hémocytaire afin de ne pas être détruit et ainsi pouvoir poursuivre son cycle 
infectieux (Figure 38).

Figure 37 : induction de l’apoptose comme mécanisme de défense contre Bonamia 
ostreae.
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Ces deux scénarii ont été abordés grâce aux outils préalablement développés et présentés 
dans le Chapitre 1. 

B. ostreae n’étant pas cultivable, les études sur des interactions entre l’huître plate et ce para-
site sont limitées. La technique de purification du parasite a néanmoins permis de mettre au 
point des protocoles de mise en contact in vitro et d’infection in vivo par injection (Hervio et 
al., 1995). Les travaux présentés dans ce chapitre reposent sur ces approches expérimentales. 

Portant sur l’étude des mécanismes apoptotiques en réponse à B. ostreae in vitro et in vivo, ce 
chapitre s’articule autour de trois articles et présente des résultats complémentaires concer-
nant l’implication de la galectine dans ces mécanismes. 

La première partie de ce chapitre est consacrée aux interactions hémocytes-B. ostreae in vitro 
chez deux espèces d’huîtres, Ostrea edulis sensible et Crassostrea gigas résistante à la bona-
miose. La réponse apoptotique a été évaluée sur des temps courts entre 1 et 4 h. Cette éva-
luation a fait l’objet d’un article publié dans Fish and Shellfish Immunology. 

Les résultats obtenus ont amené à évaluer la réponse apoptotique de l’huître plate au para-
site sur des temps plus longs jusqu’à 44 h. Cette étude présentée en deuxième partie de ce 
chapitre, a nécessité au préalable une adaptation du protocole expérimental afin d’éviter le 
développement bactérien. Les résultats obtenus sont présentés sous la forme d’un manuscrit 
prêt à être soumis. 

Enfin, après avoir abordé les interactions huître plate-B. ostreae à l’échelle cellulaire, nous 
avons réalisé des infections expérimentales par injection de parasites sur deux groupes 
d’huîtres plates provenant de deux populations différentes. La réponse apoptotique a ainsi 
été évaluée in vivo à l’échelle de l’individu et populationnelle de façon précoce après l’injec-
tion du parasite (1, 4 et 7 jours) et à des temps plus tardifs (30 et 34 jours). Les résultats de ces 
expériences sont également présentés sous la forme d’un manuscrit.

CHAPITRE 2

Figure 38 : blocage de l’apoptose par Bonamia ostreae afin de survivre dans son hôte.
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Ostrea edulis – Bonamia ostreae est un modèle intéressant pour étudier in vitro les interac-
tions hôte-parasite au niveau cellulaire. En effet, ce parasite unicellulaire infecte l’huître plate 
O. edulis et se multiplie dans les hémocytes, effecteurs centraux dans l’immunité des huîtres. 
L’apoptose est un mécanisme utilisé par de nombreux organismes afin d’éliminer les cellules 
infectées. 

Afin d’étudier l’implication éventuelle du mécanisme apoptotique chez l’huître en réponse à 
B. ostreae, une expérience in vitro a été réalisée en exposant les hémocytes d’O. edulis, une 
espèce d’huître naturellement sensible et de Crassostrea gigas, une espèce résistante à la bo-
namiose à des parasites vivants et inactivés à la chaleur.

Des outils présentés dans le Chapitre 1 ont été utilisés afin d’étudier in vitro l’apoptose au 
niveau cellulaire chez ces deux espèces. La concentration calcique intracytoplasmique, le po-
tentiel membranaire mitochondrial et l’externaliation des phosphatidyl sérines ont été mesu-
rés en cytométrie en flux tandis que la fragmentation de l’ADN a été évaluée en microscopie 
photonique. Enfin, les modifications ultrastructurales ont été observées au MET. L’approche 
développée ainsi que les résultats obtenus sont présentés dans l’article qui suit.

L’apoptose, un moyen de défense 
utilisé par l’huître plate contre le 
parasite Bonamia ostreae
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a b s t r a c t

The in vitro model Ostrea edulis hemocyte - Bonamia ostreae is interesting to investigate host-parasite
interactions at the cellular level. Indeed, this unicellular parasite infects the flat oyster Ostrea edulis
and multiplies within hemocytes, the central effectors of oyster defenses. Apoptosis is a mechanism used
by many organisms to eliminate infected cells. In order to study the potential involvement of this
mechanism in the oyster response to B. ostreae, in vitro experiments were carried out by exposing he-
mocytes from the naturally susceptible oyster O. edulis and a resistant oyster species Crassostrea gigas to
live and heat-inactivated parasites. Hemocyte apoptotic response was measured using a combination of
flow cytometry and microscopy analyses. Whatever the host species was, the parasite was engulfed in
hemocytes and induced an increase of apoptotic parameters including intracytoplasmic calcium con-
centration, mitochondrial membrane potential or phosphatidyl-serine externalization as well as ultra-
structural modifications. However, the parasite appears more able to infect flat oyster than cupped oyster
hemocytes and the apoptotic response was more important against live than dead parasites in the
natural host than in C. gigas. Our results suggest that O. edulis specifically responds to B. ostreae by
inducing apoptosis of hemocytes.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The flat oyster Ostrea edulis is the European endemic oyster
species. In the 70's the production was dramatically reduced in
relation with a combination of factors including the disease caused
by the unicellular protozoan parasite Bonamia ostreae. Once the
parasite is in an oyster population there is no way to eradicate it
and to treat oysters. Reviving the production of O. edulis in an
infected zone notably relies on favouring resistant or tolerant
oysters and requires a better understanding of host parasite in-
teractions, in particular mechanisms involved in the response
against B. ostreae. Oyster defenses not only rely on the anatomical
and chemical barriers including the shell and palleal organs but
also mucus and cellular and soluble components of hemolymph
like hemocytes, lysosomal enzymes and lectins [1].

In O. edulis/B. ostreae host/parasite model, hemocytes play a key
role by being central effectors of oyster defenses and target cell of
the parasite. Despite the lack of parasite and hemocyte cultures, an

in vitro experimental infection model has been developed by
incubating hemocytes with parasites purified from highly infected
oysters [2]. This experimental model allowed demonstrating that
parasites are internalized after 30 min of contact with hemocytes
[3] and are able to persist and multiply within hemocytes after 2 h
of contact [4]. Hemocytes internalyze parasites by endocytosis but
B. ostreae seem to actively contribute to its own internalization [3].
It has recently been shown that a heat shock protein 90 (HSP90) is
partly involved in parasite internalization [5]. Once internalized,
B. ostreae induces some modifications of hemocyte activities
including decrease of reactive oxygen species (ROS) production and
esterase activities [4,6]. Previous studies suggested a potential
involvement of apoptosis in the response of the oyster against the
parasite. Genes involved in the apoptosis pathway including Fas
ligand, an inhibitor of apoptosis (IAP), Tumor necrosis factor (TNF)
and apoptosis inducer factor (AIF) were found modulated in the
context of experimental or field infections [7,8].

Apoptosis is a highly orchestrated process developed in many
organisms and plays a role in various biological processes like
embryogenesis, homeostasis and particularly in defense against
stress factors including pathogens by eliminating infected cells* Corresponding author.
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[9,10]. This process induces various morphological changes like
chromatin condensation, membrane blebbing and in the last stages
cells fragmentation into apoptotic bodies [10]. There are two main
apoptotic pathways: the extrinsic pathway initiated by activation of
membrane receptor like TNF receptor and Fas receptor and the
intrinsic or mitochondrial pathway activated by cellular stress
[9,11].

In mollusc, apoptosis seems to be an important mechanism of
defense against stress factors including environmental distur-
bances or pathogens [1,12,13]. In vitro studies have shown that
oyster hemocyte apoptosis is increased by UV exposure [14] or by
exposure to pesticides and heavy metals [15,16]. This mechanism
leads to the death of the exposed cells. Some pathogens are able to
modulate this phenomenon to favour their survivor and multipli-
cation within hemocytes [17e19]. For example, a virulent strain of
the protozoan parasite Perkinsus marinus was able to inhibit
apoptosis of Crassostrea virginica hemocytes after few hours of
in vitro contact contrary to a low virulent strain [20]. A differential
apoptotic response was also reported between C. virginica and
Crassotrea gigas, two species presenting different levels of suscep-
tibility to P. marinus. After 3 days, percentage of apoptotic hemo-
cytes was more important in Pacific oyster suggesting a possible
activation of apoptosis as defense mechanism more important in
the more resistant species [21].

As previously mentioned, genes involved in apoptosis appear to
be modulated in O. edulis during an infection with B. ostreae.
Considering these results, our objectives were to (i) describe more
precisely the apoptotic hemocyte reaction after a contact with the
parasite B. ostreae and (ii) compare the apoptotic process between
hemocytes in contact with alive and heat inactivated parasites and
between hemocytes from O. edulis and C. gigas, a susceptible and
resistant oyster species respectively.

The combination of flow cytometry and microscopic tools
recently validated to investigate apoptosis in flat oyster hemocytes
[14] were used to carry out the present study.

2. Material and methods

2.1. Oysters

Adult flat oysters (>two-year-old) O. edulis were collected from
Quiberon bay (Brittany, France) in October 2013 and were accli-
matized in Ifremer's facilities (La Tremblade, Charente maritime,
France) during twomonths. Pacific oysters C. gigas from bi-parental
family produced at Ifremer's facilities in June 2013 were used for
this experimentation. Oysters from both species were maintained
in raceways (12000 L) supplied with a constant flow of seawater
enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrisis gal-
bana and Tetraselmis succica).

2.2. Hemolymph collection

Hemolymph was withdrawn from the hemolymphatic sinus of
the adductor muscle of oysters with a 1 mL syringe and a needle of
0.60 � 25 mm. Hemolymphs were kept on ice to avoid cellular
aggregation and were filtered at 75 mm to remove debris and cell
aggregates. Hemocytes were then counted using a hemocytometer
and concentration adjusted at 5 � 105 cells. mL�1 by adding
0.22 mm filtered sea water (FSW).

2.3. Parasites

B. ostreae was purified according to the protocol developed by
[22]. Heavily infected oysters were selected by examination of gill
tissue imprints using light microscopy. After homogenization of all

organs except the adductor muscle, parasites were concentrated
and purified by differential centrifugation on sucrose gradients.
Finally, B. ostreae were suspended in FSW, counted using a hemo-
cytometer and kept at 4 �C. Viability of parasite was tested with
propidium iodide (PI) by flow cytometry according to [23]. Parasite
species was confirmed by RFLP PCR according to the following
Standard Operating Procedure: http://www.eurl-mollusc.eu/
content/download/15841/236614/file/BonamiaPCR-RFLP SOP.pdf.
Only B. ostreae was detected in parasite suspensions.

2.4. In vitro contact experiments

Hemocytes (5.105 cells. mL�1) of O. edulis and C. gigas were
incubated with live and heat inactivated parasites (100 �C for
15 min) at the ratio of 10:1 parasites per hemocyte at 15 �C. The
control consisted of non-treated hemocytes suspended in FSW
(5.105 cells. mL�1). Hemocytes were analyzed after 1, 2 and 4 h of
incubation with parasites. Each condition was tested in duplicate
and the whole experiment was carried out three times for flat
oysters and twice for Pacific oysters.

2.5. Light microscopy

For each sampling time and experimental condition, 100 ml of
cell suspension were centrifuged for 1 min at 28g and 4 �C, stained
with Hemacolor® (Merk) and examined using light microscopy.

2.6. Flow cytometry analyses

Hemocyte intracytoplasmic calcium concentration, mitochon-
drial membrane potential (DJm) and phosphatidyl-serine exter-
nalisation were monitored by flow cytometry using an EPICS XL 4
(Beckman coulter) according to [14]. Six replicates were tested for
each condition.

2.7. DNA fragmentation (TUNEL)

DNA fragmentationwas evaluated on cytocentrifuged hemocyte
suspensions using the In situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche)
following [14]. Six slides were observed for each condition.

2.8. Transmission electron microscopy (TEM)

Hemocyte suspensions (1.106 cells) were centrifuged at 500g for
8 min at 4 �C and supernatant was discarded. Samples were fixed in
3% glutaraldehyde solution for 1 day at 4 �C and processed as
described in [14]. Two conditions were observed for both oyster
species: non treated cells at 4 h and cells in contact with B. ostreae
after 4 h.

2.9. Statistical analyses

A non-parametric Wilcoxon test was used to estimate the effect
of B. ostreae, oyster species and time on the apoptotic parameters.
To compare two groups, pairwise Wilcoxon test was performed. A
discriminant analysis was applied on flow cytometry parameters
and percentage of “infected” cells to identify potential impact of
tested conditions. To confirm separation between all the groups
Wilk's lambda test was performed. Estimation of the correlation
between each tested parameter was done with Spearman test.
Significance was set at p < 0.05 (*) for all the tests. Statistic test was
performed using JMP 10.0.0 software (SAS institute Inc.).

O. Gervais et al. / Fish & Shellfish Immunology 56 (2016) 322e329 323
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3. Results

3.1. Parasite viability

Status of purified parasites was checked by flow cytometry prior
to each experiment. Nomore than 24% of mortality was observed in
suspensions of live parasites with an average of 17.16% ± 4.31. After
heat inactivation, mean parasite mortality reached 80.6% ± 19.02.

3.2. Detection of parasites in hemocytes

Whatever the oyster species and the status of B. ostreae (alive or
inactivated) were, more than 10% of hemocytes have engulfed
parasite as soon as 1 h of contact between hemocytes and B. ostreae
(Fig. 1A). The percentage of infected hemocytes was similar be-
tween the two species except at 1 h of contact, percentage was
significantly lower (p < 0.05) in C. gigas in contact with live parasite
in comparison with O. edulis. The percentage of cells with live
parasites was significantly higher thanwith dead parasites after 1 h
of contact for O. edulis and after 2 and 4 h of contact for both oyster
species (p < 0.05). An increase of cells with internalized parasites
was also observed between 1 and 2 h of contact for both oyster
species (p < 0.05).

The mean parasite number between O. edulis and C. gigas was
significantly different at 1 h of contact (p < 0.05) with live and
inactivated parasites but was only different for live parasites at 2 h

of contact (p < 0.05) (Fig. 1B). Number of B. ostreae in “infected”
hemocytes was higher when parasites were alive than dead except
at 1 h for the flat oyster and only after 4 h for the Pacific oyster
(p < 0.05). Mean number of parasites per “infected” hemocyte did
not significantly evolve during the time of the experiment except
for the both species after 4 h of contact with heat inactivated
parasites.

3.3. Impact of Bonamia ostreae on early apoptotic hemocyte
parameters

Early apoptotic response of hemocytes was evaluated by
measuring cytoplasmic calcium concentration and DJm.

The percentage of cells positive for cytoplasmic calciumwas the
same between controls and cells in contact with inactivated para-
sites whatever the oyster species was. Hemocytes in contact with
live parasite showed less positive cells than with inactivated par-
asites as soon as 1 h post contact for both oyster species but more
significantly for O. edulis (p < 0.05) (Fig. 2). This percentage did not
evolve during the time of the experiment.

Contact with inactivated and live parasites induced an increase
of cells with lowDJm as soon as 1 h post contact and during all the
experiment (Fig. 3). This increase appeared higher when parasite
was alive than inactivated more particularly for O. edulis (p < 0.05).

10

15

20

25

30

h4h2h1

%
 o

f c
el

ls
 w

ith
 in

te
rn

al
iz

ed
 p

ar
as

ite
s

species
O.edulis
C.gigas

treatment
Boi
Bo

a

b

c

a

a

a

a

c

1

2

3

h4h2h1

N
um

be
r o

f p
ar

as
ite

 p
er

 h
em

oc
yt

e

species
O.edulis
C.gigas

treatment
Boi
Bo

a

b c

d

a

a

b

b

a

b

Fig. 1. Percentage of hemocytes with internalized live or inactivated Bonamia ostreae in Ostrea edulis and Crassostrea gigas during the time (A). Number of parasites per
hemocyte of O. edulis and C. gigas (B). Boi: B. ostreae inactivated, Bo: B. ostreae. Results represent the mean ± SD. a: significant difference with inactivated parasites (p < 0.05), b:
significant difference with flat oysters (p < 0.05) c: significant difference with 1 h (p < 0.05), d: significant difference with 2 h (p < 0.05).

O. Gervais et al. / Fish & Shellfish Immunology 56 (2016) 322e329324



98

CHAPITRE 2

3.4. Impact of Bonamia ostreae on hemocyte plasma membrane
integrity

Hemocytes membrane integrity was evaluated by measuring
phosphatidyl serine externalization. For the flat oyster, no signifi-
cant difference was observed between the control and hemocytes
in contact with heat inactivated parasites (Fig. 4) whereas live
parasites induced a significant increase of labeled cells. In contrast,
a significant increase of positive C. gigas hemocytes was observed in
presence of live and inactivated parasites in flat oyster. No differ-
ence was observed during the time of the experiment.

3.5. Modulation of DNA integrity of hemocytes

Whatever the tested condition was, no more than 14% of cells
were labeled (Fig. 5). The only significant difference was observed
for hemocytes from flat oysters in contact with live parasites.

3.6. Discriminant analysis

A discriminant analysis was carried out to determine if apoptotic
parameters tested in flow cytometry and TUNEL allowed discrim-
inating tested conditions. To confirm group discrimination, aWilk's
lambda test was carried out and showed that groups were clustered
by species and tested experimental condition (p < 0.001) but not by
the time. Three groups could be identified: (i) a first group included
control of both oyster species; (ii) a second group included hemo-
cytes in contact with inactivated parasites for both oyster species
and in contact with live parasites for C. gigas only; (iii) a last group
included only hemocytes of O. edulis after contact with live para-
sites (Fig. 6). Parameters “cytoplasmic calcium”, “mitochondrial
membrane potential” and “externalization of phosphatidyl serine”
appeared correlated whereas “DNA fragmentation” was not corre-
lated with the other tested parameters.

3.7. Correlation test

Potential correlation between parameters was tested using a
Spearman test. A positive strong correlationwas observed between
the percentage of “infected” hemocytes and DJm/externalization
of phosphatidyl serine and between DJm and the externalization
of phosphatidyl serine (Fig. 7). A negative strong correlation was
found between the intracytoplasmic calcium concentration and the

percentage of “infected” hemocytes, DJm and the externalization
of phosphatidyl serine. In contrast, DNA fragmentation (measured
using TUNEL) was not correlated with the other tested parameters.

3.8. Morphological changes

Similarly to results obtained by flow cytometry, less apoptotic
cells were observed by transmission electron microscopy in the
controls for both oyster species (Table 1, Fig. 8A, D). Parasites were
noticed within hemocytes after 4 h of contact whatever the oyster
species was (Fig. 8C, F). Apoptotic hemocytes were observed among
the cells which have internalized parasites but also among the
“non-infected” ones for both oyster species (Fig. 8B, C, E, F).
Apoptotic modifications included chromatin condensation (Fig. 8B,
C, E, F), detachment of the nuclear membrane (Fig. 8B, C) and
vacuolization of the cytoplasm (Fig. 8B).

4. Discussion

Apoptosis is a cellular mechanism that leads to the cell death
[9,10]. This pathway is universal among metazoan organisms and
related pathways have also been described in unicellular organisms
like Trypanosoma spp., Plasmodium spp., Toxoplasma spp. and
Leishmania spp. [24e26]. It is a mechanism that allows eliminating
damaged cells or cells infected with pathogens. However, some
pathogens are able to modulate apoptosis of cells involved in im-
munity to evade host immune defense or to inhibit apoptosis of the
cells they infect in order to survive and multiply within the target
cells [18,27].

Few studies have been carried out to investigate apoptosis in
molluscs in response to diseases. Most of these works focused on
the parasite P. marinus in C. virginica [20,21,28]. However, the
specificity of this response has never been questioned.

Previous studies have suggested the potential involvement of
apoptosis in the response of the flat oyster O. edulis against an
infection with the protozoan parasite B. ostreae [8]. This hypothesis
was supported by a modulation of the expression of oyster genes
involved in the apoptosis pathway including IAP and Fas ligand in
presence of the parasite [8]. In order to confirm this molecular
evidence, we have investigated the apoptotic response of hemo-
cytes exposed to parasites in vitro by combining microscopic and
cellular tools previously developed [14]. Additionally, the speci-
ficity of this response has been tested by comparing the response of
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the susceptible species O. edulis with the response of a species
considered as resistant, C. gigas [29,30].

In vitro experimental infection showed that as soon as 1 h of
contact some heat inactivated and live parasites were internalized
by hemocytes of both oyster species. After 2 h, “infected” hemo-
cytes were more abundant when parasites were alive than heat
inactivated. Generally, more “infected” hemocytes were observed
when cells were in contact with live parasites than heat inactivated
parasites for O. edulis than C. gigas. These results are in agreement
with previous studies showing that B. ostreae was involved in its
own internalization. Indeed, B. ostreae treatment consisting in
blocking actin and HSP90 drastically reduced the percentage of
“infected” cells [3,5,6].

In flat oyster hemocytes, contact with live parasites increased
apoptosis as revealed by a decrease of cytoplasmic calcium and
mitochondrial membrane potential and an increase of phospha-
tidyl serine externalization, DNA fragmentation and ultrastructure

alterations. These modifications appeared significantly higher
when parasites were alive compared to heat inactivated parasites
which suggests that live B. ostreae actively induces hemocyte
apoptosis. Studies on P. marinus showed that inactivation of the
parasite did not modify early apoptotic response of hemocytes in
C. virginica [20].

TEM examination showed that apoptosis in hemocytes in con-
tact with parasites occurred in “infected” cells but also in “non-
infected” hemocytes. This response can be triggered by the parasite
directly or by infected cells. Apoptosis might allow the oysters to
decrease the number of available host cells and thus the capacity of
the parasite to develop and multiply. If apoptosis can be considered
as beneficial for the oyster it can also contribute to affect the oyster
itself by depleting the population of hemocytes. This early specific
activation of apoptosis suggests that there is a specific interaction
between hemocytes of O. edulis and B. ostreae. This interaction
could rely on the recognition and binding of B. ostreae with an
hemocyte receptor activating the apoptosis pathway. A previous

study has shown that the galectin, Oe-Gal, can interact with
B. ostreae and plays a role in the internalization of the parasite
(Prado-Alvarez, Unpublished). Galectins can modulate cell
apoptosis [31e34]. During infection, they can inhibit parasite
replication and commit cells to death by apoptosis [33e35].

Basal apoptotic rate in control condition was the same in both
oyster species. Both alive and heat treated parasites induced an
increase of hemocytes apoptosis in flat oyster and cupper oysters.
However, difference could be noticed between both oyster species:
for example, percentage of cells with intracytoplasmic calcium
decreased more significantly in presence of live parasite in O. edulis
than in C. gigas. These results suggest that the parasite is more able
to actively induce its own internalization by modulating cytoskel-
eton in hemocytes from O. edulis than in C. gigas. Similarly, path-
ogens like Trypanosoma cruzi are known to favour their entry in the
host cells by modulating host cytoskeleton through a change of
intracellular calcium [36]. These results are also supported by the
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Table 1
Percentages of different cells status among hemocytes of Ostrea edulis or Crassostrea gigas oysters after 4 h of contact or not with Bonamia ostreae.

% of normal cells % of apoptotic cells % of secondary necrotic cells % of necrotic cells

O. edulis Control (n ¼ 59) 61 27.1 3.4 8.1
B. ostreae (n ¼ 55) 38.18 50.91 3.64 7.27

C. gigas Control (n ¼ 52) 88.46 11.54 0 0
B. ostreae (n ¼ 45) 35.56 57.78 0 6.67
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higher percentage of infected hemocytes for O. edulis compared to
C. gigas.

Hemocyte DJm was enhanced by the contact with parasites
whatever the oyster species and the parasite status were. However,
this increase was significantly higher in O. edulis when the parasite
was alive. Moreover, hemocyte membrane integrity appeared only
altered in flat oyster when B. ostreaewas alive whereas in C. gigas it
was modified similarly in presence of live and dead parasites.
Finally, DNA fragmentation was significantly increased only in flat
oyster hemocytes after contact with live B. ostreae. Thus, contrary to
results observed in O. edulis, less difference was found in C. gigas
between hemocytes in contact with alive and heat-treated para-
sites suggesting that defense strategy against the parasite is
different in both oyster species. Incidentally, C. gigas has never been
detected infected with B. ostreae implying that confrontation be-
tween hemocytes and B. ostreae should rarely occur.

Combining different cellular tools allowed us discriminating
between tested conditions. Correlations observed between cyto-
plasmic calcium concentration, mitochondrial membrane potential
and externalization of phosphatidyl serine suggest that it not
necessary to measure all these parameters to monitor apoptosis in
hemocyte in response to B. ostreae. However, using complementary
approaches including cytometry and microscopy allows describing
more widely early modifications induced by an in vitro infection
with B. ostreae. For the first time we showed that B. ostreae in vitro
infection induces apoptosis not only in hemocytes of flat oyster
O. edulis but also of C. gigas. However, B. ostreae appears more

efficient to infect O. edulis than C. gigas hemocytes and the flat
oyster seems to respond more specifically to live parasites by
increasing hemocyte apoptosis than C. gigas. Although hemocytes
of C. gigas were less infected, percentages of apoptotic hemocytes
were higher than in O. edulis. This result might partly explain the
resistance of C. gigas against B. ostreae.

Our experiments were probably not long enough to observe a
potential modulation of this response by the parasite itself. Indeed,
previous studies carried out in vitro showed that hemocyte
apoptosis induced by different P. marinus strains was inhibited after
5 h of contact [20]. Complementary in vivo infection would also be
helpful to draw an integrative picture of this mechanism in
response to an infection in molluscs.
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Fig. 8. Morphological changes observed after 4h of contact with Bonamia ostreae by transmission electron microscopy. Ostrea edulis: (A) control cell, (B) apoptotic hemocyte
without B. ostreae internalization, (C) apoptotic hemocyte with B. ostreae internalization. Crassostrea gigas: (D) control cell, (E) apoptotic hemocyte without internalization of
B. ostreae, (F) apoptotic hemocyte with B. ostreae internalization. Arrowheads: B. ostreae.
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Bonamia ostreae, un parasite 
capable de bloquer l’apoptose pour 
survivre dans les hémocytes

Dans l’étude in vitro précédente, la réponse apoptotique à B. ostreae ont été abordée sous un 
angle cellulaire et jusqu’à quatre heures de mise en contact. Les résultats obtenus montrent 
une activation de l’apoptose dans les hémocytes en présence du parasite. 

Cependant, B. ostreae est un parasite intracellulaire et doit pouvoir échapper à la mort hémo-
cytaire pour survivre et poursuivre son cycle. Afin de tester la capacité de B. ostreae à réguler 
le processus d’apoptose hémocytaire, des expériences de mise en contact hémocytes-pa-
rasites ont été réalisées sur des temps supérieurs à 4 h et jusqu’à 44 h. Cette approche a né-
cessité une adaptation préalable du protocole d’infection in vitro par l’ajout d’antibiotiques. 
L’apoptose en réponse au parasite à non seulement été étudiée sous un angle cellulaire mais 
également sous un angle moléculaire en suivant l’expression de gènes impliqués dans l’apop-
tose grâce aux outils présentés dans le Chapitre 1. 

Enfin, la réponse du parasite au cours de l’infection in vitro a aussi été étudiée en mesurant 
l’expression de gènes impliqués dans différents processus biologiques incluant le cycle cellu-
laire et la mort cellulaire. 

L’ensemble de ces travaux est présenté dans le manuscrit suivant.
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Abstract

Bonamia ostreae has been associated with the decline of flat oyster Ostrea edulis populations 
in some European countries. This obligatory intracellular parasite persists and multiplies into 
hemocytes. Previous in vitro experiments showed that apoptosis is activated in hemocytes 
between 1 h and 4 h of contact with the parasite. The flat oyster uses the apoptosis pathway 
to defend against B. ostreae. However, the parasite might be also able to modulate this res-
ponse in order to survive in its host. In order to investigate this hypothesis and to test the 
host parasite interactions after more than 4 h, we have modified a previously developed in 
vitro infection protocol by adding antibiotics. After checking that these new experimental 
conditions did not affect hemocytes and parasites, the apoptotic response of the host was 
evaluated using flow cytometry, transmission electron microscopy and by measuring the 
response of genes involved in the apoptotic pathway. In parallel, the parasite response was 
investigated by measuring the expression of B. ostreae genes involved in different biological 
functions including cell cycle and cell death. Obtained results confirm that apoptosis is early 
activated in hemocytes after a contact with B. ostreae. Interestingly, at cellular and molecu-
lar levels this process appeared downregulated after 44 h of contact. Concurrently, parasite 
gene expression appeared reduced suggesting that the parasite could inhibit its own meta-
bolism to escape the immune response.

Keywords: Ostrea edulis, Bonamia ostreae, flat oyster, host-parasite-interaction, apoptosis
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Introduction

During infection, parasites, in particular obligate intracellular parasites, are subjected to 
pressure from their host. They have to develop strategies to successfully install into their host 
without being degraded by the host defense mechanisms. Some intracellular protozoan pa-
rasites promote their installation by modulating host genes encoding proteins involved in 
energy metabolism, growth and signalization like Toxoplasma gondii (Blader and Saeij, 2009). 
Others including Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei and Giardia lamblia, produce diffe-
rent antigenic variants on their surface to limit host immune response (Cardoso et al., 2016). 
Inside parasitophorous vacuoles parasites have to face oxidative environment induced by the 
production of Reactive oxygen species (ROS) and nitrogen species. Some pathogens like Per-
kinsus marinus produces anti-oxidants such as peroxidase and superoxide dismutase (SOD) 
to escape to its destruction (Schott et al., 2003; Soudant et al., 2013).

Since 1979, the rhizarian parasite Bonamia ostreae has been associated with mortality events 
of the European flat oyster Ostrea edulis. Although this protozoan can be occasionally obser-
ved extracellularly in epithelium, it infects and multiplies inside the hemocytes, cells notably 
involved in the immunity of the bivalve. Previous in vitro studies have shown that B. ostreae 
can be internalized after 30 min of contact with hemocytes (Chagot et al., 1992). Both the he-
mocyte and the parasite are actively involved in the internalization (Chagot et al., 1992; Pra-
do-Alvarez et al., 2013). The infection with B. ostreae is associated with a decrease of esterase 
activities and ROS production that could allow the parasite to survive within the hemocytes 
(Morga et al., 2011). Concurrently, genes involved in the apoptotic pathway including inhibi-
tor of apoptosis (IAP) and apoptosis inducer factor (AIF) appeared modulated suggesting that 
this defense mechanism is activated against B. ostreae (Morga et al., 2012; Harrang, 2012; 
Martín-Gómez et al., 2014). Investigations carried out by flow cytometry and transmission 
electron microscopy (TEM) confirmed the involvement of apoptosis in the response of the 
flat oyster to bonamiosis (Gervais et al., 2016).

In many organisms, apoptosis is involved in several biological processes such as embryogene-
sis and defense against environmental stressful conditions and pathogens (Sokolova, 2009; 
Kiss, 2010). During the course of infection, host cells can activate apoptosis in order to limit 
parasite multiplication and spread into the host. Nevertheless, some parasites are able to 
regulate this process for their own interest. In mammals, a cycle of apoptosis inhibition and 
activation has been described in cells hosting protozoan parasite of the genome Leishmania, 
Plasmodium and Toxoplasma (Lüder et al., 2001; Picot, 2006; Carmen and Sinai, 2007; Kakani 
et al., 2016). In contrast, few studies have investigated apoptosis modulation by parasites in 
marine invertebrates.

The lack of bivalve cell lines hampers the development of such studies and in vitro experi-
mental tested conditions generally do not exceed 4 hours (Hégaret et al., 2011; Prado-Alva-
rez et al., 2012). Hemocytes of flat oyster defend against B. ostreae through apoptosis. Howe-
ver, the parasite might be able to modulate this response in order to survive in its host. In 
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order to investigate this hypothesis and to test host-parasite interactions in vitro after more 
than 4 h, we have modified available in vitro protocol by adding antibiotics after checking if 
these experimental conditions did not affect hemocyte and parasite. The apoptotic response 
of the host was evaluated using flow cytometry, transmission electron microscopy and by 
measuring the response of genes involved in the apoptotic pathway. In parallel, the parasite 
response was investigated by measuring the expression of B. ostreae genes involved in diffe-
rent biological functions including cell cycle and cell death.

Materials and methods

1.	 Oysters

Flat oysters O. edulis, were collected from Quiberon bay (France) and acclimatized over 30 
days in Ifremer’s facilities. Oysters were maintained in 150 L raceway supplied with a constant 
flow of seawater enriched with phytoplancton (Skeletonema costatum, Isochrysis galbana and 
Tetraselmis suecica).

2.	 Hemolymph collection

Hemolymph was withdrawn from the adductor muscle sinus using 1 mL syringe. Hemolymph 
was kept on ice to avoid cellular aggregation and filtered at 70 µm to remove debris. Hemo-
cyte concentration was estimated using a hemocytometer and was adjusted at 5.105 cell.mL-1 
with 0.2 µm filtered sea water (FSW).

3.	 Parasite purification

Parasites were purified according to the protocol developed by Mialhe et al. (1988). Exami-
nation of gill tissue imprints by light microscopy allowed selecting oysters highly infected 
with B. ostreae. All the organs except the adductor muscle were homogenized and purified 
by differential centrifugation on sucrose gradients. B. ostreae cells were washed and resus-
pended in FSW and counted with a hemocytometer.

4.	 Evaluation of antibiotics effects

Prior to in vitro contact experiments, the potential effects of antibiotics were evaluated on 
hemocytes and parasites. 

Hemocytes (1ml, 5.105 cells.ml-1) were incubated in 24 well culture plate (Cellstar®, Greiner 
Bio-one) during 45 min at 15°C. After incubation, the supernatant was removed and replaced 
by the same volume of FSW alone, FSW supplemented with 1X antibiotics (0,1 mg/ml of 
streptomycin, 0,165 mg/ml of penicillin, 0,126 mg/ml of neomycin and 0,083 mg/ml of eri-
thromycin) or 4X antibiotics (0,4 mg/ml of streptomycin, 0,66 mg/ml of penicillin, 0,505 mg/
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ml  of neomycin and 0,324 mg/ml of erithromycin). Modulation of mitochondrial membrane 
potential and phosphatidyl serine externalization on plasma membrane were monitored by 
flow cytometry on hemocyte suspensions after 4, 20 and 26 h at 15°C as described below in 
7.2.

Parasite suspension was incubated at 4°C with 10 X antibiotics (1 mg/ml of streptomycin, 
1,65 mg/ml of penicillin, 1,26 mg/ml of neomycin and 0,825 mg/ml of erithromycin in FSW) to 
avoid bacterial proliferation. After 15 h of incubation, parasites were washed in FSW. Viability 
and esterase activity of parasites incubated with or without antibiotics were tested by flow 
cytometry as described in 7.1.

5.	 In vitro contact experiments

Hemocytes at 5.105 cells.ml-1 were incubated in 24 well culture plate (Cellstar®, Greiner Bio-
one) during 45 min at 15°C. Supernatant was removed and replaced by FSW for the control 
or parasite suspension at a ratio of 10 parasites for 1 hemocyte. Both control and B. ostreae 
exposed hemocytes were supplemented with 1X antibiotics as described above. Hemocytes 
were incubated at 15°C and analyzed after 4, 20, 26, 44, 48 and 70 hours.

6.	 Light microscopy

For each condition, 100 µl of hemocyte suspension were centrifuged for 1 min at 28 x g and 
4°C on slides. 

Slides were stained with hemacolor® (Merck) and examined under light microscopy.

7.	 Flow cytometry

a.	 Parasite survival

Effects of antibiotics on B. ostreae were tested by measuring parasite viability with propidium 
iodide (PI) and esterase activities with fluoresceine diacetate (FDA) by flow cytometry accor-
ding to Arzul et al. (2009). Moreover, viability of parasite was evaluated prior to each in vitro 
contact experiment.

b.	 Hemocyte activity

Modulation of mitochondrial membrane potential (ΔΨm) was monitored using JC-10 dye 
(FluoProbes®). Externalization of phosphatidyl serine on plasma membrane and cell viability 
were tested using Annexin V and PI respectively (Eurobio). These activities were monitored 
by flow cytometry using an EPICS XL 4 (Beckman coulter) according to Gervais et al. (2015). 
Six replicates were tested for each condition.

8.	 DNA fragmentation

For each condition, 100 µl of hemocyte suspension were centrifuged for 1 min at 28 x g and 
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4°C on slides. Slides were fixed in paraformaldehyde 4% during 10 min at room temperature 
and kept at 20°C after fixation. DNA fragmentation was evaluated using In situ Cell Death 
Detection Kit, POD (Roche) following Gervais et al., 2015.

9.	 Transmission electron microscopy

Hemocyte suspensions were centrifuged at 1000 x g during 10 min at 4°C and supernatant 
was discarded. Samples were fixed in 3% glutaraldehyde solution for 24 hours at 4°C and 
processed as described in Gervais et al. (2015).

10.	Gene expression analysis

a.	 RNA isolation and cDNA synthesis

Hemocytes (2 mL, 5.105 cells.ml-1) were kept in RNAlater® (Qiagen) at -80°C until being 
processed. Samples were centrifuged at 4°C during 20 min at 1500 x g and the supernatant 
was discarded. Total RNA was extracted using the RNAeasy®mini kit (Qiagen) following the 
manufacturer’s instructions. Total RNA was treated by RNase-Free DNase Set (Qiagen) to 
remove genomic DNA. RNA concentration was estimated using the NanoDrop 2000 (Ther-
mo Scientific). Direct real time PCR with no retrotranscription was performed using EF pri-
mer (Table 5) after each DNase treatment to control absence of genomic DNA. First strand 
cDNA synthesis was carried out from 65 ng of RNA treated using the SuperScript®III First-
Strand Synthesis System (Invitrogen).

b.	 Selected genes

Based on O. edulis transcriptome sequence data from ten individuals from the natural 
range (Cahais et al., 2012), nine host genes were selected for their involvement in apoptosis 
pathway. Five of these genes were involved in the extrinsic pathway: TNFL, TNFR, TTRAP, 
caspase 2 and caspase 3. Two genes were involved in the intrinsic pathway: Bcl2 and endoG. 

Based on unpublished and transcriptome sequence data from purified parasites (Arzul, unpu-
blished data), nine parasite genes were selected for their involvement in different functions 
including cell cycle and programmed cell (Table 4). For each gene, primers were designed 
using Primer3 software (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer 3plus/primer3plus.cgi/) 
(Table 5) and synthesized by Eurogentec.

c.	 Real time quantitative PCR

Real time quantitative PCR was carried out in duplicate in 96-microwell plates using Mx3000 
Thermocycler sequence detector (Stratagene). Amplification reactions contained 2 µL of 
each primer at concentrations reported in Table 5, 10 µL of Brillant III UltraFast SYBR® 
Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies) and 5 µL of cDNA dilution (1/30) in a final 
volume of 20 µL. Amplification was carried out using standard cycling conditions: 95°C for 3 
min, followed by 40 cycles of 95°C for 5s and 60°C for 10s. Efficacy (E) was calculated for each 
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primer pair by determining the slope of standard curve (Table 2). Efficacies were calculated 
according to the following equation E=10(1-slope). Expression level of selected genes was 
analyzed using the method described by Pfaffl, 2001. Host gene expression was normalized 
using gene encoding elongation factor-1α (EF-1α) according to Morga et al. (2010). Calibrator 
consisted in control hemocytes. B. ostreae housekeeping gene was determined in our condi-
tions by testing the most stable expression gene between two genes, 18s and GAPDH, using 
Normfinder (Andersen et al., 2004)and GeNorm softwares (Vandesompele et al., 2002).

Table 4 : general characteristics of genes used in this study.

Specie Gene Name Function Reference
O. edulis Bcl2 Apoptosis (Cahais et al., 2012)

O. edulis endoG Endonucléase G Apoptosis (Cahais et al., 2012)
O. edulis TNFR Tumor Necrosis Factor 

Receptor

Apoptosis (Cahais et al., 2012)

O. edulis TNFL 11 Tumor Necrosis Factor Li-

gand

Apoptosis (Cahais et al., 2012)

O. edulis TTRAP TRAF and TNF receptor 

associated protein

Apoptosis (Cahais et al., 2012)

O. edulis casp 2 caspase 2 Apoptosis (Cahais et al., 2012)
O. edulis casp 3 caspase 3 Apoptosis (Cahais et al., 2012)
O. edulis FasL Fas Ligand Apoptosis (Morga et al., 2012)
O. edulis IAP Inhibitor of Apoptosis Apoptosis (Morga et al., 2012)
B. ostreae BI-1 Bax Inhibitor 1 Apoptosis Arzul, Unpublished
B. ostreae PDCD Programme Cell Death 

Protein

Apoptosis Arzul, Unpublished

B. ostreae RFC4 Replication Factor C 4 Cell cycle Arzul, Unpublished
B. ostreae CDC2H Cell Division Cycle 2 Ho-

molog

Cell cycle Arzul, Unpublished

B. ostreae DNLI-1 DNA ligase 1 Ligase activity Arzul, Unpublished
B. ostreae HSP90 Heat Shock Protein 90 Binding protein (Prado-Alvarez et 

al., 2013)
B. ostreae Actin 1 Component of cytoskeletal 

structure

(López-Flores et 

al., 2007)
B. ostreae Actin 2 Component of cytoskeletal 

structure

(López-Flores et 

al., 2007)
B. ostreae 18s rRNA binding (Cochennec et al., 

2000)
B. ostreae GAPDH Glyceraldehyde-3-Phos-

phate Dehydrogenase

NADP binding Arzul, Unpublished
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11.	Statistical analyses

Normality of all data sets was tested using Shapiro Wilk test and homogeneity of variances 
were assumed using Bartlett’s and Levene test. Two-way ANOVA were used for normal data 
sets to determine whether significant differences existed between time and experimental 
treatments. Tukey’s post hoc test was used to establish where significant differences occur-
red within the data set. Non normal distribution data sets were analyzed using Wilcoxon test. 
Analyses were conducted using RStudio. 

Table 5 : quantitative PCR primers used for measuring Ostrea edulis and Bonamia os-
treae gene expression.

Species Gene Sequences 5’-3’ Primer 

concentration 

(µM)

Amplicon 

length 

(bp)

Tm 

(°C)

Efficacies 

(%)

O
. e

du
lis

Bcl2 Forward TCCAGACTCGGAAGAAAGGA 4 263 84.3 96.3

Reverse GGGGAAGGATGAATGGAGAT 4

casp 2 Forward ATGACGGTGAGGAACAGGTC 3 242 81.2 98.2

Reverse GGATTCCGAATGGCCTTAAT 3

casp3 Forward GCAGTTTTTCCGGAATGAGA 3 188 81.7 97.3

Reverse CCGATTCACTTGAGTGAGCA 3

TNFL Forward TTCCTAACGTCCCGAACAAC 4,5 224 84.3 97.6

Reverse GCCACTCAGTCATCCTCCAT 4,5

TNFR Forward ATGGCGTCCCAATTAGTCTG 4 232 84.3 101.9

Reverse TTCGGTTCCAAATCTTCGTC 4

endoG Forward TCCATCATCAATCGAACGAA 5 186 81.5 95

Reverse GCCGATACCCTTCAAAAACA 5

TTRAP Forward AGTTAAAGCTGCTGCACTACACC 4 234 83.8 96.8

Reverse CTGGAATGCCTTAGATACAATCG 4

FasL Forward TTTGGGCAGTGGTGTAAGTG 2,5 80.2 97.7

Reverse TAGCCCTGTTTCTCCACCAG 2,5

IAP Forward CTACCTCCCAGGATTGTCA 2,5 81 97.3

Reverse CACCACTCTCCTCCATGTCA 2,5

EF1-α Forward GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 4 162 82.9 99

Reverse CCAGGGTGGTTCAAGATGAT 4
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B.
 o

st
re

ae
BI-1 Forward ACGAAAATGGCGAACAAATC 4 162 84.6 98.6

Reverse CAGCGAGTCCCTTCTTTCAC 4

PDCD Forward GTCGAACATCGACCAATCCT 4,5 284 80.4 94.8

Reverse CTTTTCCGCAATTTTTGCAT 4,5

HSP90 Forward GTAACGACGGCAAGCAATTT 5 225 85.3 94.8

Reverse CGACCTCTTTCGAAGTCCAG 5

Actin 1 Forward AACTTTGACCATCGGAAACG 5 296 84.6 90.1

Reverse TAGATCCTCCGATCCAAACG 5

Actin 2 Forward AGTGACGATCGGGAATGAAC 4 255 83.1 105.1

Reverse GGAGCGATCACGTTGATTTT 4

RFC4 Forward GTCCGCTTTGGATAGGATGA 4,5 195 81.5 96.1

Reverse CGAACAGTTCCCTTCCAAAA 4,5

CDC2H Forward GGCGAAAGAGTACGTTGAGC 4.5 205 81 96.6

Reverse CCCAAAGTCGGCTATTTTCA 4.5

DNLI1 Forward TCGCCAAAAGATTTGATTCC 4 284 82,2 90.8

Reverse CTGGATTTTGATCCCTCCAA 4

GAPDH Forward TCGTCTCGTAATCCGTTTCC 3 172 88,5 91.4

Reverse GCGGCTTACCAAAACATCAT 3

18s Forward TCAGCACTTTTCGAGAAATCAA 4.5 200 83 94.6

Reverse CCACCATGCATAGAATCAAGAA 4.5

Results

1.	 Evaluation of antibiotic effects on hemocytes and parasites

Incubation of hemocytes for 26 h with 1X and 4X of antibiotic solutions did not induce an in-
crease of phosphatidyl serine externalization compared to the control (Table 6). Contrary to 
hemocytes supplemented with 1X of antibiotics, supplementation with 4X solution induced a 
significant increase of cells with low ∆Ψm compared to the control (Table 6).

Table 6 : Antibiotic effects on hemocytes activities at two concentrations 1X and 4X. 
Percentages of Annexin V positive an PI negative hemocytes and percentage of hemocytes 
with low ∆Ψm. n=2

PS externalization Low ΔΨm
control 22.23% ±3.97 21.04% ±1.16
1X Ab 16.21% ±1.15 27.78%±2.26
4X Ab 18.78% ±1.02 75.33%±0.52

While B. ostreae esterase activities were not significantly modified in presence of antibiotics, 
parasite mortality was reduced compared to the control (Table 7).

Based on these results, we have selected the following incubation conditions for the in vitro 
contact experiment: B. ostreae suspension was incubated in a solution of 10 X of antibiotics 
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for 15 h at 4°C prior to be rinsed in FSW and put in contact with hemocytes. Hemocytes in 
contact with parasites were then supplemented with 1X of antibiotics solution.

Table 7 : Antibiotic effects on Bonamia ostreae activities and mortality. Percentages of 
parasite with esterase activities and percentages of parasite mortality. n=2

Esterase activity Mortality
control 74.8%±6.76 18.47%±0.6
10X Ab 69.78%±2.26 7.6%±3.4

2.	 In vitro infection dynamic

After 4 h of contact, more than 32.1%±6.2 of the hemocytes have internalized at least one 
parasite (Figure 39A). This percentage remained stable between 4 (32.1%±6.2) and 44 h 
(37.8%±5.1). During the time of the experiment, mean number of intracellular parasites per 
“infected” hemocyte significantly increased from 2.4±1.9 after 4 h up to 3.5±2.5 after 20 h of 
incubation (p<0.001) (Figure 39B). Binucleated parasites could be observed all along the 
experiment.

3.	 Effect of Bonamia ostreae on cellular apoptotic pathways

Involvement of apoptosis in the response of flat oyster hemocyte against the parasite B. os-
treae was investigated at the cellular level by measuring phosphatidyl serine externalization, 
mitochondrial membrane potential and DNA fragmentation.

Percentage of cells with low mitochondrial membrane potential was significantly higher 
in hemocytes in presence of B. ostreae compared to control hemocytes (p<0.001) (Figure 
40A). A significant decrease (p<0.001) of cells with low mitochondrial membrane potential 
was observed between 4 (54.3%±2.1) and 26 h (42.5%±2.2) of incubation with the parasite 
and finally it came back at 53.4%±0.69 at 44 h.

Figure 39 : percentage of infected hemocytes (A). Number of parasites per infected he-
mocyte (B). *** p<0.001. n=6
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From 4 to 26 h the percentage of hemocytes with externalized phosphatidyl serine was si-
gnificantly higher in presence of parasites compared to the control (p<0.001) (Figure 40B). 
However, it decreased at 44 h (5.19%±0.93) and became similar to the control (4.68%±1.09). 
The percentage of PI labeled cells did not exceed 8.3% whatever the tested conditions were.

Unlike the other tested parameters, DNA fragmentation was not significantly modulated du-
ring the time of the experiment (Figure 40C).

4.	 Ultrastructural  changes

In order to complete results obtained by flow cytometry, hemocytes exposed to B. ostreae 
were also examined by TEM. Most of non-exposed cells after 4 h of incubation showed nor-
mal nucleus with non-condensed chromatin and no cytoplasmic change (Table 8). Similarly, 
hemocytes exposed to B. ostreae after 4 h presented few percentages of cells with ultrastruc-

CHAPITRE 2

Figure 40 : percentages of hemocytes with low ΔΨm (A). Percentages of Annexin V po-
sitive an PI negative hemocytes (B). Percentages of hemocytes showing DNA fragmen-
tation using TUNEL assay (C). CTL: non exposed, Bo: exposed to B. ostreae. **p<0.01; 
***p<0.001. n=6
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tural changes associated with apoptosis. Moreover, whatever if the parasite is engulfed by he-
mocyte or not percentage of apoptotic cells was similar 22.22% and 23.08% with no parasite 
engulfed and with parasite engulfed by hemocyte, respectively. After 20 h of incubation in 
control condition percentage of apoptotic cells was closed to 4 h with 30.16%. In contrast, he-
mocytes exposed to parasite show an increase of apoptotic cells. This increase was reported 
only in hemocyte without parasite internalized that they are 48.39% of apoptotic cells. This 
increase of apoptotic cells was mostly observed with an increase of chromatin condensa-
tion, loss of pseudopodia and vacuolization of cytoplasm during the last stage of apoptosis. In 
contrast, after 44 h of incubation control condition showed an increase of cells with apoptotic 
morphological changes (64.71%) while hemocytes exposed to B. ostreae showed a decrease 
of apoptotic cells. Percentage of cells with apoptotic morphological changes was still lower in 
hemocytes with engulfed parasites. 

Table 8 : morphological changes associated with apoptosis in control (hemocytes non 
exposed to parasite) and hemocytes exposed to parasite (H+Bo). Percentages of hemo-
cytes with ultrastructural changes related to apoptosis.

Control H+Bo
4 h total cells 24% (n=50) 23,08% (n=39)

cells without parasite internalization 22,22% (n=27)
cells with parasite internalization 23,08% (n=13)

20 h total cells 30,16% (n=63) 38,1% (n=42)
cells without parasite internalization 48,39% (n=31)
cells with parasite internalization 9,09% (n=11)

44 h total cells 64,71% (n=51) 25% (n=44)
cells without parasite internalization 35% (n=20)
cells with parasite internalization 16,67 (n=24)

5.	 Effects of Bonamia ostreae on Ostrea edulis apoptotic gene expres-
sion

Involvement of apoptosis in the response of hemocytes to B. ostreae was investigated at the 
molecular level by measuring the expression level of genes involved in the extrinsic and in-
trinsic apoptotic pathways immediately, 4, 20 and 26 h after incubation with parasites.

a.	 Extrinsic apoptotic pathway

As soon as hemocytes were put in contact with B. ostreae, both Fas and TNFL gene expres-
sion appeared downregulated (p<0.05) (Figure 41). TNFL remained downregulated all along 
the experiment while Fas appeared overregulated at 26 h of incubation (p<0.05). A down re-
gulation was followed by an overexpression (p<0.05) of the TNFR and the IAP after 4 h of 
incubation and increased during the time of the experiment. On the contrary, expression of 
TTRAP was slightly modulated and showed upregulation at 4 h (p<0.05). Genes encoding cas-
pases did not show significant modulation except caspase 3 which appeared downregulated 
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at 20 h of incubation (p<0.05).

b.	 Intrinsic apoptotic pathway

Expression of Bcl2 and endoG appeared slightly modulated by the presence of parasites. Si-
gnificant downregulation (p<0.05) of endoG was observed after 20 h of contact with B. os-
treae and a significant overexpression (p<0.05) of Bcl2 was noticed after 4 h of incubation 
(Figure 41).

6.	 Bonamia ostreae gene expression profile

a.	 Housekeeping genes

Expression stability (M) of two candidate housekeeping genes was tested in our experimen-
tal conditions using two softwares: GeNorm and NormFinder. Ct values were distributed 
between 16.21±0.27 for 18s and 21.26±0.2 for GAPDH. A low M value translates a highly stable 
expression in the tested conditions. Stability of these two genes was good and appeared si-
milar using GeNorm (M=0.03) and NormFinder (M=0.01). Considering these results, 18s was 
used as housekeeping gene to measure relative expression of other selected parasite gene.

b.	 Parasite gene expression

Contact of hemocytes with B. ostreae induced an early and intermittent upregulation of pa-
rasite genes including CDC2H and DNLI1 (p<0.05) (Figure 42). In contrast, HSP90 appeared 
early and continuously down regulated in presence of hemocytes. After 26 h of contact, all 
genes except CDC2H were significantly downregulated (p<0.05) compared to initial condi-
tions.

CHAPITRE 2

Figure 41 : relative expression by quantitative PCR of apoptotic genes in hemocytes of 
Ostrea edulis after exposure to B. ostreae at during 0, 4, 20 and 26 h with control hemo-
cytes as calibrator. * significant difference with control condition p<0.05. n=6
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Discussion

Apoptosis is an highly important mechanism involved in many biological processes including 
defense against environmental stressful conditions or pathogens (Feldmann, 1995; Assun-
ção Guimarães and Linden, 2004). This mechanism allows eliminating damaged cells or cells 
infected with pathogens (Carmen and Sinai, 2007). It has also a protective effect for surroun-
ding tissues by limiting potentially damaging inflammation. For example, Pacific oyster show 
an induction of apoptosis during phagocytosis of the bacteria Planococcus citraeus (Sokolova, 
2009).

In mammals, apoptotic pathway can be modulated by pathogens in particular intracellular 
ones to survive and multiply inside the host (Lüder et al., 2001; Picot, 2006; Carmen and Sinai, 
2007). Some pathogens activate the apoptosis pathway in order to decrease inflammation 
reaction or to kill immune cells to avoid clearance and enhance spread into its host. Phos-
phatidyl serine exposing Leishmania promastigote after engulfment by neutrophils induces 
release of TGF-β that silencing their Leishmanicidal response and undergo in apoptosis (Birge 
et al., 2016). On the contrary others parasites like Plasmodium falciparum inhibit apoptosis to 
avoid degradation and enhance multiplication within the target cell (Ramphul et al., 2015).

In a previous study, in vivo experimental infection with B. ostreae was associated with a mo-
dulation of apoptotic genes including Fas ligand and IAP (Morga et al., 2012).In addition, he-
mocyte apoptotic parameters appeared increased in vitro by the presence of parasite up to 
4 h of contact (Gervais et al., 2016). These result suggest that apoptosis is involved in the 
defense mechanisms of the flat oyster against B. ostreae. 

However this intracellular parasite infects and multiplies within hemocytes and might be able 
to escape degradation by inhibiting apoptosis. In order to investigate this hypothesis and 

Figure 42 : relative expression by quantitative PCR of Bonamia ostreae genes during an 
exposure with hemocytes of Ostrea edulis with 0 h as calibrator. * p<0.05. a: significant 
difference with 0 h p<0.05. n=6
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host parasite interaction in vitro after more than 4 h we have modified a previously developed 
in vitro infection protocol by adding a mix of antibiotics. Two concentrations of antibiotics 
were initially tested and effects of antibiotics on hemocyte and parasites were evaluated by 
flow cytometry. Antibiotics adapted to kill bacteria depending of conditions can have also 
some effect on host cell after treatment. 

Effects of antibiotics on hemocytes were evaluating through two apoptotic parameters, ex-
ternalization of phosphatidyl serine and modification of mitochondrial membrane potential. 
No significant impact was observed when incubating hemocytes with the lower concentra-
tion of antibiotics whereas supplementation with higher concentration induced an increase 
of cells with low ΔΨm. Antibiotics did not modify parasite esterase activities and decreased 
parasite mortality. This higher parasite survival could be explained by the decrease of bacte-
ria that can interact with B. ostreae and induce mortality.

Based on these results we subsequently incubated hemocytes and parasites with a suspen-
sion of antibiotics at the lower tested concentration. Examination of cytocentrifuged cells did 
not reveal bacterial proliferation in our experimental condition.

The apoptotic response of the flat oyster was followed at the cellular level using flow cyto-
metry and microscopy tools (Gervais et al., 2015). Except DNA fragmentation, an increase of 
hemocyte apoptotic parameters was observed during the first hours of contact with the para-
site. Like in Gervais et al., 2016, our results suggest that hemocytes defend against B. ostreae 
using the apoptotic pathway. However, the parasite seems to inhibit this phenomenon after 
26 h as showed by the decrease of the percentage of cells with low ΔΨm and by the return 
of the percentage of cells with phosphatidyl serine externalization to the control value after 
44 h. Similar results have been reported for the American oyster C. virginica infected with the 
parasite P. marinus which inhibits apoptosis after 24 h of contact with hemocytes (Hughes et 
al., 2010). 

Whereas flow cytometry allow following the apoptotic process, TEM allow visualizing the 
consequences of this process at the ultrastructural level. At 4 h of contact no significant diffe-
rence was noticed between the control and challenged hemocytes and among hemocytes 
exposed to the parasite, no difference was observed between “infected” hemocytes (hemo-
cytes having at least engulfed one parasite) and none “infected” ones. More apoptotic cells 
were observed at 20 h of incubation both in control and challenged hemocytes. Interestingly 
apoptosis seems to spare “infected” hemocytes whereas it affects half of the challenged he-
mocytes which have not internalized parasite. After 44 h of incubation, condition appeared 
unsuitable for control hemocytes (in absence of parasites), 65% of them presenting apoptotic 
morphological changes. Increase of apoptosis in control cells was also reported for mouse 
spleen cells after 18 h of incubation (Kim et al., 2006). Less ultrastructural changes were ob-
served in presence of the parasite suggesting apoptosis inhibition mediated by the parasite 
itself. In other organisms it was also reported that intracellular parasites including T. gondii 
and L. mexicana can inhibit apoptosis of host cells even if they are treated with pro-apoptotic 
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agents (Kim et al., 2006; Gutiérrez-Kobeh et al., 2013). However, inhibition of apoptosis ap-
peared to be more effective when the parasite was engulfed. Inhibition mechanism used by 
the parasite can be effective only after internalization by hemocyte and induction of apop-
tosis in other cells can be related to the release of cytokines by hemocytes after parasite 
detection. Like it was reported by TUNEL,  TEM pictures of fragmented nucleus were not 
extensively observed. Contrary to other tested parameters, DNA fragmentation is an irrever-
sible and the last step of the apoptosis pathway. These results suggest that the parasite can 
block apoptosis at the last phase.

The apoptotic response of the flat oyster to B. ostreae was also investigated at the molecu-
lar level by measuring the expression of genes involved in apoptosis, in both the extrinsic 
and intrinsic pathway. Upregulation of genes including Fas ligand, TNFR and TTRAP suggest 
that apoptosis is activated through the extrinsic pathway. However this activation is asso-
ciated with an upregulation of IAP expression which probably mitigates expression of genes 
involved downstream in the apoptotic pathway like caspases. In our conditions, the extrinsic 
pathway did not seem activated as supported by the upregulation of Bcl2, an inhibitor of this 
pathway, and the downregulation of endoG. When induced by microorganisms, apoptosis is 
generally induced by the recognition and binding of cytokines on receptors and follows the 
extrinsic pathway (Sokolova, 2009; Kiss, 2010). These cytokines including TNFL and FasL are 
produced after pathogen recognition by pattern recognition receptors (PRRs) (Rauta et al., 
2014). Decrease of TNFL suggests that B. ostreae could inhibit its expression in order to block 
activation of the apoptosis pathway. In parallel, host cells upregulate expression of TNFR pro-
bably to compensate the decrease of TNFL. T. gondii was able to regulate expression of TNFR 
in order to promote the infection but this was unbalance by the overexpression of TNFL (De-
rouich-Guergour et al., 2002). The molecular approach supports the results obtained by flow 
cytometry and microscopy showing an activation of apoptosis in a first step followed by an 
inhibition of this pathway in presence of B. ostreae. Some parasites of the genus Leishma-
nia are able to block the apoptotic signal by modulating directly the endogenous signaling 
pathway (Ruhland et al., 2007). Inhibition of apoptosis by activating expression of IAP has 
also been reported in C. gigas after infection by OsHV-1 (Segarra et al., 2014; Green et al., 
2016).

All along the experiment the percentage of infected cells was stable and the mean number of 
parasites per infected hemocyte increased between 4 and 20 h. These results show that even 
after 44 h of contact, B. ostreae was able to survive, potentially multiplied inside hemocytes 
and was able to escape immune defense mechanism such as apoptosis. In order to have a 
better understanding of the parasite response, we have followed the expression of some B. 
ostreae genes involved in different biological processes including cell death and cell cycle.

An early activation of genes involved in cytoskeleton (Act1, Act2) or cell division (CDC2H) 
was observed supporting microscope observation: the parasite evolved and multiplied in the 
hemocyte. Expression of HSP90, genes notably involved in the internalization of parasites 
including B. ostreae (Prado-Alvarez et al., 2013) appeared always below the initial expression 
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level. Once internalized, the parasite might prevent internalisation of more parasites in or-
der to regulate infection. Interestingly after 26 h of contact all investigated genes appeared 
downregulated suggesting that B. ostreae could inhibit its own metabolism to escape the 
immune response. This phenomenon of dormancy was reported in other parasites as a pro-
tective mechanism and can be related to a latent stage (Sullivan and Jeffers, 2012; Richter et 
al., 2016). For example, Plasmodium parasite can arrest metabolic processes in order to be 
less sensitive to some drugs (Shaw et al., 2015). 

Our result support a previous study in the context of which the apoptosis pathway appeared 
early activated as a defense mechanism against B. ostreae. However, thanks to a new adap-
ted experimental in vitro protocol, we could show that after 20 h of contact B. ostreae was 
able to survive and multiply within the hemocytes and was able to inhibit apoptosis possibly 
by activating expression of IAP. Further investigations are needed to identify more precisely 
mechanisms developed by the parasite to control and limit apoptosis. 
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Dans les deux précédentes études, nous nous sommes intéressés à la réponse de l’huître à 
Bonamia ostreae in vitro. Nous avons ainsi décrit dans l’article 2 l’apoptose comme un méca-
nisme de défense impliqué dans la réponse au parasite. Puis, des travaux dont les résultats 
sont rapportés dans l’article 3 ont permis de montrer sur des temps plus longs la capacité du 
parasite à moduler ce mécanisme afin de survivre et se multiplier dans les hémocytes.

L’objectif a donc été ensuite de développer une vision plus globale du mécanisme apopto-
tique lors d’interactions hôte-parasite non plus in vitro mais in vivo, à l’échelle de l’individu. 
Pour cela, une expérience d’infection par injection a été réalisée sur deux groupes d’huîtres-
plates provenant de deux sites présentant des différences en termes de prévalence à la bo-
namiose, la baie de Quiberon (Bretagne) et l’étang de Diane (Corse). Ces infections ont été 
suivies sur une durée de 34 jours avec cinq points de prélèvement à 1, 4, 7, 30 et 34 jours afin 
d’avoir une idée des mécanismes mis en jeu précocement lors d’une infection, puis lors de 
l’installation du parasite.

La réponse apoptotique a été mesurée sur des pools d’hémolymphe par cytométrie en flux 
mais aussi en mesurant l’expression de gènes impliqués dans la cascade de l’apoptose grâce 
à une combinaison d’outils présentés dans le Chapitre 1. 

Cette étude fait l’objet du manuscrit qui suit.

CHAPITRE 2

Implication de l’apoptose in vivo 
chez l’huître plate en réponse à 
l’infection à Bonamia ostreae 



127

CHAPITRE 2

ARTICLE 4

In vivo implication of the apoptosis pathway in flat 
oyster in response to Bonamia ostreae infection

Gervais Ophéliea, Chollet Brunoa, Dubreuil Christinea, Durante Serena, Feng Chunyan, Hénard 
Cyrila, Lecadet Cyriellea, Serpin Delphinea, Tristan Renaultb, Arzul Isabellea

aIfremer, RBE-SG2M-LGPMM, Station de La Tremblade,  Avenue de Mus de Loup, F-17390 La 
Tremblade, France 

bIfremer, RBE, Centre de Nantes, Rue de l’Ile d’Yeu,  F-44311 Nantes, France



128

CHAPITRE 2

Abstract

The protozoan parasite Bonamia ostreae has been associated with the decline of flat oyster 
Ostrea edulis populations in some European countries. Control of shellfish diseases mostly 
relies on prevention measures such as transfer restrictions and stock management measures 
such as breeding programmes. These prevention and mitigation measures require a better 
understanding of interactions between host and pathogens. Previous in vitro studies allowed 
identifying apoptosis as a mechanism activated by the flat oyster in response to B. ostreae. 
However, these experiments also revealed that the parasite is able to regulate apoptosis in 
order to survive and multiply within hemocytes. By simplifying the conditions of infection, in 
vitro studies allow identifying most distinct features of the response of the host. In order to 
appreciate the relative importance of apoptosis in this response at the oyster scale, in vivo 
trials were carried out by injecting with parasites oysters from two French locations, Quibe-
ron Bay (Brittany) and Diana Lagoon (Corsica). Apoptosis was investigated on pools of he-
molymph from oysters collected at early and later times after injection using previously de-
veloped tools. Apoptotic cellular activities including intracytoplasmic calcium concentration, 
mitochondrial membrane potential and phosphatidyl serine externalization were analysed 
using flow cytometry. Moreover, the expression of flat oyster genes involved in both extrinsic 
and intrinsic pathways was measured using real time quantitative PCR.

Keywords: Apoptosis, Ostrea edulis, Bonamia ostreae
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Introduction

Populations of the European flat oysters, Ostrea edulis, have suffered from overfishing and 
several diseases including bonamiosis due to the parasite Bonamia ostreae. This protozoan 
was first detected in association with mortality of flat oysters in 1979 in Brittany (Pichot et al., 
1980) and was subsequently identified in other production sites in Europe. It is currently re-
ported in several other European countries, in North America and New Zealand where it has 
recently been detected in another oyster species Ostrea chilensis (Lane et al., 2016). 

Mortality due to B. ostreae mostly affects oysters older than two years although the parasite 
infects all developmental stages including larvae and spat (Arzul et al., 2011; Balouet et al., 
1983; Grizel, 1985; Lynch et al., 2005). Transmission of the parasite is direct from infected to 
non-infected oysters and does not seem to require intermediate host (Culloty et al., 1999). 
The parasite infects and multiplies within hemocytes and can be observed extracellularly in 
epithelium (Comps et al., 1980; Pichot et al., 1980). Routes of entrance and release of the 
parasite in the oysters remain undetermined. However, several studies have suggested the 
role of the gills in the infection and excretion of B. ostreae (Comps, 1983). Although the para-
site is not cultivable, the establishment of a protocol to purify B. ostreae from infected oys-
ters (Mialhe et al., 1988) has allowed the development of in vitro and in vivo experimental 
infection protocols (Hervio et al., 1995; Mourton et al., 1992). In vitro infection experiments 
consisting in contact between hemocytes and parasites allow investigating host parasite in-
teractions at the cellular level and have been used to better understand mechanisms involved 
in the resistance of the flat oyster to B. ostreae infection. Previous studies have demonstrated 
that both hemocytes and B. ostreae are actively involved in the internalization of the parasite 
(Chagot et al., 1992; Prado-Alvarez et al., 2013) and have notably showed the involvement of 
apoptosis in the defense against bonamiosis (Gervais et al., 2016; Article 3). 

Apoptosis is a universal mechanism involved in different biological processes including de-
fense against stressors like pathogens (Kiss, 2010; Sokolova, 2009). By degrading infected 
cells, apoptosis contributes indeed to limit pathogen multiplication and spread (Sokolova, 
2009). However, parasites have developed in turn strategies to modulate host cell apopto-
sis to successfully install into their hosts. Modulation of apoptosis appears as an important 
weapon in the pathogenic arsenal of multiple intracellular protozoan parasites including Lei-
shmania major, L. Mexicana and L. amazonensis which inhibits macrophage apoptosis by in-
ducing PI3K/Akt signaling (Ruhland et al., 2007). 

In vitro experiments have also previously suggested that B. ostreae inhibits hemocyte apop-
tosis after 4 h of contact notably by increasing overexpression of an inhibitor of apoptosis 
(IAP) (Morga et al., 2012). By simplifying the conditions of infection, in vitro experiments 
allow identifying most distinct features of the response of the oyster. However, these res-
ponses might be mitigated by other processes at the oyster scale and relative importance 
of these features needs to be appreciated at the animal level through in vivo trials. Infection 
experiment by injecting parasites into the adductor muscle of the oyster allows subjecting 
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oysters to a similar dose of pathogens and following the response of the oysters in time. Such 
approach has previously showed that infection with B. ostreae is associated with a decrease 
of phagocytosis and ROS production in «resistant» oysters contrary to wild oysters (Morga, 
2010). Furthermore, the response against bonamiosis is known to differ according to oyster 
populations (Harrang, 2012). 

In this context, the relative implication of apoptosis in the dialogue between flat oyster and B. 
ostreae has been investigated in vivo on two different oyster populations, from Quiberon bay 
in Brittany and from Corsica in South of France during an experimental infection using flow 
cytometry and molecular tools previously developed (Gervais et al., 2015). 

Material and methods

1.	 Flat oysters

Flat oysters, O. edulis, were collected from Quiberon bay (Brittany, France) and Etang de Dia-
na (Corsica, France) and acclimatized over 30 days in Ifremer’s Facilities. Oysters were main-
tained in 150 L raceway supplied with a constant flow of seawater enriched in phytoplankton 
(Skeletonema costatum, Isochrysis galbana and Tetraselmis suecica).

2.	 Parasite isolation

Parasites were purified according to the protocol developed by Mialhe et al. (1988). Examina-
tion of gill tissue imprints in light microscopy allowed selecting oysters highly infected with B. 
ostreae. All organs except the adductor muscle were homogenized and purified by differen-
tial centrifugation on sucrose gradients. Bonamia ostreae cells were washed and resuspended 
in filtered sea water (FSW) and counted with hemocytometer.

3.	 Experimental infection

The experimental design consisted of 10 tanks (5 for oysters injected with parasites and 5 
for oysters injected with FSW). Each tank contained 30 oysters from Quiberon Bay and 30 
oysters from Corsica (Figure 43). Purified parasites (7.5.105 per individual) were injected into 
150 oysters from Quiberon and 150 oysters from Corsica. The same amount of oysters was in-
jected with 100 µl of FSW. Injection was performed into the adductor muscle after anesthesia 
using MgCl2 (250g) in 4 L of water and 1 L of seawater) supplemented in phytoplankton. Flat 
oysters were maintained for one month in 150 L tank with constant flow of seawater enriched 
in phytoplankton. Potential mortality was checked daily.

4.	 Hemolymph collection

Ten oysters were collected from each tank at 1, 4, 7 30 and 34 days after injection. Hemolym-
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ph was withdrawn from the adductor muscle of the oysters using 1 mL syringe. Hemolymphs 
from 10 oysters subject to similar experimental conditions were pooled and kept on ice to 
avoid cellular aggregation. After filtration at 70 µm to remove debris, hemocyte concentra-
tion was estimated using a hemocytometer and adjusted at 5.105 cell.ml-1 with FSW for flow 
cytometry, estimation of DNA fragmentation and real time PCR.

5.	 Flow cytometry

Modulation of intracytoplasmic calcium concentration was monitored using Fluo-4/AM (Mo-
lecular Probes). Modulation of mitochondrial membrane potential (ΔΨm) was measured using 
JC-10 dye (FluoProbes®) and externalization of phosphatidyl serine on plasma membrane 
and cell viability were tested using Annexin V and PI respectively (Eurobio). These activities 
were monitored by flow cytometry using an EPICS XL 4 (Beckman coulter) according to Ger-
vais et al. (2015). Six replicates were tested for each condition and at each sampling time.

6.	 Real time PCR for Bonamia ostreae detection

A piece of gill was sampled from 5 individuals per tank and time of sampling and fixed in 90% 
ethanol. Gill tissue (25 mg) was collected for DNA extraction using the QiaAmp DNA Mini-kit 
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. DNA was eluted and resuspended in 
50 µl of sterile, deionized water and then diluted to a final concentration of 5 ng.µl-1 for real 
time PCR analysis.

Real time PCR was performed using a MX3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene) 
according to a previously published protocol Robert et al. (2009). All reactions were carried 
out in duplicate. Each PCR run included negative controls consisting in reaction mixtures wit-
hout DNA and positive control consisting of plasmidic DNA including the target region. 

Figure 43 : experimental design of infection by injection.
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7.	 Gene expression analysis

a.	 RNA isolation and cDNA synthesis

Samples of hemolymph were centrifuged at 4°C during 10 min at 1500 x g and the superna-
tant was discarded and kept at -80°C in TRIzol® Reagent (Ambion) until being processed. 
Total RNA was extracted using TRIzol® Reagent according to manufacturer’s recommenda-
tions. Total RNA was treated with TurboTM DNase (Ambion) to remove genomic DNA. RNA 
concentration and quality was estimated using the NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) and 
Bioanalyser 2100 (Agilent). Direct real time PCR with no retrotranscription was performed 
using EF1-α primers (Table 9) after each DNase treatment to control absence of genomic 
DNA. First strand cDNA synthesis was carried out from 500 ng of RNA treated using the Su-
perScript®III First-Strand Synthesis System (Invitrogen).

Table 9 : primer sequences and characteristics for quantitative real time PCR.

Species Gene Sequences 5’-3’ Primer 

concentration 

(µM)

Amplicon 

length 

(bp)

Tm 

(°C)

Efficacies 

(%)

O. edulis Bcl2 Forward TCCAGACTCGGAAGAAAGGA 4 263 84,3 96,3

Reverse GGGGAAGGATGAATGGAGAT 4

casp 2 Forward ATGACGGTGAGGAACAGGTC 3 242 81,2 98,2

Reverse GGATTCCGAATGGCCTTAAT 3

casp3 Forward GCAGTTTTTCCGGAATGAGA 3 188 81,7 97,3

Reverse CCGATTCACTTGAGTGAGCA 3

TNFL 

11

Forward TTCCTAACGTCCCGAACAAC 4,5 224 84,3 97,6

Reverse GCCACTCAGTCATCCTCCAT 4,5

TNFR Forward ATGGCGTCCCAATTAGTCTG 4 232 84,3 101,9

Reverse TTCGGTTCCAAATCTTCGTC 4

endoG Forward TCCATCATCAATCGAACGAA 5 186 81,5 95

Reverse GCCGATACCCTTCAAAAACA 5

TTRAP Forward AGTTAAAGCTGCTGCACTACACC 4 234 83,8 96,8

Reverse CTGGAATGCCTTAGATACAATCG 4

EF1-α Forward GTCGCTCACAGAAGCTGTACC 4 162 82,9 99

Reverse CCAGGGTGGTTCAAGATGAT 4

B. ostreae 18s Forward TCAGCACTTTTCGAGAAATCAA 4,5 200 83 94,6

Reverse CCACCATGCATAGAATCAAGAA 4,5

b.	 Real time quantitative PCR

Expression level of O. edulis apoptotic-related genes previously described in Article 3 was 
measured in each pool for both oyster groups after B. ostreae or FSW injection at each time 
of the experiment. Real time quantitative PCR was carried out in duplicate in 96-microwell 
plates using Mx3000 Thermocycler sequence detector (Stratagene). Amplification reactions 
contained 2 µL of each primer, 10 µL of Brillant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix 
(Agilent Technologies) and 5 µL of diluted cDNA (1/30) in a final volume of 20 µL. Amplifica-
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tion was carried our using standard cycling conditions: 95°C for 3 min, followed by 40 cycles 
of 95°C for 5 s and 60°C for 10 s. Efficacies were previously calculated for each primer pair 
in Article 3 (Table 10). Expression level of selected genes was analyzed using the method 
described by Pfaffl. (2001). Host gene expression was normalized using elongation factor-1α 
(EF-1α) according to Morga et al. (2010). Calibrators consisted of samples injected with FSW 
at each time of the experiment.

In addition, expression level of B. ostreae 18s was followed in oysters from Quiberon after 
parasite injection and in control condition. Real time quantitative PCR was carried out as pre-
viously described by Pfaffl. (2001).

8.	 Statistical analyses

Normality of all data sets was tested using Shapiro Wilk test and homogeneity of variances 
were assumed using Bartlett’s and Levene test. Two-way ANOVA were used for normal data 
sets to determine whether significant differences existed between time and experimental 
treatments. Tukey’s post hoc test was used to establish where significant differences occur-
red within the data set. Non normal distribution data sets were analyzed using Wilcoxon test. 
Analyses were conducted using RStudio. 

Results

1.	 Parasite detection

Parasite detection was investigated at the individual level in gills and in pool of hemocytes 
using real time PCR.

a.	 Parasite DNA in gills

No mortality was observed in challenged oysters during the experiment.

Quiberon bay is an endemic zone regarding infection with B. ostreae. The parasite was de-
tected in up to 30% of tested oysters injected with FSW. B. ostreae was detected in 80% and 
then less than 50% of tested Quiberon oysters injected with parasites at 7 days and after day 
30 respectively (Figure 44A).

In contrast to Quiberon, prevalence of bonamiosis in Corsica is known to be very low and 
Corsican oysters injected with FSW appeared negative by PCR (Figure 44B). Up to 60% of 
tested Corsican oysters injected with parasites were detected positive 1 and 30 days after 
injection.
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b.	 Parasite RNA in hemolymph

To facilitate the reading of Figure 45, results were represented by 40 (maximum ct value) - 
Ct value of sample.

B. ostreae 18s RNA was followed in order to quantify parasite infection in hemolymph collec-
ted from Quiberon oysters injected with FSW (Figure 45B) and from all the oysters injected 
with parasite (Figures 45A-C). Whatever the tested condition was, B. ostreae RNA was de-
tected as soon as one day after injection. In Quiberon oysters, same amount of parasite RNA 
was detected when injected with parasites and with FSW. Less parasite RNA was detected in 
Corsican oysters injected with the parasite than in Quiberon oysters whether they were injec-
ted with parasites or FSW (p<0.05) (Figure 45C). Dynamics of B. ostreae 18s RNA was similar 
in oysters injected with parasites whatever their origin was, decreasing from day 1 to day 30.

Figure 44 : number of oysters detected positive by PCR after injection with filtered sea 
water (FSW, pink) or parasite (Bo, purple) from Quiberon (A) and Corsica (B) at different 
times. n=15

A

B
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2.	 Modulation of hemocyte cellular activities 

Involvement of apoptosis response of flat oysters during an infection with B. ostreae was in-
vestigated at the cellular level by measuring by flow cytometry the intracytoplasmic calcium 
concentration, the mitochondrial membrane potential and the externalization of phospha-
tidyl serine on plasma membrane.

Whatever the origin was, injection of B. ostreae induced a significant decrease of cells with 
high intracytoplasmic calcium concentration compared to the control 7 and 34 days after in-
jection (Figure 46). Modulation of this parameter was not significant at days 1, 4 and 30.

Figure 45 : detection of Bonamia ostreae 18s RNA in pools of hemolymph from Quiberon 
oysters injected with B. ostreae (A), injected with FSW (B) and Corsican oysters injected 
with B. ostreae (C) at differnet times. n= 6 (3 pools per time, 2 replicates per pool)
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In oysters from Quiberon, percentages of hemocytes with low ΔΨm appeared slightly mo-
dulated compared to the control (Figure 47). In contrast, this parameter was significantly 
increased in Corsican oysters 1, 7 and 34 days after injection and decrease at day 30.

In oysters from Quiberon percentage of cells with externalization of phosphatidyl serine in 
oyster from Quiberon was higher only after 4 days of infection (Figure 48). In contrast Corsi-
can oysters showed a decrease of cells with externalization of phosphatidyl serine compared 
to the control at 4 and 7 days post infection.

Figure 46 : intracytoplasmic calcium concentration in hemocytes of flat oyster from Qui-
beron and Corsica. Ratios of labeled hemocytes with high calcium concentration between 
oysters injected with B. ostreae and with FSW. Results represent the mean ± SD. n=6

Figure 47: mitochondrial membrane potential (ΔΨm) in hemocytes of flat oyster from 
Quiberon and Corsica. Ratios of labeled hemocytes with low ΔΨm between oysters injected 
with B. ostreae and with FSW. Results represent the mean ± SD. n=6
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3.	 Ostrea edulis gene expression

Involvement of apoptosis in the response of flat oysters during an infection with B. ostreae 
was investigated at the molecular level by measuring the expression level of genes involved 
in both the extrinsic and intrinsic apoptotic pathways.

a.	 Extrinsic pathway

Five genes involved in the extrinsic pathway were followed during the experiment: TNFL, 
TNFR, TTRAP, caspase 2 and caspase 3. 

In oysters from Quiberon injected with parasites, first significant gene expression modulation 
was observed at day 4 with an activation of caspase 3 which was followed at day 7 by an ove-
rexpression of TNFL and TTRAP (Figures 49A,C). 30 days post injection, TNFR and caspase 3 
were down regulated. Finally at day 34, caspase 2 appeared overexpressed.

In Corsican oysters injected with B. ostreae, as soon as 1 day post injection TNFL and TNFR 
appeared under expressed and caspase 3 over expressed compared to the control (Figures 
49A,B,E). TNFL expression increased at day 4 and was under expressed 30 days post injec-
tion like TTRAP and caspase 2. Finally, caspase 3 appeared overexpressed at day 34 compared 
to the control.

Figure 48: Plasma membrane integrity in hemocytes of flat oysters from Quiberon and 
Corsica. Ratio of AnnexinV positive and PI negative hemocytes between oysters injected 
with B. ostreae and with FSW. Results represent the mean ± SD. n=6
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b.	 Intrinsic pathway

Two genes involved in the intrinsic pathway were followed during the experiment: Bcl2 and 
endoG. Bcl2 is involved in the inhibition of apoptosis by the mitochondria and endoG is an 
enzyme that can induce DNA fragmentation.

In oysters from Quiberon, these two genes were upregulated 7 post injection with parasites 
and endoG appeared then under regulated at 30 days (Figure 50). In contrast, in Corsican 
oysters these two genes were under expressed after 30 days and endoG was overexpressed 
after 34 days.

Figure 49 : gene expression in Quiberon and Corsican oysters after parasite injection at 
different times. Relative expression by quantitative PCR of genes involved in the extrinsic 
pathway, TNFL (A), TNFR (B), TTRAP (C), Caspase 2 (D), Caspase 3 (E). Expression levels were 
normalized to EF1-α and presented as relative expression to controls injected with FSW. * 
p<0.05. Results represent the mean ± SD. n=3

D

E

*
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Discussion

Successful establishment of infections in susceptible hosts requires means of avoiding host 
responses soon after initiating infection (Yoshino and Vasta, 1996). Installation of the para-
site Bonamia ostreae into its host, the flat oyster Ostrea edulis seems to be a slow process. 
Experimental infections by cohabitation with naturally infected oysters showed that parasite 
detection was observed after 3 months in non-infected ones and first mortality was reported 
after 7 months (Elston et al., 1986). In contrast, when the parasite source consisted of oysters 
previously injected with high doses of B. ostreae, first mortality was observed more quickly, 
after 2 months (Morga, 2010). Injection of 50% ID (infectious dose) induced first mortality 
after 4 months (Hervio et al., 1995). Moreover, with higher parasite doses, B. ostreae can be 
detected as soon as first day after injection (Morga, 2010). Moreover, previous studies have 
confirmed involvement of apoptosis in the response of the flat oyster, O. edulis, to in vitro 

A

B

Figure 50: Gene expression in Quiberon and Corsican oysters after parasite injection at 
different times. Relative expression by quantitative PCR of genes involved in the intrinsic 
pathway, Bcl2 (A), endoG (B). Expression levels were normalized to EF1-α and presented as 
relative expression to controls injected with FSW. * p<0.05. Results represent the mean ± SD. 
n=3

*
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infection by the parasite B. ostreae (Gervais et al., 2016; Article 3). Considering these results, 
we have investigated response mechanisms and more particularly the apoptotic response of 
the oyster in the early and later phases of the infection after injection. 

Experimental infection was carried out by injecting a fixed amount of parasites in the sinus of 
the adductor muscle of the oysters. Although injection might induce some stress and tissue 
lesions, no mortality was observed during the course of the experiment. Flat oysters from 
two natural locations were challenged concurrently in order to investigate the specificity of 
the response against B. ostreae. These populations were selected for their genetic differences 
demonstrated using microsatellite and SNP markers (Harrang, 2012) and their prevalence 
regarding bonamiosis. Quiberon bay is an endemic location regarding bonamiosis with pre-
valence generally between 10 and 15 % (Arzul et al., 2006). In contrast, prevalence in Corsica 
is low and associated with a congener species, Bonamia exitiosa (Arzul et al., 2008; Arzul et 
al., 2012).

Parasite DNA was detected in gills of oysters from both populations after parasite injection 
but also in control oysters from Quiberon. These results are concordant with prevalence of 
bonamiosis in both populations. Oysters from Quiberon showed a peak of detection 7 days 
after injection whereas Corsican individuals presented a peak of parasite DNA detection 1 
day and then 30 days after injection. However, PCR allows detecting parasite DNA whether 
the parasite is alive or dead. In contrast, presence of RNA is indicative of live stages and live 
B. ostreae could be detected all sampling days in some pools of oysters injected with the pa-
rasite. Early detection of parasite DNA and RNA might correspond to injected parasites and, 
in Quiberon oysters, also to previously established infection. Later detection at days 30 and 
34 showed that B. ostreae successfully installed in oysters from both populations. Previous 
studies also reported that the installation of the parasite into its host was effective around 30 
days after injection (Morga, 2010).

Apoptosis response to B. ostreae was followed at the cellular and molecular levels using tools 
previously developed. Intracytoplasmic calcium concentration was reduced in both popula-
tions at 7 and 30 days post infection. It was previously showed that in vitro infection with the 
parasite also induced a decrease of intracytoplasmic calcium (Gervais et al., 2016). Calcium is 
important in cytoskeleton reorganization during parasite internalization (Epting et al., 2010). 
This reduction could be due to an increase of internalization of B. ostreae by the hemocytes. 
The other tested cellular parameters showed differences between oyster populations. Oys-
ters from Quiberon, showed indeed an increase of annexin V labeled cells at day 4 whereas 
this parameter was downregulated in Corsican oysters compared to the control at day 7. Fi-
nally, mitochondrial membrane potential appeared more modulated in Corsican than in Bri-
tain oysters. Presence of parasites into hemocytes was associated with an increase of some 
cellular tested activities but B. ostreae installation appeared to inhibit apoptosis induction. It 
was previously showed that B. ostreae can inhibit apoptosis in flat oyster hemocytes in vitro 
after 44 h (Article 3). 
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Expression level of apoptotic genes as modulated differently in both populations after pa-
rasite injection. For oysters from Quiberon, the apoptotic response seemed to be activated 
at 7 days post-injection whereas after 30 days it appeared inhibited. In Corsican oysters, the 
apoptotic response was inhibited 30 days after injection, and, in contrast, activated after 34 
days. For oysters from Quiberon, apoptosis activation observed at day 7 can be related to the 
high detection of parasites in gills. In contrast, inhibition of apoptosis in both groups may be 
associated with parasite installation in the flat oysters as observed at day 30. 

Apoptotic parameters monitored in the context of this study were modulated by the injec-
tion of parasites. However, they did not fluctuate all in the same way in the same time and, 
interestingly, were modulated differently in oysters originating from both oyster groups. Our 
results confirm that interactions between parasite and their host are complex. Apoptosis is 
the result of multiple activation and inhibition mechanisms that do not occur in the same 
time.
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La galectine est une protéine impliquée dans la reconnaissance de corps étrangers chez de 
nombreux organismes. La liaison des galectines aux corps étrangers permet aux hémocytes 
de les reconnaître, puis de les phagocyter afin de les éliminer. Certaines galectines ont aussi 
été décrites comme pouvant être impliquées dans l’activation de mécanismes apoptotiques 
La Galectine 1 par exemple favorise la progression de tumeurs et de métastases en intera-
gissant avec différents processus cellulaires dont l’apoptose. A l’inverse, la Galectine 3 peut 
présenter une activité anti-apoptotique (Liu et al., 2012). 

Chez l’huître plate, O. edulis, une galectine, OeGal, a précédemment été caractérisée et le 
gène codant OeGal apparait surexprimé lors d’une infection à B. ostreae (Morga et al., 2011b). 
L’implication d’OeGal dans l’internalisation du parasite a pu être mise en évidence in vitro. 
En effet, après la mise en contact des hémocytes et du parasite ayant été incubé avec la pro-
téine recombinante OeGal, le pourcentage d’hémocytes ayant internalisé du parasite était 
plus élevé que dans la condition contrôle. A l’inverse, en présence d’anticorps anti-OeGal, le 
pourcentage d’internalisation du parasite était réduit (Prado-Alvarez, pers com).

Ces résultats ont motivé la réalisation de travaux complémentaires afin de tester l’implica-
tion potentielle d’OeGal dans la réponse apoptotique de l’huître plate à B. ostreae. Pour cela, 
une expérience a été réalisée in vitro sur des temps de contact entre 1 et 4 h. Deux types de 
traitement ont été appliqués avant la mise en contact : un traitement des hémocytes avec un 
anticorps anti-OeGal et un traitement du parasite avec la protéine recombinante.

I.	 Matériel et méthodes

1.	 Huîtres

Les huîtres plates adultes (> deux ans) ont été collectées au niveau de la baie de Quiberon 
(Bretagne) en octobre 2013 et ont été acclimatées dans les installations de l’Ifremer (La 
Tremblade, Charente maritime, France) durant deux mois. Les huîtres ont été maintenues 
en raceway (1200L) avec un flux constant enrichi en phytoplancton (Skeletonema costatum, 

Etude fonctionnelle de 
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147

CHAPITRE 2

Isochrysis galbana and Tetraselmis suecica).

2.	 Prélèvement d’hémolymphe

L’hémolymphe est prélevée au niveau du sinus hémolymphatique du muscle adducteur avec 
une seringue de 1 mL et une aiguille de 0.60x25 mm. L’hémolymphe est maintenue dans la 
glace afin d’éviter les agrégations cellulaires et est filtrée à 75 µm pour enlever les débris et les 
éventuels agrégats cellulaires. Les hémocytes sont ensuite comptés à l’aide d’une cellule de 
Malassez et la concentration ajustée à 5x105 cellules.mL-1 en ajoutant de l’eau de mer filtrée 
(EMF) à 0.22µm.

3.	 Parasites

Le parasite B. ostreae a été purifié selon le protocole développé par Mialhe et al. (1988). Les 
huîtres fortement infectées ont été sélectionnées sur la base d’apposition de branchies en 
microscopie photonique. Après homogénéisation des tissus excepté le muscle adducteur, les 
parasites sont concentrés et purifiés par différentes centrifugations sur gradients de sucrose. 
Finalement, les parasites sont re-suspendus dans de l’EMF et comptés sur une cellule de Ma-
lassez et conservés à 4°C. La viabilité du parasite est testée en cytométrie en flux avec de 
l’iodure de propidium (IP) selon Arzul et al. (2009).

4.	 Expérience in vitro

Une partie des hémocytes a été préalablement incubée 45 min à 15°C en présence d’anti-
corps anti-OeGal (GenScript) à la concentration de 100 µg.mL-1. De même, une partie de la 
suspension parasitaire a été incubée 45 min à 4°C en présence de la protéine recombinante 
OeGal (GenScript) à 10 µg.mL-1. 

Les hémocytes (5.105 cellules. mL-1) d’huîtres plates préalablement traités ou pas sont incu-
bés à 15°C avec la suspension de parasitaire préalablement traitée ou pas à un ratio de 10 
parasites pour un hémocyte. Le contrôle consiste en des hémocytes non traités et maintenus 
en EMF. Les suspensions hémocytaires ont été analysées après 1, 2 et 4 h d’incubation avec 
ou sans le parasite. Deux réplicas ont été testés pour chaque condition.

5.	 Microscopie photonique

Pour chaque échantillon et chaque condition expérimentale, 100 µL de suspension cellulaire 
sont centrifugés pendant 1 min à 28 x g et 4°C puis colorés à l’Hemacolor® (Merk) et exami-
nés en microscopie photonique.
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6.	 Analyses en cytométrie en flux

Les modifications de la concentration calcique intracytoplasmique, du potentiel membra-
naire mitochondrial et l’externalisation des phosphatidyl serine ont été examinés en cytomé-
trie en flux avec EPICS XL 4 (Beckman coulter) selon Gervais et al. (2015). Deux réplicas ont 
été testés pour chaque condition.

II.	Résultats

1.	 Modulation de la concentration calcique intracytoplasmique

Quelle que soit la condition testée, le pourcentage de cellules présentant une forte concen-
tration calcique intracytoplasmique ne varie pas en fonction du temps (Figure 51). Le traite-
ment préalable des hémocytes avec l’anticorps anti-OeGal ne modifie pas le pourcentage de 
cellules positives.

Que les hémocytes soient préalablement traités ou pas, le contact avec le parasite traité ou 
pas en présence de protéine recombinante induit une diminution significative du pourcentage 
de cellules marquées. Cette diminution est moindre lorsque les hémocytes sont en contact 
avec B. ostreae incubé en présence d’OeGal.

Figure 51 : pourcentages d’hémocytes possédant une forte concentration de calcium in-
tracytoplasmique en condition contrôle (hémocytes seuls), hémocytes traités avec l’an-
ticorps anti-OeGal (H/Ac), hémocytes en contact avec le parasite (H+Bo), hémocytes en 
contact avec le parasite traité avec la protéine recombinante OeGal (H+Bo/Rec) et hé-
mocytes traités avec l’anticorps anti-OeGal en contact avec le parasite (H/Ac+Bo). Les 
résultats représentent les moyennes ± EC. n=2
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2.	 Modulation du potentiel membranaire mitochondrial

L’exposition des hémocytes à l’anticorps anti-galectine entraine une augmentation des cel-
lules à faible potentiel membranaire mitochondrial seulement après 4 h d’incubation (Figure 
52). En revanche, l’exposition des hémocytes au parasite seul, augmente fortement le pour-
centage de ces cellules dès une heure. Lorsque les hémocytes sont exposés aux anticorps 
anti-galectine avant mise en contact, le pourcentage de cellules marquées est semblable aux 
hémocytes en contact de B. ostreae sans traitement. L’incubation préalable des hémocytes 
en présence d’anticorps anti-OeGal ne modifie pas le pourcentage de cellules à faible ΔΨm, 
tandis que le traitement du parasite avec la protéine recombinante OeGal le réduit.

3.	 Externalisation des phosphatidyl sérines

Le pourcentage de cellules présentant une externalisation des phosphatidyl sérines dans la 
condition contrôle est modulé durant le temps de l’expérience mais n’excède cependant pas 
20.9% (Figure 53). De même, pour les hémocytes préalablement traités avec l’anticorps an-
ti-OeGal, le pourcentage de cellules marquées reste entre 4.3 et 15.8% de 1 à 4 h. Lorsque les 
hémocytes sont en présence de parasites traités ou non, le pourcentage de cellules marquées 
augmente dès 2 h par rapport au contrôle alors que lorsque les hémocytes sont préalable-
ment traités avec l’anticorps, il n’est augmenté qu’à 4 h. 

Figure 52 : pourcentages d’hémocytes à faible potentiel membranaire mitochondrial 
(ΔΨm) en condition contrôle (hémocytes seuls), hémocytes traités avec l’anticorps an-
ti-OeGal (H/Ac), hémocytes en contact avec le parasite (H+Bo), hémocytes en contact 
avec le parasite traité avec la protéine recombinante OeGal (H+Bo/Rec) et hémocytes 
traités avec l’anticorps anti-OeGal en contact avec le parasite (H/Ac+Bo). Les résultats re-
présentent les moyennes ± EC. n=2
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III.	 Discussion

Les galectines sont une famille de lectines capables d’interagir avec les surfaces cellulaires et 
ainsi de moduler de nombreux processus dont l’apoptose. Certaines interviennent aussi dans 
la réponse immunitaire lors d’infections parasitaires (Rabinovich et Gruppi et al., 2005; Vasta, 
2009).

De précédentes études ont montré que la galectine de l’huître plate, Oe-Gal, était impliquée 
dans la reconnaissance et l’internalisation du parasite Bonamia ostreae par les hémocytes 
(Prado et al., pers com).

Des travaux ont été menés afin d’explorer si OeGal était également impliquée dans la réponse 
apoptotique de l’huître plate à B. ostreae. Les premiers résultats obtenus confirment ceux des 
études précédentes : la présence du parasite B. ostreae entraine une augmentation des cel-
lules présentant des signes d’apoptose. L’exposition du parasite à la protéine recombinante 
réduit également le nombre d’hémocytes présentant des faibles niveaux de calcium intra-
cytoplamsique ou du potentiel membranaire mitochondrial. En revanche, l’externalisation 
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Figure 53 : pourcentages d’hémocytes présentant une externalisation des phosphatidyl 
sérine au niveau de la membrane plasmique en condition contrôle (hémocytes seuls), hé-
mocytes traités avec l’anticorps anti-OeGal (H/Ac), hémocytes en contact avec le para-
site (H+Bo), hémocytes en contact avec le parasite traité avec la protéine recombinante 
OeGal (H+Bo/Rec) et hémocytes traités avec l’anticorps anti-OeGal en contact avec le 
parasite (H/Ac+Bo). Pourcentages de cellules positives en AnnexineV et négatives en IP. Les 
résultats représentent les moyennes ± EC. n=2
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des phosphatidyl sérines est restée identique à celle observée pour la condition parasites non 
traités. Le traitement préalable des hémocytes avec l’anticorps anti-OeGal entraine peu de 
changement par rapport à la condition non traitée excepté une réduction de l’externalisation 
des phosphatidyl sérines. 

Ces premier résultats suggèrent donc, qu’en contribuant à la reconnaissance et l’internalisa-
tion des parasites dans les hémocytes, la galectine OeGal, module indirectement la réponse 
apoptotique de l’hémocyte. Ces résultats pourraient être complétés par l’observation des cel-
lules in vitro en microscopie photonique et microscopie électronique à transmission. Enfin, 
cette étude expérimentale doit être répétée afin de confirmer les résultats obtenus. 
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Conclusion

Dans ce second chapitre, nous avons étudié l’implication de l’apoptose chez l’huître plate en 
réponse à une infection à B. ostreae. Deux scénarii ont été envisagés : le premier abordé dans 
l’article «Flat oyster follows the apoptosis pathway to defend against the protozoan parasite 
Bonamia ostreae» considère l’activation de l’apoptose in vitro suite à la reconnaissance et l’in-
ternalisation du parasite comme un moyen de défense contre B. ostreae ; le deuxième scé-
nario traité dans le manuscrit «Bonamia ostreae is able to block apoptosis in order to survive 
inside hemocytes» considère la capacité du parasite à moduler in vitro cette réponse pour sur-
vivre et se multiplier dans les hémocytes. Par ailleurs, une approche in vivo présentée dans le 
manuscrit «In vivo implication of the apoptosis pathway in flat oyster in response to Bonamia 
ostreae infection» a permis d’appréhender la complexité de ce mécanisme comme moyen de 
défense à l’échelle de l’individu chez deux populations d’huître plates. 

Nous avons ainsi pu mettre en évidence in vitro une augmentation des signes d’apoptose pour 
les hémocytes, chez l’huître plate, dès 1 h de contact avec des parasites vivants (Figure 54). 
Les parasites inactivés modifient certains paramètres tels que le potentiel membranaire mi-
tochondrial et l’externalisation des phosphatidyl sérines, mais de façon moins marquée tan-
dis que chez l’espèce résistante à la bonamiose C. gigas, la réponse hémocytaire est similaire 
que le parasite soit vivant ou mort. Ainsi, la réponse apoptotique de l’huître plate apparait 
comme un mécanisme de défense spécifiquement activé en présence de parasites B. ostreae 
vivants. Des travaux complémentaire ont montré l’implication de la galectine OeGal dans 
l’activation de ce mécanisme et pourrait en partie expliquer la spécificité de cette réponse. 

Cependant, après quelques heures de contact, B. ostreae semble pouvoir inhiber ce méca-
nisme afin de survivre dans les hémocytes, de s’y multiplier et d’être ainsi disséminé dans 
tout l’organisme. En effet, après 44 h de contact en présence du parasite, les signes d’apop-
tose diminuent. Le suivi de l’expression de gènes hémocytaires indique que la présence de B. 
ostreae active l’apoptose via la voie extrinsèque. Cependant, la présence du parasite entraine 
également une surexpression d’un gène codant un inhibiteur d’apoptose (IAP). La surexpres-
sion de tels gènes pourrait expliquer la diminution des signes d’apoptose cellulaire après 44 h 
de contact avec B. ostreae. Les IAPs sont en effet impliqués dans l’inhibition des vecteurs cen-
traux de la voie de l’apoptose que sont les caspases. Un mécanisme similaire a été rapporté 
chez Toxoplasma gondii : en activant la voie NF-κB, le parasite stimule la production de gènes 
anti apoptotiques tels q’un IAP et Bcl2 (Molestina et al., 2003).

En parallèle, la diminution de l’expression de gènes parasitaires impliqués dans le cycle cel-
lulaire et la mort cellulaire suggère que B. ostreae, une fois internalisé, réduirait son propre 
métabolisme. Des comportements similaires ont été décrits chez d’autres modèles tels que 
pour des parasites du genre Plasmodium (Shaw et al., 2015) et permettraient aux parasites 
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d’échapper à la réponse immunitaire de l’hôte.

Enfin, l’étude de l’apoptose chez deux groupes d’huîtres plates en réponse à une injection de 
parasites a permis de confirmer que l’apoptose est un mécanisme clé de la réponse à la bo-
namiose et que l’activation de ce processus semble suivre la voie extrinsèque. Cependant, les 
résultats obtenus apparaissent moins contrastés qu’en conditions in vitro et sont différents 
chez les deux groupes d’huîtres testés. Nos travaux soulignent ainsi la complexité des interac-
tions hôte-parasite et plus particulièrement de l’apoptose, ce mécanisme apparaissant sou-
mis à de multiples jeux d’activation et d’inhibition à l’échelle de l’individu.

Figure 54 : modifications des activités hémocytaires associées à la présence du parasite 
vivant ou inactivé à la chaleur chez l’huître plate.
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Spécificité de la réponse 
apoptotique chez les huîtres
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Introduction

Les outils présentés dans le premier chapitre ont permis de mieux comprendre le rôle de 
l’apoptose dans les interactions entre l’huître plate et Bonamia ostreae au cours d’expériences 
menées in vitro et in vivo et exposées dans le deuxième chapitre. La spécificité de cette 
interaction est abordée dans ce troisième chapitre (1) à travers l’étude de la réponse in vivo 
au parasite chez une autre espèce d’huître, Crassostrea gigas, (2) en étudiant la réponse de 
l’huître plate à d’autres microorganismes mais aussi (3) en investiguant un autre modèle bi-
valve-parasite protozoaire : l’huître américaine Crassostrea virginica et le parasite Perkinsus 
marinus.

Les invertébrés, et plus particulièrement les mollusques, ne possèdent pas de système im-
munitaire adaptatif à proprement parlé. Cependant, de plus en plus d’études mettent en 
évidence une forme de mémoire immunitaire et de spécificité. Ces études suggèrent qu’il 
existe un «priming» immunitaire spécifique chez les mollusques sans que toutefois soit réel-
lement établi un mécanisme précis de «mémoire immunitaire» (Allam et Raftos, 2015). Selon 
le type d’organisme rencontré, la réponse induite par les cellules immunitaires peut être diffé-
rente. Ces différences sont notamment liées au système de récepteurs adaptés à reconnaitre 
des structures spécifiques (PAMPS) menant à des réponses distinctes vis-à-vis de différents 
agents pathogènes (Akira et al., 2006). Par exemple, chez les mammifères, le TLR4 peut re-
connaitre spécifiquement les lipopolysaccharide (LPS) et activer la voie MyD88 alors que le 
TLR3 ne reconnait que les ARN double brin activant une cascade faisant intervenir la molé-
cule TRIF (Rauta et al., 2014).

De même que les autres mécanismes impliqués dans la réponse immunitaire, l’apoptose peut 
être modulée différentiellement selon le type d’organisme présent et selon l’espèce consi-
dérée. Par exemple, contrairement à Vibrio aestuarianus, l’infection par OsHV-1 induit chez 
C. gigas une modulation de gènes impliqués dans l’apoptose, IAP et TNF (Green et al., 2016; 
Segarra et al., 2014b).

La réponse apoptotique au parasite P. marinus présente une dynamique différente chez les 
huîtres C. virginica et C. gigas, ces dernières présentant une activation du processus plus rapi-
dement que chez les animaux appartenant à la première espèce (Goedken et al., 2005). Dans 
le chapitre précédent, nous avons aussi rapporté des différences dans la réponse à B. ostreae 
in vitro entre des hémocytes d’huîtres plates et d’huîtres creuses. Chez C. gigas, l’apoptose 
apparait en effet activée par la présence du parasite qu’il soit vivant ou mort, tandis que chez 
O. edulis, ce mécanisme est préférentiellement activé en présence de B. ostreae vivant. Aus-
si, nous avons souhaité dans la première partie de ce chapitre étudier in vivo l’apoptose en 
réponse au parasite chez une espèce naturellement résistante à la bonamiose. A l’instar de 
l’approche in vivo présentée dans le Chapitre 2 sur deux populations d’huîtres plates, nous 
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avons suivi des signes d’apoptose aux niveaux cellulaire et moléculaire sur des huîtres creuses 
après injection de parasites. 

Dans le chapitre précédent, une activation de l’apoptose des hémocytes d’huîtres plates en 
réponse à B. ostreae a été mise en évidence. Ces résultats soulèvent la question de la spécifi-
cité de ce mécanisme chez l’huître plate en réponse à différents microorganismes. 

Afin de répondre à cette question, différentes expériences présentées dans la deuxième par-
tie de ce chapitre, ont été réalisées in vitro en confrontant des hémocytes d’huîtres plate et 
creuse à trois types de micro-organismes pour certains pathogènes de l’huître : bactérie, virus 
et micro-algue. Le choix s’est porté sur Vibrio aestuarianus et OsHV-1, agents associées à des 
mortalités massives chez l’huître creuse. Deux espèces d’algues dinoflagellées ont également 
été testées. La première, Alexandrium minutum, produit des composés extracellulaires et des 
toxines tandis que, Heterocapsa triquetra, non toxique, a été utilisée comme une sorte de 
contrôle. La démarche expérimentale et les résultats obtenus sont présentés sous la forme 
d’un manuscrit. 

Les organismes pathogènes sont eux aussi soumis à de fortes pressions lors d’une infection et 
ont donc développé des mécanismes leur permettant de détourner les processus de défense 
de l’hôte à leur avantage. Il a aussi été rapporté que de nombreux organismes pathogènes de 
l’homme étaient capables de moduler l’apoptose grâce à divers mécanismes directs comme 
la production de protéines anti-apoptotiques ou indirects comme l’activation de la voie NF-
κB (Carmen et Sinai, 2007 ; Gougeon, 2001). En effet, des parasites protozoaires comme Cryp-
tosporidium parvum, Leishmania major ou Trypanosoma cruzi peuvent activer la voie de signa-
lisation de NF- κB induisant ainsi une inhibition de l’apoptose (Carmen et Sinai, 2007). 

Chez les mollusques marins, des travaux ont montré que P. marinus était capable d’inhiber 
l’apoptose des hémocytes afin de survivre après internalisation (Hughes et al., 2010). Ce pa-
rasite possède entre autre des enzymes anti-oxydantes comme les superoxydes dismutases 
réduisant la production des espèces oxygénées réactives impliquées dans la dégradation 
d’organismes pathogènes et lui permettant ainsi de ne pas être détruit (Ahmed et al., 2003).

Dans la troisième partie de ce chapitre, nous nous sommes intéressés aux mécanismes déve-
loppés par P. marinus pour réguler la réponse apoptotique de C. virginica. Cette étude a été 
réalisée au cours d’un séjour au Marine Animal Disease Laboratory (MADL) de l’Université 
de Stonybrook aux Etats Unis sous la direction du Dr Bassem Allam. Afin de décrire par quel 
mécanisme P. marinus est capable de moduler l’apoptose, le parasite ainsi que les hémocytes 
ont été traités par divers modulateurs. 

L’effet potentiel d’antioxydants sur la régulation de l’apoptose a été étudié in vitro et in vivo en 
cytométrie en flux après traitement préalable des parasites et des hémocytes par différents 
modulateurs de superoxyde dismutases ou du mécanisme apoptotique.
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L’huître creuse, Crassostrea gigas, présente in vitro une réponse différente de celle observée 
chez l’huître plate, Ostrea edulis (Chapitre 2). En effet, la réponse apoptotique chez l’huître 
creuse en présence de parasite vivant ou mort est similaire alors que chez l’huître plate cette 
réponse est spécifique au parasite vivant. De plus, une expérience menée in vivo a montré 
que l’huître plate présentait une réponse différente à une infection par Bonamia ostreae en 
fonction de son origine géographique. Ces différences peuvent s’expliquer par les différences 
génétiques précédemment rapportées (Harrang, 2012), mais aussi par la situation épidémio-
logique des sites d’origine vis-à-vis de B. ostreae (Arzul et al., 2006, 2012; Arzul et al., 2008). 

L’huître creuse est rapportée comme étant une espèce résistante à la bonamiose. En effet, à 
ce jour, aucun cas de maladie lié à B. ostreae n’a été rapporté chez cette espèce. De plus, des 
essais d’infection par cohabitation n’ont rapporté aucune infection après plusieurs mois en 
présence d’huîtres infectées (Renault et al., 1995).

Dans ce contexte, nous avons souhaité tester la réponse de cette espèce résistante suite à 
une expérience d’infection par injection analogue à celle présentée dans le Chapitre 2. Suite 
à l’injection de parasites B. ostreae ou d’EMF, les huîtres ont été prélevées à différents temps 
post injection, 1, 4 et 7 jours afin d’observer les modifications précoces et celles plus tardives à 
30 et 34 jours. A chaque temps de prélèvement la concentration calcique intracytoplamique, 
le potentiel membranaire mitochondrial et l’externalisation des phosphatidyl sérines ont été 
mesurés en cytométrie en flux. L’expression de gènes impliqués dans l’apoptose a été suivie 
en PCR quantitative en temps réel. Enfin, la présence d’ADN et d’ARN du parasite a été re-
cherchée par PCR en temps réel.

I.	 Matériel et méthodes

1.	 Les huîtres

Les huîtres creuses C. gigas âgées de 8 mois proviennent d’une famille bi-parentale produite 
à la station Ifremer de La Tremblade en juin 2013. 

Implication de l’apoptose in vivo 
chez l’huître creuse en réponse à 
l’infection à Bonamia ostreae 
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2.	 Purification du parasite

Le parasite a été purifié suivant le protocole précédemment développé par Mialhe et al. 
(1988). L’examen d’appositions de branchies en microscopie photonique a permis de sélec-
tionner les huîtres fortement infectées. Tous les organes excepté le muscle adducteur ont 
été homogénéisés et le parasite a été purifié par centrifugation différentielle sur gradients de 
sucrose. Les cellules parasitaires ont ensuite été lavées et remises en suspension dans de l’eau 
de mer filtrée (EMF) et comptées sur une cellule de Malassez.

3.	 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental comportait six bacs de 150 L d’eau de mer enrichie en phytoplanc-
ton (Skeletonema costatum, Isochrysis galbana et Tetraselmis suecica) : trois bacs hébergeaient 
les huîtres injectées avec des parasites purifiés et trois bacs accueillaient les huîtres injectées 
avec de l’eau de mer filtrée à 0.22 µM. Chaque bac contenait 50 huîtres. Après «anesthésie» 
des huîtres, la suspension de parasites purifiés était injectée dans le muscle adducteur de 150 
huîtres (1.6.105 par individu). De façon similaire, 150 huîtres ont été injectées avec de l’eau de 
mer filtrée (50 µL). Dix huîtres par bac ont été prélevées à 1, 4, 7, 29 et 33 jours post-injection. 
Un prélèvement de branchies a été réalisé pour cinq huîtres par condition afin de tester la 
présence du parasite par PCR après injection.

4.	 Prélèvement d’hémolymphe

L’hémolymphe prélevée dans le muscle adducteur à l’aide d’une seringue 1 ml a été regroupée 
à raison de dix prélèvements (correspondant à un temps et un bac) par pool. L’hémolymphe 
a été conservée sur glace pour éviter les agrégats cellulaires et filtrée à 70µm afin d’éliminer 
les débris. La concentration d’hémocytes a été estimée à l’aide d’une cellule de Malassez et 
ajustée à 5.105 cellules.ml-1 avec de l’eau de mer filtrée pour les analyses en cytométrie en flux, 
la mesure de la fragmentation de l’ADN et les analyses en PCR en temps réel.

5.	 Cytométrie en flux

Les modifications de la concentration calcique intracytoplasmique, du potentiel membra-
naire mitochondrial et l’externalisation des phosphatidyl serine ont été mesurées en cytomé-
trie en flux avec un cytomètre EPICS XL 4 (Beckman coulter) selon les protocoles établis par 
Gervais et al. (2015). Six replicats ont été testés pour chaque condition.

6.	 Fragmentation de l’ADN (TUNEL)

La fragmentation de l’ADN a été évaluée sur des suspensions d’hémocytes centrifugés en 
utilisant le kit In situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche) tel que décrit dans Gervais et al. 
(2015). 

CHAPITRE  3
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7.	 Détection de Bonamia ostreae par PCR en temps réel

Un morceau de branchies a été prélevé sur cinq individus par bac et par temps de prélèvement 
et fixé en éthanol 90%. L’extraction d’ADN a été réalisée à partir de 25 mg de tissu collecté 
pour l’extraction d’ADN à l’aide du kit QiaAmp DNA Mini-kit (Qiagen) selon les instructions du 
fournisseur. L’ADN a été élué et suspendu dans 50 µl d’eau distillée stérile et dilué à la concen-
tration finale de 5 ng.µl-1 pour les analyses de PCR en temps réel.

Les analyses de PCR en temps réel ont été réalisées en suivant le protocole précédemment 
publié par Robert et al. (2009) en utilisant un Thermocycler MX3000 (Stratagene). Toutes les 
réactions ont été réalisées en duplicata. Chaque série d’analyses comportait un contrôle né-
gatif constitué du mélange réactionnel sans ADN et des contrôles positifs correspondant à de 
l’ADN plasmidique contenant la région cible.

8.	 Analyse de l’expression des gènes

a.	 Extraction d’ARN et synthèse de l’ADNc

Les échantillons d’hémolymphe ont été centrifugés à 4°C pendant 10 min à 1500 x g et le 
surnageant a été éliminé, les échantillons ont été gardés dans du TRIzol® Reagent (Ambion) 
à -80°C avant d’être traités. Les ARN totaux ont été extraits en utilisant du TRIzol® Reagent 
selon les recommandations du fournisseur. Les ARN totaux ont été traités avec la TurboTM 
DNase (Ambion) afin d’éliminer l’ADN génomique. La concentration et la qualité de l’ARN ont 
été estimées au NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Une analyse par PCR en temps réel sans 
rétrotranscription a été réalisée en utilisant les amorces ciblant le facteur d’élongation EF1-α 
(Tableau 10) après chaque traitement DNase afin de contrôler l’absence d’ADN génomique. 
La synthèse de l’ANDc a été réalisée à partir de 500 ng d’ARN grâce à la SuperScript®III (Invi-
trogen).

b.	 PCR quantitative en temps réel

Cinq gènes de l’hôte ont été sélectionnés pour leur implication dans la voie de signalisation 
de l’apoptose et pour leur homologie avec les gènes étudiés chez l’huître plate (cf Chapitre 
2). Quatre gènes, TNF, TNFR, caspase 3 et IAP sont impliqués dans la voie extrinsèque et un 
gène, Bcl2 est impliqué dans la voie intrinsèque. Les amorces ciblant ces différents gènes 
avait été dessinées dans le cadre de travaux effectués précédemment (Green et al., 2015;  
Segarra et al., 2014 ; Barbosa, pers com).

Les analyses de PCR en temps réel ont été réalisées en duplicata dans une plaque de 96 puits 
en utilisant le Thermocycler MX3000 (Stratagene). Les réactions d’amplification contenaient 
2 µL de chaque amorce à la concentration rapportée dans le Tableau 10, 10 µL de Brillant III 
Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies) et 5 µL d’ADNc dilué (1/30) 
dans un volume final de 20 µL. L’amplification a été réalisée selon un programme standard : 
95°C pendant 3 min, suivi de 40 cycles à 95°C pendant 5 s et 60°C pendant 10 s. Les efficacités 
ont été calculées pour chaque paire d’amorces suivant l’équation E=10(1-pente). L’expression des 
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gènes sélectionnés est analysée selon la méthode décrite par Pfaffl. (2001). L’expression des 
gènes de l’hôte a été normalisée en utilisant le facteur d’élongation (EF1-α) (Segarra et al., 
2014). 

La présence d’ARN 18s du parasite B. ostreae dans les pools d’hémolymphe a été recherchée 
par PCR en temps réel en suivant le même protocole que celui utilisé pour mesurer l’expres-
sion des gènes de l’huître. 

Tableau 10 : séquences et caractéristiques des amorces utilisées pour les analyses PCR 
quantitative en temps réel.

Espèces Gene Sequences 5’-3’ Concentration 

des amorces 

(µM)

Tm 

(°C)

Efficacités 

(%)

Références

C. gigas Bcl2 Forward GCACAAGCCCCTAACCATGCAAAAC 3 82.7 94.2 Segarra et 

al., 2014Reverse CTCACACAACGGGGGATGGGTAAGTG 3

IAP Forward CCCGAAAACGTAACCTCAGA 3 81.3 103 Barbossa, 

pers comReverse TTTCGTTTGCTGCTCATTTG 3

TNF Forward CTGGATTTACGACAGAGACATC 3 82.7 104.9 Green et 

al., 2015Reverse ACGACACCTGGCTGTAGAC 3

TNFR Forward TATCGTCGCCGCCATCATC 3 81.3 103.5 Green et 

al., 2015Reverse TGACCTTGAATGACCCTGAC 3

Casp3 Forward ATCACCAGGAAGGATCATGG 3 81.3 95.4 Green et 

al., 2015Reverse GTTCATCCGAACACGACTCG 3

EF1-α Forward AGTCACCAAGGCTGCACAGAAAG 3 98.8 Segarra et 

al. 2014Reverse TCCGACGTATTTCTTTGCGATGT 3

B. ostreae 18s Forward TCAGCACTTTTCGAGAAATCAA 4,5 83 94.6 Arzul, pers 

comReverse CCACCATGCATAGAATCAAGAA 4,5

9.	 Analyses statistiques

La normalité des données a été testée grâce au test de Shapiro Wilk et l’homogénéité des 
données vérifiée à l’aide d’un test de Barlett’s et de Levene. Pour les données présentant 
une distribution normale, une ANOVA a été réalisée suivie d’un test de Tukey afin d’établir 
les différences significatives entre les données. Les données présentant une distribution non 
normale ont été analysées à l’aide d’un test de Wilcoxon. Ces analyses ont été réalisées sous 
RStudio (v.0.99.489).
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II.	Résultats

1.	 Paramètres parasitaires

a.	 Détection d’ADN de Bonamia ostreae dans les branchies

Aucun des 75 prélèvements de branchies testés n’est apparu positif en PCR.

b.	 Détection d’ARN de Bonamia ostreae dans l’hémolymphe

La présence d’ARN 18s de B. ostreae a été recherchée dans les pools d’hémolymphe prove-
nant des huîtres injectées avec la suspension parasitaire. Le premier jour suivant l’injection, 
l’ARN 18s du parasite a été détecté dans tous les pools d’hémolymphe testés (Figure 55). La 
quantité d’ARN semble diminuer les jours suivants, mais présentait une légère augmentation 
sept jours après l’injection. A partir du jour 4, au moins l’un des trois pools testés est apparu 
négatif. 

2.	 Paramètres cellulaires

L’injection de parasites dans les huîtres creuses n’induit aucune modulation significative de 
la concentration calcique intracytoplasmique avant quatre jours où une augmentation signi-
ficative (Figure 56) de ce paramètre a été observée dans les deux conditions testées, mais 
plus particulièrement chez les huîtres injectées avec la suspension parasitaire (p<0.05). Au-
cune autre modulation significative n’a été observée durant le reste de l’expérience.

Figure 55 : détection d’ARN 18s de Bonamia ostreae dans l’hémolymphe de Crassostrea 
gigas après injection de parasites. Les résultats représentent les moyennes. n=6 (3 pools 
par temps, 2 réplicas par pool). Pour faciliter la lecture du graphique, l’axe des ordonnées pré-
sente des «valeurs de Ct inversées» (40 étant le nombre de cycles maximum)
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Aucune modulation significative du potentiel membranaire mitochondrial n’a été observée 
jusqu’à 33 jours après injection de B. ostreae (Figure 57). Au jour 33, l’injection de B. ostreae 
comme l’injection d’EMF a induit une diminution du pourcentage de cellules présentant un 
faible ΔΨm. Cette diminution est significativement plus importante chez les huîtres injectées 
avec la suspension parasitaire (p>0.05).

CHAPITRE 3

Figure 56 : modulation de la concentration calcique intracytoplasmique des hémocytes 
de Crassostrea gigas. Pourcentages de cellules présentant une forte concentration calcique 
intracytoplasmique. EMF : huîtres injectées avec de l’eau de mer filtrée ; Bo : huîtres injectées 
avec la suspension parasitaire. Les résultats représentent les moyennes±EC. *différence avec 
la condition injectée avec de l’EMF (p<0.05). n=6

*

Figure 57 : modulation du potentiel membranaire mitochondrial (ΔΨm) des hémocytes 
de Crassostrea gigas. Pourcentages de cellules présentant un faible potentiel membranaire 
mitochondrial. EMF : huîtres injectées avec de l’eau de mer filtrée ; Bo : huîtres injectées avec 
la suspension parasitaire. Les résultats représentent les moyennes±EC. * différence avec la 
condition injectée avec de l’EMF (p<0.05). n=6

*
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Au cours du temps, le pourcentage moyen d’hémocytes présentant une externalisation des 
phosphatidyl sérine a varié. Entre un et sept jours après l’injection de parasites ou d’EMF, 
30 à 40 % de cellules apparaissent marquées à l’annexine V alors qu’en fin d’expérience, à 
29 et 33 jours, ces pourcentages sont compris entre 10 et 20 % (Figure 58). De plus, dès le 
premier jour suivant l’injection, puis à J29, les huîtres injectées avec la suspension parasitaire 
présentent significativement moins (p<0.05) de cellules avec une d’externalisation des phos-
phatidyl sérines que le contrôle.

Les résultats de cette expérience doivent être complétés par les mesures de fragmentation 
de l’ADN.

3.	 Paramètres moléculaires 

Le premier jour suivant l’injection, seul le récepteur du TNF apparait surexprimé (Figure 59). 
De même, après sept jours, celui-ci apparait surexprimé ainsi que son ligand. En fin d’expé-
rience, TNF et TNFR apparaissent au contraire sous exprimés ainsi que l’IAP. Les gènes codant 
la caspase 3 et Bcl2 apparaissent quant à eux sous exprimés après quatre jours.

Figure 58: modulation de l’intégrité de la membrane plasmique des hémocytes de Cras-
sostrea gigas. Pourcentages de cellules présentant une externalisation des phosphatidyl sé-
rines à leur surface. EMF : huîtres injectées avec de l’eau de mer filtrée ; Bo : huîtres injectées 
avec la suspension parasitaire. Les résultats représentent les moyennes±EC. * différence 
avec la condition injectée avec de l’EMF (p<0.05). n=6

*

*
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III.	 Discussion

Cette étude avait pour objectif principal de tester in vivo l’implication de l’apoptose comme 
mécanisme de défense contre la bonamiose chez une espèce considérée comme résistante à 
la maladie, l’huître creuse, C. gigas. Des travaux antérieurs ont en effet montré que les essais 
d’infection d’huîtres creuses par cohabitation n’induisaient pas de développement de la bo-
namiose, et ce, même après plusieurs mois (Renault et al., 1995). De plus, jusqu’à aujourd’hui 
aucune infection à B. ostreae n’a été rapportée chez cette espèce. 

CHAPITRE 3

A B

C D
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Figure 59 : expression relative de gènes impliqués dans l’apoptotose chez Crassostrea 
gigas après injection de B. ostreae (calibrateur= huître injectées avec de l’EMF). TNFL (A), 
TNFR (B), caspase 3 (C), IAP (D), Bcl2 (E). Les résultats représentent les moyennes±EC. n=3
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Aucun prélèvement de branchies n’a été détecté positif en PCR. Ces résultats confirment les 
informations disponibles indiquant que la maladie ne se développe pas chez l’huître creuse. 
Ainsi, après l’injection de parasites purifiés et dans les conditions expérimentales testées, 
le parasite ne semble pas présent dans les branchies, un des tissus cibles de l’infection chez 
l’huître plate. Cependant, de façon intéressante, nous avons pu détecter de l’ARN 18s du pa-
rasite dans plusieurs pools d’hémolymphe tout au long de l’expérience. Cette détection dimi-
nue quatre jours après injection suggèrant qu’une partie des parasites injectés est dégradée. 
Cependant, le parasite semble se maintenir et rester vivant dans certaines huîtres jusqu’à 34 
jours après injection. Ces résultats posent donc des questions concernant la capacité de B. 
ostreae à se maintenir vivant dans des huîtres resistantes à la bonamiose. 

Les activités cellulaires mesurées n’apparaissent pas activées de façon significative par l’in-
jection de parasites purifiés. De même, qu’elle suive la voie extrinsèque ou intrinsèque, la 
cascade apoptotique ne semble pas activée en présence de B. ostreae. Une surexpression du 
ligand et du récepteur de TNF à sept jours post injection a été cependant observée. L’activa-
tion de la voie du TNF n’est pas exclusive à l’activation de l’apoptose. Elle peut en effet acti-
ver la voie NF-κB impliquée dans la réponse anti-apoptotique mais aussi  activer la nécrose 
programmée. Cette activation peut donc être reliée à une activation de l’inflammation en 
réponse au parasite et non pas au mécanisme apoptotique (Blaser et al., 2016). 

Ainsi, les résultats obtenus in vivo pour l’huître creuse ne confirment pas les résultats des tra-
vaux expérimentaux réalisés in vitro et présentés dans le Chapitre 2. En effet, à l’échelle de 
l’individu, l’injection de parasites ne semble pas induire d’activation de l’apoptose, suggérant 
que l’huître creuse puisse mettre en place d’autres mécanismes que l’apoptose pour lutter 
contre le parasite. 

Par ailleurs, ces résultats renforcent l’hypothèse que la réponse apoptotique à B. ostreae chez 
chez l’huître plate est spécifique, et posent question quant à l’activation de ce processus en 
réponse à divers micro-organismes.
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Réponse apoptotique de l’huître à 
divers microorganismes

L’activation de l’apoptose a été mise en évidence lorsque les hémocytes d’huître plate étaient 
exposés à un stress physique tel que les UV et à un stress biologique tel que B. ostreae (Cf 
Chapitre 1 et 2). Une inhibition de ce mécanisme en présence du parasite sur des temps de 
mise en contact avec les hémocytes plus longs a également été rapportée suggérant que B. 
ostreae bloque l’apoptose dans les cellules qu’il infecte afin d’y survivre et de s’y multiplier. 

Par ailleurs, nous avons observé une réponse à B. ostreae différente chez l’huître creuse et 
l’huître plate que ce soit in vitro (Chapitre 2) ou in vivo (Chapitre 3). Crassostrea gigas, consi-
dérée comme résistante à la bonamiose, ne semble pas privilégier l’apoptose pour se dé-
fendre contre le parasite.

Afin d’apprécier la spécificité de la réponse apoptotique chez l’huître, nous avons transpo-
sé l’approche expérimentale précédemment utilisée in vitro au suivi de l’apoptose chez les 
hémocytes d’huître plate et d’huître creuse exposés à différents micro organismes : Vibrio 
aestuarianus, une bactérie pathogène pour l’huître creuse ; OsHV-1, un virus pathogène pour 
l’huître creuse ; Heterocapsa triquetra et Alexandrium minutum, deux espèces micro algales 
non toxique et toxique respectivement.

Ces travaux sont présentés ci après sous la forme d’un manuscrit.
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Abstract

Molluscs are affected by diverse micro organisms that can cause high mortality rates. To 
respond to infection or environmental stressors, molluscs have developed diverse defense 
mechanisms. In particular, the apoptosis pathway seems to be involved in the response of 
molluscs to some stressors. Apoptotic mechanisms have been shown activated after expo-
sure to pesticides, heavy metals or UV. Some studies have also reported activation of this  
mechanism after exposure to some pathogens in various molluscs species including Crassos-
trea virginica, C. gigas, Ostrea edulis or Ruditapes philipinarum. Moreover, the apoptotic res-
ponse seems to present some specificity. Indeed in vitro response to B. ostreae was different 
between the resistant species C. gigas and the susceptible species O. edulis. The apoptotic 
response of flat oyster seems to be specific to live parasite while in the Pacific oyster apop-
tosis is activated in presence of both live and dead parasites. In this context, the specificity 
of this mechanism was explored in vitro in the flat and Pacific oysters in response to two pa-
thogenic micro-organisms affecting C. gigas, Vibrio aestuarianus and OsHV-1, and to two di-
noflagellates, Allexandrium minutum as a toxic algae species and Heterocapsa triquetra as a 
non-toxic one. A combination of flow cytometric and microscopic tools previously developed 
was used in order to observe apoptotic modulation. 

Keywords: apoptosis, Vibrio aestuarianus, OsHV-1, Alexandrium minutum, Ostrea edulis, Cras-
sostrea gigas
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Introduction

Apoptosis is a highly orchestrated process that plays a role in various biological processes 
including embryogenesis, homeostasis and defense against stress factors such as chemical 
and physical environmental stressors and pathogens (Häcker, 2000; Assunção Guimarães 
and Linden, 2004). This process induces some specific morphological changes like chromatin 
condensation and nucleus fragmentation, membrane blebbing and in the final stage cell frag-
mentation into apoptotic bodies (Häcker, 2000). In contrast to necrosis, cell apoptosis does 
not induce tissue inflammation. This mechanism can follow two main pathways: the extrinsic 
pathway induced by an activation through membrane receptors and the intrinsic pathway 
activated by cellular stressors (Kiss, 2010; Sokolova, 2009 ). 

In mammals, many pathogens appear able to regulate apoptosis for their own interest. In 
particular, intracellular protozoan parasites of the genera Leishmania, Plasmodium and 
Toxoplasma can activate or inhibit apoptosis to ensure their survival and multiplication within 
host cells (Lüder et al., 2001; Picot, 2006; Carmen et al., 2006; Kakani et al., 2016). Parasites 
are not the only organisms able to modulate the apoptotic pathway. Viruses and bacteria are 
also able to induce some modulation during an infection (Gougeon, 2001).

In molluscs, some studies have investigated the involvement of apoptosis in relation to diffe-
rent stressors. Various in vitro studies have shown that hemocyte apoptosis increased after 
exposure to heavy metals, pesticides or UV (Sokolova et al., 2004; Russo and Madec, 2007; 
Gervais et al., 2015) as well as in response to micro organisms infection. Activation of apop-
tosis in oysters was reported associated with algal exposure (Medhioub et al., 2013; Rolland 
et al., 2014), viral infection (Green et al., 2016; Segarra et al., 2014) and more particularly with 
protozoan infection (Goedken et al., 2005; Hughes et al., 2010). For example, exposure of 
hemocytes of flat oyster to the protozoan parasite Bonamia ostreae induces an increase of 
hemocyte apoptosis (Gervais et al., 2015; Article 3). Similarly, the parasite Perkinsus marinus 
activates apoptosis in hemocytes of the eastern oyster Crassostrea virginica in vivo experi-
ments (Hughes et al., 2010; Goedken et al., 2005). 

Different mechanisms are developed by molluscs to defend against microorganisms (Héga-
ret et al., 2011; Prado-Alvarez et al., 2012; Green et al., 2016). The response to environmental 
stressors or pathogens can also be different depending on the host species. For example, 
Crassostrea gigas, an oyster species presenting a low susceptibility to Perkinsus marinus infec-
tion seems to develop an apoptosis response in order to eliminate the parasite (Goedken et 
al., 2005). Furthermore, the apoptotic response of the flat oyster O. edulis to B. ostreae differs 
according to tested oyster populations (Gervais et al., 2016; Article 4).

Since these last decades, oysters Crassostrea gigas have been affected by several mortality 
outbreaks associated with OsHV-1 and V. aestuarianus infections and the frequency of toxic 
algal bloom has increased in different parts of the world. Oysters have thus to defend against 
a wide range of pathogenic and toxic micro-organisms.
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In this context, our objectives were to (i) describe more precisely the involvement of the apop-
totic pathway against several micro organisms including a pathogenic bacteria, a pathogenic 
virus and micro-algae and (ii) to compare the apoptotic response of hemocytes from both 
oyster species O. edulis and C. gigas. 

Apoptosis in oyster hemocytes was investigating using a combination of flow cytometry and 
microscopic tools previously developed and tested after exposure to UV and exposure to B. 
ostreae (Gervais et al., 2015). 

Materials and methods

1.	 Oysters

Adult flat oysters (> two-year-old) were collected from Quiberon bay (Brittany, France) in oc-
tober 2015 and were acclimatized in Ifremer’s facilities (La Tremblade, Charente maritime, 
France) during two months. Pacific oysters C. gigas from a bi-parental family produced at 
Ifremer’s facilities in June 2013 were used for this experimentation. Oysters from both spe-
cies were maintained in raceways 150 L supplied with a constant flow of seawater enriched in 
phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrysis galbana and Tetraselmis suecica). 

2.	 Bacterial and viral suspensions

Vibrio aestuarianus strain (02/041) was isolated during a mass mortality episode of C. gigas  
in France. A bacterial suspension was prepared from a strain maintained at -80°C. V. aestua-
rianus strain was initially cultivated in Zobell agar (15 g.L-1 of agar, 4 g.L-1 of peptone, 1 g.L-1 

of yeast extract, 0.1 g.L-1 of iron citrate and 0.5 g.L-1 of Tris base in artificial sea water (ASW)) 
and incubated at 22°C. A colony was placed in liquid Zobell and incubated 24 h at 20°C with 
constant shaking at 20 rpm. The bacterial suspension was centrifuged at 3200 g for 10 min 
and the supernatant was discarded. The pellet was washed and suspended in ASW before 
adjustment to OD600nm=1. Purity and bacterial concentration were verified by plating on 
Zobell agar.

The suspension of OsHV-1 at 105 viral genome copies/mL was prepared from experimentally 
infected oysters C. gigas using the protocol developed by Schikorski et al. (2011).

3.	 Algal cultures

The dinoflagellate Alexandrium minutum was used for toxic algal exposure and the non-toxic 
dinoflagellate Heterocapsa triquetra was used as a control. Both strains were provided by the 
LEMAR Laboratory, Brest (France). Both dinoflagellate cultures were grown in L1 medium 
(Guillard and Hargraves, 1993) at 16±1°C with a light:dark cycle of 10:14 h and were harvested 
during the exponential phase at a cell density approaching 1.6.104 cells.mL-1. Algal cell densi-
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ties were determined by counts using Hemocytometer under a light microscope.

4.	 Hemolymph collection

Hemolymph was withdrawn from the hemolymphatic sinus of the adductor muscle with a 
1 mL syringe and a needle of 0.60 x 25 mm. Hemolymphs were kept on ice to avoid cellular 
aggregation and were filtered at 75 µm to remove debris and cell aggregates. Hemocytes 
were then counted using a hemocytometer and concentration adjusted at 5x105 cells.mL-1 by 
adding artificial sea water (ASW).

5.	 In vitro contact experiment 

Hemocytes (5.105 cells. mL-1) of O. edulis and C. gigas were incubated during 45 min at 19°C in 
24 well plates. After incubation, supernatant was discarded and replaced by bacterial suspen-
sion (10 bacteria: 1 hemocyte), viral suspension (5 viral DNA copies: 1 hemocyte), algal culture 
(1.6.104 cells.mL-1) or ASW for control for both oyster species except algal exposure carried 
out on flat oyster only. Hemocytes were supplemented with antibiotics as described in Article 
3 for all condition except for bacterial condition. Hemocytes were collected after 15 min and 
3 h of contact with bacteria because longer contact would allow non-expected bacterial pro-
liferation. Hemocytes were collected after 15 min, 3 h, 24 h and 48 h when exposed to virus 
and algae. Each condition was tested in triplicate.

6.	 Light microscopy

For each sampling time and experimental condition, 100 µl of cell suspension were centri-
fuged for 1 min at 28 x g and 4°C, stained with Hemacolor® (Merk) and examined using light 
microscopy.

7.	 Flow cytometry

Hemocyte intracytoplasmic calcium concentration, mitochondrial membrane potential 
(ΔΨm) and phosphatidyl serine externalisation were monitored by flow cytometry using an 
EPICS XL 4 (Beckman coulter) according to Gervais et al. (2015). Six replicates were tested for 
each condition.

8.	 Statistical analyses

Normality of all data sets was tested using Shapiro Wilk test and homogeneity of variances 
was assumed using Bartlett’s and Levene test. Non normal distribution data sets were analy-
zed using Wilcoxon test. Analyses were conducted using RStudio (v.0.99.489).
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Results

1.	 Hemocyte exposure to Vibrio aestuarianus

a.	 Microscopic observation

The examination of hemocytes in control conditions after 3 h of incubation did not reveal any 
morphological modification or bacterial proliferation (Figure 60). Bacteria were not found 
engulfed in hemocytes whatever the oyster species was after three hours of incubation.

b.	 Cell activities

Exposure of hemocytes to V. aestuarianus induced a significant increase (p<0.05) of percen-
tages of cells with low mitochondrial membrane potential as soon as 15 min for flat oysters 
(Figure 61A). In contrast, V. aestuarianus did not induce significant changes in hemocytes of 
Pacific oysters.

Hemocyte exposure to the bacteria strain induced a significant increase (p<0.05) of cells with 
externalized phosphatidyl serine at 15 min in flat oysters. Hemocytes of Pacific oysters did 
not show any significant modulation (Figure 61B).

Figure 60: cytocentrifuged hemocytes from Ostrea edulis stained with Hemacolor®. 
Control hemocytes after three hours of incubation (A). Hemocytes after three hours of 
incubation with Vibrio aestuarianus (B). 

A B

20 µM 20 µM
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2.	 Hemocyte exposure to OsHV-1

Percentages of hemocytes with low ΔΨm increased in control conditions for both oyster spe-
cies (Figure 64A). However, exposure to OsHV-1 induced a significant increase of this pa-
rameter (p<0.05) whatever the duration of exposure was for O. edulis and only after 3 h of 
exposure for C. gigas.

Flat oyster hemocytes exposed to OsHV-1 showed a significant (p<0.05) increase of cells with 
phosphatidyl serine externalization after 3 and 48 h compared to control conditions (Figure 
64B). In contrast, in Pacific oyster no difference was observed between control and viral 
conditions whatever the exposure duration was.

CHAPITRE 3

Figure 61: mitochondrial membrane potential (ΔΨm) (A) and plasma membrane integrity 
(B) in hemocytes of Ostrea edulis and Crassostrea gigas following a bacterial exposure. 
Percentages of hemocytes with low ΔΨm after 15 min and 3 h of exposure or not to Vibrio aes-
tuarianus (A). Percentages of AnnexinV positive and PI negative hemocytes after 15 min and 
3 h of exposure or not to V. aestuarianus (B). Results represent the mean ± SD. control: non 
exposed. a: difference with control condition (p<0.05); * p<0.05. n=6
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3.	 Hemocyte exposure to dinoflagellates

a.	 Microscopic observation

The observation of hemocytes in control conditions after 48 h of incubation did not reveal 
morphological changes (Figure 62). No bacterial proliferation was noticed in any of the 
tested condition compared to the control. After 3 h of exposure with A. minutum some hemo-
cytes present cytoplasmic vacuolisation. 

Figure 64 : mitochondrial membrane potential (ΔΨm) (A) and plasma membrane inte-
grity (B) in hemocyte of Ostrea edulis and Crassostrea gigas following a viral exposure. 
Percentages of hemocytes with low ΔΨm after 15 min, 3, 24 and 48 h of exposure or not to 
OsHV-1 (A). Percentages of Annexin V positive and PI negative hemocytes after 15 min, 3, 
24 and 48 h of exposure or not to OsHV-1 (B). Results represent the mean ± SD. CTL: non ex-
posed. a: difference with control condition (p<0.05); * p<0.05. n=6
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b.	 Cell activities

An increase of percentages of cells with low ΔΨm was observed during the experiment in all 
the tested conditions including the control (Figure 63A). In comparison with the control, 
hemocytes exposed to non-toxic algae showed a significant increase (p<0.05) of cells with 
low ΔΨm from 3 h to 48 h post exposure. In contrast, with A. minutum a significant difference 
(p<0.05) was reported only at 24 h post exposure. 

Compared to the control, exposure to both algal species induced a significant increase 
(p<0.05) of percentages of cells with externalized phosphatidyl serine all along the experi-
ment except 3 h after challenge (Figure 63B). 

Figure 62 : cytocentrifuged hemocytes from Ostrea edulis stained with Hemacolor®. 
Control hemocytes after 48 h of incubation (A). Hemocytes after 3 h of incubation with 
Heterocapsa triquetra (B). Hemocytes after 3 h of incubation with Alexandrium minutum 
(C). * : hemocytes showing cytoplasmic vacuolisation.

20 µM 20 µM

20 µM

A B

C

*

*
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Discussion 

Apoptosis is a key defense mechanism against pathogens in many organisms including mol-
luscs. Previous studies carried out on marine molluscs have shown that apoptosis can be 
differentially modulated both depending on the species and the pathogens or toxic algae 
(Goedken et al., 2005; Green et al., 2016; Medhioub et al., 2013; Segarra et al., 2014). 

The apoptotic response of two oyster species O. edulis and C. gigas was investigated against 
oyster pathogens V. aestuarianus, OsHV-1 and two dinoflagellate species using tools pre-
viously developed (Gervais et al., 2015). 

Results revealed differences between oyster species and between tested micro organisms. 
C. gigas is highly susceptible to V. aestuarianus and OsHV-1. However, hemocyte apoptosis 
does not appear as an induced response of the Pacific oyster to both pathogens in the tested 
conditions. Previous studies have reported overexpression of apoptotic inhibitor genes such 
as IAP or Bcl2 in C. gigas infected with OsHV-1 (Green et al., 2016; Segarra et al., 2014). On the 
contrary, O. edulis hemocytes showed an increase of some apoptotic parameters as soon as 
15 min and after 3 h of contact with OsHV-1. Interestingly, a decrease of tested parameters 
was observed after 24 h of contact with OsHV-1 suggesting that the virus is able to inhibit 
apoptosis in hemocytes in in vitro condition. Examination of cells by TEM will be helpful to 
better understand these results.

Dinoflagellates are known to interact with marine molluscs and previous studies have shown 
that toxic algae can modulate immune functions including decrease of phagocytosis, ROS 

Figure 63 : mitochondrial membrane potential (ΔΨm) (A) and plasma membrane inte-
grity (B) in hemocytes of Ostrea edulis following exposure to the non-toxic algal species, 
Heterocapsa triquetra, and the toxic algal species, Alexandrium minutum. Percentages of 
labeled hemocytes with low ΔΨm after 15 min, 3, 24 and 48 h of exposure or not to H. trique-
tra or A. minutum (A). Percentages of AnnexinV positive and PI negative hemocytes after 15 
min, 3, 24 and 48 h of exposure or not to H. triquetra or A. minutum (B). Results represent the 
mean ± SD. CTL: non exposed. a: difference with control condition (p<0.05); b: difference 
with H. triquetra condition. * p<0.05. n=6
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production and cell adhesion (Hégaret et al., 2011). Harmful algae can also induce cell mor-
tality (Hégaret et al., 2011). Moreover, oyster exposure to another neurotoxic dinoflagellate, 
Alexandrium catenella, was associated with an overexpression of some apoptotic genes like 
Bax, caspase 3 and 7 (Medhioub et al., 2013; Rolland et al., 2014). 

The dynamic of the apoptotic response of flat oyster against algae was different compared to 
OsHV-1. Whatever the algal species was, algal exposure quickly induced an increase of tested 
parameters. However this activation of apoptosis appeared interrupted at 3 h post exposure. 
Again examination of cells by light and transmission electron microscopy will allow interpre-
ting the kinetics and interactions between hemocytes and micro organisms. 

All together these results show that hemocyte apoptosis is more easily induced in the tested 
conditions for O. edulis than C. gigas. As a perspective, hemocyte apoptosis in the flat oyster 
could be followed as a cellular indicator of the presence of toxic or pathogenic micro orga-
nisms in the environment.
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Les antioxydants comme 
régulateurs de l’apoptose dans le 
modèle Crassostrea virginica - 
Perkinsus marinus

Perkinsus marinus est un parasite protozoaire infectant l’huître américaine Crassostrea virgi-
nica. L’impact de ce parasite sur l’économie ostréicole est important en raison des mortalités 
associées mais également de la réduction de la croissance et de la qualité de la chair des 
huîtres qu’il induit (Kern, 2011). 

P. marinus est un bon modèle pour l’étude des interactions cellulaires hôte-parasite non seule-
ment car c’est un parasite intracellulaire, mais aussi car il est cultivable au contraire de Bona-
mia ostreae. De plus, P. marinus semble être capable de moduler certaines réponses de l’hôte 
afin de survivre dans les hémocytes en particulier en interférant avec le mécanisme de l’apop-
tose (Hughes et al., 2010). La régulation de ce mécanisme semblerait aussi être dépendante 
de la virulence du parasite. En effet, les souches les plus virulentes du parasite induisent après 
24 h une diminution du taux d’apoptose des hémocytes jusqu’à le faire revenir au taux basal 
au contraire de souches peu virulentes ne diminuant pas l’apoptose (Hughes et al., 2010). 

Lors d’une infection, les hémocytes sont capables de produire des espèces réactives de l’oxy-
gènes (EORs) permettant de détruire les agents pathogènes phagocytés. Il existe un panel 
d’EORs pouvant être produit par les hémocytes comme le superoxyde anion (O2

•-), le pe-
roxyde d’hydrogène (H2O2), les radicaux hydroxyl (OH-) et l’oxygène singulet (O2) (Terahara 
and Takahashi, 2008). Comme pour le mécanisme d’apoptose, le parasite semble posséder 
la capacité de moduler la production d’EORs afin de ne pas être détruit (Ahmed et al., 2003). 
Des travaux  ont rapporté la présence de superoxyde dismutase (SOD) et peroxydase chez 
le parasite P. marinus suggérant que le parasite utilise ces anti-oxydants afin de se protéger 
des dommages induits par la réponse immunitaire des hémocytes. Ainsi, en contrôlant ce 
mécanisme, le parasite pourrait indirectement inhiber l’activation de la voie de signalisation 
de l’apoptose chez l’huître.

Afin d’étudier la régulation de l’apoptose par l’inhibition du stress oxydatif par P. marinus des 
expériences ont été réalisées in vitro et in vivo dans le cadre d’un accueil de six semaines au 
sein du Marine Animal Disease Laboratory (MADL) de l’University de Stonybrook aux Etats 
Unis sous la direction du Dr Bassem Allam. Dans un premier temps, des suspensions para-
sitaires ont été traitées avec différents inhibiteurs de SOD afin de voir si la réduction de la 
production de SOD chez le parasite induisait une augmentation de l’apoptose chez l’huître. 
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Puis, l’effet de modulateurs de l’apoptose et des mécanismes du stress oxydatif a été testé 
in vitro dans le contexte de mises en contact entre les hémocytes et P. marinus. Enfin, l’effet 
de certains inhibiteurs de SOD parasitaires a été testé dans le cadre d’une expérience in vivo. 
Pour cela des huîtres ont été injectées avec de l’eau de mer artificielle ou des suspensions pa-
rasitaires traitées ou non. Puis, des prélèvements d’hémolymphe ont été réalisés un et trois 
jours post injection afin d’observer en cytométrie en flux l’externalisation des phosphatidyl 
sérines au niveau de la membrane plasmique.

I.	 Materiel et méthodes

1.	 Les huîtres

Les huîtres adultes (taille ≈6.5 cm), Crassostrea virginica, proviennent de populations natu-
relles du Maine (Etats Unis). Elles ont été maintenues en circuit fermé dans un bac au labora-
toire. 

2.	 Cultures parasitaires

Les cultures de P. marinus (ATCC 50439) ont été maintenues dans un milieu stérile (DMEM/
F12-3) et gardées dans un incubateur à 23°C. Des sous cultures sont réalisées chaque semaine 
afin de maintenir les cellules en phase exponentielle de croissance tout au long de l’expé-
rience. Avant chaque expérience, les parasites sont prélevés, lavés avec de l’eau de mer arti-
ficielle (EMA) par centrifugation pendant 10 min à 200 g et 4°C, et suspendus dans un même 
volume d’EMA.

3.	 Prélèvement d’hémolymphe

L’hémolymphe est prélevée au niveau du sinus du muscle adducteur à l’aide d’une seringue 
de 1 mL pré-remplie avec de l’EMA (26ppt) froide afin de diluer au demi l’hémolymphe. L’hé-
molymphe est conservée sur glace afin d’éviter les agrégats cellulaires. 

4.	 Activités antioxydantes

Trois cultures parasitaires ont été utilisées lors de l’expérience et traitées durant 1 h 30 avec 
différents inhibiteurs de superoxide dismutase (SOD): Diethylthiocarbamate (DDC), potas-
sium cyanide (KCN), nitroprusside et azide de sodium. Les cultures parasitaires ont aussi été 
traitées avec des sondes oligonucléotides (ODN) (Integrated DNA technologies) provenant 
de séquences SOD de P. marinus PmSOD1 PmSOD1-1: GTCGGCTCTCCACCACCATT, Pm-
SOD1-3: GGTCTTACTCTCCCTTATCGG ou une sonde contrôle provenant d’une séquence de 
B. ostreae (CCCTTTCGAGCCACATTCCC) utilisées à la concentration finale de 0.1 et 1 µM. Les 
sondes ont été dessinées à l’aide d’un outil d’Integrated DNA technologies.



184

CHAPITRE 3

Les mélanges suivant ont été ajoutés dans chaque puits d’une micro plaque de 96 puits : 
160 µL de tampon glycine-NaOH, 6.75 µL de xanthine (3 mM), EDTA (3 mM), BSA (0.15%) et 
NBT (nitroblue tetrazolium, 0.75 mM). La réduction du NBT en NBT-diformazan est utilisée 
comme un indicateur de la production de O2

•- en absorbant la lumière à 560 nm. Après avoir 
ajouté 20 µL de la suspension parasitaire dans chaque puits, la micro plaque est équilibrée 
entre 5 et 10 min à 20°C. La réaction est initiée par l’ajout de 6 mU de xanthine oxydase (XOD) 
O2

•- (Figure 65). La réduction du NBT est utilisée comme mesure de l’activité des SOD. Trois 
contrôles négatifs ont été réalisés incluant tous les composants excepté la suspension parasi-
taire pour le premier (blanc 1), la XOD  pour le deuxième (blanc 2) et pour le troisième la sus-
pension parasitaire et la XOD (blanc 3). La densité optique est mesurée après 1 min et toutes 
les 5 min jusqu’à la fin de la réaction après 20 min. Les activités des SOD sont mesurées en 
utilisant le pourcentage d’inhibition %=(((A_Blanc3-A_Blanc1 )-(A_échantillon-A_Blanc2))/
((A_Blanc3-A_Blanc1)))*100.

5.	 Cytométrie en flux

a.	 Marquage des hémocytes

Les hémocytes sont marqués avec le traceur cellulaire carboxyfluorescein diacetate, succi-
nimidyl ester (CFSE, Life Technologies), qui fluoresce dans le vert. Deux µM de CFSE sont 
ajoutés à la suspension hémocytaire qui est ensuite incubée pendant 5 min dans le noir, puis 
centrifugée pendant 10 min à 200 g et 4°C. Le surnageant est ensuite éliminé et les hémo-
cytes suspendus dans le même volume d’EMA que précédemment deux fois de suite.

b.	 Marquage du parasite

Les parasites sont marqués avec le DDAO (7-Hydroxy-9H-1,3-Dichloro-9,9-Dimethylacridin-
2-One, Life Technology), qui fluoresce dans le rouge lointain. Après avoir ajouté deux µM de 
DDAO, les cellules sont incubées pendant 5 min dans le noir. Après incubation, les parasites 
sont centrifugés pendant 10 min à 200 g à 4°C. Le surnageant est ensuite éliminé et les pa-
rasites remis en suspension dans le même volume d’EMA que précédemment deux fois de 
suite.

Figure 65 : principe de la réaction.
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c.	 Activités apoptotiques

Les cellules sont marquées à l’aide d’Annexine-PE (Biolegend Catalog) et 7-AAD (7-Amino-Ac-
tinomycin D, Biolegend Catalog) afin de marquer les cellules apoptotiques et les cellules né-
crotiques, respectivement.

Les cellules sont centrifugées pendant 10 min à 200 g et 4°C et le surnageant est éliminé. Les 
culots cellulaires sont suspendus dans 50 µL d’EMA et 50 µL de tampon de liaison d’Annexine 
(Biolegend Catalog). Puis, 2.5 µL d’Annexin-PE, fluorescent dans le jaune, et 3 µL de 7-AAD, 
qui fluoresce dans le rouge, sont ajoutés aux suspensions cellulaires qui sont alors incubées 
pendant 15 min dans le noir. Après incubation, 200 µL d’EMA sont ajoutés afin d’obtenir un 
volume de 305.5 µL pour la mesure au cytomètre en flux (Becton Dickenson FACSCalibur 
4-color).

6.	 Experiences in vitro

Les suspensions parasitaires sont marquées avec du DDAO et les hémocytes de chaque indi-
vidu sont marqués avec le CFSE comme décrit précédemment.

a.	 Traitements des parasites

Après avoir été marqués, les parasites sont incubés pendant 1 h 30 dans le noir en présence 
des inhibiteurs de SOD comme décrit précédemment. Après incubation, les suspensions pa-
rasitaires sont lavées par centrifugation pendant 10 min à 200 g à 4°C. Le surnageant est 
éliminé et les culots parasitaires suspendus dans un même volume d’EMA. Les hémocytes de 
16 individus pour les inhibiteurs de SOD et 20 individus pour les sondes oligonucléotides ont 
été prélevés et marqués au CFSE. Les suspensions parasitaires traitées sont ensuite ajoutées 
aux hémocytes marqués avec un ratio de cinq parasites (5.106 cellules/ml) pour un hemocyte 
(1.106 cellules/ml) pour chaque individu et incubées durant 20 h dans le noir. Après incuba-
tion, les cellules sont marquées avec l’Annexine-PE et le 7-AAD en utilisant le protocole pré-
cédemment décrit. L’analyse est réalisée à l’aide d’un cytomètre en flux Becton Dickenson 
FACSCalibur 4-color.

b.	 Traitements des hémocytes

Trois modulateurs ont été utilisés: l’ H2O2 utilisée à une concentration finale de 1% afin d’in-
duire l’apoptose par la voie intrinsèque, l’EUK-134 (Sigma) une SOD utilisée à la concentration 
finale de 10 µM, et l’apocynin (Sigma) est utilisée à la concentration finale de 50 µM, inhibi-
teur des NADPH.

Les parasites et les hémocytes de 16 huîtres ont été marqués comme décrit précédemment. 
Les hémocytes sont mis en contact avec le parasite et incubés à un ratio de cinq parasites 
(5.106 cellules/ml) pour un hémocyte (1.106 cellules/ml) pendant 20 h dans le noir avant d’être 
séparés dans différents tubes. Après 20h d’incubation des hémocytes en présence du para-
site, les modulateurs sont ajoutés dans chaque tube respectivement et incubés pendant 1 h 



186

CHAPITRE 3

30 avant de marquer les cellules à l’Annexine-PE et au 7-AAD en utilisant le protocole pré-
cédemment décris. L’analyse est réalisée à l’aide d’un cytomètre en flux Becton Dickenson 
FACSCalibur 4-color.

7.	 Experience in vivo

Une encoche au niveau de la coquille est effectuée sur chaque huître neuf jours avant le début 
de l’expérience et trois jours avant, les animaux sont acclimatés à la température de 24°C. 
Avant injection, les parasites sont traités avec le DDC (1 mM), la sonde ODN contrôle (1 µM) 
ou un mix équivalent de PmSOD1-3 (1 µM) durant 1 h 30. Les huîtres sont injectées avec 500 
µL de suspension parasitaire à 1.106 cellules ou d’EMA. Vingt huîtres par condition sont injec-
tées et maintenues dans un raceway (n=4/raceway/condition). Dix huîtres par condition sont 
prélevées un et trois jours après injection et pour chaque huître, l’hémolymphe est collectée.

8.	 Analyses statistiques

L’estimation des activités antioxydantes et les résultats obtenus dans le cadre des expériences 
in vitro ont été analysés par des ANOVA de mesures répétées suivies d’un test de Tukey. Les 
résultats de l’expérience in vivo ont été analysés par ANOVA suvie d’un test de Tukey. Les 
analyses ont été réalisées sous GraphPad Prism (v5.03). 

II.	Résultats

1.	 Activités antioxydantes des Superoxyde Dismutases

Les suspensions de parasites ont été exposées à différents inhibiteurs de SOD et des sondes 
oligonucléotidiques ciblant le gène codant PmSOD. Contrairement au KCN qui n’est associé 
à aucune modification, l’exposition de P. marinus au DDC, azide de sodium et nitroprusside 
induit une diminution significative des activités SOD (Figure 66). Parmi les sondes oligonu-
cléotidiques testées, seule SSOD3 entraine une diminution des activités SOD du parasite.
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2.	 Dynamique d’infection

Aucun des inhibiteurs de SOD testés sur le parasite n’induit de modification significative du 
taux d’internalisation de P. marinus dans les hémocytes (Figure 67). De même, l’incubation 
des hémocytes après la mise en contact avec le parasite en présence de régulateurs potentiels 
de l’apoptose (H2O2, EUK et d’apocynine), ne modifie la capacité des hémocytes à internali-
ser le parasite (Figure 67). Le traitement des parasites avec des sondes oligonucléotidiques 
comme pour les inhibiteurs de SOD ne modifie pas le pourcentage de parasites internalisés 
dans les hémocytes (Figure 68).

CHAPITRE 3

Figure 66 : estimation des activités antioxydantes des SODs. Pourcentages d’inhibition 
de la réaction de réduction du NBT par les activités SOD de Perkinsus marinus exposé 
à différents inhibiteurs et sondes oligonucléotidiques. Les histogrammes représentent la 
moyenne ± Ecart type. *: différence significative avec les parasites non exposés (p<0.05). n=3

*

Figure 67 : pourcentages d’hémocytes de Crassostrea virginica ayant internalisé Per-
kinsus marinus avec ou sans traitement des parasites ou des hémocytes. sod az: sodium 
azide; apo: apocynine. Les histogrammes représentent la moyenne ± Ecart type. n=16
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3.	 Mesure de l’effet des traitements anti SOD de P. marinus sur l’activité 
apoptotique des hémocytes in vitro

Parmi les hémocytes mis en contact avec P. marinus, ceux ayant internalisé le parasite appa-
raissent significativement plus marqués à l’annexine que ceux sans parasite (p<0.05) (Figure 
69). L’exposition des parasites au DDC augmente de façon significative (p<0.05) le pourcen-
tage d’hémocytes marqués qu’ils aient internalisé ou pas P. marinus. En revanche, l’incuba-
tion préalable des parasites en présence de KCN et d’azide de sodium ne modifie pas le pour-
centage de cellules marquées à l’annexine.

Une deuxième expérience a été réalisée en exposant préalablement les parasites à des sondes 
oligonucléotidiques ciblant le gène PmSOD. Contrairement à l’expérience précédente,  le 
contact avec P. marinus non traité induit une diminution significative (p<0.05) du pourcentage 
d’hémocytes marqués à l’annexine qu’ils aient ou non internalisé le parasite (Figure 70). Le 
traitement de P. marinus par une sonde contrôle n’entraine aucune modification comparé à la 
condition avec  parasite non traité. L’exposition préalable à la sonde SSOD3 est associée à une 
diminution significative (p<0.05) des cellules marquées à l’annexine par rapport à la sonde 
contrôle lorsque les hémocytes ont internalisé le parasite. De plus, quelle que soit la condition 
testée, l’internalisation du parasite est associée à une augmentation des cellules nécrotiques 
(Figure 71).

De façon complémentaire, différents traitements visant à moduler la réponse apoptotique 
ont été appliqués sur les hémocytes seuls et sur les hémocytes en contact avec P. marinus. De 
même que dans la première expérience, le contact avec P. marinus entraine une augmenta-
tion du pourcentage d’hémocytes marqués à l’annexine  lorsqu’ils ont internalisé le parasite. 
L’exposition à H2O2 est associée à une augmentation significative (p<0.05) du pourcentage 
de cellules marquées l’annexine que les hémocytes soient seuls ou en contact avec P. marinus 
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Figure 68 : pourcentages d’hémocytes de Crassostrea virginica ayant internalisé Perkin-
sus marinus avec ou sans exposition préalable des parasites aux sondes oligonucléoti-
diques. Les histogrammes représentent la moyenne ± Ecart type. n=20
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(Figure 72). En revanche, aucune modification n’est observée pour les autres traitements par 
rapport à la condition sans traitement.
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Figure 69 : pourcentages d’hémocytes de Crassostrea virginica marqués à l’annexine en 
fonction des traitements préalables de P. marinus et de l’internalisation ou pas de pa-
rasites. Les histogrammes représentent la moyenne ± Ecart type.   a: différence significa-
tive avec les hémocytes exposés à P. marinus non traité n’ayant pas internalisé de parasite 
(p<0.05). b: différence significative avec les hémocytes n’ayant pas internalisé de parasite 
pour la même condition (p<0.05). n=16

Figure 70 : pourcentages d’hémocytes de Crassostrea virginica marqués à l’annexine en 
fonction des traitements préalables de P. marinus et de l’internalisation ou pas de para-
sites. Les histogrammes représentent la moyenne ± Ecart type.   a: différence significative 
avec la condition hémocytes seuls (p<0.05). b: différence significative avec les hémocytes 
n’ayant pas internalisé de parasite pour la même condition (p<0.05). c : différence significative 
avec les hémocytes ayant internalisé le parasite préalablement exposé à la sonde contrôle 
SCTL (p<0.05). d: différence significative avec les hémocytes ayant internalisé P. marinus non 
traité p<(0.005). n=20
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Figure 72 : pourcentages d’hémocytes de Crassostrea virginica marqués à l’annexine en 
fonction des traitements des hémocytes après mise en contact avec P. marinus et de l’in-
ternalisation ou pas de parasites. Les histogrammes représentent la moyenne ± Ecart type. 
a: différence significative avec la condition contrôle (hémocyte non traité) (p<0.05). b: diffé-
rence significative avec les hémocytes non traités n’ayant pas internalisé P. marinus (p<0.05). 
c : différence significative avec les hémocytes non exposés au parasite pour la même condi-
tion (p<0.05). n=16
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Figure 71 : pourcentages d’hémocytes de Crassostrea virginica marqués au 7AAD en 
fonction des traitements préalables de P. marinus et de l’internalisation ou pas de para-
sites. Les histogrammes représentent la moyenne ± Ecart type. a: difference with the same 
condition without P.marinus. b: difference with cell with non-phagocytized parasite (p<0.05). 
n=20
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4.	 Mesure de l’effet des traitements anti SOD de P. marinus sur l’activité 
apoptotique des hémocytes in vivo

Après avoir mesuré in vitro l’effet des traitements de P. marinus sur sa capacité à moduler la 
réponse apoptotique des hémocytes, nous avons testé cet effet in vivo après injection de pa-
rasites à des huîtres Crassostrea virginica.

Quel que soit le traitement préalablement appliqué sur P. marinus, les hémocytes prélevés 
sur des huîtres 1 et 3 jours après injection de parasites ne présentent aucune différence par 
rapport aux hémocytes d’huîtres injectées avec de l’EMA (Figure 73). 

En revanche, une diminution de la nécrose est observée après injection du parasite un jour 
après l’injection ainsi que lorsque le parasite est préalablement traité avec les sondes SOD 
(Figure 74). 

Figure 73 : pourcentages d’hémocytes marqués à l’annexine sur des huîtres Crassostrea 
virginica un jour et trois jours après injection avec P. marinus non traité ou exposé à diffé-
rents traitements. Les histogrammes représentent la moyenne ± Ecart type. n=10
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III.	 Discussion

Des études antérieures ont montré que Perkinsus marinus est capable d’inhiber la réponse 
apoptotique des hémocytes d’huître américaine Crassostrea virginica (Hughes et al., 2010). 
De plus, à l’instar d’autres parasites intracellulaires, P. marinus semble utiliser des anti-oxy-
dants tels que la SOD pour se protéger des dommages induits par la réponse immunitaire des 
hémocytes ce qui pourrait indirectement inhiber l’activation de l’apoptose chez l’huître.

Afin de tester cette hypothèse, des travaux expérimentaux ont été réalisés in vitro et in vivo.

L’exposition des parasites à certains inhibiteurs testés et aux sondes oligonucléotidiques in-
hibe les activités des SOD. Les inhibiteurs testés au cours de cette expérience sont connus 
pour inhiber différents types de SOD, le DDC inhiberait les SOD Cu-Zn, l’azide de sodium les 
FeSOD et la nitroprusside quant à elle inhibe les SOD de type Cu-Zn, Mn ainsi que Fe (Maxim 
et al., 2009; Misra, 1984). En revanche, à ce jour une seule FeSOD a été caractérisée chez P. 
marinus (Ahmed et al., 2003). L’inhibition observée après traitement du parasite avec le DDC 
et la nitroprusside, suggère que P. marinus possède d’autres types de superoxyde dimutases 
que celles associées au fer et plus spécifiquement une SOD à Cu-Zn.

Le contact avec P. marinus et son internalisation augmentent de façon significative l’apop-
tose des hémocytes. Ces résultats ont été observés dans une des deux expériences réalisées 
tandis que le contact avec le parasite était associé à une diminution du pourcentage de cel-
lules apoptotiques dans l’une des mises en contact. 

Figure 74 : pourcentages d’hémocytes marqués au 7AAD sur des huîtres Crassostrea vir-
ginica un jour et trois jours après injection avec P. marinus non traité ou exposé à diffé-
rents traitements. a : différence dans le temps. b : différence avec le contrôle sans parasite. c 
: différence avec la condition parasite traité avec la sonde contrôle. Les histogrammes repré-
sentent la moyenne ± Ecart type. n=10

ca
b
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Parmi les inhibiteurs de SOD testés, seul le DDC a entrainé une modification du profil de la 
réponse apoptotique des hémocytes en contact avec le parasite. L’augmentation significative 
du pourcentage de cellules marquées à l’annexine peut s’expliquer par l’inhibition d’une SOD 
Cu-Zn par le traitement au DDC. De plus, il semble que l’inhibition des EORs par le parasite 
soit associée exclusivement à une SOD Cu-Zn car seule son inhibition induit une augmenta-
tion de l’apoptose. De précédents travaux sur des lignées cellulaires humaines ont rapporté 
que les superoxyde dismutases Cu-Zn étaient le principal réducteur des O2- (Clément et al., 
1998).

Par ailleurs, l’effet de trois régulateurs d’apoptose a été testé sur les hémocytes après contact 
avec P. marinus. Seul le traitement à H2O2 a entrainé une modification significative, en l’occur-
rence une augmentation des pourcentages de cellules marquées à l’annexine que les hémo-
cytes soient seuls ou en contact avec le parasite. L’effet pro apoptotique de H2O2 a déjà été 
mis en évidence chez divers organismes, l’activation de l’apoptose serait directement liée à 
l’activation de la voie mitochondriale (Singh et al., 2007). De plus, de précèdents travaux ont 
rapporté que P. marinus était capable de dégrader H2O2 grâce à l’activité de péroxydases ce 
qui permettrait également de réduire l’apoptose hémocytaire (Schott et al., 2003).

Enfin, l’injection de parasites traités avec différents inhibiteurs et sondes oligonucléotidiques 
n’a pas entrainé de modification significative de la réponse apoptotique des huîtres dans les 
conditions expérimentales testées. Ces sondes ayant été dessinées à partir d’une séquence 
de P. marinus codant pour une FeSOD, il se peut au vu de ces résultats et de ceux obtenus en 
présence d’un inhibiteur de FeSOD, l’azide de sodium, que ce type de superoxyde dismutase 
ne joue aucun rôle dans la dégradation des EORs produites par les hémocytes (Clément et., 
1998).

De précèdent travaux avaient montré des régulations du mécanisme apoptotique après in-
fection par injection d’huîtres. Une succession d’activation/inhibition du mécanisme avait été 
rapporté montrant que le parasite était capable de réduire l’activité apoptotique aussi bien 
in vitro que in vivo (Goedken et al., 2005; Hughes et al., 2010). La présente étude in vivo ne 
montre quant à elle aucune modification apoptotique même en présence de parasite non 
traité un et trois jours post injection. La souche utilisée étant différente de celles utilisées 
dans les travaux précèdents, sa cinétique d’action est peut-être différente.

Ces premiers résultats suggèrent donc que la régulation de l’apoptose par P. marinus pourrait 
faire intervenir la production de SOD et plus particulièrement de SOD Cu-Zn. Les résultats 
obtenus permettent d’envisager de réaliser des tests sur des souches à virulences contrastées 
afin d’observer si la virulence est reliée aux activités des SOD. De plus, les travaux in vivo de-
vront être complétés afin de vérifier les observations obtenues in vitro.
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Conclusion

Dans les chapitres précédents, l’apoptose a été étudiée à l’échelle cellulaire en réponse à des 
conditions stressantes physiques et chimiques et en réponse à un parasite de l’huître plate, 
B. ostreae. L’apoptose apparait in vitro comme un mécanisme de défense activé par l’huître 
contre des agressions physiques, chimiques et biotiques. Cependant, ce mécanisme semble 
pouvoir être inhibé par B. ostreae après 44 h de contact. 

L’étude de la réponse apoptotique d’huîtres plates provenant de deux groupes d’individus 
présentant des origines géographiques différentes à une injection de parasites a permis de 
confirmer l’importance de ce mécanisme dans les interactions entre l’hôte et le parasite. Ce-
pendant, les résultats obtenus illustrent la complexité de ces interactions et mettent en évi-
dence des différences entre les groupes d’huîtres testés. 

Les résultats rapportés dans les chapitres précédents nous ont ainsi motivés à tester la spéci-
ficité de cette réponse. Celle-ci a été abordée dans le cadre de trois études :

	 - l’étude de la réponse apoptotique de l’huître creuse à l’injection d’une suspension de 
parasites

	 - l’étude de l’apoptose sur des hémocytes d’huître plate et creuse exposés à des mi-
cro-organismes pathogènes d’huître et des algues 

	 - enfin, l’étude de l’effet d’antioxydants sur la réponse apoptotique de C. virginica au 
parasite P. marinus. 

C. gigas est considérée comme une espèce résistante à la bonamiose. Les résultats obtenus 
in vitro présentés dans le Chapitre 2 ont révélé une réponse différente de celle de l’huître 
plate. En effet, alors que chez O. edulis l’apoptose est activée préférentiellement en présence 
du parasite vivant, l’apoptose est activée dans les hémocytes d’huître creuse indifféremment 
en présence du parasite vivant, ou inactivé. Ces résultats ont été complétés en étudiant in 
vivo des paramètres cellulaires et l’expression de gènes impliqués dans la cascade de l’apop-
tose sur des huîtres creuses après injection de suspensions parasitaires. Dans les conditions 
expérimentales testées, l’apoptose n’apparait pas comme un mécanisme activé par C. gigas 
pour se défendre contre le parasite B. ostreae. La résistance de cette espèce à la bonamiose 
reposerait donc sur d’autres voies.

La spécificité de la réponse apoptotique à d’autres micro-organismes tels que des organismes 
pathogènes d’huître creuse intra et extracellulaires ainsi que deux espèces de dinoflagellés, 
l’une produisant des toxines, l’autre non, a été ensuite explorée. Les résultats obtenus ré-
vèlent des réponses différentes en fonction des micro-organismes et de l’espèce d’huître. En 
effet, l’exposition à V. aestuarianus ne semble pas activer l’apoptose des hémocytes ni chez 
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O. edulis, ni chez C. gigas, alors que l’exposition à OsHV-1 et aux dinoflagellés entraine une 
modulation des paramètres mesurés chez l’huître plate. La cinétique de cette réponse est 
cependant différente. L’apoptose est en effet activée dès 15 min de contact avec les micro-al-
gues, puis diminue après 3 h d’exposition et augmente à nouveau après 24h. En présence de 
virus, l’apoptose apparait activée plus tardivement, diminue après 24h et réaugmente 48h 
après la mise en contact. Cette cinétique d’activation et inhibition de l’apoptose semble tra-
duire les interactions entre la réponse de l’huître et celle des micro-organismes. Chez C. gigas, 
l’exposition au virus OsHV-1 est associée à une augmentation des paramètres mesurés mais 
de façon moins importante et moins prolongée que chez l’huître plate. Ces résultats laissent 
penser que l’huître creuse utilise d’autres mécanismes pour se défendre contre une infection 
à OsHV-1 et/ou que le virus est capable d’inhiber cette activation afin de survivre et de se mul-
tiplier dans les hémocytes. Des précédentes études ont rapporté une surexpression de  gènes 
codant des IAPs chez les huîtres infectées (Green et al., 2016; Segarra et al., 2014b).

Enfin, dans le cadre d’une collaboration avec le Marine Animal Disease Laboratory (MADL) de 
l’Université de Stonybrook, nous avons pu vérifier l’importance de l’apoptose comme méca-
nisme de défense dans un autre modèle hôte, parasite C. virginica/P. marinus. Des précédents 
travaux ont montré que le protozoaire P. marinus est capable de moduler la réponse apopto-
tique de l’huître (Hughes et al., 2010). Afin de mieux comprendre comment le parasite régule 
l’apoptose chez son hôte des travaux expérimentaux ont été réalisés in vitro et in vivo. Ces 
travaux visaient à explorer le rôle d’un antioxydant parasitaire, la SOD, produit par P. mari-
nus dans les mécanismes de régulation de l’apoptose, en exposant les parasites à des inhibi-
teurs de SOD. Les résultats obtenus supportent l’hypothèse de l’implication d’une Cu-ZnSOD 
dans les mécanismes de régulation de l’apoptose par le parasite et ouvrent la voie à d’autres 
études, plus particulièrement sur le lien entre les activités SOD et la virulence du parasite. 
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L’huître plate, Ostrea edulis, est l’espèce d’huître endémique européenne. Son aire de distri-
bution s’étend de la Norvège au bassin méditerranéen, mais aussi aux côtes américaines suite 
à des mouvements d’animaux. En France, sa production est aujourd’hui limitée et surtout 
localisée en Bretagne. En raison des mortalités importantes affectant l’huître creuse, Cras-
sostrea gigas, depuis 2008 et plus récemment les moules bleues, Mytilus edulis, les conchyli-
culteurs tendent à vouloir diversifier leur production et manifestent un regain d’intérêt pour 
cette espèce patrimoniale. Celle-ci est cependant menacée par des maladies dont la bona-
miose due au parasite B. ostreae, une maladie à déclaration obligatoire auprès de l’Union 
Européenne et de l’OIE. 

Malgré l’impossibilité de cultiver le parasite, la mise au point de protocoles de purification de 
B. ostreae (Mialhe et al., 1988) et d’infections expérimentales (Hervio et al., 1995) a permis 
d’étudier les interactions entre l’huître plate et le parasite in vitro et in vivo. B. ostreae est un 
parasite protozoaire intracellulaire qui cible et se multiplie dans les hémocytes. Ces cellules 
jouent ainsi un double rôle lors d’une infection par B. ostreae en étant à la fois les cellules 
hôtes du parasite et les principaux acteurs dans les mécanismes de défense développés par 
les huîtres. De précédents travaux avaient suggéré l’implication de l’apoptose dans les mé-
canismes de résistance de l’huître plate à la maladie parasitaire (Harrang, 2012; Morga et al., 
2012).

L’apoptose est un mécanisme biologique très conservé, indispensable à divers processus 
comme l’homéostasie, le développement embryonnaire et la défense contre différents fac-
teurs de stress environnementaux et organismes pathogènes. L’implication de l’apoptose 
comme mécanisme de défense repose essentiellement sur l’élimination des cellules infec-
tées. Néanmoins, certains organismes pathogènes, en particulier intracellulaires, sont ca-
pables de moduler ce mécanisme afin d’assurer leur survie et propager l’infection.

Dans ce contexte, il semblait nécessaire de mieux décrire le mécanisme d’apoptose chez 
l’huître plate et plus particulièrement en réponse au parasite intracellulaire B. ostreae. Pour 
répondre à ce besoin, le travail de cette thèse s’est décomposé en trois volets :

	 - Le premier avait pour objectif la mise au point d’outils permettant l’étude de ce mé-
canisme aux niveaux cellulaire et moléculaire,

	 - Le deuxième visait à décrire la réponse apoptotique chez l’huître plate dans le cadre 
d’infections in vitro et in vivo,

	 - La troisième partie était consacrée à l’étude du processus d’apoptose.

Ainsi, dans un premier temps des outils ont été développés pour étudier l’apoptose chez des 
hémocytes d’huître plate en cytométrie en flux et en microscopie. Ces techniques ont permis 
de suivre les premiers paramètres modulés au cours de la réponse apoptotique comme les 
modifications calciques intracytoplasmiques et le potentiel membranaire mitochondrial ainsi 
que des paramètres plus tardifs comme l’externalisation des phosphatidyl sérines, la frag-
mentation de l’ADN et les modifications ultrastructurales.
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Les UV ont tout d’abord été utilisés pour induire l’apoptose sur les hémocytes maintenus in vi-
tro et ainsi valider les outils développés. L’exposition aux UV induit une série de modifications 
cellulaires associées à l’apoptose comme une accumulation de calcium dans le cytoplasme, la 
perte du potentiel membranaire mitochondrial ainsi qu’une externalisation des phosphatidyl 
sérines au niveau de la membrane plasmique. Les changements ultrastructuraux observés 
en MET comme la condensation de la chromatine étaient en concordance avec les résultats 
obtenus en cytométrie en flux. En revanche, la fragmentation de l’ADN révélée en utilisant le 
kit TUNEL était plus tardive et restait faible tout au long des essais menés.

De façon complémentaire, des essais d’induction et d’inactivation de l’apoptose ont été ré-
alisés in vitro en exposant des hémocytes à des agents connus pour être pro ou anti apopto-
tiques chez les vertébrés. Contrairement aux UV, les agents testés ont présenté peu d’effet 
sur la réponse apoptotique. Les conditions expérimentales, en particulier les temps d’exposi-
tion étaient peut-être trop courts pour observer les modifications escomptées. 

Des approches de séquençage d’ARN réalisées chez l’huître plate ont récemment permis 
d’augmenter de façon significative la quantité de séquences disponibles pour cette espèce 
non modèle (Cahais et al., 2012). Par comparaison avec les séquences annotées d’une espèce 
proche, C. gigas, il nous a été possible d’identifier 72 gènes potentiellement impliqués dans 
l’apoptose. Ces résultats montrent bien que ce mécanisme est conservé avec la présence de 
gènes impliqués dans les deux voies de l’apoptose. La plus représentée est la voie extrinsèque 
pour laquelle ont notamment été identifiés le récepteur et le ligand TNF ainsi que toutes les 
caspases impliquées dans la cascade. Parmis les gènes  impliqués dans la voie intrinsèque, un 
seul gène de la famille Bcl2 a été retrouvé, le gène Bcl2, ainsi que deux sur trois des compo-
sants de l’apoptosome, le cytochrome C et Apaf-1. 

Nous avons alors sélectionné un panel de sept gènes impliqués dans les deux voies, extrin-
sèque et intrinsèque, de l’apoptose afin de développer des outils pour étudier ce mécanisme 
sous un angle transcriptomique.

Les résultats obtenus ont non seulement permis d’améliorer les connaissances fondamen-
tales sur les mécanismes d’apoptose chez l’huître plate mais également le développement 
d’outils d’intérêt pour l’étude de la réponse apoptotique de cette espèce au parasite B. os-
treae et à divers microorganismes.

L’implication de l’apoptose dans la réponse de l’huître plate à B. ostreae a été étudiée à diffé-
rentes échelles : à l’échelle de la cellule, de l’huître et de la population.

Des travaux expérimentaux ont été réalisés in vitro sur des temps courts (jusqu’à 4h de mise 
en contact) et sur des temps plus longs (jusqu’à 44 h de mise en contact) après avoir préa-
lablement adapté les conditions expérimentales en ajoutant un cocktail d’antibiotiques. Le 
mécanisme d’apoptose est rapidement activé après la mise en contact des hémocytes avec 
des parasites vivants. En effet, dès 1 h de contact, des modifications mitochondriales sur-



200

CONCLUSION

viennent ainsi que des changements au niveau de la membrane plasmique des cellules. Ces 
modifications ne sont cependant pas accompagnées de fragmentation de l’ADN, étape finale 
de l’apoptose. Ce mécanisme reste activé plus de 26 h après la mise en contact des hémo-
cytes avec B. ostreae, il semble réduit après 44 h. La diminution de l’activité apoptotique des 
cellules pourrait s’expliquer par un blocage de l’apoptose par le parasite afin de ne pas être 
détruit. Des résultats similaires ont été rapportés chez l’huître C. virginica dans le contexte de 
mises en contact d’hémocytes avec le parasite P. marinus (Hughes et al., 2010). De plus, les 
changements ultrastructuraux associés à l’apoptose observés en microcopie électronique à 
transmission apparaissent plus fréquents dans les cellules en contact avec B. ostreae n’ayant 
pas internalisé de parasite. Ces résultats vont dans le sens d’un blocage spécifique de l’apop-
tose par le parasite. Cette hypothèse est soutenue par les résultats obtenus après exposi-
tion des hémocytes avec des parasites inactivés à la chaleur. Les activités apoptotiques ap-
paraissent en effet moins importantes lorsque les parasites sont inactivés à la chaleur que 
lorsqu’ils sont vivants. La réponse des hémocytes à B. ostreae semble spécifiquement activée 
suite à la reconnaissance du parasite vivant. 

Des précédents travaux avaient permis de caractériser une galectine de l’huître plate OeGal 
(Morga et al., 2011a) et de mettre en évidence sa participation dans la reconnaissance et l’in-
ternalisation du parasite (Prado-Alvarez et al., com pers). Certaines galectines sont connues 
pour présenter des caractéristiques de modulateurs apoptotiques (Hsu et al., 2006). Des tra-
vaux complémentaires ont ainsi été réalisés afin de tester l’implication d’OeGal dans l’activa-
tion de la voie apoptotique en réponse à B. ostreae. Le traitement du parasite par la protéine 
recombinante de la galectine OeGal est associé à une activation plus importante de l’apoptose 
hémocytaire par rapport au parasite non traité. A l’inverse, les modifications apoptotiques 
mesurées sont moins importantes lorsque les hémocytes ont été préalablement traités avec 
un anticorps anti-OeGal. Ces résultats suggèrent donc qu’OeGal puisse participer à l’activa-
tion de l’apoptose, directement ou indirectement en favorisant l’internalisation du parasite.

Le suivi des modifications cellulaires caractéristiques de l’apoptose a été combiné à l’étude 
de l’expression de gènes impliqués dans ce mécanisme. La surexpression de gènes comme 
Fas ligand et TNFR observée dans les hémocytes en contact avec le parasite suggère que 
l’huître plate répond à l’infection à B. ostreae en activant la voie extrinsèque de l’apoptose. 
Par ailleurs, l’exposition des hémocytes au parasite est associée à une surexpression de deux 
inhibiteurs de l’apoptose, un IAP impliqué dans l’inhibition des caspases, mais aussi le gène 
bcl2 régulateur de la voie intrinsèque. La surexpression de ces gènes inhibiteurs d’apoptose 
pourrait expliquer la diminution des signes hémocytaires d’apoptose observés après 44h de 
contact avec B. ostreae. Celui-ci semble également induire une sous expression de la cytokine 
TNFL, généralement produite lors de la reconnaissance d’agents pathogènes. Ainsi, pour sur-
vivre dans les hémocytes, B. ostreae semble bloquer l’apoptose en favorisant la surexpression 
d’inhibiteurs d’apoptose et inhiberait également l’expression de récepteurs impliqués dans 
l’activation initiale de l’apoptose. 

De plus, le suivi parallèle de l’expression de gènes parasitaires impliqués dans le cycle cel-
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lulaire et la mort cellulaire suggère qu’une fois internalisé, B. ostreae tend à modifier ou ré-
duire son propre métabolisme. En effet, après l’activation précoce de gènes impliqués dans 
la constitution du cytosquelette (Act1 et Act2) ou dans la division cellulaire (CDC2H), tous les 
gènes suivis apparaissent sous exprimés. Cette stratégie, décrite dans d’autres modèles tels 
que chez Plasmodium falciparum (Shaw et al., 2015), permettrait aux parasites d’échapper à 
la réponse immunitaire de l’hôte. 

Les résultats illustrent bien la course qui a lieu au niveau cellulaire entre, d’un côté l’huître 
plate qui active des mécanismes tel que l’apoptose pour se défendre et se débarrasser du 
parasite, et, de l’autre côté B. ostreae, qui, pour survivre, se multiplier et être transmis doit 
entrer dans les hémocytes et déjouer les mécanismes de défense par exemple en favorisant 
l’expression de gènes codant des inhibiteurs d’apoptose tout en réduisant son métabolisme.

Ces résultats ouvrent la voie sur une étude plus approfondie des moyens utilisés par le para-
site pour moduler les défenses de l’huître. Le blocage de certains gènes du parasite par des 
techniques d’ARNi pourrait permettre de caractériser des gènes essentiels dans le dévelop-
pement de l’infection.

Etudier les interactions hôte-parasite in vitro possède l’avantage de simplifier les conditions 
expérimentales et permet ainsi d’identifier les processus les plus marqués à l’échelle cellu-
laire. L’inconvénient est d’omettre un certain nombre de barrières jouant un rôle en amont de 
ces réponses cellulaires et de ne pas prendre en compte un ensemble d’interactions pouvant 
intervenir au sein de l’organisme hôte. 

Afin d’appréhender ces mécanismes dans un contexte plus intégratif, nous nous sommes in-
téressés à la réponse apoptotique à l’échelle de l’individu et de la population après injection 
de parasites B. ostreae dans des huîtres plates provenant de deux groupes distincts d’un point 
de vue génétique et épidémiologique au regard de la bonamiose. 

Les paramètres cellulaires et l’expression des gènes impliqués dans l’apoptose apparaissent 
modulés différemment entre les deux groupes d’huîtres plates : après injection de parasites, 
les huîtres provenant de Quiberon semblent en effet activer plus facilement l’apoptose tandis 
que le mécanisme apparait globalement inhibé chez les huîtres corses. De précédents travaux 
avaient suggéré l’implication de l’apoptose dans les mécanismes de résistance de l’huître 
plate à la bonamiose (Morga, 2010; Morga et al., 2012). B. ostreae a été pour la première fois 
rapporté à Quiberon en 1980. La population d’huîtres plates y côtoie donc le parasite depuis 
une trentaine d’années et pourrait avoir développé une capacité à résister à l’impact de la ma-
ladie par exemple en activant l’apoptose. Au contraire, B. ostreae a été détecté dans l’étang 
de Diana en Corse de façon plus récente (Arzul et Bouchoucha, 2008). Sa prévalence dans 
la population d’huîtres plates corses est faible et il s’y trouve en sympatrie avec une espèce 
congénérique, B. exitiosa (Arzul et al., 2012). Si les huîtres corses ne semblent pas activer par-
ticulièrement l’apoptose pour éliminer le parasite, elles privilégient d’autres mécanismes de 
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défense car l’infection ne semble pas s’y établir après un mois d’injection.

L’apoptose apparait ainsi comme l’un des mécanismes de défense activés par l’huître plate 
en réponse à l’infection à B. ostreae. Les essais expérimentaux réalisés in vitro ont permis de 
mettre en évidence la spécificité de la réponse apoptotique à l’échelle cellulaire tandis que 
l’étude in vivo soulignait la complexité des interactions hôte-parasite et plus particulièrement 
de l’apoptose comme le résultat de multiples jeux d’activation et d’inhibition à l’échelle de 
l’individu et même de la population d’huîtres.

Ces résultats ont posé cependant la question de la spécificité de cette réponse en fonction 
de l’espèce hôte et des micro-organismes. Dans un premier temps, des travaux ont été ré-
alisés pour étudier la réponse d’une espèce considérée comme résistante à la bonamiose, 
C. gigas. Les essais d’infection de cette espèce par injection de parasites et par immersion 
dans un milieu contenant des animaux infectés n’ont en effet jamais eu de succès (Renault 
et al., 1995). L’huître creuse développe donc des mécanismes lui permettant d’éliminer effi-
cacement le parasite avant qu’il ne puisse s’installer. L’implication éventuelle de l’apoptose 
dans ces mécanismes de résistance a été évaluée in vitro après mise en contact d’hémocytes 
d’huître creuse avec des parasites vivants et inactivés à la chaleur. Comme chez l’huître plate, 
les paramètres cellulaires mesurés indiquent une augmentation rapide de l’apoptose en pré-
sence de parasites vivants. En revanche, contrairement aux résultats obtenus chez O. edulis, 
l’exposition des hémocytes de C. gigas au parasite inactivé à la chaleur est aussi associée à 
une forte augmentation des signes d’apoptose. Ainsi, in vitro chez l’huître creuse, l’apoptose 
ne semble pas spécifiquement activée par la présence de parasites vivants. Cette différence 
pourrait s’expliquer par une meilleure reconnaissance du parasite par l’huître plate notam-
ment grâce à la galectine OeGal, mais également par un phénomène actif de la part du para-
site qui implique que B. ostreae soit vivant pour faciliter sa propre internalisation chez Ostrea 
edulis.

La réponse apoptotique de l’huître creuse à B. ostreae a également été appréhendée in vivo 
après injection de parasites. Ni les paramètres cellulaires mesurés ni le suivi de l’expression 
des gènes de l’huître creuse impliqués dans l’apoptose ne traduisent une activation de ce mé-
canisme. Ainsi, la réponse de l’huître creuse à B. ostreae ne sembles pas reposer sur l’apoptose. 
Cependant, la diminution rapide de la charge parasitaire montre que l’huître creuse possède 
des mécanismes lui permettant d’éliminer efficacement le parasite même après injection.

La spécificité de la réponse hémocytaire a également été évaluée en exposant in vitro des hé-
mocytes d’huîtres plates et creuses à deux organismes pathogènes associés à de fortes mor-
talités d’huîtres creuses: une bactérie Vibrio aestuarianus et un virus OsHV-1. Les hémocytes 
d’huîtres plates ont aussi été exposés à deux espèces dinoflagellées, l’une toxique Alexan-
drium minutum et l’autre non toxique, Heterocapsa triquetra. Les paramètres cellulaires me-
surés ont mis en évidence des différences entre espèces d’huître, mais aussi en fonction des 
micro-organismes testés.  En effet, dans les conditions testées, l’apoptose ne semble pas ac-
tivée dans les hémocytes en réponse à V. aestuarianus que ce soit chez l’huître creuse comme 
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chez l’huître plate. En revanche, l’exposition à OsHV-1 et aux dinoflagellés est associée à une 
modulation des signes d’apoptose au niveau cellulaire mesurés chez l’huître plate. Chez C. gi-
gas, l’exposition des hémocytes au virus est associée à une activation de l’apoptose qui semble 
cependant plus tardive et séquentielle. Ces résultats suggére que l’huître creuse utilise égale-
ment d’autres mécanismes pour se défendre contre une infection à OsHV-1 et/ou que le virus 
soit capable d’inhiber l’apoptose afin de persister dans certains hémocytes. Des précédents 
travaux ont montré que la présence de virus induisait une sur expression d’IAP chez l’huître, 
mais aussi que des gènes viraux codant des IAPs étaient sur exprimés au cours d’une infection 
(Green et al., 2016; He et al., 2015; Segarra et al., 2014a, 2014b). Indépendamment de leur ca-
pacité ou non à produire des toxines, les deux espèces micro-algales testées ont été associées 
à une augmentation des paramètres apoptotiques mesurés. Des modulations de certaines 
réponses immunitaires, mais aussi une sur expression de gènes impliqués dans la cascade 
de l’apoptose ont été précédemment rapportées chez des mollusques exposés à des algues 
toxiques (Hégaret et al., 2011; Medhioub et al., 2013; Rolland et al., 2014). Certains composés 
produits par des micro-algues présentent des effets anti-tumoraux (Huang et al., 2005). La 
production de tels composés par les deux souches d’algue utilisées pourrait expliquer l’induc-
tion de l’apoptose observée chez les hémocytes d’huître plate. 

Enfin, l’implication de l’apoptose dans les interactions hôte-parasite a été abordée dans le 
cadre d’une étude portant sur un autre modèle l’huître américaine C. virginica et le parasite P. 
marinus, ceci dans le cadre d’une collaboration avec Dr B. Allem, du Marine Animal Disease 
Laboratory (MADL) de l’Université de Stonybrook (Etats-Unis).

Contrairement à B. ostreae, P. marinus est un parasite cultivable ce qui facilite la réalisation de 
travaux portant sur les interactions hôte-parasite. Dans la littérature il avait été rapporté que 
P. marinus est capable de bloquer la réponse apoptotique de l’huître (Hughes et al., 2010). Les 
travaux expérimentaux réalisés in vitro et in vivo au cours de cette thèse visaient à explorer le 
rôle de la SOD de P. marinus dans les mécanismes de régulation de l’apoptose par le parasite. 
Les résultats obtenus ont permis de poser l’hypothèse de l’implication d’une Cu-Zn SOD dans 
ces interactions.

Ainsi, les résultats obtenus dans le cadre de cette thèse ont permis d’améliorer les connais-
sances sur les interactions entre l’huître plate et le parasite intracellulaire B. ostreae et plus 
particulièrement sur la réponse apoptotique de cette espèce à divers facteurs de stress et 
microorganismes. De façon plus fondamentale, les travaux développés ont permis d’acqué-
rir des connaissances globales sur l’apoptose, un mécanisme de défense activé par de nom-
breuses espèces en réponse à des infections. 

Cette étude pose de nouvelles questions et ouvre de nouvelles perspectives.

Nous avons en effet montré que l’apoptose est activée chez l’huître plate en réponse à B. 
ostreae et que ce dernier est capable de bloquer cette activation. Afin de préciser les mé-
canismes d’activation et inhibition de l’apoptose, il serait intéressant de développer des ap-
proches fonctionnelles. L’étude de l’implication de la galectine OeGal dans l’internalisation 
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du parasite et de l’activation de l’apoptose démontre l’intérêt de l’utilisation d’anticorps et 
de protéines recombinantes. Des approches similaires pourraient être développées pour étu-
dier l’implication de certains récepteurs tels que la protéine TNFR dans le déclenchement de 
l’apoptose en réponse à la bonamiose. 

De plus, les connaissances actuelles des génomes/transcriptomes de l’huître et du parasite 
permettent d’envisager des approches d’ARN interférence (ARNi) de plus en plus utilisées en 
génomique fonctionnelle pour démontrer l’implication d’un gène dans un processus infec-
tieux lorsque des mutants génétiques ne sont pas disponibles (Kolev et al., 2011). 

Chez les mollusques bivalves marins, une telle approche a été utilisée pour la première fois 
avec succès in vivo pour démontrer l’implication du gène oyster vasa‐like (Oyvlg) dans le déve-
loppement des cellules germinales chez l’huître (Fabioux et al., 2009). Plus récemment, une 
approche comparable a été suivie pour induire une réponse immunitaire anti virale protec-
trice chez C. gigas (Segarra, 2014).

Notre modèle d’étude des interactions hôte-parasite ne considérait que le couple huître 
plate-Bonamia ostreae. Or, un hôte sert naturellement d’habitat à toute une communauté 
de mircoorganismes qui interagit aussi avec l’hôte et le ou les organismes pathogènes. Il ap-
paraît aujourd’hui évident que les microorganismes associés à l’hôte et au parasite jouent un 
rôle important dans la co‐évolution. D’un côté les microorganismes associés à l’hôte peuvent 
contribuer aux mécanismes de défenses contre les parasites et d’autre part les microorga-
nismes associés aux parasites peuvent participer à la pathogenèse et à l’expression d’une ma-
ladie. Aussi apparaît‐il essentiel de s’intéresser non seulement aux interactions entre l’hôte et 
le parasite mais aussi à l’ensemble des micro‐organismes associés à l’un et à l’autre et donc 
aux interactions entre holobionte‐hôte et holobionte-parasite (Dheilly, 2014).

Enfin, les outils cellulaires et moléculaires mis au point se sont avérés suffisamment sensibles 
pour détecter l’activation de l’apoptose chez l’huître plate soumise expérimentalement à di-
vers facteurs de stress et microorganismes. De nombreux travaux mettent en évidence l’in-
fluence de la qualité du milieu sur ce mécanisme et la fragmentation de l’ADN est souvent 
utilisée comme marqueur pour évaluer l’impact de polluants tels que les hydrocarbures ou 
de blooms phytoplanctoniques sur un écosystème. Les outils développés dans le cadre de 
cette thèse pourraient être utilisés pour évaluer dans quelle mesure la réponse apoptotique 
de l’huître à Bonamia ostreae est influencée par la qualité du milieu en comparant cette ré-
ponse in situ dans des environnements contrastés et finalement comme indicateur permet-
tant d’évaluer les niveaux de stress auxquels sont soumises les huîtres en milieu naturel ou 
dans un environnement spécifique. 
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Annexe



Annexe 1 : liste des gènes apoptotiques obtenues suite à la recherche d’ontologie de gènes.

Séquence sou-

mise

L o n g u e u r 

s é q u e n c e 

soumise

Identifiant Descriptif E Value Score Identité Couverture de la 

séquence sou-

mise

Contig10060 409 gi|405973121|gb|EKC37852.1| TNF receptor-associated factor 3 3,00E-31 326 60.5% 63.1%

Contig100901 197 gi|405952948|gb|EKC20695.1| Apoptosis regulator R1 4,00E-33 340 95.4% 99%

Contig101024 293 gi|405951387|gb|EKC19304.1| TNF receptor-associated factor 2 2,00E-23 257 88.5% 53.2%

Contig101528 508 gi|405963707|gb|EKC29263.1| Apoptosis regulatory protein Siva 4,00E-5 102 29.2% 51.4%

Contig101880 241 gi|405952425|gb|EKC20239.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 6 3,00E-35 359 98.5% 80.9%

Contig103070 133 gi|405959832|gb|EKC25819.1| Caspase-10 4,00E-11 151 70% 90.2%

Contig103863 186 gi|405977106|gb|EKC41572.1| Protein CASP 3,00E-4 91 100% 30.6%

Contig104433 170 gi|405950692|gb|EKC18663.1| Bcl-2-like protein 13 8,00E-11 148 72.5% 70.6%

Contig1052 1113 gi|405953040|gb|EKC20774.1| Inhibitor of apoptosis protein 2,00E-63 610 40.8% 84.6%

Contig105900 207 gi|405950427|gb|EKC18417.1| Caspase-7 4,00E-7 116 39.3% 88.4%

Contig106645 164 gi|405956937|gb|EKC23179.1| C-myc promoter-binding protein 6,00E-14 175 86.1% 65.9%

Contig1101 1559 gi|405973931|gb|EKC38618.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 7-A 9,00E-51 502 66.1% 32.9%

Contig110496 239 gi|405969764|gb|EKC34717.1| Apoptosis 1 inhibitor 9,00E-10 139 81.2% 40.2%

Contig110517 581 gi|405971966|gb|EKC36765.1| Tumor suppressor p53-binding protein 1 1,00E-54 530 75.5% 95%

Contig110638 157 gi|405967807|gb|EKC32934.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 7-B 4,00E-21 237 75% 99.4%

Contig112046 174 gi|405964421|gb|EKC29909.1| Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1 9,00E-5 96 72.7% 37.9%

Contig11348 2243 gi|405952521|gb|EKC20321.1| Apoptosis-inducing factor 3 1,00E-160 1451 77% 56.4%

Contig113627 173 gi|405971347|gb|EKC36189.1| Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 2,00E-14 179 84.2% 98.8%

Contig117012 142 gi|405961964|gb|EKC27691.1| Apoptosis-stimulating of p53 protein 1 5,00E-15 184 94.6% 78.2%

Contig117667 410 gi|405954743|gb|EKC22099.1| C-Myc-binding protein 3,00E-30 317 72.3% 60.7%

Contig118974 177 gi|405951644|gb|EKC19540.1| Fas apoptotic inhibitory molecule 3,00E-17 204 100% 64.4%

Contig12375 1066 gi|405961841|gb|EKC27585.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 7 2,00E-98 912 71.3% 72.9%

Contig123825 163 gi|405958607|gb|EKC24718.1| Transmembrane BAX inhibitor motif-containing 

protein 4 

7,00E-5 97 57.9% 69.9%



Contig125702 138 gi|405959292|gb|EKC25344.1| Caspase 1,00E-8 129 54.3% 100%

Contig125752 570 gi|405976491|gb|EKC40996.1| PRKC apoptosis WT1 regulator protein 1,00E-24 272 87.7% 53.7%

Contig12693 804 gi|405970232|gb|EKC35160.1| Tumor necrosis factor ligand superfamily member 

10 

9,00E-43 430 90% 33.6%

Contig12800 508 gi|405959994|gb|EKC25955.1| TP53-regulated inhibitor of apoptosis 1 8,00E-36 367 88.2% 44.9%

Contig130039 155 gi|405975334|gb|EKC39907.1| Apoptosis inhibitor 5 2,00E-22 249 98% 98.7%

Contig132828 207 gi|405959887|gb|EKC25867.1| Putative inhibitor of apoptosis 2,00E-11 153 55.8% 62.3%

Contig13458 432 gi|405971676|gb|EKC36499.1| Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 2,00E-19 225 95.7% 31.9%

Contig13517 453 gi|405962131|gb|EKC27835.1| CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 5,00E-5 101 66.7% 29.1%

Contig13881 3375 gi|405965906|gb|EKC31251.1| Tumor necrosis factor receptor superfamily 

member 1B 

3,00E-70 674 65.4% 18%

Contig139790 159 gi|405978786|gb|EKC43148.1| Fas-binding factor 1 3,00E-22 246 90.6% 100%

Contig140469 289 gi|405964562|gb|EKC30031.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 3 8,00E-9 131 55% 62.3%

Contig141954 167 gi|405963260|gb|EKC28851.1| Caspase-2 6,00E-19 218 67.3% 98.8%

Contig1441 2305 gi|405978223|gb|EKC42633.1| BAG family molecular chaperone regulator 4 3,00E-69 663 77.2% 22.3%

Contig144136 1079 gi|405964915|gb|EKC30354.1| Caspase-3 8,00E-152 1372 94.7% 78.4%

Contig14441 1496 gi|405970640|gb|EKC35529.1| BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting 

protein 3 

3,00E-74 705 91% 29.1%

Contig14580 1705 gi|405972578|gb|EKC37340.1| Caspase-6 4,00E-144 1308 61.9% 72%

Contig147731 697 gi|405953771|gb|EKC21367.1| Proapoptotic caspase adapter protein 6,00E-31 327 84.3% 30.1%

Contig147781 657 gi|405976637|gb|EKC41137.1| Tumor protein p53-inducible nuclear protein 1 3,00E-36 373 91.8% 33.3%

Contig148167 468 gi|405951407|gb|EKC19322.1| Putative Bcl-2-like protein antagonist/killer 2 6,00E-21 238 88.7% 34%

Contig14829 2434 gi|405950022|gb|EKC18030.1| Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 1 0 , 0 0 E -

299

2641 61.2% 96.4%

Contig148330 575 gi|405973702|gb|EKC38398.1| Tumor necrosis factor receptor superfamily 

member 5 

2,00E-30 322 60% 46.4%

Contig149249 359 gi|405975820|gb|EKC40364.1| TRAF and TNF receptor-associated protein 3,00E-10 143 65.1% 35.9%

Contig150467 359 gi|405972791|gb|EKC37539.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 2 2,00E-24 266 69.2% 65.2%



Contig150733 534 gi|405972077|gb|EKC36864.1| TP53-regulating kinase 4,00E-19 223 34.5% 76.4%

Contig151087 499 gi|405976607|gb|EKC41108.1| Apoptosis inhibitor IAP 2,00E-48 475 56.4% 99.2%

Contig151511 313 gi|405975533|gb|EKC40092.1| APAF1-interacting protein 3,00E-32 333 82.7% 71.9%

Contig154389 315 gi|405962691|gb|EKC28342.1| Endonuclease G, mitochondrial 2,00E-5 102 65.5% 27.6%

Contig156052 468 gi|405962130|gb|EKC27834.1| Caspase-8 2,00E-51 502 94.1% 65.4%

Contig156467 1444 gi|405964024|gb|EKC29548.1| Tumor necrosis factor ligand superfamily member 

14 

4,00E-83 781 64.8% 49%

Contig160711 839 gi|405960537|gb|EKC26454.1| Putative apoptosis inhibitor ORF42 5,00E-33 346 36.7% 93.3%

Contig16308 408 gi|405970439|gb|EKC35341.1| BAG family molecular chaperone regulator 1 3,00E-44 438 79.8% 76.5%

Contig163600 321 gi|405977751|gb|EKC42185.1| TNF receptor-associated factor 6 10,00E-15 181 46.2% 74.8%

Contig16405 1534 gi|405951267|gb|EKC19194.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 8 9,00E-115 1054 76.7% 56.3%

Contig164671 692 gi|405965892|gb|EKC31237.1| FAS-associated factor 2-B 3,00E-39 399 83.3% 46.8%

Contig16729 885 gi|405951134|gb|EKC19073.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 4 8,00E-14 181 35.5% 36.3%

Contig1678 672 gi|405973827|gb|EKC38518.1| Cytochrome c 3,00E-55 537 87.5% 50%

Contig17506 842 gi|405974250|gb|EKC38910.1| TP53RK-binding protein 1,00E-75 714 87% 57.7%

Contig1775 2516 gi|405973741|gb|EKC38434.1| TNFAIP3-interacting protein 2 9,00E-153 1384 81.5% 40.7%

Contig18581 1789 gi|405974612|gb|EKC39243.1| Tumor necrosis factor ligand superfamily member 

11 

10,00E-95 882 80.1% 37.9%

Contig19247 1297 gi|405971383|gb|EKC36222.1| BAG family molecular chaperone regulator 2 2,00E-69 662 77.2% 43.7%

Contig19270 537 gi|405954013|gb|EKC21561.1| Tumor necrosis factor receptor superfamily 

member 16 

1,00E-67 642 75.6% 87.2%

Contig2060 1682 gi|405962627|gb|EKC28285.1| CASP8-associated protein 2 5,00E-60 582 26.9% 90.1%

Contig20651 587 gi|405953039|gb|EKC20773.1| Baculoviral IAP repeat-containing protein 3, partial 6,00E-8 128 37.5% 28.6%

Contig21651 1413 gi|405959310|gb|EKC25362.1| TNF receptor-associated factor 4 2,00E-215 1922 91% 82.6%

Contig2747 1154 gi|405965145|gb|EKC30554.1| Bcl-2-like protein 1 3,00E-113 1040 87.7% 58.5%

Contig5019 1799 gi|405965934|gb|EKC31272.1| FAS-associated factor 1 1,00E-204 1829 78.3% 98.2%

Contig61426 783 gi|405952715|gb|EKC20494.1| p53 and DNA damage-regulated protein 1 5,00E-33 346 83.5% 30.3%

Contig6286 3699 gi|405968333|gb|EKC33412.1| TRAF2 and NCK-interacting protein kinase 9,00E-175 1575 97.4% 24.7%

Contig63633 927 gi|405970264|gb|EKC35185.1| Caspase recruitment domain-containing protein 11 4,00E-47 468 79.6% 35%
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Etude cellulaire et moléculaire de l’apoptose chez l’huître plate Ostrea edulis en réponse au 
parasite Bonamia ostreae

Résumé : 
L’huître plate, Ostrea edulis, est l’espèce d’huître endémique européenne. Sa production est aujourd’hui réduite en 
raison de surpêches historiques et de maladies dont la bonamiose. En raison des fortes mortalités observées chez 
l’huître creuse ces dernières années les conchyliculteurs tendent à vouloir diversifier leur production et manifestent 
un regain d’intérêt pour cette espèce patrimoniale. Néanmoins, la bonamiose, maladie due au parasite protozoaire, 
Bonamia ostreae, reste un problème majeur pour la production de cette espèce. Les moyens de lutte contre cette 
maladie sont limités, mais nécessitent de meilleures connaissances sur les interactions entre l’huître plate et le 
parasite. De précédentes études ont suggéré que l’apoptose est activée par l’huître plate pour se défendre contre 
le parasite. Ce mécanisme est connu pour être impliqué dans de nombreux processus biologiques dont la défense 
contre des organismes pathogènes. Dans ce contexte, l’objectif général de ce travail de thèse est de mieux carac-
tériser l’implication de l’apoptose dans la réponse de l’huître plate à une infection à B. ostreae. Des outils ont tout 
d’abord été développés afin d’étudier le processus apoptotique d’un point de vue cellulaire en cytométrie en flux et 
microscopie ainsi que d’un point de vue moléculaire en mesurant l’expression de gènes impliqués dans l’apoptose. 
Ces outils ont alors été utilisés pour étudier les interactions entre O. edulis et B. ostreae in vitro et in vivo. Les résul-
tats obtenus confirment l’implication de l’apoptose dans les mécanismes de défense de l’huître plate en réponse à B. 
ostreae et mettent en évidence la capacité du parasite à déjouer ce mécanisme afin de survivre et se multiplier dans 
les hémocytes. Enfin, la réponse apoptotique a été appréhendée chez l’huître plate et l’huître creuse dans le cadre 
d’expositions à divers micro-organismes : OsHV-1, Vibrio aestuarianus et des micro-algues.

Mots clés : huître plate, Ostrea edulis, Bonamia ostreae, apoptose

Cellular and molecular study of apoptosis in the flat oyster Ostrea edulis in response to Bo-
namia ostreae

Sumary : 
The flat oyster, Ostrea edulis, is the European endemic oyster species. Its production has been reduced because of 
overfishing and diseases including bonamiosis. Massive mortalities observed on the Pacific cupped oyster these 
last years explained the wish of shellfish farmers to diversify their production and their revival of interest for this 
patrimonial oyster species. However, bonamiosis due to the protozoan, Bonamia ostreae, is still a major problem 
for the production of this species. Measures to control the disease are limited and require a better knowledge of the 
interactions between the flat oyster and the parasite. Previous studies have suggested the involvement of apoptosis 
in flat oyster defense mechanisms against B. ostreae. This mechanism is involved in various biological mechanisms 
including defense against pathogens. In this context, the main objective of this PhD work was to better characterize 
the involvement of the apoptosis during interactions between the flat oyster and the parasite B. ostreae. In a first 
step, some tools were developed in order to study the apoptotic process at the cellular level using flow cytometry 
and microscopy as well as at the molecular level by measuring apoptotic gene expression. In a second step, these 
tools were used to study O. edulis-B. ostreae interactions in vitro and in vivo. Obtained results confirm the involve-
ment of apoptosis in the response of the flat oyster to B. ostreae and demonstrate the ability of the parasite to inhibit 
the apoptosis pathway in order to survive and multiply within the hemocytes. Finally, the apoptotic response has 
been investigated in the flat and Pacific oysters after exposure to diverse micro-organism: OsHV-1, Vibrio aestua-
rianus and micro-algae.

Keywords : flat oyster, Ostrea edulis, Bonamia ostreae, apoptosis


