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occidentale - Brest, 2013. Français. <NNT : 2013BRES0058>. <tel-01089606>

HAL Id: tel-01089606

https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01089606

Submitted on 2 Dec 2014

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
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1. Stress environnemental : Implications des métaux traces et des micro-
organismes pathogènes 

Dans les écosystèmes marins, l‘activité anthropique, mais aussi les paramètres naturels 

induisent chez les organismes aquatiques des situations de «multistress». Les principales perturbations 

anthropiques affectant les zones côtières sont la surexploitation des ressources naturelles comme la 

pêche et l'aquaculture intensive (Heral, 1993), la dégradation et la fragmentation de l'habitat 

écologique (Komatsu, 1997), et le rejet de nombreux polluants en raison de l'urbanisation, des 

activités industrielles et agricoles (Tett et al., 2003). Ce dernier point nécessite une attention 

particulière puisque l’ensemble des contaminants rejetés dans l‘environnement, quel que soit le 

compartiment (air, eau, sol), finit par se retrouver dans les milieux aquatiques, en particulier dans les 

écosystèmes estuariens, par le biais des eaux de ruissellement et de percolations. De ce fait, ces zones 

comptent parmi les plus exposées aux différents types de pollution récurrente, comme les matières 

organiques en excès qui induisent des phénomènes d‘eutrophisation, les polychlorobiphényles (PCB), 

les radionucléides, les pesticides, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), les éléments 

traces métalliques (ETM), mais également les organismes pathogènes (virus, procaryotes, eucaryotes 

unicellulaires…) qui peuvent augmenter les niveaux physiologiques d'espèces réactives de l'oxygène 

(ROS) et de l'azote ( ex. , l’anion radical superoxyde O2-, péroxyde d'hydrogène H2O2, radicaux 

hydroxyle ROO- , radicaux d’oxyde nitrique NO-) provoquant un stress oxydatif chez les organismes 

marins (Figure 1) (Galloway & Depledge, 2001; Valavanidis et al., 2006; Zhang et al., 2010). Dans ce 

contexte, différents marqueurs enzymatiques et protéomiques sont utilisés pour mesurer et évaluer le 

stress multiple de l’environnement. Les activités des enzymes superoxyde dismutase, glutathion 

peroxydase et catalase sont utilisées pour mesurer et évaluer le stress oxydatif dans les tissus des 

organismes marins (Valavanidis et al., 2006).  Les métallothionéines (MTs) sont une famille de 

protéines impliquées dans la réponse au stress oxydatif, en particulier des métaux traces et toxiques. 

Ce sont des peptides de faible poids moléculaire, riches en cystéine, qui présentent une activité de 

capture oxyradical et une forte affinité pour les ions métalliques libres tels que Zn, Cd, Cu, Hg, et 



Introduction générale 

�

��

�

provoque ainsi  la séquestration et détoxication des métaux.  En réponse au stress oxydatif et l'anoxie, 

la transcription des MTs se produit généralement par la trans-activation des éléments promoteurs de 

réponse métallique (Bourdineaud et al., 2006).  

Enzymes et péroxydes

Phagocytose

Hémocytes

Figure 1. Effet des principaux polluants sur la physiologie des organismes marins (adapté de Girón Perez., 2010). 

Toutefois, ces métaux essentiels peuvent s’avérer toxiques pour diverses formes de vie, à des 

teneurs plus élevées (ex : cuivre et zinc). Il en est de même pour d’autres métaux dont le caractère 

indispensable n‘est pas démontré (ex: cadmium, mercure et plomb). Les plus connus pour leur 

dangerosité sont le plomb (Pb), le mercure (Hg) et le cadmium (Cd), suivis par le chrome (Cr), le 

cuivre (Cu), le nickel (Ni), le zinc (Zn). Également, les ETM peuvent être fortement mutagènes et 

cancérigènes et peuvent aussi entraîner à l’échelle de l’organisme, d’importantes perturbations du 

système nerveux, cardiovasculaire, immunitaire, gastro-intestinal, hépatique, rénal, respiratoire et 

reproducteur (Cornelis et al., 1993; Wang, 2012). Les atteintes structurales et fonctionnelles 
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engendrées par les métaux sur la composante biologique des écosystèmes aquatiques se répercutent 

sur les différents niveaux d‘intégration, à l‘échelle des individus, des populations, des communautés et 

des écosystèmes. Dès lors, la prédiction de l’impact environnemental de ces substances toxiques à des 

niveaux sub-létaux est un des challenges majeurs pour la recherche en écotoxicogénomique 

environnementale. Les effets des polluants à des niveaux d‘intégration élevés (population et 

écosystème) étant toujours précédés de changements précoces à l’échelle individuelle, il est apparu 

indispensable de développer des biomarqueurs d’alerte précoce d‘effets toxiques (Van der Oost et al., 

2003). Ces biomarqueurs ont l’avantage par leur sensibilité, de réduire la durée des expérimentations 

et de la reproductibilité. Ils vont en effet permettre d’évaluer le degré des dommages engendrés par 

des polluants sur les organismes, à l’échelle moléculaire, biochimique, cellulaire ou physiologique ( 

Plaxton, 2004; Sarkar et al., 2006; Alves et al., 2007; Currie, 2012). Dans le cadre de cette thèse, les 

différentes recherches ont été  réalisées dans le Pacific Nord du Chili, région reconnue principalement 

pour son activité minière (exploitation de cuivre), qui coexiste avec le développement de l'aquaculture 

de l’ormeau rouge Haliotis rufescens. Ces recherches sont d'un grand intérêt pour comprendre l’effet 

de la contamination par le cuivre sur la physiologie des ormeaux juvéniles et plus  particulièrement 

pendant la phase critique de leur  développement  ontogénique. Cette période critique des  juvéniles 

s’est traduite par des mortalités aussi bien en milieu naturel qu’en milieu contrôlé, d’où la nécessité  

d'avoir des informations sur l'effet de cet élément associé à d’autres facteurs sur la survie et 

l'adaptation des organismes en conditions changeantes. 

Ces bactéries pathogènes, font l’objet d’une attention particulière dans notre problématique 

puisqu’ils constituent l’une des principales menaces sur les populations de mollusques souvent citées 

comme un facteur limitant la production de mollusques exploités ou non (Paillard et al., 2004a; Leyton 

& Riquelme, 2008; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Ruwandeepika et al., 2012). Pour faire face à 

l’agression de ces pathogènes, les mollusques disposent d’un système immunitaire « inné » qui 

contribue au maintien de l‘intégrité de l’organisme hôte en éliminant les composants étrangers 
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(particules du non soi, bactéries, virus, parasites…). Ce système repose sur des cellules, appelées 

hémocytes, capables de se développer et de se différencier sous le contrôle de facteurs humoraux, et 

pouvant montrer différentes activités, notamment la phagocytose ainsi que la production et la 

libération de molécules actives amenant à la destruction de corps étrangers (Hooper et al., 2007; 

Gestal et al., 2008; Donaghy et al., 2010; Coyne, 2011). Il est intimement relié aux systèmes nerveux 

et endocrinien, avec lesquels il communique par l’intermédiaire de médiateurs solubles (Krzystyniak 

et al., 1995). Pour ces raisons, ils sont extrêmement vulnérables dans un contexte de pollution 

croissante. Selon Sniezko (1974), le déclenchement d‘une maladie chez un organisme résulte de 

l‘interaction entre l’hôte, l‘organisme pathogène et l’environnement. Par conséquent, il est essentiel 

d’étudier les interactions des contaminants d'origine anthropique et bactérienne et leurs effets sur 

l'apparition des maladies dans un contexte environnemental. De nombreux travaux ont révélé une 

nette augmentation de la sensibilité des organismes marins aux infections virales, bactériennes et 

parasitaires en relation avec la présence de contaminants et associés à l’augmentation des 

températures dans les milieux estuariens et côtiers (Coles et al., 1994a; 1995; Pipe & Coles, 1995; Pipe 

et al., 1999; Morley, 2006; 2010).  Dans le cadre de cette étude, l'effet du stress bactérien, en 

particulier par le pathogène Vibrio parahaemolyticus sur la physiologie et la survie de H. rufescens  

nourris avec et sans  probiotique a été  étudié. Ce type d’étude n'a pas été documenté à ce jour chez 

l’ormeau rouge. L'étude transtriptomique et cellulaire chez  cet organisme est indispensable pour 

établir les caractéristiques de résistance et de sensibilité des  animaux face à l'impact des bactéries 

pathogènes dans les écosystèmes potentiellement impactés par V. parahaemolyticus. Il faut rappeler 

que la culture de l’ormeau rouge H. rufescens au Chili a lieu  dans des zones maritimes qui ont 

présenté naturellement des périodes de fortes concentrations  de bactéries pathogènes, d’où 

l’importance de faire des  études au niveau moléculaire et physiologiques chez les ormeaux pour 

comprendre l’impact de ce facteur  sur la survie, le développement, la croissance et le maintien des 

animaux en écloserie industrielle.  
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2. Contexte de l’étude et objectifs

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés aux études 

sur les réponses moléculaires et physiologiques de l’ormeau rouge Haliotis rufescens, en particulier, 

sur les interactions existantes entre l’impact métallique, organismes pathogènes et en présence 

d’organismes probiotiques pendant le stade juvénile de ce mollusque 

L’aspect principal de ce travail se focalise sur l’impact du cuivre et du pathogène Vibrio 

parahaemolyticus à l’origine des mortalités d’Haliotis rusfescens au stade juvénile.  

Trois axes de recherches principaux sont pris en compte dans cette étude: 

1) Effet des probiotiques sur la survie et la croissance de H. rufescens, en particulier à 

partir de la période critique de jeunes individus où des mortalités importantes sont 

observées lorsque ces gastéropodes changent de modalités trophiques, passage de 

l’alimentation de microalgues à macroalgues. 

2) Réponse  transcriptomique et cellulaire des juvéniles de H rufescens aux  stress 

métalliques (cuivre) en milieu contrôlé pendant la phase physiologique critique en 

conditions tropiques naturelles. 

3) Evaluation de l’impact des bactéries pathogènes à l’origine des mortalités 

différentielles pendant la phase physiologique critique sous alimentation avec ou 

sans probiotiques.  

L’approche scientifique de cette thèse repose sur l’étude en conditions contrôlées dans les 

écloseries industrielles et au laboratoire. La complémentarité de ces approches permettra une vision 

plus  intégrative sur la stratégie adaptative des organismes en présence de stress multiples de 

l’environnement marin du nord du Chili zones potentielles pour la culture in situ d’Haliotis rufescens. 
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Ce manuscrit s’organise en trois grandes parties : une introduction contenant des rappels 

bibliographiques sur (1) l’ormeau rouge Haliotis rufescens, (2) l’effet du cuivre chez les organismes 

marins, (3) l’effet des micro-organismes pathogénes chez les organismes marins, (4) rôle des 

probiotiques dans les activités aquacoles, (5) ; mecánismes immunitaires des mollusques marins et (6) 

généralités sur l’expression génique chez  H. rufescens ; une partie résultats regroupant trois grands 

chapitres contenant les différents articles scientifiques issus de nos recherches ; et une dernière partie 

consacrée aux conclusions générales des résultats obtenus dans cette étude ainsi qu’aux perspectives 

de recherche qui se dégagent de ce travail. Les chapitres de résultats sont organisés de la manière 

suivante :  

 Le chapitre I, est consacré aux approches techniques et conceptuelles sur  la fabrication et 

l’application des probiotiques dans les élevages de ce mollusque. Les paramètres de traits de vie 

retenus sont : la survie et la croissance de juvéniles de l’ormeau rouge H. rufescens sous condition 

d’alimentation naturelle à base de macroalgues et d’une alimentation normale complémentée par des 

bactéries probiotiques en milieu contrôlé (écloseries) (Article 1). 

Le chapitre II, comporte 2 parties: approche transcriptomique et physiologique. 

A. Cette partie présentera les travaux transcriptomiques réalisés sur ce modèle biologique par 

une approche transcriptomique visant à explorer les bases moléculaires des réponses 

adaptatives de cet organisme marin face aux stress métalliques. Ces travaux ont notamment 

fait appel au développement de banques soustractives pour une exploration génomique et 

l’expression des gènes associés aux différentes voies métaboliques régulées par différentes 

concentrations du cuivre sur l’état juvénile de l’ormeau. (Article 2). 
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B. Cette deuxième partie  présente les résultats sur l'évaluation de l’impact  du cuivre à court 

terme sur la réponse cellulaire et humorale des hémocytes d’Haliotis rufescens en 

condition d’écloserie industrielle. L'étude repose sur l'analyse quantitative d'hémocytes 

circulants totaux (HCT), la phagocytose, l'activité phénoloxydase et la production d'anions 

superoxydes. (Article 3).  

Le chapitre III, abordera l’impact à court terme au niveau moléculaire et cellulaire de

l’infection bactérienne induite par V. parahaemoliticus chez les juvéniles (à l'étape du sevrage), en 

conditions trophiques avec ou sans probiotiques (Article 4). Pendant cette étape expérimentale nous 

avons testé et validé des séquences géniques obtenues par banques soustractives et gènes candidats 

issus de la littérature de gastéropodes. En plus, nous avons analysé aussi des paramètres hémocytaires 

par cytométrie en flux. 
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1. Présentation générale du modèle biologique

Haliotis rufescens est un mollusque qui est de la classe des gasteropodes. Cette espèce est 

originaire des côtes de Californie aux États-Unis. Les registres actuels renseignent sur la datation de 

ce taxon qui est rapporté depuis 100 millions d'années, avec les premiers fossiles d’ H. rufescens il y a 

d’environ 70 millions d'années pour les espèces actuelles (Lindberg, 1992). 

Biosystémaique d’Haliotis rufescens selon Swainson (1822) 

Royaume Animalia

Phylum  Mollusca 

Classe   Gastropoda

Sous-classe  Prosobranchia

Ordre   Archaeogastropoda

Super-famille  Pleurotomariacea  

Famille   Haliotidae   

Genre   Haliotis

Espèce   Haliotis rufescens 

Sur les 80 espèces représentées dans le monde, 17 ont une importance commerciale (Hahn, 

1989). Parmi elles,  l'ormeau rouge, H. rufescens, présente une taille maximale de 31.3 cm et d’un 

poids de 2 kg (Leighton, 2000). Les caractéristiques d'adaptabilité et de développement particulières 

font de cette espèce un modèle de choix dans les activités aquacoles de nombreux pays à travers le 

monde comme : Le Chili, les États-Unis et le Mexique (Flores-Aguilar et al., 2007). H. rufescens est 

distribúe géographiquement depuis Sunset Bay, Oregon (Etats-Unis) à Bahia Tortugas, Baja 

California Sur (Mexique), ce qui correspond à un tiers de sa distribution mondiale. 
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1.1. Morphologie.  

La morphologie générale de l'ormeau est présentée sur les figures 2 et 3. La coquille est 

épaisse, ovale aplati, unguiforme. Le sommet est proche du bord. La surface extérieure est rugueuse 

avec des anneaux de croissance concentrique. La coquille présente,  trois ou quatre trous ou pores 

respiratoires ouverts, caractéristiques de ces gastéropodes. En général, la couleur est blanche avec des 

bandes rouges et une bordure rouge, étroite, autour de la coquille. L'intérieur quant à lui est rose, bleu 

ou vert avec une grande impression du muscle central. Le bord de la coquille est lisse et épais, ondulé 

par des stries de croissance (Osorio, 2002). Le pied est un muscle robuste de l’ormeau avec une forte  

puissance d'aspiration lui permettant une fixation solide aux surfaces de son environnement. 

L'enveloppe entourant le pied « l’epipodium », est une structure sensorielle qui présente différentes 

tailles de tentacules sensoriels lui permettant de détecter les prédateurs et la ressource trophique ; en 

outre, cette structure est un indice d’identification des espèces d'ormeaux.  

� � ������� �
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Figure 2.  H. rufescens - vues externe dorsale, ventrale et faciale.  Vue dorsale  (A), vue ventrale  (B et C) et vue faciale 

(D et E). Les principaux organes visibles sont légendés.  
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Figure 3. H. rufescens - vue dorsale (A) et ventrale (B)  (adapté de Cox, 1962). 
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1.2. Reproduction et  développement 

Le cycle reproductif de l’ormeau (Figure 4) débute par la libération des gamètes dans la mer, 

car ils sont gonochoriques avec une fécondation externe. La période de reproduction est annuelle et 

dépend du degré de maturité des gonades et de la température et de la disponibilité trophique du 

milieu. Les ovules et les spermatozoïdes sont libérés dans le milieu marin à travers des pores de 

respiration de la coquille. Ceci est connu sous le nom de frai par diffusion. Les ormeaux d’une taille 

de 3.8 cm peuvent pondre plus de 10.000 œufs et les ormeaux de 20.32 cm  plus de 11 millions en une 

fois. La ponte peut être contrôlée par la température de l'eau ou par la photopériode. La présence 

d'œufs et de sperme dans l'eau peut stimuler d’autres ormeaux et augmenter ainsi les chances de 

fécondation. De l’œuf éclot une larve microscopique qui est lecitotróphique et fait partie du plancton 

pour une période allant de 4 à 15 jours jusqu'à sa fixation sur un substrat adéquat. Elle continue son 

développement jusqu'à sa forme définitive. La probabilité qu'une larve d'ormeau arrive jusqu'à l'âge 

adulte est très faible. Les algues corallines encroûtantes stimulent la fixation et la métamorphose des 

organismes avec le développement de l'appareil digestif et le début d’une alimentation externe 

composée principalement de diatomées benthiques, de bactéries, d’algues filamenteuses et de matière 

organique (biofilm) qui se trouvent dans le substrat environnant (biofilm)  (Hahn, 1989; Leighton, 

2000). 

Le développement post-larvaire se termine des l'apparition des premièrs pores respiratoires au 

bout de 50 jours après la fixation, puis les animaux entrent en phase de juvénile et la coquille mesure 2 

mm Longueur (Leighton, 2000). Simultanément les préférences alimentaires évoluent par ingestion de 

particules plus grosses jusqu’à une alimentation à base de macroalgues. Dans la plupart des cas, la 

couleur des gonades à l’état adulte est différente selon le sexe : verte chez la femelle et jaune chez le 

mâle (Leighton, 2000). Sur la coquille va se développer une épifaune et des relations interspécifiques 

sont établies avec d’autres organismes comme les balanes, des bryozoaires, polychètes, micro et 

macro-algues, entre autres (Hahn, 1989). 
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Figure 4. Cycle de vie d’Haliotis rufescens (Rhode, 2010 modifié) 

1.3. Alimentation 

L'ormeau se nourrit dans la nuit et l'alimentation est naturellement à base de microalgues et 

macroalgues. Au stade larvaire les réserves vitellines sont suffisantes pour couvrir leurs besoins 

énergétiques (Viana, 2002). Pendant la phase pélagique et le début de la phase benthique le régime 

alimentaire se compose de plancton. L’alimentation des post-larves et juvéniles est à base de 

microalgues vertes ou rouges et de diatomées benthiques encroûtantes qu’ils broutent avec leur radula. 

Les juvéniles, quand ils atteignent une taille de 10-18 mm, commencent à consommer des 

macroalgues de l'ordre de 10 à 30% de leur poids corporel, principalement en raison de la forte teneur 

en eau et la  faible teneur en protéines de macroalgues (Hahn, 1989; Leighton, 2000; Pizarro, 2003). 

L'ormeau peut survivre pendant de longues périodes de jeûne, en utilisant des protéines de leurs tissus 

comme source d'énergie pour répondre à leurs besoins énergétiques de base, tandis que les lipides ne 
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sont pas utilisés ; il a un préferandum pour des bactéries pour être plus efficace pour sa physiologie 

digestive (Viana, 2002). Ces organismes disposent d’un système digestif efficace pour obtenir les 

glucides à partir de la dégradation de la cellulose, l’agar, l’alginate, le carragénane et l’amidon à l’aide 

de bactéries contenues dans leur tractus digestif (Viana, 2002). 

1.4. Habitat. 

Haliotis rufescens habite les côtes rocheuses de l’aire supralitorale à 165 m de profondeur, 

avec une plus grande abondance à 6 et 15 m, où ils existent différentes macroalgues pour 

l’alimentation des adultes et les microalgues benthiques consommées dans les premiers stades de leur 

développement. En général on ne le trouve pas dans les zones abritées, ils préfèrent des endroits où il 

y a un hydrodynamisme important grâce à l’action des vagues et des vents qui provoquent des 

remontées d'eau profonde, avec un optimum thermique variant de  7 et 16 ° C (Leighton, 2000). 

1.5. Importance en aquaculture 

L'intérêt pour la culture de l’ormeau au niveau mondial a rapidement augmenté, 

principalement en raison du déclin de la pêche, avec un accroissement des prix du marché mondial. 

De fait les activités aquacoles sont activement mises en œuvre dans de nombreux pays (Troell et al ., 

2006, Flores-Aguilar et al, 2007; Roodt-Wilding, 2007) avec une croissance aquacole progressive 

(Enriquez & Villagran, 2008), ce qui implique, dans les pays concernés des efforts considérables pour 

soutenir l’ industrie aquacole et faire de ces espèces un  élément de production d’avenir. L’aquaculture 

de l’abalone a débuté au Japon il y a 50 ans avec la culture d’Haliotis discus hannai afin de 

reconstituer les gisements locaux et augmenter la production (Ino, 1980). La production internationale 

de l'ormeau a augmenté de 2.000 tonnes produites en 2000 à plus de 40.000 tonnes en 2008 (FAO, 



Rappels bibliographiques 

�

���

�

2010). Les principaux producteurs d’ormeaux sont la Chine, la Corée et Taiwan. Plusieurs autres pays, 

dont le Chili, l'Australie, le Mexique, la Nouvelle-Zélande, Afrique du Sud, la Thaïlande et les États-

Unis ont également développé de manière significative l’aquaculture de différentes espèces d’ormeau 

(Allsopp et al., 2011) (Tableau 1). 

Tableau 1. Espèces d'ormeaux cultivées dans le monde 

Pays    Espèces  communément cultivées    Production 2008 (Tons)* 

Chine et Taïwan   Haliotis discus hannai      33.010 

Corée    Haliotis discus - Haliotis discus hannai-    5.146 

    Haliotis diversicolor - Haliotis diversicolor supertexta 

Afrique du Sud et Namibie Haliotis midae       1.040 

Chili    Haliotis discus hannai - Haliotis rufescens    545 

Australie   Haliotis laevigata - Haliotis rubra     504 

Taïwan    Haliotis diversicolor      348 

Etats-Unis   Haliotis rufescens – Haliotis fulgens- Haliotis corrugata  175 

Mexique   Haliotis rufescens – Haliotis fulgens- Haliotis corrugata  60 

Thaïlande   Haliotis asisina       30 

Nouvelle-Zélande  Haliotis iris - Haliotis australis     8 

Japon    Haliotis discus hannai      N.A 

Canada    Haliotis kamtschatkana      N.A 

Irlande    Haliotis tuberculata      N.A 

    

N.A: Données non disponibles  

* Données de production obtenues à partir de la FAO. Fisheries and Aquaculture Informations and Statistics Service 
Website, 2010. 

L'industrie de l'ormeau rouge Haliotis rufescens au Chili est largement soutenue par les 

instances de l’état et le secteur privé. Il existe actuellement 25 entreprises productrices de cette 

ressource (Flores-Aguilar., 2007) (Figure 5). La culture de l'ormeau a commencé au Chili en 1977 

grâce à l'introduction de naissains de l'ormeau rouge originaires des côtes Californiennes. Dans un 



Rappels bibliographiques 

�

�	�

�

premier temps, des  nouvelles technologies de culture expérimentale réalisées principalement dans des 

réservoirs circulaires de 200 L ont été mises au point pour la maîtrise de la fixation et la 

métamorphose. Ensuite, des structures rectangulaires sont utilisées pour le pré-grossissement et les 

cultures marines en cages immergées en mer (Flores-Aguilar et al., 2007).

Figure 5: Localisation des centres de production nationale de l’ormeau (Haliotis rufescens) dans les différentes  régions 

du Chili  (Enríquez & Villagran, 2008 Modifié).  

1.6. Cycle de culture et zootechnie de l’ormeau en écloseries 

Le cycle de culture de l'ormeau commence généralement par le conditionnement des 

reproducteurs, nourris avec des macroalgues brunes fraîches correspondant à 10 et 15% de poids 



Rappels bibliographiques 

�

�
�

�

corporel par jour (Figure 6). Après la fécondation, l’éclosion a lieu au bout de 10 heures et on obtient 

ensuite une larve trochophore. Les larves trochophores sont pélagiques pour une période de 3 à 7 jours 

jusqu'à l’étape de fixation et la métamorphose. La température optimale de l'eau de mer est d'environ 

20° C. Les températures inférieures à 17° C et supérieures à 24° C ne sont pas appropriées pour la 

croissance larvaire. Lorsque la larve atteint le dernier stade larvaire, elle perd sa capacité à nager et 

devient benthique après avoir développé un pied lui permettant de se déplacer et adhérer à un substrat. 

A ce stade, on doit fournir un substrat approprié pour la fixation larvaire, ce qui peut être une 

plaque de polycarbonate précédemment colonisées par des diatomées benthiques. La densité effective 

de diatomées benthiques pour assurer la survie et l'alimentation des larves nouvellement fixées ne doit 

pas être supérieure à 3000 cellules/mm2. Les larves peuvent se nourrir avec des organismes d’une  

taille comprise entre 5-10 microns durant les 10 premiers jours. Après 20 jours, elles se nourrissent

avec des diatomées de 20 microns. Dans de nombreux cas, le taux de mortalité larvaire est élevé 

pendant les 60 premiers jours. Cela est dû à des facteurs tels que la qualité de l'eau, la qualité et la 

quantité des aliments. Parfois, le taux de mortalité peut augmenter en raison de la prolifération de 

diatomées benthiques toxiques dans les systèmes d’élevage. La première phase de pré-grossissement  

appelée «sevrage»  correspond au changement de nourriture chez les juvéniles (passage de 

microalgues à macroalgues). Cette étape dure environ 10 mois avec un taux de survie de 60%. Après 

cette période d’adaptation aux  nouvelles conditions trophiques, les juvéniles ont une taille comprise 

entre 10-18 mm. Ils sont transférés dans des systèmes de paniers de culture jusqu'à une taille de 25 

mm de longueur. Au stade de naissains ils sont transférés dans des systèmes de grossissement 

correspondant à des bassins sur terre ou directement dans des concessions marines. Pendant la phase 

de grossissement, l’alimentation des animaux est similaire à celle du pré-grossissement, seules varient 

la taille des bassins et la qualité de l’eau. Les ormeaux sont maintenus  dans ce type d’élevage jusqu'à 

la taille commerciale de 80 et 90 mm de  longueur. 
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Figure 6. Cycle d’élevage et zootechnie d’Haliotis rufescens (Modifié : www.genetica-abalones.cl/abalonchile.htm)  
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2. Généralités sur le multistress dans la culture de l’ormeau : Cas particulier du 

cuivre. 

Le développement industriel rapide et notamment l'exploitation minière a entraîné une forte 

dégradation des écosystèmes marins, affectant les différentes ressources biologiques du milieu côtier 

et hauturier dont dépendent les communautés humaines des zones côtières. La contamination par le 

cuivre se produit principalement dans le voisinage des mines d'où il est extrait et traité, et des 

raffineries pendant la purification de ce métal (Riedel, 2008). Dans le nord du Chili, l’important 

développement de l’industrie minière (cuivre) a révélé l'existence d'écosystèmes côtiers impactés 

négativement par la présence de concentrations élevées de métaux et de résidus de ces produits, tels 

que le port de Chañaral et Taltal (Lee & Correa, 2004; 2005, Ramirez et al., 2005; Stauber et al., 

2005; Lee & Correa, 2007), ou dans les ports de chargement et de déchargement de minerais comme 

le port d'Antofagasta (baie San Jorge) (Riveros et al., 2002, 2003, Salamanca et al., 2004).  

Le cuivre est un oligo-élément essentiel nécessaire à la formation de l’hémoglobine, il 

intervient dans la fonction immunitaire et contre le stress oxydant. Il est présent dans nombre 

d’enzymes et de protèines (métalloenzymes), telles que l'uréase, la cytochrome oxydase  (CO) et la

butyle tiroxidasa CoA déshydrogénase (White & Rainbow, 1985). Il est impliqué dans des processus 

métaboliques clés comme le transport des électrons dans la photosynthèse (Raven et al., 1999), la 

respiration mitochondriale (Salviati et al., 2002), les réponses au stress oxydatif (Won et al., 2012), la 

signalisation de la transcription (Mori & Schroeder, 2004), l’intégrité de l’ADN (Vosloo et al, 2012), 

la  phosphorisation  oxydative, la mobilisation du fer et le fonctionnement de plusieurs systèmes 

enzymatiques (Salviati et al., 2002; Muñoz et al., 2006;  Rubino & Franz, 2012). Toutefois, le cuivre à 

haute concentration est considéré comme toxique dans l'environnement marin (Piola & Johnston, 

2006) car il affecte les fonctions physiologiques et biochimiques de l'organisme, comme la glycolyse 

(Carvalho & Fernandez, 2008), le cycle de Krebs (Couture & Kumar, 2003), les régulations 
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osmotiques et ioniques (Pinho et al., 2007), l’équilibre acido-basique, l'excrétion d'ammoniac 

(Blanchard & Grosell, 2006), la consommation d'oxygène, la croissance (Manyin & Rowe, 2009) et 

enfin le métabolisme des glucides (Lauer et al., 2012).  

La plupart de ces effets peuvent être associés directement ou indirectement à la production 

d'énergie et au  métabolisme insuffisant des organismes pour maintenir l'homéostasie, ce qui peut, 

dans des conditions extrêmes, provoquer la mort de l'organisme (Lauer et al., 2012). Des 

concentrations en cuivre supérieures à la normale peuvent  réduire les activités phagocytaires et 

modifier le nombre total d'hémocytes circulant dans l'hémolymphe chez la plupart des invertébrés 

marins (Ellis et al., 2011). 

 L’homéostasie du cuivre chez les animaux marins implique l'absorption, le transport et 

l'excrétion régulée de manière similaire aux mammifères (Lushchak, 2011).  

Enfin, l’exposition au cuivre dans le milieu marin est une source de stress physiologique et 

transcriptomique pour les organismes vivant dans les écosystèmes côtiers. Ainsi, plusieurs fonctions 

essentielles sont perturbées: 

• Le maintien des concentrations intracellulaires des éléments vitaux tels que les éléments traces 

ou les protéines essentielles (homéostasie).  

• Les défenses immunitaires contre les agressions des organismes extérieurs (virus, bactéries, 

parasites). 

• Le métabolisme énergétique, la reproduction, la respiration cellulaire, l’expression de gènes et 

de l'inhibition fonctionnelle des protéines. 
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Les effets du cuivre sur la physiologie  de différentes espèces sont résumés dans le tableau N° 2  

 Tableau 2. Effets du cuivre sur la physiologie des organismes aquatiques 

Organisme                                    Effet sur l’organisme                                                                          Référence 

Poissons 

Channa punctatus Induction des protéines antioxydantes ( MTs) dans le foie Ahmad et al., 2000. 

Effet protecteur du cuivre sur la  peroxydation des lipides dans le foie des animaux Pandey et al., 2001. 

Augmentation de l'activité de la céruloplasmine dans le sérum de l'animal Parvez et al., 2003. 

Oncorhynchus kisutch Les concentrations de cuivre  sublétales diminuent les fonctions olfactives des récepteurs 
neuronaux.

Baldwin et al., 2003. 

Diminution chimio sensorielle des juvéniles sous variations chimiques  de l'eau. McIntyre et al., 2008. 

Onchorynchus mykiss Augmentation des niveaux  sanguins de l'hormone du stress de cortisol, et de MTs dans le 
foie de l'animal.

Taub et al., 2004. 

Gasterosteus aculeatus Inhibition de glutathion (GSH), augmentation de la catalase (CAT), superoxyde dismutase 
(SOD) et glutathion peroxydase (GPx). 

Sanchez et al., 2005. 

Labeo rohita Réduction de GSH dans le muscle de l'animal et modulation de la péroxydation lipidique 
dans le muscle. 

Jena et al., 2009 

Solea senegalensis Augmentation de MTs et de la peroxydation lipidique et réduction de la croissance et l'indice 
de condition biochimique (ARN: ADN) et de la quantité des lipides. 

Fonseca et al., 2009. 

Carassius auratus gibelio, 

Cyprinus carpio,  

Augmentation de GSH et de MTs contre le stress oxydatif. Eyckmans et al., 2011. 

Piaractus mesopotamicus  Augmentation de l'activité SOD et de  la peroxydation des lipides dans le foie.  Diminution 
de l'activité de la Na+/K+-ATPase et augmentation de MTs dans les branchies. 

Garcia Sampaio et al., 
2012. 

Crustacés

Palaemon elegans Mortalité élevée et hyperglycémie chez les animaux. Lorenzon et al., 2000. 

Penaeus monodon Mortalité élevée, réduction de la croissance et fréquence de mue. Diminution de la capacité 
d’alimentation.

Chen & Lin, 2001. 

Diminution des hémocytes circulants totaux (HCT) et de l'activité phagocytaire. 
Augmentation de la flambée respiratoire, de la  concentration cytoplasmique de Ca2+ et une 
augmentation du pourcentage de cellules apoptotiques

Xian et al., 2010 

Litopenaeus vannamei Dommage structurel histologique y compris la nécrose des branchies et dans 
l'hépatopancréas.

Frias-Espericueta et al., 
2008. 

Palaemonetes pugio Diminution de la survie, du taux de respiration et de la croissance somatique. Manyin & Rowe, 2009. 

Panulirus homarus Diminution du poid musculaire et de l’hépatopancréas. Effets génotoxiques sur les 
chromosomes. Augmentation du poid dans les branchies. 

Maharajan et al., 2011 

Des changements histopathologiques dans le muscle, hépatopancréas, l'intestin, les branchies, 
le cœur et le ganglion thoracique.

Maharajan et al., 2012 

Neohelice granulate Activité irrégulière des enzymes impliquées dans la glycolyse et le cycle de Krebs dans les 
branchies. Réduition du potentiel de la membrane mitochondriale. 

Lauer et al., 2012. 
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Tableau 2. Suite

Organisme                      Effet sur l’organisme                                                                       Référence 

Microalgues 

Pavlova viridis Augmentation de la peroxydation  lipidique et de l'activité des enzymes antioxydantes SOD, 
CAT, GPx et GSH.

Li et al., 2006 

Scenedesmus sp Inhibition de l'activité de la CAT, ascorbate peroxydase et glutathion réductase. 
Augmentation de la SOD.

Tripathi et al., 2006 

Phaeodactylum 

tricornutum

Diminution de la division cellulaire, des défenses antioxydantes et dommage ultrastructurel 
cellulaire.

Wang & Zheng, 2008.

Chlorella vulgaris,�
Microcystis aeruginosa

Diminution de la croissance, de  l'activité estérase et de la chlorophylle. Hadjoudja et al.,  
2009 

Scenedesmus vacuolatus Augmentation de la quantité de protéines et de l'activité de la CAT, SOD et GSH. 
Diminution de la proportion chlorophylle a / chlorophylle b. 

Sabatini et al., 2009 

Cylindrotheca closterium Diminution de l'activité des estérases, de la concentration en chlorophylle a et des taux de 
croissance.

Araújo et al., 2010. 

Picofitoplancton costero 
(Synechococcus  y 
Synechocystis) y oceánico 
(Nannochloris). 

Diminution de la densité cellulaire dans les populations océaniques et côtières. Debelius et al., 2010 

Pseudokirchneriella 

subcapitata 

Augmentation de l'activité CAT, dommages de la membrane cellulaire. Soto et al., 2011 

Scenedesmus 
Quadricauda 

Déformations et réduction de la taille cellulaire. Acharya & Saify, 
2012 

Planothidium  

Lanceolatum

Réduction du taux de croissance et du taux de photosynthèse des microalgues. Sbihi et al., 2012 

2.1. Impact du cuivre sur les mollusques marins.  

 L’exposition au cuivre chez les mollusques a été associée à un certain nombre d'événements 

qui intègrent des mécanismes cellulaires, physiologiques et de signalisation intracellulaire dans 

différents tissus (Figure 7). Le cuivre est incorporé dans les cycles métaboliques causant des 

dommages physiologiques et morphologiques (Baqueiro-Cardenas et al., 2007 ; Zhang et al., 2012). 

L'effet sur le métabolisme des mollusques a été rapporté par Almeida et al., (2003) qui montre que des 

changements dans les niveaux de 5HT (sérotonine) et de DOPA, ont lieu dans la glande digestive et le 

tissu musculaire de Perna perna exposée au cuivre. La  DOPA produit une relaxation du muscle lisse 

chez Mytilus edulis et une contraction du muscle adducteur d’Anodonta cygnea. Elle est également un 
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précurseur dans la formation du périostracum, tandis que la sérotonine induit une relaxation 

musculaire des moules, et a également un rôle dans la régulation de leur cycle de reproduction 

(Almeida et al., 2003). De même, Lewis (1990) a signalé que le cuivre produit des changements 

d'acide lactique dans l'hémolymphe des mollusques comme un indicateur de la réponse au stress. Plus 

récemment, Zhang et al., (2012) montrent que le cuivre affecte la régulation osmotique et le 

métabolisme énergétique des mollusques filtreurs. 

 L'augmentation de la tolérance aux ions métalliques par les mollusques est associée à l’affinité 

pour les métaux des protéines apparentées (Viarengo et al., 1988), modifiant le contenu et la nature 

des protéines dans les tissus, avec une augmentation de la métallothionéine, agent de liaison avec les 

métaux (Steinert & Pickwell, 1988). Le mécanisme de capture et d’élimination des polluants 

métalliques est un processus cellulaire interne mais aussi subcellulaire (Lewis, 1990; Gundacker, 

1994), car les organismes peuvent produire et libérer des agents chélateurs qui peuvent réguler la 

disponibilité locale de cuivre (Lewis, 1990). Les niveaux de tolérance des organismes envers le cuivre 

varient en fonction du type de polluant, de sa concentration et de la présence d'autres polluants 

(Baqueiro-Cardenas et al., 2007. La tolérance varie non seulement entre les espèces, mais augmente 

chez les organismes provenant d’environnements contaminés.  Ainsi les populations de Macoma 

balthica issues de milieux contaminés ont montré une plus grande tolérance au cuivre et elles se 

trouvent en relation directe avec la teneur  en métal contenue dans les sédiments de leur site d’origine 

(Luoma, 1984).  

Outre les effets de stress mentionnés précédemment, les polluants ont un certain nombre 

d'effets négatifs sur les organismes et les populations. Les travaux de Cheng (1988), font état d’une 

diminution des capacités phagocytaires de Crassostrea gigas en présence des bactéries, ce qui réduit 

leurs capacités de défense, ce point a également été identifié par Matozzo et al., (2001) chez Tapes 

philippinarum. En outre, la présence associée du Cu et Cd est à l’origine d’une détérioration d’une 

partie lipidique de la membrane cellulaire et du lysosome, provoquant un bouleversant de la diffusion 
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active (Matozzo et al., 2001). Abel (1976), Almeida et al., (2003) trouvent une relation associée à la 

réduction de la capacité de filtration par l’effet des métaux chez Mytilus spp, qui se traduit par la 

réduction du potentiel de croissance (Widdows et al., 1996). Fathallah et al., (2010) ont démontré la 

toxicité du cuivre sur la fécondation et l'embryogenèse des gamètes de la palourde Ruditapes 

decussatus. En outre, Zapata et al., 2009 ont démontré que la fixation des postlarves est affectée par 

de faibles doses de cuivre (de 2,5 à 10 µg / L) pendant la période de  2 à 8 jours d'exposition aux 

métaux. Sawasdee et al., (2011) ont montré que le cuivre à des niveaux sublétaux a un effet 

histopathologique chez le gastéropode Marisa cornuarietis. En effet, ce métal peut altérer les cellules 

épithéliales de la muqueuse de l'épiderme, des cellules digestives et modifier la quantité de mucus 

dans les branchies. Plus récemment Vosloo et al., (2012) ont signalé que les réponses physiologiques 

augmentent à la suite de l'exposition à des concentrations sublétales de cuivre sur le bivalve Perna 

perna. En général les réponses physiologiques des organismes dans de telles conditions sont dues à 

une filtration irrégulière, à un taux élevé de sécrétion du mucus, à des excrétions d'azote et 

consommation d'oxygène ou encore à une augmentation des ROS conduisant au dommage de l’ADN.  

Les travaux sur les effets des métaux traces sur les ormeaux sont limités. Les documents 

bibliographiques font référence à l’espèce Haliotis rufescens et Haliotis rubra.  L'exposition des 

embryons de ces deux espèces d'ormeaux au cuivre inhibe le développement normal des larves 

produisant des anomalies morphologiques dans le développement de l’appareil digestif, du velum et 

de la coquille, compromettant la survie des larves (Hunt & Anderson, 1993; Conroy et al., 1996; 

Gorski & Nugegoda, 2006a). En outre, l'effet du cuivre a été démontré sur les faibles capacités de 

métamorphose des larves chez  Haliotis rubra (Gorski, 2006). Ce métal est associé aux mortalités des 

juvéniles d’H. rufescens, H. cracherodii et H. rubra (Gorski & Nugegoda, 2006b). L'exposition 

chronique à ce métal a pour  conséquence une bioaccumulation significative dans les différents tissus 

de l'animal. Cet effet du métal chez les ormeaux juvéniles est liée à la production excessive de mucus 

par les branchies qui affecte le métabolisme respiratoire (hypoxie provoqué par  asphyxie)  conduisant 
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à la mort de l'animal (Viant et al, 2002; Gorski & Nugegoda, 2006b). D'autre part, il affecte  

gravement la capacité sensorielle de l'animal, ce qui signifie une perte de rétraction des tentacules et 

de sa capacité ultérieure à adhérer à un substrat. Il est possible que l'hémolymphe afflux,  loin du pied, 

vers les tentacules et d’autres organes plus dépendants de l’oxygène (Donovan et al., 1999). Cela 

pourrait affecter la fonction métabolique cellulaire résultant de l'apport d'oxygène insuffisant pour les 

tentacules et muscle adducteur du pied. Ce manque d’oxygène dans ces tissus entraînerait une 

incapacité d’adhésion aux surfaces rocheuses (Viant et al., 2002; Gorski & Nugegoda, 2006b). 

Figure 7. Modèle conceptuel pour intégrer des événements cellulaires, physiologiques et de signalisations pendant 

l'exposition au Cu à court et à long terme. Le cuivre augmente la consommation d'oxygène et la dépense énergétique pour 

répondre au stress. Cela accélère la chaîne respiratoire (CR) et augmente la probabilité d'une fuite d'électrons (1), ce qui 

permet une augmentation de ROS « espèces réactives de l’oxygène » (2). Les ROS induisent des dommages de l’ADN (3) 

et des dommages aux protéines par carbonylation (4).�Les� enzymes glycolytiques sont préférentiellement carbonylées, 

permettant l'inhibition de flux glycolytique et la libération d'acétyl-CoA au cycle de Krebs (CK) (5). Le maintien du CK et 

CR exige que l'acétyl-CoA soit donnée par le catabolisme des protéines, permettant  l'augmentation  de l'excrétion 

d'ammonium (6). Le facteur d'induction de l'hypoxie HIF-1α (responsables de l'induction de la synthèse des enzymes 



Rappels bibliographiques 

�

�	�

�

glycolytiques) est induit par Cu (7) et stabilisé par ROS (8). Dans le court et long terme HIF-1α  serait le signe pour la 

production et le remplacement des enzymes glycolytiques endommagées. Sur le long terme, la stabilisation de HIF-1α par 

l'intermédiaire de la voie de signalisation de BNIP3 (régulateur de l'apoptose en réponse à l'hypoxie), permettrait de 

réduire la densité mitochondriale (9)�ce qui expliquerait la diminution de la consommation d'oxygène. La diminution de la 

consommation d'oxygène sur le long terme pourrait être maintenue par une augmentation de ROS, permettant le 

découplage de la respiration mitochondriale par la réduction du gradient de protons à travers la membrane mitochondriale 

interne (11).� Les lignes grises et noires représentent les réponses à court et à long terme, respectivement. La ligne 

pointillée indique que le cuivre induit directement la production de ROS (Adapté de Vosloo et al., 2012).�

3. Généralités sur le multistress dans la culture de l’ormeau: Cas particulier des 

micro-organismes pathogènes (Vibrionaceae). 

Les êtres vivants partagent leur environnement avec beaucoup de micro-organismes, en 

particulier dans le milieu marin où la concentration de bactéries est d'environ 106 cellules par millilitre 

(Leyton & Riquelme, 2008). Ainsi, se produit une variété d’interactions.  Certains organismes marins 

développent des relations symbiotiques qui leur permettent de faire face aux conditions 

environnementales, cependant d'autres groupes se caractérisent par des infections�  : dans ce cas, ces 

organismes établissent  une relation dans laquelle l'hôte subit les conséquences physiologiques du 

pathogène (Leyton & Riquelme, 2008). Les bactéries du genre Vibrio font partie de la famille des 

Vibrionaceae, de la classe des γ-proteobactéries. Il existe plus de 119 espèces différentes 

(http://bacterio.cict.fr/uw/vibrio.html; Figure 8), dont au moins 12 espèces sont pathogènes pour 

l'homme et plusieurs autres organismes infectent les vertébrés et les invertébrés (Heitmann et al., 

2005; Drake et al., 2007; Adeleye et al., 2010; Ruwandeepika et al., 2012). Les Vibrios sont des 

bacilles gram-négatifs, de formes souvent incurvées ou droites, mobiles pour la plupart dans les 

milieux liquides grâce à un ou plusieurs flagelles polaires. Elles peuvent présenter de nombreux 

flagelles latéraux après culture sur milieu gélosé. Néanmoins certaines espèces sont dépourvues de 
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flagelles et ne sont pas mobiles. Ce sont des bactéries mésophiles, chimio-organotrophes et 

anaérobiques facultatives qui sont capables de pousser sur des milieux gélosés adaptés pour des 

bactéries marines  telles que le milieu « Marine agar ». (Thompson et al.,  2004). D’autre part, il y a 

une large gamme de salinité dans laquelle ces bactéries vivent. L'exigence optimale en NaCl est 

d'environ 2.0 à 3.0% (Aberoumand, 2010). Certaines espèces halophiles requièrent au moins une 

concentration de 0.5% de NaCl dans le milieu de croissance, alors que d'autres espèces non 

halophiles, tels que Vibrio cholerae peuvent se développer  à de faibles concentrations en sel (Gomez-

Gil et al., 2004).   

Les micro-organismes pathogènes de type Vibrio ont été l’un des premiers groupes bactériens 

à avoir été étudié. Dès 1854, Filippo Pacini a étudié le Vibrio cholerae qui est l’agent étiologique du 

choléra, puis en 1883, Robert Koch prend la relève avec une étude plus poussée de cette bactérie 

(Thompson et al., 2004). Près d'un siècle plus tard, en 1953, un groupe de chercheurs japonais a  

découvert  V. parahaemolyticus (Paris, 2005). Ces deux types de Vibrio sont la principale cause de 

l'intoxication gastro-intestinale chez l'homme dans le monde (Paris, 2005). La phylogénie du genre 

Vibrio a été initialement fondée sur des critères morphologiques et biochimiques, qui ont abouti à de 

nombreuses réorganisations d’espèces et des transferts entre les genres. La taxonomie actuelle des 

espèces du genre Vibrio est basée sur une approche dite « polyphasique » qui fait référence à une 

classification tenant compte des données morphologiques, biochimiques, écologiques (niche 

écologique proche) et génétiques (pour l’affiliation de deux souches à la même espèce il faut au moins 

70 % de similarité lors d’hybridation ADN-ADN et plus de 98 % d’homologie des séquences d’ARNr 

16S) (Paillard et al., 2004b; Thompson & Swings, 2006). Ainsi la comparaison des séquences des 

gènes recA, rpoA et l’ADNr 16S a été utilisée en complément de l’hybridation ADN-ADN et des 

caractères phénotypiques pour reconsidérer la phylogénie des Vibrio (Thompson et al., 2004). 
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 Figure 8. Phylogénie des vibrions. Séquences concaténées des séquences codants pour les gènes recA, rpoA, atpA, dnaJ, 

pyrH, toxR et l’ARNr 16s. La zone rouge indique la position de Vibrio parahaemolyticus.

(http://www2.ioc.fiocruz.br/vibrio/AVib/Dendro.html modifié). 

La famille des Vibrionaceae est un groupe de bactéries très diversifié. Ce groupe contient aussi 

bien des bactéries libres, symbiotiques que des pathogènes (Walden et al., 2006). Diverses études se 

sont intéressées dès les années 60 à l’écologie des Vibrio. La plupart concernent les espèces 

pathogènes de l’homme comme V. cholerae. Néanmoins, on trouve quelques études focalisées sur la 
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distribution du genre Vibrio sans cibler particulièrement une espèce. Les espèces du genre Vibrio sont 

des bactéries hétérotrophes faisant partie des espèces les plus abondantes parmi les bactéries cultivées 

de l’environnement marin cela concerne : les eaux côtières, les estuaires, le sédiment, les 

infrastructures aquacoles (Heidelberg et al., 2002). Ces micro-organismes sont souvent observés en 

association avec des organismes marins comme les coraux, les poissons, les mollusques, les algues, 

les crustacés et le zooplancton (Watnick et al., 2001; Thompson et al., 2004).  Les Vibrios peuvent 

également survivre dans l’environnement en formant des biofilms ou en entrant dans un état viable 

mais non cultivable (VBNC). Ecologiquement, les Vibrios jouent un rôle très important dans la 

dégradation de la matière organique. Cette activité de minéralisation permet le transfert du carbone 

organique dissout vers les maillons les plus élevés de la chaîne trophique. D’autres Vibrios jouent un 

rôle dans la dégradation des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) dans les sédiments 

pollués (Grossart et al., 2005).  

Les espèces de Vibrio sont transmis à l'homme principalement par les eaux usées ou 

coquillages, poissons et crustacés contaminés lorsqu'ils sont consommés crus ou partiellement cuits 

(ICMSF, 1996; De Paola et al., 2000). Les bactéries peuvent persister dans les aliments en fonction de 

la température de stockage et du pH (ICMSF, 1996) jusqu'à ce que l'aliment soit consommé, ce qui est 

vecteur des maladies.  

L'infection par Vibrio est l'un des problèmes importants dans les cultures commerciales de 

poissons et d’invertébrés marins car il provoque des mortalités  par des événements pandémiques dans 

les écloseries, ainsi qu’en milieu naturel (Paillard et al., 2004a , Leyton & Riquelme, 2008; Beaz-

Hidalgo et al., 2010) avec les pertes économiques qui en découlent. 

Il faut signaler que certains vibrions établissent et maintiennent une relation symbiotique 

positive avec les organismes marins (Urakawa & Rivera, 2006). En conséquence, de nombreux 

rapports indiquent que les vibrions sont bénéfiques pour une utilisation potentielle en tant que 
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probiotiques chez les organismes marins d'importance commerciale et ils ont aussi une importance 

dans la reminéralisation des éléments tels que le carbone (C), l'azote (N), le phosphore (P), la 

production d'acides gras polyinsaturés et la dégradation des glucides et des polymères. Ces vibrions 

contribuent avantageusement à la chaîne alimentaire (Simidu & Tsukamoto, 1985; Urdaci et al., 1988; 

Nichols, 2003; Sawabe et al., 2003; Li & Rosemam, 2004; Farmer & Hickman-Brenner, 2006; 

Thompson & Polz, 2006).  

3.1. Les vibrions pathogènes.  

3.1.1. Chez les mollusques  

 De nombreuses études font état de l'isolement de bactéries lors d'épisodes de mortalité de 

mollusques au stade larvaire, de naissain, d’adulte et sur des populations sauvages ou d'élevage. Leur 

implication en tant que pathogènes a parfois été vérifiée par reproduction de la maladie en infection 

expérimentale. Les vibrions affectent les mollusques quels que soit leur famille, genre ou espèce. Par 

exemple, une souche de V. lentus fut incriminée dans une pathologie qui a touché des populations de 

pieuvres sauvages Octopus vulgaris (Farto et al., 2003). V. alginolyticus a été impliqué dans des cas 

d’ulcères cutanés chez la pieuvre O. joubini (Hanlon et al., 1984). Cette espèce est aussi associée à des 

mortalités de l’ormeau Haliotis diversicolor supertexta (Liu et al., 2001). D’autres espèces de Vibrio 

ont été identifiées et associées à des pathologies telle que V. carchariae et V. harveyi chez l’ormeau 

Européen H. tuberculata en France (Nicolas et al., 2002).  

Dans la majorité des cas, ces vibrioses atteignent les animaux au stade larvaire en écloserie.   

Dans les écloseries, lors de la fixation larvaire, ils sont exposés à des concentrations élevées d'agents 

pathogènes potentiels associés à la surface des bacs,  aux larves mortes et aux pseudo fèces  (Sutton & 

Garric, 1993; Aberoumand, 2010). Les larves de Crassostrea gigas, Ostrea edulis et d’autres bivalves 

cultivés, y compris les palourdes peuvent être affectées. Les infections débutent généralement par 

l'adhérence des bactéries à la surface extérieure de la coquille des mollusques. Les bactéries forment 
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des colonies qui se développent dans le manteau entraînant une nécrose de l'épithélium du manteau. 

Les signes d'infection provoquent une diminution du taux d'alimentation et un comportement de nage 

erratique, peut-être en raison de dommages du velum. Morphologiquement, les signes sont une 

nécrose tissulaire et la présence de bactéries en forme de baguette à l'intérieur des tissus des larves et 

des juvéniles.�Les bactéries sont tout d'abord fixées à la surface extérieure de périostracum avec une 

invasion systématique des tissus (Elston, 1999). Des nombreux rapports de vibriose ont été établis 

dans les cultures de larves, de post-larves et juvéniles de bivalves en écloserie,�les espèces�étant : V. 

anguillarum, V. algynolyticus, V. neptunis, V. aesturinus; V. ordalli, V.tapetis,  V. tubiashii, V. 

splendidus, V. pectinicida  et V. harveyi (Tubiash et al., 1986; Nicolas et al., 1996; Lambert et al., 

1998; Anguinado-Beltran et al., 2005; Paillard et al., 2004b; Gómez-Leon et al., 2005; Prado et al., 

2005; Labreuche et al., 2006a; Sandlund et al., 2006;  Garnier et al., 2007; Hasegawa et al., 2008; 

Gomez-Leon et al., 2008).  

Chez les bivalves adultes d'importance commerciale, de nombreuses recherches montrent  

l'effet négatif de ces micro-organismes sur la survie. Le Vibrio tapetis a été décrit comme la bactérie 

marine responsable de la maladie de l'anneau brun (MAB) chez la palourde Ruditapes philippinarum

où les bactéries se multiplient rapidement dans les tissus mous, causant de graves dommages et la 

mort subséquente (Paillard et al., 2004b). Par la suite, les travaux de Flye-Sainte et al., (2007) 

montrent que l’ impact de Vibrio provoque une perte de poids des individus, par rapport aux animaux 

non infectés, ce qui indique que la MAB induit un déséquilibre dans le bilan énergétique et une 

diminution dans l'acquisition de l'énergie et du rythme respiratoire. Garnier et al., (2007) ont analysé 

les communautés bactériennes dans l'hémolymphe des huîtres moribondes trouvant principalement  

les espèces V. aestuarianus et V. splendidus.  Le pouvoir pathogène de V. aestuarianus a d’abord été 

suspecté en réalisant des isolements à partir de l’hémolymphe d’huîtres moribondes de plusieurs sites 

sur le littoral français entre 2001 et 2004. V. aestuarianus serait la bactérie majoritairement rencontrée 

et ce résultat laissait présager l’implication de cette espèce dans les mortalités estivales de l’huître 
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creuse Crassostrea gigas (Ganier et al., 2007). Son pouvoir pathogène a été, par la suite,  démontré 

par des infections expérimentales, qui ont également mis en évidence que la capacité à induire des 

mortalités chez l’hôte variait selon les souches (Labreuche et al., 2006a). Labreuche et al., (2006b) ont 

étudié le rôle dans la virulence des composés extracellulaires (CPs) des différentes souches de V. 

aestuarianus (virulente et non-virulente) sur C. gigas. Les résultats ont montré que les CPs de la 

souche virulente induisent 80 % de mortalité chez l’hôte par rapport aux CPs de la souche non-

virulente qui n’induisent, elles,  que 25 % de mortalité. Les CPs de la souche virulente contiennent des 

enzymes ou des toxines telles que la caséinase, la gélatinase, la lécithinase et l’hémolysine qui ne sont 

pas présentes chez la souche non-virulente. L’activité protéasique est due à une métallo-protéase 

proche de celle de V. anguillarum qui est à l’origine de tous les effets délétères des CPs sur les 

hémocytes des huîtres. Gay et al., (2004) ont démontré par des infections expérimentales que V. 

splendidus est à l’origine des mortalités des adultes de C. gigas. Des études plus récentes ont 

démontré que les infections expérimentales par des bactéries V. aestaruanis et V. splendidus

produisent des mortalités importantes chez  C. gigas (De Decker & Saulnier, 2011). En outre, il a été 

suggéré que V. harveyi soit lié aux mortalités massives d'huîtres Pinctada maxima et C. gigas (Pass et 

al., 1987; Allain et al., 2009).  

3.1.1.1. Impact de pathogènes chez l’ormeau 

 Diverses maladies infectieuses et des mortalités massives causées par les vibrions ont été bien 

documentées chez les ormeaux  (Tableau 3). L'infection systémique des tissus mous de larves et de 

juvéniles de l'ormeau produise une nécrose des tissus et la mort subséquente dû à des exotoxines 

bactériennes (Tubiash, 1986). Les Vibrions tels: V. harveyi,  V. splendidus I, V. tubiashii et V. 

anguillarum ont été isolés à partir d’ormeaux adultes moribonds issus de l’aquaculture ou du milieu 

naturel en Australie (Handlinger et al., 2005).  Dans la plupart des cas, la vibriose est facilitée par  des 
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facteurs de stress dans les élevages (par exemple, les températures élevées, la manipulation des 

animaux, les anesthésies, l'augmentation progressive de la salinité dans le système de recirculation 

d’eau, etc) (Handlinger et al., 2002; 2005). En Nouvelle-Zélande, H. iris cultivés à fortes densités ont 

présenté des lésions épithéliales du pied et de l’epipodium qui ont été associées à des infections 

causées par des bactéries différentes (Diggles & Oliver, 2005). Vibrio alginolyticus a été isolé à partir 

de l'hémolymphe des animaux adultes moribonds de H. supertexta diversicolor (Liu et al., 2001; Lee 

et al., 2001) et il est capable de provoquer des symptômes dans des expériences de challenges 

bactériens.  

Les mortalités causées par V. alginolyticus sur les larves et post-larves de H. rufescens ont été 

démontrées à l’échelle expérimentale dans les essais biologiques avec différentes concentrations 

bactériennes  (102 à 106 cellules/mL) (Anguinado-Beltran et al., 1998). En outre, dans les élevages  

industriels de l'ormeau tropical H. asisina, une forte mortalité des juvéniles et des adultes a été 

signalée à la suite d'infections causées par Vibrio spp (probablement V. alginolyticus et V. vulnificus) 

(Kua et al., 2011) provoquant une entérite associée à une septicémie hémorragique. 

 Au Japon, Vibrio carchariae (synonyme de V. harveyi) a été isolé chez l'ormeau H. 

diversicolor supertexta à partir de pustules blanches constituées de fibres musculaires nécrotiques du 

pied, qui ont conduit à des mortalités massives de l'animal (Nishimori et al., 1998; Sawabe et al., 

2007). Des symptômes similaires (pustules blanches) ont été également observés dans des populations 

sauvages et d’élevage d’H. tuberculata le long de la côte atlantique française, avec des taux de 

mortalité de plus de 60 % (Nicolas et al., 2002). Travers et al. (2008c) ont trouvé des souches de V. 

harveyi responsables de mortalités massives des ormeaux adultes d’H. tuberculata en France en 

période estivale entre 1998 et 2005, à des températures supérieures à 19 °C. D'autre part, Travers et 

al., (2008d) ont établi une relation entre les processus de maturation et de ponte, le statut immunitaire 

et la susceptibilité de l'ormeau à V. harveyi pendant cette période.
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 En Chine, à partir de 1993, la maladie des pustules blanches a été décrite dans plusieurs 

structures d'élevage d'ormeaux d’H. discus hannai, avec des taux de mortalité de 50-60 % (Li et al., 

1998). Différentes souches de V. fluvialis II ont été isolées et la maladie a été reproduite en infection 

expérimentale par injection de ce microorganisme dans le muscle pédieux, ou suite à des blessures 

provoquées sur le pied suivies d’une balnéation dans une suspension bactérienne. Dans ces deux cas, 

100% de mortalités a été obtenu.  

V. parahaemolyticus a été associée à des mortalités massives chez les larves et post-larves 

d'ormeau Californien H. rufescens (Elston & Lockwood, 1983) et l'ormeau taïwanais H. supertexta 

diversicolor (Liu et al., 2000; Huang et al., 2001; Cheng et al., 2004; Cai et al., 2006b; Cheng et al., 

2008). L'effet  pathogénique  de cette bactérie chez l’ormeau sera développé postérieurement dans le 

point 3.1.2.5 (page 46) 
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Tableau 3: Vibrions associés à des maladies et aux mortalités d’ormeaux 

    Espèce          Espèce d’ormeau                  Stade infecté            Effet sur l'hôte                      Références 
pathogénique     infectée 
  

V. alginolyticus Haliotis rufescens Larves et post-larves Mortalités massives (95%) Anguiano et al., 1998 

 H. diversicolor supertexta Petits ormeaux 10-14g Mortalités massives Lee et al., 2001 

Petits ormeaux  10-15g Mortalités massives Liu et al., 2001

Post-larves Mortalités massives (90%) Cai et al., 2006a

   

V. anguillarum H. laevigata et H. rubra Ormeaux >10 mm Vibriosis septicémique 
Mortalités massives 

Handlinger et al., 2005

   

V. fluvialis II H. discus hannai Ormeaux 30-80 mm Mortalités massives (50-
100%)

Li et al., 1998 

   

V. harveyi H. diversicolor supertexta Petits ormeaux 20 mm Mortalités massives (95%) Nishimori et al., 1998

Ormeaux 10-50 mm Vibriosis septicémique 
Mortalités massives (100%) 

Sawabe et al., 2007

H. laevigata et H. rubra Ormeaux > 10 mm Vibriosis septicémique 
Mortalités massives

Handlinger et al., 2005

   
H. tuberculata Adultes matures Mortalitiés massives (60-

80%) 
Nicolas et al., 2002

Adultes et jeunes matures Mortalités massives (60-
80%) 

Travers et al., 2009; 2010

H. discus hannai ? Mortalités massives Fukui et al., 2010
   

V. tubiashii H. laevigata et H. rubra Ormeaux >10 mm Vibriosis septicémique 
Mortalités massives

Handlinger et al., 2005

   

V. parahaemolyticus H. diversicolor supertexta Petits ormeaux  10-14g Whitering Syndrome 
Mortalités massives (100%) 

Liu et al., 2000

Petits ormeaux  10-14g Mortalités massives Lee et al., 2001

Petits ormeaux Mortalités massives Huang et al., 2001

Petits ormeaux 10g Mortalités massives (100%) Lee et al., 2003

Ormeaux 37-42 mm Mortalités massives (100%) Cheng et al., 2004

Post-larves Mortalités massives (70%) Cai et al., 2006b

Post-larves Mortalités massives Cai et al., 2007

Post-larves Mortalités massives (80%) Cheng et al., 2008
   

H. rufescens Ormeaux 20-150 mm Vibriosis septicémique 
Mortalités massives 

Elston & lockwood, 1983

Ormeaux 16-45.6 mm Mortalités massives (100%) Silva et al ., 2013  
   

V. spp H. asisina Adultes et jeunes       
matures

Vibriosis septicémique    
Mortalités massives

Kua et al., 2011
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3.1.2 Vibrio parahaemolyticus

3.1.2.1. Généralités 

V. parahaemolyticus est une bactérie entéro-pathogène gram négatif, mobile, halophile, 

anaérobie facultative qui est largement distribuée dans le monde  (Ray, 1996; Hlady et al., 1996). V. 

parahaemolyticus est l’agent responsable de gastroentérites liées à la consommation de mollusques  

(notamment les huîtres), de crustacés (comme les crabes) ou de poissons crus (De Paola et al., 2000). 

V. parahaemolyticus est présent dans l’environnement marin (eaux côtières et estuariennes). Il a été 

isolé a partir des eaux côtières dans de nombreux pays répartis dans les cinq continents (Liston, 1990). 

Il contamine et affecte les organismes d’elevage comme les mollusques bivalves (huîtres, moules, 

coquille Saint-Jacques), les mollusques gastéropodes (bigorneaux, ormeaux, escargots), les crustacés 

(crevettes, crabes, araignées de mer, homards), les céphalopodes (calamars) et les poissons (sardines, 

anchois, anguilles, mérous, maquereaux…). Le tableau 4 résume l'effet provoqué par cette bactérie  

chez les espèces cultivées. 
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Tableau 4: Infections expérimentales d’animaux d’élevage avec le Vibrio parahaemolyticus. 

Organisme   Stade infecté              DL50                         Voie                      Effet sur l'hôte       Références 
    hôte                           d’infection 
  
Crustacés      

Penaeus 

monodon      
Crevettes juveniles          

8-12g
105-106 CFU/crevette en 

2-7 jours
Injection                   

intramusculaire
Syndrome de la maladie 

rouge,  Mortalités massives 
(100%)

Alapide-Tendencia 
& Dureza, 1997

      
Crevettes juveniles 

12-15g
2.46x107 CFU/0.05 mL 

en 4 jours
Injection 

intramusculaire
Mortalités massives (n.d) Ramalingam & 

Shyamala, 2006
      

Crevettes juveniles 1.0x105 CFU/crevette en 
7 jours

Injection  
intramusculaire

Syndrome de la                
maladie rouge,       Mortalités 

massives (n.d)

Sudheesh & Xu, 
2001

      
Litopenaeus    
vannamei 

Post-larves n.d Bioncapsulation en 
nauplii d’Artemia 

franciscana

Mortalités massives (15%) Roque et al., 2000

      
Macrobrachium     
rosenbergii

Crevettes juveniles         
10-15g

2x109 CFU/mL               
en 3 jours

Balnéation Mortalités massives (80%) Khuntia et al., 
2008

      

Mollusques      

H. diversicolor

supertexta

Petits ormeaux 10-
14g

1.6x105 CFU/ormeau 
25-26°C (semaine)

Injection intramanteau Whitering Syndrome, 
Mortalités massives (100%)

Liu et al., 2000

      
Petits ormeaux  10-

14g
2.7x106 à 18°C et 

8.4x104 à 30°C en 2 
jours

Injection 
intramusculaire

Mortalités massives (n.d) Lee et al., 2001

      
Petits ormeaux 10g 8.36-8.41x104

CFU/ormeau en 2-7 
jours

Injection intramanteau Mortalités massives (100%) Lee et al., 2003

      
Ormeaux   37-42mm 1.6x105 CFU/ormeau à 

28°C en 2 jours et 
1.6x105CFU/ormeau             

à 32°C en 1 jour

Injection 
intramusculaire

Mortalités massives (100%) Cheng et al., 2004

      
Post-larves 1x103 CFU/mL en 3 

jours
Balnéation Mortalités massives (70%) Cai et al., 2006b

      
Post-larves 3.2x104 CFU/mL en 3 

jours
Balnéation Mortalités massives (80%) Cheng et al., 2008

      
  H. rufescens Ormeaux 20-150 

mm
n.d n.d Vibriosis septicémique, 

Mortalités massives (n.d)
Elston & 

lockwood, 1983
      

Ormeaux 19-36 mm 1x106 CFU/g  en 4 jours Injection 
intramusculaire

Mortalités massives (100%) Silva et al.,  2013  

      
Meretrix meretrix      Palourdes adultes 6.0x106 CFU/mL 35-45 

mm en 1 jour
Injection intramanteau Mortalités massives (100%) Yue et al., 2010

      

Poissons      

Oreochromis 

niloticus

Juvenile 135g n.d Injection 
intramusculaire 

Mortalités massives (14.3-
28.95%)  en 1 jour

Balfry et al., 1997

      
Solea 

senegalensis      
Juvenile 10-15g 1.0-5.0x105 CFU/g Injection 

intramusculaire
Mortalités massives Zorrilla et al., 2003

            

n.d : Non déterminé 
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Dans les années 50, V. parahaemolyticus a été reconnu comme responsable d'une maladie 

massive de gastro-entérite à Osaka (Daniels et al., 2000) et, depuis lors, de nombreux cas  de maladies 

par cette bactérie ont été signalés en Amérique du Nord, Europe, Asie et en Amérique du Sud (Paris, 

2005). Au Chili, V. parahaemolyticus a été responsable de 40 à 70% des maladies gastro-intestinales 

causées par les poissons contaminés et coquillages provenant de milieux marins (DePaola et al., 

2000). Ce pathogène a été d'abord détecté dans la ville d'Antofagasta pendant une pandémie durant la 

saison estivale 1997-1998, avec environ 340 cas cliniques (Cordova et al., 2002). À partir de cette date 

et jusqu'à l'été de 2005 près de 10.000 cas ont été signalés, respectivement (Gonzalez-Escalona et al., 

2005; Heitmann et al., 2005; Fuenzalida et al., 2007). Depuis cette période on peut observer 

l'apparition de nouveaux cas cliniques, 71 nouveaux cas ont été enregistrés en 2011, dont deux ont eu 

lieu à Antofagasta (Figure 9) (MINSAL, 2012). Face à ces différents épisodes de maladies, V. 

parahaemolyticus est devenu une priorité de santé au Chili considérant l'impact  élevé causé par ce 

pathogène dans les exploitations aquacoles et dans les activités associés à la pêche. 

Figure 9. Cas cliniques observés au Chili entre 1998-2011. Graphe élaboré à partir des données du Ministère de la Santé 

du Chili (MINSAL).  

 Bien que cette bactérie soit présente dans l’écosystème marin côtier (Leyton & Riquelme, 

2008), cela ne signifie pas que le risque d'infection de la population soit constant. C'est parce que dans 
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l'environnement, V. parahaemolyticus est en grande partie non pathogène, généralement moins de 1% 

de ces bactéries isolées à partir de sources environnementales ont la capacité de produire une infection 

entérique (Heitmann et al., 2005).  

3.1.2.2. Habitat et cycle de vie 

L'habitat naturel de V. parahaemolyticus sont les eaux marines côtières. Elle est l'une des 

espèces qui compose la flore normale des estuaires, l'eau de mer et certains organismes marins (Lake 

et al., 2003 ; Burke, 2005). Les populations de V. parahaemolyticus sont affectées par les 

changements de climat, de température, de la salinité et de la disponibilité des nutriments.  

V. parahaemolyticus est associée à la présence de plancton, invertébré et vertébré pour 

survivre dans l'environnement marin. Chez les invertébrés, les bivalves accumulent les vibrions au 

cours du processus de filtration et d’alimentation, atteignant des concentrations jusqu'à 100 fois plus 

élevés par rapport aux autres espèces (Hernández et al., 2005). 

 La température optimale de croissance est comprise entre 20 et 30°C, ce qui permet une plus 

forte concentration de bactéries. Dans les périodes où la température est inférieure à 20 ° C, la densité 

des bactéries diminue et lorsqu'il atteint 10° C ou moins, la densité de V. parahaemolyticus "disparaît" 

de la colonne d'eau, mais il reste dans les sédiments d'où il émerge lorsque les conditions sont 

favorables, c'est à dire au moment où il fait chaud (Hervio-Heath et al., 2002). La salinité du milieu 

requise pour cette bactérie varie de 5 et 30‰. Cette variation saline est en fonction de la température 

de l'environnement et de la disponibilité des nutriments. 

 Dans l'écosystème marin, les mollusques bivalves sont les plus grands purificateurs d'eau de 

mer, car ils filtrent l'eau et absorbent donc les vibrions pathogènes comme V. parahaemolyticus, qui 

provoquent de graves problèmes gastro-intestinaux chez les humains. Une fois à l'intérieur de l'hôte, 
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V. parahaemolyticus doit d'abord survivre à des acides gastriques trouvés dans l'estomac et qui 

représentent une mesure de défense efficace. Plus tard, quand ils arrivent à la première partie de 

l'intestin grêle, ces bactéries trouvent de bonnes conditions pour la colonisation et propagation en 

raison du pH alcalin existant. Le temps de colonisation dure de deux à cinq jours, mais cela peut varier 

considérablement (Julie et al., 2010). 

3.1.2.3. Gènes de virulence et les régulateurs. 

Le génome de V. parahaemolyticus code pour une longue liste de facteurs potentiels de 

virulence tels que les hémolysines, deux systèmes de sécrétion de type III (T3SS1 et T3SS2), la 

collagénase, les facteurs d'adhérence, des protéases, et deux systèmes de sécrétion de type VI (T6SS1 

et T6SS2 (Makino et al., 2003; Broberg et al.,2010; Hiyoshi et al.,2010). Des études épidémiologiques 

ont été réalisées pour presque toutes les bactéries V. parahaemolyticus isolées à partir de cas cliniques. 

La capacité de produire β-hémolyse sur un type particulier de Agar sang (Agar Wagatsuma), appelé 

phénomène de Kanagawa (PK) (Miyamoto et al., 1969) est considéré comme un milieu utile pour 

distinguer les souches pathogènes et non-pathogènes. La protéine responsable de cette activité 

hémolytique est la TDH (Thermostable Direct hemolysin) et la TLH (Thermolabile hemolysin). 

Tandis que le gène de « Thermolabile hemolysin » (tlh) est utilisé en tant que marqueur génétique 

spécifique de V. parahaemolyticus, TDH a été considéré comme le principal facteur de virulence de 

cette bactérie pathogène (Nishibuchi & Koper 1995; Baffone et al., 2005). Ce gène codé en deux 

copies dans le génome (tdh1 et tdh2) et un (tdh2) contribue essentiellement à la production des 

protéines (Lin et al., 1993). D’ autre part, TDH est associé à PK, bien que certaines souches PK-positif 

n’ont pas le gène TDH, un autre type d’hémolysine a pu être identifíe (« TDH-Related Hemolysin » 

TRH) (Park et al., 2004).  
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 Le séquençage complet du génome de V. parahaemolyticus PK-positif souche RIMD2210633 

a révélé que cette bactérie a deux groupes de gènes pour le système de sécrétion de type III (T3SS) et 

un dans chacun des deux chromosomes (appelés T3SS1 et T3SS2, respectivement). En outre, il a été 

démontré que cette souche n’a pas le gène codant pour TRH, mais il a un îlot de pathogénicité sur le 

chromosome 2 contenant deux gènes codant pour TDH (tdhA y tdhS) (Makino et al., 2003; Sugiyama 

et al., 2008; Noriea et al., 2010). Chaque T3SS semble jouer un rôle différentiel dans la cytotoxicité  

des cellules en culture et dans les modèles biologiques des infections.  T3SS1 est requise pour la 

cytotoxicité  des cellules HeLa, J774, T84 et cellules HT-29 et pour l'hémolyse des globules rouges; 

T3SS2 est nécessaire pour la cytotoxicité des lignées cellulaires Caco2 et HCT-8 (Ono et al., 2006; 

Kodama et al., 2007). Plus récemment, en T3SS1 de V. parahaemolyticus�ont été identifié 3 gènes 

pour les protéines VP1698, VP1699 et VP1701 (Kodama et al., 2010) qui partagent des séquences 

similaires et ils sont  fonctionnellement orthologues  de ExsD, ExsA et ExsC de Pseudomonas (Zhou 

et al., 2008). 

 En outre, l'expression de TDH est régulée par le produit codé par les gènes toxRS (Lin et al., 

1993)  ce gène, en dépit d'être largement conservé dans le genre Vibrio (Kim et al., 1999)  a des 

régions « espèce-spécifique », ce qui fait de lui un bon marqueur pour la détection de V. 

parahaemolyticus par PCR (Lo et al., 2008). L’operon impliqué dans la synthèse de la  protéine ToxR 

comprend l'expression de 20 gènes. Cette protéine est divisée en trois domaines : Le premier domaine 

transmembranaire pour l'ancrage dans la membrane cellulaire ; un deuxième domaine sert de capteur 

de conditions dans l’espace périplasmique et un troisième domaine cytoplasmique qui a la capacité de 

se lier l'ADN.  Un aspect intéressant de cette protéine est qu'elle contrôle l'expression de gènes 

présents dans les éléments mobiles, à la fois de la VPI-1 (formation du pili TCP) en tant que phage 

CTXφ, on peut fixer directement au promoteur CtxAB (Waldor & Mekalanos, 1996; Karaolis et al., 

1998;  Boyd et al., 2000; Zhang et al., 2003) 
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3.1.2.4. Contrôle du quorum sensing (QS).  

 Le quorum sensing (QS) est un mode de communication bactérien qui passe par des molécules 

de signalisation extracellulaire appelées « autoinducteurs » ou AIs. La réponse aux autoinducteurs 

permet aux bactéries de coordonner l’expression des gènes au niveau populationnel à l’image des 

organismes pluricellulaires. Cette communication est fonction de la densité cellulaire. En effet, 

lorsqu’une population bactérienne produit des autoinducteurs, la concentration de ces molécules 

extracellulaires augmente. A forte concentration, les autoinducteurs induisent des modifications 

intracellulaires qui se traduisent par le déclenchement de fonctions biologiques comme la sécrétion de 

facteurs de virulence, la formation de biofilms, le croissance essaim (swarming), la formation 

d’endospores, la production d’antibiotiques, la conjugaison ou encore la bioluminescence (Nicas & 

Iglewski, 1985; Kleerebezem et al., 1997; Manefield et al., 1999; Roger & Iglweski, 2003; Defoirdt et 

al., 2004; 2006; Schuster & Greenberg, 2006; Ng & Bassler, 2009; Vandeputte et al., 2010; Tan et al., 

2012).  

  Le QS est un système très complexe constitué d’au moins trois voies, classées selon le type 

d’autoinducteurs et des voies de détection impliquées. Les bactéries gram positives et les bactéries 

gram négatives utilisent le QS pour réguler diverses activités physiologiques. En général, les gram- 

négatives utilisent la molécule, N-acyl-homosérine-lactone (AHL) et les gram positives les oligo-

peptides comme autoinducers. L’AHL est le produit d’un des gènes lux (luxI) qui code l’acyl 

homoserine lactone synthase, LuXI. Sa concentration augmente lorsque la densité des cellules 

s’accroît. Une fois qu’une concentration seuil de cette molécule est atteinte, la molécule est fixée par 

le peptide LuxR (codé par le gène luxR) qui ensuite régule l’expression de l’opéron lux (Fuqua & 

Greenberg, 2006).  Ce premièr système a été mis en évidence chez V. fischeri et serait conservé chez 

plus de 70 espèces de bactéries Gram négatives. 
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 Le second système, caractéristique des bactéries Gram positives repose sur la production 

d’oligopeptides autoinducteurs sécrétés via des transporteurs de type ABC (ATPBinding Cassette) et 

détectés par un système à deux composants, basé sur des histidines kinases. Le système à deux 

composants passe par une étape d’autophosphorylation du récepteur, en réponse à la liaison des 

oligopeptides qui est transduite par la phosphorylation et donc l’activation d’une protéine régulatrice, 

capable d’activer ou de réprimer l’expression de gènes cibles (Pestova et al., 1996 ; Kleerebezem et 

al., 1997).  

 Le troisième type de système est beaucoup plus complexe que celui décrit précédemment et a 

généralement deux ou plusieurs molécules autoinductrises  (Marquina & Santos de Sen, 2010). Ce  

système a été identifié chez V. harveyi. Il s’appuie sur trois autoinducteurs : AI-1, une homosérine 

lactone classique des bactéries Gram négatives synthétisée par le gène luxM et reconnu par la kinase 

LuxN (Bassler et al., 1993); et AI-2, un furanosyl borate diester synthétisé par le gène luxS et reconnu 

par la kinase LuxQ (Schauder et al., 2001; Chen et al., 2002); et enfin, le dernier autoinducteur 

identifié (mais dont la structure chimique n’est toujours pas connue), CAI-1 (Cholerae Autoinducer 

1), passant par la voie Cqs (Henke & Bassler, 2004a; Kelly et al., 2009).  

Cependant, le QS n'a pas été étudié de façon approfondie chez V. parahaemolyticus. Defoirdt 

et al., (2006), dans une étude réalisée sur la capacité pathogènique de V. parahaemolyticus à causer 

une maladie chez Artemia franciscana, ont démontré que cette bactérie produit AI-2 qui régule la 

virulence dans l'hôte. Peu d’informations sur la détection du QS chez V. parahaemolyticus sont 

disponibles du fait que les archétypes des souches de cette bactérie semblent défectueux dans la 

régulation dépendante de la densité cellulaire (Gode-Potratz & McCarter., 2011). Plus précisément, les 

études suggèrent que la voie de QS réprime les deux traits les plus caractéristiques de l'espèce : la 

croissance en «swarming» et la virulence ; cette  variation de QS sélectionne le type de mobilité sur la 

surface et le type de cellule pathogène (McCarter, 1998; Henke et al., 2004b; Jaques & McCarter, 

2006).  Le regulateur transcriptionel de  V. parahaemolyticus reçoit le nom d’OpaR (« Colony 
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Opacity ») qui induit l'expression des polysaccharides extracellulaires (McCarter, 1998). V. 

parahaemolyticus subit une variation de phase réversible et forme différentes morphologies coloniales 

bactériennes: opaque (OP) et transparente (TR) (McCarter, 1999). Bien que les souches OP et TR 

forment un biofilm, leur architecture et leur intégrité structurale sont différentes en raison de 

différences dans la formation d’exopolymère capsulaire et d'autres molécules de la surface cellulaire 

(Enos-Berlage et al., 2005). La protèine OpaR régule positivement les gènes cps (Capsular 

polysacharide) et négativement  les gènes des flagelles latéraux, contrôle la variation entre les types 

OP et les types de cellules TR et réprime les gènes qui contrôlent le «swarming» (Guvener & 

McCarter, 2003; Jaques & McCarter, 2006 ;  Gode-Potratz & McCarter, 2011). Ce regulateur sert de 

«output regulator" terminal de la cascade du quorum sensing à vibrions. A des densités cellulaires 

faibles OpaR est inhibé par les petits ARN appelés régulateurs  Qrrs qui sont induits par la  protéine 

phosphorylée LuxO et,  lorsque les densités cellulaires sont  élevées, LuxO est  déphosphorylé et 

OpaR est produite (Milton, 2006). Plusieurs gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

virulence, la traduction du signal et la modulation de molécule de signalisation GMP cyclique sont 

régulé par OpaR. Le QS contrôle un réseau d’expression génique chez V. parahaemolyticus qui est 

très différent d'autres vibrions, par rapport  aux  gènes contrôlés par opaR (Gode-Potratz & McCarter, 

2011).  

  

3.1.2.5. Effet de  V. parahaemolyticus chez l’ormeau 

La première étude qui a démontré l’implication de V. parahaemolyticus dans les mortalités 

massives d'ormeaux adultes (H. diversicolor supertexta) a été réalisée par Liu et al., (2000). Cette 

bactérie pathogène a été isolée à partir de l'hémolymphe d’ormeaux adultes moribonds et morts 

pendant une épidémie de la maladie «Withering Syndrome» (WS) en 1998. Dans cette étude, les 

bactéries et leurs CPs étaient virulents et mortels avec une DL50 de 1.6 x 105 UFC/g  poids corporel et 

7,58 µg protéines/g poids corporel. Les travaux de Huang et al., (2001) ont démontré que V. 



Rappels bibliographiques 

�

���

�

parahaemolyticus et leur CPs sont les causes de WS chez cette espèce d'ormeau. De plus, le facteur 

thermique différentiel augmente fortement  la mortalité des organismes. Dans le même sens, Cheng et 

al., (2004) ont démontré que les ormeaux maintenus à une température de 28°C et déjà infectés par les 

bactéries pathogènes ont une mortalité qui augmente de manière significative quand ils sont transférés 

à une température de 32°C en conséquence d’une faible capacité immunitaire et de résistance face au 

V. parahaemolyticus. Les études ci-dessus ont demontré la virulence de V. parahaemolyticus

seulement chez les ormeaux adultes de H. diversicolor supertexta (Liu et al., 2000; Huang et al., 2001; 

Lee et al., 2003; Cheng et al., 2004). Cependant, les travaux de Cai et al., (2006) ont permis d’isoler la 

souche de V. parahaemolyticus à partir de mortalités massives de post-larves de cette espèce en Chine. 

Les résultats montrent que cette bactérie est très virulente à très faible concentration (DL50 de 1,0 x 

103 UFC / mL). Des études dans le même sens ont été réalisées par Cheng et al., (2008). Les résultats 

obtenus montrent une dose létale DL50 de 3,2 x 104 UFC/mL et une dose létale de CPs à une 

concentration de 3,77 mg de protéine/mL, concluant que les bactéries sont responsables de la mortalité 

des post-larves et que leurs CPs sont impliqués dans la pathogénicité de la maladie causée par la 

bactérie. Ces mêmes auteurs suggèrent que les CPs de V. parahaemolyticus ont une forte activité 

enzymatique des protéases et d’amylases et une faible activité de lipase, phospholipase et hémolytique 

produisant une dégradation totale ou partielle des tissus de postlarves.  
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4.      Rôle des probiotiques dans les activités aquacoles : Généralités  

  Le développement rapide de l’aquaculture, son intensification, et l’apparition des crises 

sanitaires dans les élevages ont encouragé les recherches pour développer des solutions alternatives 

aux antibiotiques, afin d’enrayer les maladies. C’est dans ce cadre que l’utilisation des probiotiques, 

qui concernait à l’origine l’homme et les animaux d’élevage terrestres, a été élargie aux animaux 

aquatiques depuis une trentaine d’années. Les premières études chez les poissons ont montré des 

résultats prometteurs qui ont entraîné de nombreuses recherches sur le sujet. Ces recherches ont eu 

comme objectif la sélection des souches probiotiques à partir des différentes sources d’élevage 

(animaux, algues, eau….), afin d’évaluer leurs bienfaits sur la survie et la croissance des animaux 

modèles. Parallèlement à ces recherches, de nombreuses applications, plus ou moins empiriques, du 

concept probiotique ont été réalisées, ce qui a permis la familiarisation et l’utilisation de ce concept en 

aquaculture.  

4.1. Définition des micro-organismes probiotiques 

Tout au long de l'histoire le concept de "probiotique" a acquis une grande variété d'utilisations. 

Son concept est né dans le début du XXe siècle avec les travaux de Metchnikoff en 1907 (Gillor et al., 

2008) qui a fait valoir l'apport bénéfique de micro-organismes comme un mécanisme de contrôle 

efficace contre l' établissement de micro-organismes pathogènes. Lilly & Stillwell (1965) ont d'abord 

défini le concept de probiotique comme «Substances produites par des micro-organismes qui 

favorisent la croissance d'autres micro-organismes ». En 1974, Parker définit les probiotiques comme 

«des organismes et des substances qui contribuent à l'équilibre microbien intestinal ». Cette définition 

peut inclure des antibiotiques ou des acides gras à chaîne courte, mais cette définition nécessite 

l’incorporation d’autres composants pour avoir plus de précision.  Fuller (1989) a proposé un autre 

concept « Complément alimentaire microbien vivant qui affecte avantageusement l'animal hôte en 
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améliorant l'équilibre microbien intestinal ». Plus tard, Tannock (1997) remarque que l'effet sur 

l'équilibre intestinal n'est pas représenté dans la plupart des cas, suggérant la définition des 

probiotiques comme « Des cellules microbiennes vivantes additionnées dans le régime alimentaire 

afin d'améliorer la santé ». Cependant, toutes ces définitions ne sont pas toutes applicables en 

aquaculture. Il faut signaler que le milieu aquatique est un moyen de diffusion des micro-organismes 

et un moyen important d'exposition des probiotiques chez les organismes hôtes. Gatesoupe (1999) a 

modifié le concept de probiotique et propose des voies alternatives de l’incorporation de ces micro-

organismes « Cellules microbiennes administrées de sorte qu’elles entrent dans le tractus gastro-

intestinal pour améliorer la santé de l’organisme hôte». Gram et al., (1999) a élargi la définition  par 

«un supplément microbien vivant qui affecte avantageusement l'animal hôte en améliorant l'équilibre 

microbien ». Par la suite, Verschuere et al., (2000) ont proposé une définition qui comprend une 

étroite interaction entre l'aquaculture et l'environnement. Selon ces auteurs un probiotique est « Un 

supplément microbien vivant qui a un effet bénéfique sur l'hôte en modifiant la communauté 

microbienne associée à  l'hôte ou à l'environnement, assurant une meilleure utilisation de la 

nourriture ou l'augmentation de sa valeur nutritive, par l'amélioration de la réponse de l'hôte aux 

maladies, ou par l'amélioration de la qualité de leur environnement ». Sur la base des définitions 

citées précédemment, la FAO/OMS (2001) propose une définition des probiotiques qui couvre la 

notion de probiotique comme complément alimentaire et comme aliment dans un organisme hôte. 

« Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités 

adéquates, confèrent un bénéfice pour la santé de l'hôte ». 

Depuis lors, l'utilisation des bactéries bénéfiques comme contrôle biologique dans la 

production d'animaux terrestres a été largement étudiée. Aujourd'hui, avec l'augmentation de la 

résistance aux antibiotiques des espèces pathogènes, un certain nombre d’études a été mené pour la 

caractérisation des souches bactériennes bénéfiques présentes dans les centres d’aquaculture, afin de 

prévenir des maladies et pour augmenter la production des organismes en cultures. Les bactéries 
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bénéfiques ont été utilisées pour la décomposition de la matière organique, la réduction des 

concentrations d'azote et de phosphore, l'amélioration de la croissance des algues, pour contrôler 

l'ammonium et nitrite et enfin pour augmenter la survie des animaux d’élevage (Boyd & Massaut, 

1999). Cette diversité des usages, a créé une confusion concernant le concept original et dans l’usage 

du terme de probiotique,  qui est utilisé en référence à des bactéries ou des algues pour améliorer la  

qualité de l'eau dans les élevages, et en laissant de côté le concept initial qui englobe la colonisation 

chez l'hôte. Selon Karunasagar et al., (1999) le terme le plus approprié dans ces cas serait 

"bioremédiateur", et le concept de probiotique est réservé  exclusivement aux cellules microbiennes 

qui restent en vie dans l'hôte (Fuller, 1989; Gatesoupe, 1999) et sont capables d'améliorer  la santé par  

rééquilibrage microbien interne (Gram et al., 1999). Pour considérer un micro-organisme probiotique, 

on doit démontrer par différentes techniques, scientifiquement, ses effets bénéfiques pour la santé et 

corroborer l'efficacité et la sécurité de l'effet produit par l'agent probiotique (Guarner et al., 2010).  

4.2. Utilisation des probiotiques pour la prévention de maladies et l'amélioration de l'état 

nutritionnel en aquaculture de mollusques. 

Un large spectre de bactéries a été proposé et évalué comme agents de contrôle biologique et 

d'amélioration de l'état nutritionnel des organismes cultivés d’intérêt économique. Les micro-

organismes utilisés en aquaculture sont des bactéries du genre Vibrio, Bacillus, Neptunomonas, 

Phaeobacter, Pseudomonas, Pseudoalteromona, bien que de nombreux autres genres ou espèces aient 

été testés. (Gatesoupe, 1999; Verschuere et al., 2000; Irianto & Austin, 2000a; Gram & Ringo, 2005; 

Balcazar et al., 2006; Vine et al., 2006; Kesarkodi-Watson et al., 2008; Prado et al., 2010; Dimitroglou 

et al., 2011; Kesarcodi-Watson et al., 2012).  

Egalement, ont été utilisé des bactéries lactiques appartenant aux genres Lactobacillus ou 

Bifidubacterium et la levure, essentiellement du genre Saccharomyces (Garcia et al., 2011; Talpur et 
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al., 2011) qui ont été isolées à partir d’organismes sains. Il y a un autre terme également et qui tend à 

se confondre avec les probiotiques, les « prébiotiques » qui sont des «aliments non vivants 

(principalement des fibres) dont la consommation confère un avantage pour la santé de l'hôte associé à 

la modulation de la microflore » (Caceres & Gotteland, 2010). 

 De nombreux travaux ont été réalisés afin de résoudre le problème des infections  bactériennes  

dans les différents stades ontogéniques des mollusques à l’origine des nombreux épisodes de 

mortalités.  Ces différentes recherches sont présentées dans le tableau 5. 
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Tableau 5: Microorganismes probiotiques utilisés dans la culture des mollusques. 
     

Probiotique                     Espèces cibles                Voie                           Effet sur les espèces cibles                                 Références 
                                                                     d’incorporation 

Flavobacterium sp. P14 Pecten ziczac Balnéation Activité antibactérienne (Vibrio anguillarum) chez les larves Lodeiros et al., 1989

Alteromonas sp. CA2 Crassostrea 
gigas 

Balnéation Amélioration de la survie et de la croissance  larvaire  Douillet & Langdon, 
1993; 1994  

Pseudoalteromonas  
haloplanktis INH

Argopecten 
purpuratus 

Balnéation Protection contre l’infection; Activité  antibactérienne (V. 
anguillarum)  des larves 

Riquelme et al., 1996

Pseudomonas sp. 11 et 
Vibrio sp. C33

A. purpuratus Balnéation Protection contre l’infection; Activité antibactérienne (V. 
anguillarum) chez les larves 

Riquelme et al., 1997

Aeromonas media. A199 C. gigas Balnéation Amélioration de la survie; Activité antibactérienne (V. 
tubiashii) des larves 

Gibson et al., 1998

Phaeobacter gallaeciensis
BS107

P. maximus Balnéation Amélioration de la survie; Activité antibactérienne (V. 
pectenicida) chez les larves 

Ruiz-Ponte et al., 
1999

Arthrobacter sp. 77 A. purpuratus Balnéation Amélioration de la survie larvaire  Riquelme et al., 2000

Mélanger de V. sp. C33,
Ps. sp 11 et Bacillus sp. 
B2 

A. purpuratus Balnéation Amélioration de la survie chez les larves Riquelme et al., 2001

Pseudoalteromonas sp. 
X153 

P. maximus Balnéatión Amélioration de la survie chez les larves Longeon et al., 2004

Mélange de V. midae.
SY9, Cryptococcus sp. 
SS1 et Debaryomyces 

hansenii AY1  

Haliotis midae Nourriture 
artificielle

Protection contre l’infection et amelioration de la croissance 
des juvéniles et des adultes

Macey & Coyne, 
2005     

Ph. gallaeciensis. 154 Ostrea edulis Balnéation Amélioration de la survie; Activité antibactérienne chez les 
larves 

Prado, 2006

Pseudoalteromonas sp C4 H. midae Nourriture 
artificielle

Amélioration de la croissance, l'état nutritionnel et la 
digestibilité des aliments chez les juveniles 

ten Doeschate & 
Coyne, 2008

Souches bactériennes non 
identifiées

Perna 

canaliculus 

Balnéation Activité antibactérienne (V. splendidus et. V. sp D01) Kesacordi-Watson et 
al., 2009

Pediococcus sp. Ab1 H. gigantea Nourriture 
artificielle

Amélioration de l'état nutritionnel  des juveniles Iehata et al., 2010

Souche OY15 C. virgínica Balnéation Amélioration de la survie; Activité antibactérienne chez les 
larves 

Lim et al., 2011

Mélange de V. sp. C21 ; V. 
sp. F15 et Agarivorans 
albus F1

H. rufescens Macroalgues Amélioration de la survie et de la croissance ; Activité 
antibactérienne (V. parahaemolyticus) des juveniles

Silva et al., 2011a

Probiotique commercial 
Epicin-Hatchery® et 
Bactosafe® 

Nodipecten  
ubnodosus 

Microalgues Amélioration de la croissance  des larves Granados & Amores, 
2012

Alteromonas macleodii
0444, Neptunomonas sp. 
0536, Ph. gallaeciencis. 
154, Pseudoalteromonas
sp D41 

P.maximus Balnéation Protection contre des bactéries pathogènes V. coralliilyticus
et V. splendidus 

Kesacordi-Watson et 
al., 2012

Al. macleodii 0444° N. sp. 
0536°  

Ph. gallaeciencis. 154*
Pseudoalteromonas sp 
D41*

O. edulis  et  C. 
gigas 

Balnéation °* Protection contre des bactéries pathogènes 
°V. coralliilyticus et V. pectenicida  chez O. edulis , 
*Protection contre V. coralliilyticus chez C. gigas 

Kesacordi-Watson et 
al., 2012
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4.2.1. Application des probiotiques chez l’ormeau H. rufescens

 L'un des principaux défis dans le développement et l'utilisation de bactéries probiotiques est le 

choix d’une méthode appropriée de colonisation bactérienne efficace et économiquement viable. 

Jusqu'à présent, des études ont été faites sur l'utilisation de bactéries probiotiques chez l'ormeau pour 

améliorer la croissance et l'état immunitaire grâce à l'utilisation des algues sous forme de granulés et 

d’algues fraîches comme vecteurs d'entrée de ces bactéries dans l’appareil digestif  des organismes 

expérimentaux. (Macey & Coyne, 2005; 2006; ten Doeschate & Coyne, 2008; Iehata et al., 2009; 

2010; Silva et al., 2011a). 

4.3.  Les critères de sélection des bactéries probiotiques 

L'un des principaux problèmes dans l'obtention des bactéries probiotiques, c'est la stratégie de 

sélection. Selon Gomez-Gil et al., (1998) dans de nombreux cas, le processus de sélection utilisé est 

empirique et avec des preuves scientifiques limitées. Il est essentiel que les bactéries candidates 

répondent à certaines exigences. Des critères tels que le potentiel de colonisation, la capacité de 

compétence contre des agents pathogènes et la capacité d'augmenter la résistance aux maladies sont 

des éléments importants à prendre en considération dans la sélection des probiotiques (Gatesoupe, 

1999; Gomez-Gil et al., 2000; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Prado et al., 2010; Guarner et al., 2010; 

Domitroglou et al., 2011). Naturellement, les souches doivent être bénéfiques pour l'animal. Dans 

l'hôte, elles doivent être présentes en grand nombre, et être en mesure de survivre au sein de l'organe 

colonisé, sans incidence sur la croissance ou d'induire la résistance aux antibiotiques affectant la 

thérapie. (Fuller, 1989; Gueimonde & Salminen, 2006). D’autres critères sont à prendre en compte 

dans la sélection d’un bon probiotique comme: le taux de croissance des probiotiques, la composition 

du milieu de culture, les conditions de croissance in vitro, la concentration initiale d'inoculum, les 

processus d'extraction et d'élaboration de probiotiques (Del Piano et al., 2006; Ávila et al., 2010). 
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Enfin, elles doivent être stables dans les systèmes de  stockage et permettre la production en grands 

volumes (Avila et al., 2010).  

4.4.  Voies d'incorporation de bactéries probiotiques 

 L'un des défis lorsqu’on commence à utiliser des probiotiques en aquaculture est l'ajout de 

probiotiques dans l'organisme hôte. Selon la littérature, les alternatives suivantes peuvent être utilisées 

(Verschuere et al., 2000): 

• Balnéation de l'hôte dans une suspension de micro-organismes probiotiques. 

• Addition de micro-organismes probiotiques dans l'eau des bacs. 

• Addition via de la nourriture artificielle dans les animaux en culture. 

• Addition via la nourriture vivante (artémias et rotifères). 

 La plupart des travaux réalisés font état d’une addition directe des probiotiques dans l'eau de la 

culture (Ravi et al., 2007; Makridis et al., 2008;  Fjellheim et al., 2010; Liu et al., 2010; Pai et al., 

2010; Talpur et al., 2011) ou dans le régime alimentaire (nourriture artificielle ou vivante) (Macey & 

Coyne, 2006; Planas et al., 2006; Aly et al., 2008; Iehata et al., 2010; Thompson et al., 2010; Castro-

Barrera et al., 2011; Silva et al., 2011a; Talpur et al., 2011). Toutes ces voies d’incorporation ont 

besoin d’ajouts multiples et continus de probiotiques pour assurer leur efficacité et performance dans 

les systèmes de culture.  

4.5. Possible mode d'action des bactéries probiotiques 

A l’heure actuelle, peu d’informations sont disponibles pour élucider complètement  le mode 

d'action de micro-organismes probiotiques in vivo dans le domaine de l'aquaculture (Prado et al., 

2010), de plus, les études in vitro ne montrent pas nécessairement les mêmes résultats que les études 
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in vivo (Verschuere et al., 2000; Gram et al., 2001). Ces micro-organismes peuvent exercer leurs effets 

probablement par des mécanismes d'action collective sur l'hôte (Gomez et al., 2007). Les mécanismes 

d’action possibles sont représentés sur la figure 10, et certains d’entre eux seront développés ci-après. 

Figure 10. Possibles mécanismes d'action exercée par des bactéries probiotiques. 

4.5.1. Production de composés antimicrobiens 

 L'antagonisme bactérien est un phénomène commun dans la nature, par conséquent, les 

interactions microbiennes jouent un rôle important dans l'équilibre de la compétition  entre les micro-

organismes bénéfiques et pathogènes (Balcazar et al., 2004). Également les micro-organismes peuvent 

être une source de produits extracellulaires variés qui ont des effets inhibiteurs sur la croissance 

microbienne pathogène (Das et al., 2006). Les composés antagonistes sont définis comme substances 

chimiques, protéiques et non protéiques produites par les micro-organismes probiotiques. Ces 

composés peuvent être toxiques (bactéricide) ou inhibiteurs (bactériostatique) contre d'autres micro-

organismes. Si le microorganisme produisant de tels composés dans l'intestin ou à la surface de l'hôte 



Rappels bibliographiques 

�

���

�

ou dans l'eau de la culture, ils sont utilisés pour empêcher et éliminer la prolifération de micro-

organismes pathogènes. Les composés antibactériens peuvent être divisés en composés ayant un effet 

direct et indirect sur les agents pathogènes. Des exemples de composés ayant une activité 

antimicrobienne sont des antibiotiques, bactériocines, les sidérophores, les lysozymes, les protéases, le 

peroxyde d'hydrogène, l'ammonium et des acides organiques.  

De nombreuses études in vitro ont montré que divers micro-organismes peuvent inhiber la 

croissance de pathogènes en aquaculture (Wycterdahl et al., 1991; Bergh, 1995; Sugita et al., 1997; 

Jorquera et al., 2000; Longeon et al., 2004; Bruhn et al., 2005a; Jayaprakash et al., 2005; Rattanachuay 

et al., 2010; Bjornsdottir et al., 2010; Lim et al., 2011). Cependant, ces résultats ne garantissent pas 

que les probiotiques ont les mêmes effets dans les études in vivo Gram et al., (2001).  

Dans la littérature des probiotiques, peu d’informations sont disponibles sur la structure 

moléculaire des composés antibactériens et de leurs modes d'action dans les études in vivo. Certaines 

études suggèrent que l'effet des probiotiques est induit par la production de composés antagonistes, 

mais ces composés ne sont pas toujours identifiés (Maeda & Liano, 1992; Maeda, 1994; Riquelme et 

al., 1997; Gibson et al., 1998; Ruiz- Ponte et al., 1999; Jorquera et al., 2000; Bruhn et al., 2005b; 

Planas et al., 2006; Porsby et al., 2008). Si le mécanisme d'action d'un microorganisme probiotique est 

dû à un composé antagoniste, alors le développement de la résistance à ce composé doit être pris en 

compte. Le traitement par micro-organismes probiotiques sera inefficace dans le contexte de 

l'aquaculture si les bactéries pathogènes développent une résistance à ces composés. 

Par ailleurs, l'origine des souches probiotiques est un facteur important dans le test de 

l'antagonisme. Les micro-organismes présentent différentes activités biochimiques et physiologiques 

tout au long de son développement et en fonction de leur milieu d'origine. Ces caractéristiques 

influent sur le potentiel des probiotiques pour les sites de attachement (Vanbelle et al., 1990) et 

pourrait créer une fausse impression sur la capacité d’hinibition in vivo des probiotiques. 
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4.5.2. Compétition pour les nutriments et sites de fixation chez  l´hôte. 

 La compétition pour les nutriments est considérée comme un mécanisme d'action de ces micro-

organismes probiotiques qui peuvent interférer avec la composition de la disponibilité  trophique dans 

l'eau de culture, dans le tractus gastro-intestinal ou à la surface de l'hôte. Parmi les micro-organismes 

il y a une compétition pour les nutriments dans le milieu et pour l'énergie qui pourraient être obtenue  

à partir de ceux-ci (Verschuere et al., 2000). Une molécule chimique importante pour ces micro-

organismes est le fer, elle confère une meilleure assimilation des nutriments (Hider & Kong, 2010). 

 Les organismes sécrètent des sidérophores, qui sont des molécules de faible poids moléculaire 

qui permettent la dissolution du fer précipité et le rend disponible pour la croissance des organismes 

(Holmstrom & Gram, 2003; Doherty, 2007; Ratledge, 2007). Dans un écosystème, les colonisateurs 

dominants ont des systèmes plus performants de « sidérophore-fer » qui permettent d'inhiber la 

croissance d'autres micro-organismes, les privant de cet élément (Wyckoff et al, 2007; Hider et Kong, 

2010). Si un microorganisme probiotique utilise des sidérophores comme mécanisme d’inhibition, ce 

probiotique séquestrerait le fer de l'environnement et il limiterait la croissance des bactéries 

pathogènes des animaux en aquaculture (Gatesoupe, 1997; Gram et al., 1999; Holmstrøm & Gram, 

2003; Spanggaard et al., 2001; Lalloo et al., 2007). La capacité de s’attacher sur la muqueuse gastro-

intestinale est nécessaire pour qu'une bactérie puisse s’établir dans le tractus digestif (Andlid, 1995). 

Différentes stratégies d’adhésion sont mises en place par les micro-organismes sur les sites de liaison: 

les forces passives, les interactions électrostatiques, des forces hydrophobes, des forces stériques, des 

acides lipotéichoïques, et des structures d'adhésion spécifiques (Salyers & White, 2002). Lors de 

l'utilisation de bactéries probiotiques, l'adhésion est importante pour la colonisation de ces bactéries et 

ainsi inhiber la fixation et la prolifération de bactéries pathogènes dans l'intestin. Ce phénomène est 

connu sous le nom d'exclusion compétitive et si cela n'est pas réalisé, les bactéries bénéfiques sont 

considérées comme des micro-organismes en transit et sont éliminées avec les fèces sans avoir exercé 

leur fonction probiotique correctement (Gatesoupe, 1999; Wang et al., 2008; Lalloo et al., 2010; Lara-
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Flores, 2011). L'industrie de l'aquaculture a utilisé des produits probiotiques conçus pour l'adhésion 

d'une collection de micro-organismes sur la surface des muqueuses intestinales fondée sur le principe 

d'exclusion compétitive (Verschuere et al., 2000; Farzanfar, 2004). Ces facteurs sont importants pour 

l'adhésion dans les cellules épithéliales de l’intestin ou l'activation du système immunitaire, et 

contribuant ainsi à une meilleure homéostasie physiologique et un bon fonctionnement de la digestion 

intestinale des organismes (Aguirre-Guzman, 1992; Farzanfar, 2004).  

4.5.3.  Quorum quenching (QQ). 

Ces dernières années, différents auteurs ont exploré diverses stratégies alternatives pour le 

contrôle des maladies infectieuses, en particulier dans le domaine des vaccins et des probiotiques 

(Wang et al., 2008; Tinh et al., 2008). Comme de nombreuses bactéries pathogènes qui régulent 

l'expression des gènes, y compris les facteurs de virulence, par des systèmes de QS, ce type de 

communication bactérienne a été proposé comme une méthode prometteuse pour le contrôle des 

agents bactériens pathogènes (Dong et Zhang, 2005; Dong et al., 2007), en particulier dans le domaine 

de l'aquaculture (Defoirdt et al., 2004). En effet, lorsque ces systèmes de communication sont bloqués, 

la virulence est entravée dans de nombreux pathogènes, facilitant l'élimination des bactéries par le 

système immunitaire. Cette nouvelle stratégie a été génériquement dénommé «Quorum Quenching» 

(QQ).  

Plusieurs études démontrent l'importance des systèmes QS basé sur AHLs (facteur de 

régulation de virulence) dans l'environnement marin. Ainsi, dans une étude sur des bactéries isolées à 

partir de différents milieux marins, la moitié des alpha-protéobactéries produisent des signaux AHL 

(Wagner-Dobler et al., 2005) et de nombreux agents pathogènes se trouvant dans les activités 

aquacoles comme: Aeromonas salmonicida,  Aeromonas hydrophila, Yersinia ruckeri, Vibrio 

salmonicida, V. vulnificus, V. harveyi, V. anguillarum, Edwardsiella tarda o Tenacibaculum 
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maritimum produisent également des signaux AHLs (Croxatto et al., 2002; Buch et al., 2003; Kim et 

al., 2003; Bruhn et al., 2005b; Han et al., 2010; Romero et al., 2010). 

Dans le système de communication bactérienne QQ, on a trouvé également des preuves pour 

soutenir l'importance de ces processus dans le milieu marin. Les furanones de l'algue rouge Delisea 

pulchra sont   inhibiteurs des AHLs. Ces molécules ont une structure similaire aux signaux d'AHL de 

sorte qu’elles participent comme antagonistes dans le site de liaison au niveau du récepteur par 

l'autoinducteur et bloquent ainsi les circuits du QS des bactéries. Récemment a été isolée une bactérie 

marine, Halobacillus salinus qui a une activité inhibitrice de AHL par la production de 

phenethylamides  (Teasdale et al., 2009). Par ailleurs dans les organismes marins comme les 

bryozoaires Flustra foliacea, les éponges Luffariella variabilis et les algues Ahnfeltiopsis 

flabelliformis également on a décrit une activité QQ de type inhibitrice contre AHLs (Peters et al., 

2003; Kim et al., 2007; Skindersoe et al., 2008). Ces investigations ont eu une attention particulière 

pour l'application de stratégies biotechnologiques basées sur QQ pour contrôler les infections 

bactériennes en aquaculture. Ainsi, l'utilisation de la furanone C-30 a réduit significativement la 

pathogénicité de V. anguillarum chez Oncorhynchus mykiss (Rasch et al., 2004). 

Les furanones inhibent également la pathogénicité de V. harveyi, V. campbellii et V. 

parahaemolyticus chez les rotifères et Artemia sp, mais ces molécules sont toxiques, l'utilisation de 

ces composés naturels se voit limitée et rend nécessaire la recherche d'autres molécules tout aussi 

puissantes, mais moins toxiques. En ce qui concerne à la dégradation du signal AHL, il a été démontré 

que les consortiums bactériens  intestinaux protègent les larves des crevettes, des poissons et des 

rotifères des infections bactériennes (Tinh et al., 2007; Nhan et al., 2010; Chen et al., 2010).  
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4.5.4. La stimulation du système immunitaire 

Le système immunitaire non spécifique peut être stimulé par les probiotiques. Il a été montré 

que l'administration orale de Clostridium butyricum chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) 

améliore la résistance à la vibriose, à travers l'augmentation de l'activité phagocytaire des leucocytes 

(Sakai et al., 1995). Rengpipat et al., (2000) indiquent que l'utilisation de Bacillus sp. (Souche S11) 

offre une protection contre les maladies en activant les défenses cellulaires et humorales immunitaires 

chez la crevette Penaeus monodon. Les travaux de Balcazar (2003) ont démontrés que l'administration 

d'un mélange de souches bactériennes (Bacillus et Vibrio sp) a eu une action positive sur la croissance 

et la survie des juvéniles de la crevette blanche fournissant un effet protecteur contre le système 

immunitaire par l'augmentation de la phagocytose et la activité antibactérienne. En outre, 

Nikoskelainen et al., (2003) ont montré que l'administration de Lactobacillus rhamnosus à une 

concentration de 105 UFC/g, a stimulée le flambée oxydative chez O. mykiss. D'autre part, des études 

plus récentes chez les ormeaux (Macey et Coyne, 2005), les poissons (Aly et al., 2008) et les crustacés 

(Chiu et al., 2007; Mujeeb-Rahiman et al., 2010) montrent une meilleure survie et l'amélioration du 

statut immunitaire chez les animaux nourris avec un régime supplémenté en probiotiques après 

infection par des bactéries pathogènes par rapport aux traitements sans aliment probiotique. 

4.5.5. Amélioration de la qualité de l’eau 

 Les probiotiques du genre Bacillus peuvent convertir la matière organique en CO2, 

contrairement aux bactéries Gram-négatives qui sont caractérisées pour convertir la matière organique 

en  biomasse bactérienne ou limon (Dalmin et al., 2001). Lalloo et al., (2007) ont testé la capacité des 

bactéries du genre Bacillus à réduire les concentrations de nitrite, nitrate et ammonium de l’eau 

d’élevage de poissons d'aquarium. Le même processus a également été observé par Kim et al., (2005) 

dans B. subtilis, B. cereus et B. licheniformis, qui attribuent ces effets à des mécanismes tels que la 
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bioaccumulation, la bio-assimilation et la nitrification. Bien que l'élimination de l'azote est une 

propriété prédominante chez les bactéries autotrophes, des travaux suggérent  une contribution 

importante de bactéries hétérotrophes dans ce domaine (Sakai et al., 1997; Kim et al., 2005; Lin et al., 

2006) . En outre, l'interaction entre les bactéries probiotiques et les microalgues dans les structures 

d'élevage produisent généralement des effets positifs, car elles stabilisent les facteurs nutritionnels de 

la nourriture vivante, contribuant ainsi à la mise en place de la microflore intestinale bénéfique pour 

l'hôte (Reitan et al., 1993; 1997). 

5. Généralités sur les mécanismes immunitaires des mollusques marins 

Les mollusques possèdent un système immunitaire « inné » qui contribue au maintien de 

l’intégrité de l’organisme hôte en éliminant les composants étrangers (particules du non soi, bactéries, 

virus, parasites…). Les barrières anatomiques et chimiques constituent la première ligne de défense 

empêchant les dommages des tissus, les pertes de fluides et l’invasion par des micro-organismes. 

Cette première ligne de défense est principalement assurée par la coquille, le manteau, les branchies et 

le mucus. La seconde ligne de défense repose sur des cellules, appelées « hémocytes », capables de 

proliférer et de se différencier sous le contrôle de facteurs humoraux véhiculés par l’hémolymphe 

(Sokolova, 2009). Parmi les composants de la réponse immunitaire cellulaire des mollusques, les 

hémocytes circulants sont responsables de l’attraction, l'infiltration, l'agrégation, l'encapsulation, des 

réactions intracellulaires et extracellulaires cytotoxiques et de la phagocytose des parasites, bactéries 

et des particules étrangères (Hooper et al., 2007; Gestal et al., 2008; Coyne, 2011) (Figure 11). 
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Figure 11. Schéma récapitulatif des mécanismes de la phagocytose chez des cellules hémocytaires de mollusque en 

contact avec des  particules étrangères (noir). Phase d’attraction: La reconnaissance des particules étrangères se fait 

passivement á travers des recontres aléatoires, ou activement par chimiotactisme (A); Phase d’adhésion: Cette étape se fait  

grâce aux lectines présentes à la surface de corps étrangers qui vont former des liaisons avec les glycoprotéines 

membranaires des cellules immunitaires. L’adhésion est aussi facilitée par l’opsonisation des corps étrangers (B); Phase 

d’ingestion: Formation de pseudopodes qui entourent la particule phagocytée créant ainsi une nouvelle vacuole 

intracellulaire: le phagosome (C-D); Phase de digestion: Fusion avec les lysosomes (E): Formation du phagolysosome et 

digestion de la particule étrangère par les enzymes lysosomiales; Destruction du pathogène par flambée oxydative (F):  

Production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS : O2
-, H2O2, OH-, 1O2, HOCl…) suit à l’activation de la NADPH 

oxydase membranaire par l’adhésion du pathogène ; Phase d’élimination : Les débris issus de la digestion de la particule 

étrangère sont rejetés dans l´hémolymphe par exocytose (G). 

Les substances solubles présentes dans l’hémolymphe jouent un rôle important dans 

l’immunité innée, indirectement à travers la régulation de certains mécanismes cellulaires, et 
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directement à travers leurs activités antimicrobiennes diverses (Bachère et al., 2004). Les mécanismes 

les plus importants mis en place en particulier  chez les mollusques concernent: 

• La cascade phénoloxydase elle joue un rôle crucial dans l’immunité innée en faisant 

intervenir une enzyme cuivre-dépendante détectée dans les hémocytes et l’hémolymphe 

(Muñoz et al., 2006; Bryan-Walker et al., 2007). La phenoloxydase catalyse la réaction 

de conversion de phénols en quinones, molécules extrêmement réactives. Ces 

molécules peuvent à leur tour être polymérisées en mélanine produisant différents 

intermédiaires à propriétés bactéricides (Söderhäll et al., 1996). Ces processus de 

mélanisation sont impliqués dans l’encapsulation et l’élimination de nombreux 

parasites (Bryan-Walker et al., 2007).  

• L’oxyde nitrique synthétase qui constitue une voie concomitante ou alternative à la 

phagocytose pour l’élimination des organismes pathogènes (Ottaviani et al., 1993). 

Cette enzyme est présente dans les hémocytes et catalyse la production d’oxyde 

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

oxydes nitriques sont des molécules réactives qui interviennent dans la régulation des 

systèmes nerveux, cardiovasculaire et immunitaire, et sont utilisées en tant qu’agents 

antibactériens chez les mollusques (Franchini et al., 1995).  

• Les lectines qui sont des glycoprotéines dépourvues d’activité enzymatique se liant 

spécifiquement et de façon réversible à une ose ou oligoside. Ces protéines participent 

principalement à l’opsonisation des particules étrangères, du fait de leur spécificité 

pour certains sucres (mannose, fructose) présents à la surface des agents pathogènes 

(virus, bactéries, champignons et parasites) (Pipe, 1990), mais aussi aux processus 

d’agrégation hémocytaire et d’agglutination des particules étrangères, ce qui conduit à 

leur lyse via les mécanismes de phagocytose. 



Rappels bibliographiques 

�

���

�

• D'autres composants de la défense immunitaire humorale des mollusques comprennent 

des enzymes lysosomales (par exemple, la β-glucuronidase, la phosphatase acide et 

alcaline, la lipase, l'aminopeptidase et le lysozyme qui permet la formation de la 

phagolysosome) et des peptides antimicrobiens qui aident à la reconnaissance des 

pathogènes et des parasites les «marquant » pour la destruction par opsonisation ou par 

élimination directe (Tiscar & Mosca, 2004; Gestal et al., 2008; Vasta & Ahmed, 2008; 

Sokolova, 2009; Donaghy et al., 2010). Les agglutinines FREPS (Fibrinoge-related 

proteins) et autres lectines, avec les récepteurs PRRs (patterns recognition receptors) 

qui reconnaissent les PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns), sont 

responsables du degré de spécificité  du système immunitaire inné face aux pathogènes 

et aux parasites chez les mollusques. (Aderem & Ulevitch, 2000; Paul, 2003; 

Yeretssian et al., 2008). 

Les micro-organismes pathogènes ingérés sont neutralisés par l’action oxydante (flambée 

oxydative) des hémocytes qui génèrent des ROS et endommagent les composants macromoléculaires 

des  pathogènes (Sokolova,  2009; Donaghy et al., 2010; Coyne, 2011). La flambée oxydative  est 

catalysée par le complexe multiprotéique appelé NADPH-oxydase, qui est capable de transférer des 

électrons à partir de la NADPH à l'oxygène moléculaire. Le contact entre les hémocytes avec une 

particule non-soi produit certaines perturbations dans les composants de la membrane cellulaire qui 

fait que les systèmes NADPH-oxydase soient assemblés pour former un complexe enzymatique 

fonctionnel actif. Cette enzyme va catalyser la transformation de l'oxygène moléculaire (O2) en l'anion 

superoxyde (O2
-). L'anion superoxyde peut être immédiatement dismuté en peroxyde d'hydrogène 

(H2O2), sous l'action du superoxyde dismutase (SOD). Ce dernier métabolite peut donner naissance à 

d'autres ROS comme les radicaux hydroxyles (OH-) ou de l'oxygène singulet (1O2
-), et peut être 

converti en hypochlorite (HOCl) sous l'action de la myéloperoxydase (MPO) ou être réduit en H2O et 

O2 sous l'action de la catalase (CAT). Ces intermédiaires réactifs de l'oxygène sont des molécules  
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ayant des propriétés bactéricides et virucides, qui peuvent interagir avec les enzymes hydrolytiques 

qui sont libérés dans le processus de phagocytose (Tiscar & Mosca, 2004; Buggé et al., 2007; 

Terahara & Takahashi, 2008) (Figure 12).  

D'autre part, la plupart des organismes sont capables de produire de petites quantités d'oxyde 

nitrique (NO) à partir de l'acide aminé arginine. Dans cette réaction catalysée par l'oxyde nitrique 

synthase (NOS) génère un intermédiaire instable qui est la NG-hydroxiarginine, ce qui donne lieu à 

deux produits finaux : la citrulline et le NO (Nathan & Xie, 1994). Cependant, le NO est un gaz 

instable qui se transforme rapidement en nitrites (NO2
-) et  nitrate (NO3

-), qui sont des produits stables 

de la réaction. Il y a trois isoformes de NOS, deux d'entre elles sont considérées comme constitutives 

et dépendantes du calcium (cNOS): L'endothéliale et la neuronale, qui synthétisent NO en conditions 

basales. Le tiers d'entre elles est inductible et indépendant du calcium (iNOS) et ne s'exprime pas ou 

très faiblement dans certaines conditions physiologiques (Förstermann et al., 1991). Parmi les ROS 

générées après le processus de flambée respiratoire se trouve l’O2- tel que décrit dans le paragraphe 

précédent. Ce radical présente une puissante activité bactéricide, mais peut également se combiner 

avec l'oxyde nitrique (NO) pour produire le peroxynitrite (ONOO-), un radical d'azote avec une 

activité oxydante élévé ainsi qu’une activité cytotoxique (Rosen et al., 1995) (Figure 12). 
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Figure 12. Représentation schématique des mécanismes moléculaires intracellulaires et extracellulaires qui expliquent la 

flambée oxydative  dans les hémocytes de mollusques.�L’extérieur de la membrane cellulaire (à gauche) et l'intérieur  de la 

vacuole phagocytaire  (à droite).� NO, Oxyde nitrique; ONOO-, Peroxynitrite;  O2
-, Superoxyde; H2O2, Peroxyde 

d'hydrogène; HOCl, Hypochlorite; NOS, Oxyde nitrique synthase; SOD, Superoxyde dismutase, MPO, Myéloperoxydase. 

(Adapté de Donaghy et al., 2012). 

Les mollusques également modulent les réponses immunitaires en présence de métaux traces 

tel que le cuivre. Différents travaux sont disponibles sur l’effet du cuivre dans la fonctionalité 

hémocytaire des bivalves. Les travaux sur Crassostrea virginica (Cheng, 1988a) et Crassostrea 

madrasensis (Ittoop et al., 2009) nous informent que différentes concentrations  en  cuivre diminuent 

le nombre  des hémocytes circulants totaux (HCTs). Par ailleurs, des modifications ont été décrites sur 

le nombre de HCT chez Haliotis diversicolor supertexta exposés à divers xénobiotiques entraînant 

une diminution des hémocytes circulants chez les animaux (Gopalakrishnan et al., 2009; 2011). La 

diminution de HCT dose-dépendante au cuivre peut s'expliquer par les mortalités différentielles 
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d’hémocytes, ou bien  par la migration cellulaire dans des zones de tissu hémolymphatique sujettes 

aux dommages par le cuivre et autres facteurs de stress (Cheng, 1988a;  Hannan et al., 2009; 

Gopalakrishnan et al., 2009; 2011).  

L'effet de métaux traces dans la phagocytose des mollusques dépendent des espèces (Sauvé et 

al., 2002),  du métal, de la concentration et du temps d'exposition (Cheng & Sullivan, 1984; Cheng, 

1988b; Brousseau et al., 2000; Matozzo et al., 2001; Thiagarajan et al., 2006; Ittoop et al., 2009). 

Divers travaux signalent que l'activité phagocytaire des hémocytes d'ormeaux et d'autres mollusques 

bivalves diminue  en présence de xénobiotiques (Cheng 1988b, Matozzo et al., 2001, Thiagarajan et 

al., 2006; Ittoop et al., 2009 Gopalakrishnan et al., 2009; 2011; Zhou et al., 2010). Cette diminution 

serait due à l’altération des composants  du cytosquelette et à la production de radicaux d'oxygènes 

par ces xénobiotiques (Mendikute-Gomez et al., 2002). 

Les modifications du cytosquelette et la forme des pseudopodes des hémocytes par l'activation 

de recepteurs β-adrénergiques, permettent de réduire l'activité phagocytaire du fait de la réduction de 

la capacité des cellules à s'adhérer au substrat et à interagir avec des particules étrangères (Matozzo et 

al., 2001; Zhou et al., 2010). De telles modifications peuvent être faites directement par les métaux 

liés  avec les protéines structurales du cytosquelette, suivies par une dénaturation et indirectement par 

les altérations dans les mécanismes de l'homéostasie du calcium ou de l'oxydation des groupes SH des 

protéines du cytosquelette induite par les ROS (Matozzo et al., 2001). 

 Il est connu que le cuivre a une forte affinité pour les groupes SH des protéines, y compris 

Ca2+-ATPase (Viarengo & Nicotera, 1991). L’interaction des métaux traces avec les groupes SH de la 

Ca2+-ATPase provoque l'inactivation de l’enzyme augmentant ainsi les niveaux de Ca2+ cytosolique 

(Viarengo et al., 1996), à l’origne des perturbations dans l'organisation du cytosquelette et ainsi 

compromettre la fonctionalité cellulaire comme : l'adhérence, la mobilité et l'activité phagocytaire 

(Cima et al., 1998).  
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Ce métal est impliqué aussi dans l’augmentation de l’activité  de l'enzyme phénoloxydase (PO)  

des cellules hémocytaires de mollusques en conditions de dose et temps-dépendante. Ceci suggère que 

la toxicité du cuivre produit des effets sur l'activité de l'immunité humorale dans la période de temps 

d'exposition à ce  métal trace. Des résultats dans le mêmes sens ont  été trouvés chez  H. diversicolor

en présence  de nitrite (Cheng et al. 2004e). Une augmentation de PO par l'exposition au cuivre et aux 

xénobiotiques organiques a été bien établie chez différentes espèces de mollusques (Coles et al., 

1994b; Thiagarajan et al., 2006). Nappi et al., (1995) indiquent que ce type de stress est à l’origine des 

molécules intermédiaires produites par la PO et pourrait générer l'anion superoxyde. En conséquence, 

il est probable que les niveaux d'exposition aux métaux traces augmenteraient indirectement les 

radicaux libres qui peuvent causer  des dommages cellulaires (Thiagarajan et al., 2006). 
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6. Généralités sur l’expression génique chez l'ormeau H. rufescens

 Les études génomiques disponibles sur l’ormeau rouge sur le  multi stress sont encore limitées. 

Ainsi, certains travaux montrent l’effet mono-stress de certains paramètres de l’environnement. En 

effet, les travaux de Zippay & Hofmann (2010) ont démontrés l’effet délétère de l'acidification des 

océans sur le développement des larves d'invertébrés marins. Cependant, des expériences réalisées au 

laboratoire ont montrées qu’une baisse de pH n’a pas d’effet sur l’expression de deux gènes impliqués 

dans la formation de la coquille à différents stades du développement larvaire de H. rufescens. Plus 

récemment, Wit & Palumbi (2012) ont étudié le polymorphisme du transcriptome  complet de trois 

groupes d'ormeaux adultes provenant de différentes zones géographiques de la côte Californienne. Le 

séquençage du transcriptome par la technique « ILLUMINA » montre une faible diversité et 

différentiation génétique entre ces trois populations provenant des zones géographiquement 

différentes.  

Il s’avère donc nécessaire de développer les études sur la sensibilité et la résistance de ce 

mollusque Haliotis rufescens face aux stress multiples, afin d’explorer les mécanismes de réponses 

transcriptonielles et cellulaires au stress, en particulier dans la période critique de l’ontogenèse de 

cette espèce où des mortalités importantes sont observées. L’effet de l’impact métallique, pathogène et  

probiotique sera  évalué  en termes de survie, croissance et maintien de juvéniles permettant d‘intégrer 

les interactions qui en découlent, de manière à améliorer la compréhension des régulations des 

fonctions physiologiques de cette espèce en conditions de stress.
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Chapitre I : Effet des probiotiques sur la survie 

et la croissance chez les  juvéniles de l’ormeau rouge 

H. rufescens cultivés en écloserie industrielle. 
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Contexte de l’étude  

Dans la présente étude, nous avons évalué l’effet d’un consortium bactérien formé d’un mélange 

de trois bactéries probiotiques : Vibrio sp C21, Agarivorans albus F1 et Vibrio sp F15 sur la survie et 

la croissance des juvéniles d’Haliotis rufescens dans deux écloseries industrielles au Nord du Chili 

(Figure 13).  

Figure 13. Image sur  la localisation des écloseries : A « Cultivos Marinos San Cristobal à Caldera » ; B. « Cultivos 

LiveSeafood à Coquimbo », Chili (Source Google Earth).  

L’étude a été réalisée pendant la phase ontogénique où ces mollusques changent d’alimentation 

(de microalgues à macroalgues) en particulier durant la période de sevrage*,  qui correspond à une 

étape physiologique critique de leur cycle de vie où de fortes mortalités différentielles sont observées  
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chez les juvéniles sevrés (Flores-Aguilar et al., 2007) probablement en raison du changement 

métabolique digestif (dépression métabolique) (Viana 2002) et la présence d'agents pathogènes 

opportunistes (Handlinger et al., 2005; Sawabe et al., 2007). Ces souches  bactériennes ont été isolées 

et sélectionnées à partir d'études antérieures réalisées dans notre laboratoire en fonction de leur plus 

grande capacité à dégrader principalement l’agar et l’alginate des macroalgues (Souches Agarivorans 

albus F1 et Vibrio sp F15) et par leur capacité à inhiber des bactéries pathogènes telles que  Vibrio 

parahaemolyticus et V. alginolyticus (Vibrio sp C21) (Figure 14). (PATENT COOPERATION 

TREATY PCT/CL2010/000055) « Food containing macroalgae and probiotics bacteria useful for the 

development and survival of abalone » brevet déposé en 2010.  

Figure 14. Activité exo-enzymatique et d’inhibition des bactéries probiotiques utilisées dans cette étude.  Souches : 

Agarivorans albus F1 dégrade principalement l’agar ;  Vibrio sp F15 dégrade principalement l’alginate et la souche Vibrio 

sp C21 a la capacité d’inhiber des bactéries pathogènes telles que Vibrio parahaemolyticus et V. alginolyticus.

Dans ce contexte expérimental, nous avons utilisé la macroalgue Macrocystis integrifolia

(nourriture traditionnelle pendant la phase de croissance de H. rufescens). Cette algue sert de substrat 
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pour la formation d'un biofilm composé des souches bactériennes probiotiques pour être utilisés plus 

tard comme vecteur d'entrée des probiotiques dans le tractus digestif des animaux.  Par la suite, pour 

chaque classe de taille des ormeaux, on a évalué la survie et la croissance mensuelle pour une période 

de 7 mois. A la fin de cette période expérimentale (7 mois de culture) on a supprimé l’addition des 

probiotiques et à l’aide des techniques microbiologiques nous avons quantifié les bactéries sur des 

milieux nutritifs solides. L’identification et la quantification des bactéries probiotiques ont pu être 

établies dans le tractus digestif des ormeaux expérimentaux.  

L’approche expérimentale suivie est résumée dans la figure 15. 

Figure 15. Ce schéma représente les différentes étapes expérimentales mises en place pour évaluer la survie et la 

croissance des jeunes ormeaux en présence de microorganismes probiotiques. Le processus expérimental 1  a été réalisé à 

l’écloserie San Cristobal pendant la période de 8 à 15 mois et la deuxième expérience (groupe expérimental 2) a été 

réalisée à l’écloserie Liveseafood chez les Ormeaux âgés de 13 à 20 mois. 
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*Sevrage : ce terme décrit la période où les jeunes gastéropodes changent leur nourriture c'est-à-

dire qu’ils passent d’une alimentation de microalgues (biofilm) à une alimentation constituée de 

macroalgues et qui correspond au développement de leur radula.  

Les différents résultats obtenus dans le cadre de cette étude ont fait l’objet d’une publication :   

Use of macroalgae supplemented with probiotics in the Haliotis rufescens culture in Northern 

Chile. Publié dans Aquaculture Research 42 (2011a) pages 953-961.  
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Conclusion sur le rôle des probiotiques  

 Les différentes expérimentations réalisées dans cette étude ont permis une première

exploration et une évaluation des effets des probiotiques sur la survie et la croissance de l’ormeau 

rouge.  Ces résultats obtenus en conditions contrôlées, ont permis en outre de valider l'incorporation 

de bactéries probiotiques (Agarivorans albus F1, Vibrio sp F15 et Vibrio sp C21) dans le tractus 

digestif des animaux pendant la phase critique de leur cycle de vie. Ce processus a lieu grâce à la 

colonisation de ces bactéries sur la surface de la macroalgue Macrocystis integrifolia qui est utilisée 

comme un aliment traditionnel dans les écloseries des ormeaux. De plus, l’analyse microbiologique a 

confirmé que les probiotiques se retrouvent généralement à une concentration relativement forte par 

rapport au reste de la flore bactérienne après la période de conditionnement bactérien sur la surface de 

M. integrifolia.  

Cette étude a démontré  le rôle primordial de probiotiques sur la croissance et la survie de ces 

mollusques. En effet, une nourriture algale additionnée avec des microorganismes probiotiques 

augmente significativement ces deux paramètres de trait de vie (survie et croissance) des ormeaux 

dans une période de 210 jours par rapport aux individus nourris sans probiotiques.  

Au cours de ce travail, nous avons également montré au travers des techniques 

microbiologiques de quantification des bactéries sur des milieux nutritifs solides, que les probiotiques 

restent dans le tractus digestif pendant une période de 16 jours sans parvenir à s’y implanter 

définitivement après la fin de l'addition de probiotiques comme complément alimentaire.�Pour cette 

raison, d'autres recherches sont nécessaires pour déterminer la fréquence d'incorporation de ces 

bactéries probiotiques et pouvoir les  maintenir d’une manière  stable dans le tube digestif de l'animal.�

Cependant, sa présence régulière dans le tractus digestif des ormeaux pourrait influencer la microflore 

indigène d’autant plus que, comme nous le montrons, cette dernière serait peu diversifiée. En effet, 

des interactions microbiennes dans le tractus digestif pourraient être déterminantes pour la 
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colonisation des parois intestinales par la microflore autochtone comme cela a été décrit chez d’autres 

animaux aquatiques (Aubin et al., 2005). Comme nous l’avons discuté dans l’article 1, un effet de 

compétition-exclusion de la souche probiotique peut être supposé. Il serait néanmoins souhaitable 

d’approfondir le travail de caractérisation de la flore intestinale à l’aide de techniques de biologie 

moléculaire (métagenomique) afin de démontrer que les souches probiotiques  ont bien une activité au 

sein du tractus intestinal et de déterminer si des probiotiques peuvent influencer durablement la flore 

intestinale des ormeaux.  

De plus comme il a été suggéré dans l’article 1, une première hypothèse concernant l’effet des 

probiotiques sur la croissance et la survie des organismes reposerait sur une amélioration de 

l’utilisation de l’aliment par une stimulation de l’activité digestive de l’hôte et/ou par l’apport 

additionnel d’enzymes exogènes (amylases, protéases, lipases, alginate lyase,…) produites par le 

probiotique (Ten Doeschate & Coyne, 2008; Wang et al., 2008). Il serait intéressant de réaliser 

différents études enzymatiques avec des probiotiques afin d’investiguer le(s) mécanisme(s) par 

le(s)quel(s) il exercerait son action sur l’activité digestive de l’ormeau. Une seconde hypothèse 

pourrait être l'effet sur le métabolisme  par  (i) diminution du métabolisme d’entretien chez les 

animaux recevant le probiotique, et (ii) une perte de poids des animaux témoins nourris à la ration 1 % 

contrairement à ceux nourris à la même ration supplémentée en probiotique. Afin de tester cette 

hypothèse, des études comparatives du métabolisme de base et post-alimentation par des mesures de 

respirométrie et par la production/consommation d’ATP, pourraient être envisagées, afin de 

déterminer la dépense énergétique indirecte.  Soulignons que, nourrir des animaux avec une nourriture 

additionnée de probiotiques entraînerait une baisse de la production de ROS (Espèces Réactives à 

l’Oxygène). Enfin, une dernière hypothèse faisant intervenir l’apport de facteurs de croissance ou de 

nutriments essentiels par les bactéries probiotiques devrait également être considérée. Dans ce sens, 

l’augmentation du coefficient net d’efficacité alimentaire qui confère une meilleure transformation de 

la nourriture disponible pour la survie et la croissance, semble aller dans le sens de cette hypothèse. Il 
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est admis que la flore intestinale serait une source supplémentaire de nutriments et pourrait fournir des 

vitamines, des enzymes ou encore des acides aminés essentiels. Précisons aussi qu’un effet indirect 

des probiotiques sur l’alimentation, le métabolisme et l’apport nutritionnel direct, via une modification 

de la flore intestinale, pourrait être envisagé. Bien que le travail sur le sujet ait été limité au cours de 

cette thèse, une meilleure caractérisation des actions du probiotique sur les communautés bactériennes 

intestinales permettrait d’apporter des éléments de réponse complémentaires. 

A ce stade de notre travail, il nous a semblé intéressant d’étudier l’influence du probiotique 

dans la réponse transcriptomique des ormeaux sains et infectés par une bacterie pathogène pendant la 

phase physiologique critique des jeunes organismes et déterminer la sensibilité ou la tolérance de cette 

espèce face à ce pathogène. (Chapitre III). 
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Chapitre II : Caractérisation de la réponse 

moléculaire et cellulaire chez les juvéniles de 

Haliotis rufescens face au cuivre en conditions 

expérimentales.  



Chapitre II 

�

		�

�

1. Contexte de l’étude 

Depuis une dizaine d'années, les populations d'ormeaux ont considérablement diminué à travers le 

monde. La surexploitation, la destruction de leurs habitats, les pollutions environnementales 

croissantes et les maladies menacent les populations de ces mollusques. En Californie par exemple, le 

stock d'ormeaux s’est effondré et la plupart des industries ont dû arrêter leurs activités (Davis et al., 

1994). Ainsi, le Fish and Game Commission a dû développer un plan de gestion et de rétablissement 

de la ressource naturelle de l’ormeau (The Abalone Recovery & Management Plan) (DFG, 2003). 

L’effondrement de la ressource naturelle à conduit à la mise en place d’une gestion  maîtrisée de 

l’espèce dans des structures d’élevages. Depuis, l’aquaculture de l’ormeau est devenue d’utilité 

publique afin d'assurer un apport stable de la ressource  sur les marchés économiques. En effet, par la 

forte valeur commerciale de l'ormeau  dans les marchés internationaux (alimentation, joaillerie…), 

son aquaculture se développe à travers le monde et ne cesse de s'intensifier de nos jours, avec un taux 

d’augmentation de 50% par an depuis ces dernières années (Flores-Aguilar et al., 2007). 

 L'ormeau rouge, H. rufescens, originaire des côtes Californiennes, a été introduit au Chili en 

1977. Après plusieurs années de recherche sur les conditions optimales de culture, c'est en 1992 que 

l’essor de l'élevage de l'ormeau a réellement débuté au Chili. En effet, ce pays détient le cinquième 

rang mondial des productions d'ormeaux d'élevage (Flores-Aguilar et al., 2007). Durant ces dernières 

années, l'ormeau rouge a été élevé dans des bassins d'eau de mer contrôlés dans les différentes  

écloseries au nord des côtes chiliennes. Cependant, les importants coûts financiers induits par ce 

système de culture ont conduit les professionnels à mettre en place des nombreuses études afin 

d'évaluer les coûts de production d’un élevage dans des concessions maritimes� �qui s’est avéré  plus 

rentable que l’élevage sur des structures à terre.  

L’halioticulture de cette espèce dans les eaux du Pacifique sud expose les organismes à de fortes 

pressions anthropiques qui peuvent affecter la survie et le maintien de ce mollusque. Le 
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développement massif des activités humaines sur la côte (industrielles, portuaires, touristiques et 

minières), combinée (ajoutée) à l’augmentation démographique sur les zones littorales, a intensifié 

considérablement les facteurs de stress dans ces régions (Lotze et al., 2006). La contamination par les 

métaux lourds due à l'exposition aux effluents industriels et urbains est largement reconnue pour être 

l’un des risques majeurs pour les organismes côtiers et la santé humaine (Salamanca et al., 2004). La 

contamination par le cuivre se produit principalement dans le voisinage des centres d’exploitation 

minières et les raffineries lors de la purification de ce métal (Riedel, 2008; Valdes et al., 2011.). Le 

Chili est le premier producteur de cuivre au  monde et  les fortes concentrations de ce métal  sont à 

l’origine d’une source de pollution dans la zone nord du littoral chilien (Salamanca et al., 2000). 

Dans le contexte actuel de l'accroissement du niveau de contaminant dans les écosystèmes marins, 

il est nécessaire de comprendre les réponses cellulaires, génomiques et physiologiques que les 

organismes mettent en œuvre pour se maintenir dans de tels milieux.  

Cependant, peu d'informations sont aujourd’hui disponibles dans la littérature sur les effets d'un 

stress métallique, et en particulier du cuivre, sur la physiologie et la génomique de l'ormeau rouge, H. 

rufescens. Ainsi, l'objetif de la présente étude a été d’étudier la réponse cellulaire et physiologique de 

ces organismes face à l’impact de ce métal et d’analyser les conséquences sur la survie, le 

développement et la croissance des juvéniles de cette espèce.  

Dans ce contexte, nos études sur cette période ontogénique des juvéniles ont été réalisées à l'aide 

d’indicateurs moléculaires et physiologiques, pour donner quelques éléments de réponse aux questions 

suivantes : 

• Quelles sont les réponses transcriptomiques et cellulaires des juvéniles soumis à un 

stress métallique, et en particulier à des concentrations en cuivre existantes dans le 

milieu côtier  du Nord du Chili ? 
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•  Quel est l’impact  sur la cinétique d’expression des gènes potentiellement régulés par 

ce métal et sur  la survie des organismes? 

La première partie de ce chapitre a été consacrée à l’étude des transcrits potentiellement 

régulés suite à l’action du cuivre à l’aide de la technique des banques soustractives ou "Suppressive 

Subtractive Hybridization" (SSH). La finalité de cette approche est l'obtention de gènes surexprimés 

ou inhibés entre les groupes d'individus expérimentaux et les groupes témoins. Cette technique 

s'intéresse à l'information génétique transcrite à partir du génome d'un organisme (ADN), et portée par 

les ARN messagers (ARNm). Ces molécules sont des intermédiaires dans la voie de synthèse des 

protéines, véritables acteurs cellulaires. Puis, l'expression de gènes révélés par SSH a été quantifiée 

par PCR en temps réel, afin de valider les résultats acquis et d’étudier les cinétiques de l’expression 

génique potentiellement régulées par effets du cuivre sur la physiologie des juvéniles.  

La seconde partie de ce chapitre a été focalisée sur l’analyse de paramètres hémocytaires�afin 

d'évaluer l'effet du cuivre sur les capacités de défenses immunitaires des organismes. Ces recherches 

ont été menées par l'analyse de la numération d’hémocytes circulant totaux, la phagocytose, l’activité 

de la phénoloxydase, et la production d'anion superoxyde. 

Les différentes approches expérimentales appliquées dans ces deux parties sont représentées dans la 

figure 16. 
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Figure 16. Schéma représentant la démarche technique des travaux. (A) représente l’étape expérimentale de 0 à 168 h de 

stress métallique pour la construction des banques soustractives et pour évaluer la survie des animaux. (Article N°1). (B) 

montre l’etape expérimentale mise en place pour l’acquisition des données immunitaires. (Article N°2). Le carré central en 

pointillé correspond au dispositif zootechnique utilisé 

Les différents résultats obtenus dans ce chapitre seront présenté par deux publications : 

A. Identification of genes expressed in juvenile Haliotis rufescens in response to different copper 

concentrations in the north of Chile under controlled conditions (Article 2).   

B. Effect of copper on the immunomodulatory activities of hemocytes in juveniles of the abalone 

Haliotis rufescens cultivated under hatchery conditions (Article 3). 
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A. Identification des gènes exprimés chez les 

Ormeaux juvéniles d’Haliotis rufescens  en 

réponse à différentes concentrations de cuivre 

en conditions contrôlées. 
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1. Généralités 

La première phase des travaux réalisés est consacrée à l’étude des marqueurs moléculaires 

potentiels associés  à la résistance ou à la sensibilité des organismes juvéniles face à l’effet du cuivre 

en conditions expérimentales. � Dans un premier temps,�  nous avons utilisé des concentrations de 

cuivre correspondant à la typologie de l'écosystème marin de la baie de San Jorge d'Antofagasta, au 

Chili  qui est  considérée  comme une zone potentielle de culture de l’ormeau H. rufescens.  

Les résultats obtenus dans les différentes expériences ont fait l’objet d’un article : 

Identification of genes expressed in juvenile Haliotis rufescens in response to different copper 

concentrations in the north of Chile under controlled conditions. Publié dans Marine Pollution 

Bulletin 62 (2011) pages 2671-2680.  
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Conclusion sur le chapitre II-A. 

Les concentrations en cuivre utilisées dans cette étude sont communément trouvées dans le 

littoral du Nord du Chili et les résultats obtenus sur Haliotis rusfescens issus d’écloseries industrielles 

nous renseignent que la survie des juvéniles n’est pas affectée par ce métal. La technique des banques 

soustractives nous a permis de réaliser une première exploration sur les transcrits associés aux 

réponses moléculaires de l’animal face au cuivre, surtout dans la phase critique du cycle de vie des 

ormeaux lorsqu’ils changent d’alimentation (Sevrage). Nous avons ainsi mis en évidence un nombre 

de gènes (108) potentiellement impliqués dans la réponse à ce stress en condition expérimentale. Les 

résultats mettent en relief la diversité des fonctions physiologiques mises en jeu par les organismes 

dans la réponse au stress métallique. L’expression de gènes par qPCR en temps réel a ensuite permis 

de confirmer et de préciser les variations temporelles d’expression induites par l’exposition à ce stress. 

Cette étude montre donc que le cuivre même à concentrations modérées peut modifier de façon 

significative l’expression de certains gènes impliqués dans des voies métaboliques clefs des 

organismes. Parmi ces séquences, des gènes codant pour des protéines liés aux voies métaboliques 

impliquées dans la communication cellulaire (Lpr1), le développement (vdg3), le métabolisme de 

l'énergie (ATP synthase), la respiration cellulaire (cytochrome oxydase 2), protéine de stress 

(laminine),  la régulation des protéines (facteur d'élongation 1-alpha et facteur d’élongation 2) et de 

protéine classiquement connue pour être régulée par des stress métalliques telle que la Ferritine, ont 

été mises en évidence dans cette première partie de l’étude.  Enfin, cette étude a permis d’obtenir des 

séquences partielles d’ADNc qui permettra la caractérisation des gènes correspondants. 

Cette première étude sur la régulation génique par ce métal sera approfondie  par une étude 

immunologique des paramètres hemocytaires et développée dans le chapitre II B.  
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B. Effets du cuivre sur les activités 

d’immunomodulation hémocytaire d’Haliotis 

rufescens.
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Généralités 

Les paramètres hémocytaires ont été reconnus comme des outils importants dans l'évaluation 

des conditions cellulaires et physiologiques des organismes en réponse à un stress 

environnemental (Jyothirmayi & Rao, 1987). Il existe une carence d‘informations concernant les 

ormeaux et les gastéropodes en général en ce qui concerne l’effet du cuivre sur les paramètres 

hémocytaires. Les informations sont limitées et parcellaires et concernent  principalement la 

réponse immunitaire d’H. diversicolor supertexta à des facteurs tels que l'agitation mécanique 

(Malham et al., 2003), la température, la salinité,  l'oxygène dissous (Cheng et al., 2004a-c), les 

composés azotés (Cheng et al., 2004d-e) et les xénobiotiques comme le tributyl-étain (TBT)  et le 

benzo [a] pyrène (Gopalakrishnan et al., 2009, 2011).� Concernant, l’effet du cuivre chez H. 

rufescens, les études ont ciblé certains paramètres physiologiques comme la concentration de 

métabolites liés à la respiration cellulaire (Viant et al., 2002) et la survie des larves et des juvéniles 

(Gorski & Nugegoda, 2006). Cependant à notre connaissance, aucune étude concernant la 

fonctionnalité du comportement hémolymphatique a été réalisée chez l’ormeau rouge en condition 

de stress métallique.  

 Dans ce contexte, l’effet du cuivre sur les capacités des réponses cellulaires et humorales des 

cellules hémocytaires de cette espèce a été évalué à l’aide de techniques immunologiques pour 

évaluer certains paramètres physiologiques comme :   

• La numération d’hémocytes circulants totaux 

• La phagocytose 

• L’activité de l’enzyme  phénoloxydase 

• La production d'anions superoxydes 
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Ces travaux et les résultats obtenus sont présentés dans l’article intitulé : 

Effect of copper on the immunomodulatory activities of hemocytes in juveniles abalone, Haliotis 

rufescens cultivate in hatchery conditions. Soumis dans Aquaculture (2013).
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Effect of copper on the immunomodulatory activities of haemocytes in juveniles of 

the abalone Haliotis rufescens cultivated under hatchery conditions 

Fernando Silva-Aciares1, 2*, Dario Moraga2 & Carlos Riquelme1. 

1 Laboratorio de Ecología Microbiana, Universidad de Antofagasta 170 Antofagasta. Chile. 

2 UMR CNRS 6539-LEMAR (Laboratoire des Sciences de l'Environnement Marin), IUEM (Institut 

Universitaire Européen de la Mer), Université de Bretagne Occidentale, Technopôle Brest Iroise,  
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Abstract 

 The effect of short-term exposure to copper on the cellular and physiological response in 

hemocytes of juvenile abalone Haliotis rufescens cultivated in hatcheries in the north of Chile is 

evaluated. The animals were exposed for 168 hours to concentrations of 2.5 µg/L and 10 µg/L of 

Cu+2, which have been reported as representative of coastal zones close to mining activity, particularly 

copper mining. The hemocytes were collected from the animals and the effect of the metal was 

quantified through the total hemocyte count (THC), phagocytosis, phenoloxidase activity, and 

generation of superoxide anions. The results showed that copper exposure decreased THC and 

phagocytosis significantly, while phenoloxidase activity and superoxide anions production increased 

significantly with respect to untreated controls. This study suggests a relation between exposure to the 

trace copper concentrations and the alterations of in vitro cellular and physiological parameters of the 

abalone's immune system in a dose- and time-dependent manner. This study emphasize the 

importance of heavy metal contamination on abalone cultures considering that the hemocytes are 

crucial for the proper function of the immune system and important health indicators to evaluate the 

effect of ambient stress factors on these organisms. 

Keywords:  

Haliotis rufescens, copper, haemocytes, immunomodulatory activities.  
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1. Introduction 

The great development of industrialization processes in the world has brought about as a 

consequence the release of toxic wastes that are leaked into the marine ecosystem, many of them, like 

trace metal ions, highly toxic to aquatic organisms (Scelzo, 1997). The fast industrial mining 

development has caused great degradation of marine ecosystems, including the coastal fish resources 

from which the human communities located in these areas depend. Contamination with copper ions 

occurs mostly in the neighborhood of the mining centers where the metal is processed, or during 

refinery to obtain metallic copper (Riedel, 2008; Valdés et al., 2011). The north of Chile is the main 

copper production zone in the world, and the presence of high concentrations of this metal is a source 

of contamination in the coastal zone of the north of Chile (Salamanca et al., 2000).  

The introduction of the abalone along the South Pacific coast can be subject to strong 

anthropogenic environmental pressure having an impact on the survival and maintenance of this 

mollusk. This massive development of human activities (mainly mining activities) on the coast, 

together with a demographic increase in the coastal zones, has intensified considerably the stress 

factors in those areas (David et al., 2005, Lotze et al., 2006).  

Copper is an essential micronutrient that is a part of vital structural and functional components 

of marine organisms (White and Rainbow, 1985) and it is involved in many key metabolic processes 

such as electron transport in photosynthesis (Raven et al., 1999), mitochondrial respiration (Salviati et 

al., 2002), response to oxidative stress (Won et al., 2012), transcriptional signaling (Mori and 

Schroeder, 2004), DNA integrity (Vosloo et al., 2012), oxidative phosphorylation, iron mobilization 

(Lall, 2002), and an allosteric factor for various enzymatic systems (Salviati et al., 2002; Muñoz et al., 

2006; Zhang et al., 2011; Rubino and Franz, 2012). However, high copper concentrations are 

considered toxic in the marine environment (Piola and Johnston, 2006) because it affects the 

physiological and biochemical functions of organisms such as, glycolysis (Carvalho and Fernández, 

2008), the Krebs cycle (Couture and Kumar, 2003), osmotic and ionic regulation (Pinho et al., 2007), 
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acid-base balance and ammonia excretion (Blanchard and Grosell, 2006), oxygen consumption, 

growth and development (Manyin and Rowe, 2009), and carbohydrate metabolism (Lauer et al., 

2012). Most of these effects can be associated directly or indirectly with insufficient production of 

energy to maintain metabolism and homeostasis. Under extreme conditions these physiological 

changes induce by copper can even cause the death of the organism (Lauer et al., 2012). 

Beside the parameters describe above, the hemocytic parameters have been recognized also as 

important tools in the evaluation of the cellular and physiological conditions of the organisms and 

their physicochemical changes in response to environmental stress (Jyothirmayi and Rao, 1987). The 

immune system of the mollusks depends mainly on innate immunity and more specifically on 

circulating haemocytes (Gopalakrishan et al., 2011), which are involved in phagocytosis, an important 

process for the elimination of microorganisms or foreign particles (Bayne, 1990). On the other hand, 

haemocytes are associated with the prophenoloxidase cascade that through phenoloxidase, a copper-

dependent enzyme, catalyzes the conversion of phenols into cytotoxic quinones, capable of 

eliminating infectious agents (Muñoz et al., 2006; Bryan-Walker et al., 2007). These molecules in turn 

can be polymerized into melanin, which is involved in the process of immobilization and 

encapsulation of numerous invading microorganisms (Söderhäll et al., 1996). During the process of 

phagocytosis various reactive oxygen species (ROS) are also produced which are compounds with 

high microbicidal activity that can also be harmful to the host organism (Klebanoff, 1982). 

H. rufescens is a herbivorous marine species and one of the most important commercial 

gastropods cultivated in Chile and in the world (Enríquez and Villagrán, 2008). There are very few 

studies related to the immune parameters of abalone, and they are mainly limited to the immune 

response of H. diversicolor supertexta to factors such as mechanical agitation (Malham et al., 2003), 

temperature, salinity, dissolved oxygen (Cheng et al.,  2004a-c), nitrogenated compounds (Cheng et al.,  

2004d-e) and xenobiotic pollutants such as tributylin and benzo[a]pyrene (Gopalakrishnan et al., 2009; 

2011). On the other hand, with H. rufescens there are only reports on the effect of copper on the 
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concentration of metabolites related to cellular respiration (Viant et al., 2002) and the survival of 

larvae and juveniles of these animals (Gorski and Nugegoda, 2006). However, none of these studies 

on H. rufescens have measured immunological parameters. 

The present paper aims to evaluate the immunologic response of juvenile post-weaning H. 

rufescens abalone cultivated in hatcheries under conditions of metal ions stress due to copper in the 

northern zone of Chile. “Weaning” is a critical stage in the biological cycle of abalone that consists in 

the transition from an exclusively microalgal feeding regime to a macroalgae diet, in which high 

mortality occurs among post-weaned juveniles (Flores-Aguilar et al., 2007), probably as a 

consequence of the metabolic digestive change (Viana 2002) and the presence of opportunist 

pathogens (Handlinger et al., 2005; Sawabe et al., 2007). This immunologic study is indispensable 

because the potential marine cultivation zones of this species are contaminated with copper mainly 

from mining activities, and it is necessary to have the background information of the real impact of the 

trace metal on the immunomodulation mechanisms that can provide information on the physiological 

condition of the abalone and be able to anticipate possible mortality in a medium impacted by copper. 

2. Materials and methods 

2.1 Animals 

Juvenile 8-month old (post-fertilization) weaned individuals of H. rufescens of 15 mm initial 

size (0.75 ± 0.10 g) were donated by the commercial hatchery Liveseafood S.A. (29° 56’ S, 71° 20’ 

W) located in the northern zone of Chile. Prior to the experimental procedure the animals were 

preconditioned during one week in 1000-liter tanks with a supply of seawater filtered through 10 µm, 

with constant circulation, at a mean temperature of 18 °C and an average salinity of 35‰, feeding 

them with microalgae (Nitzschia sp. and Navicula incerta) and macroalgae (Macrocystis pyrifera and 

Lessonia nigrescens). Before the experimental procedure the animals fasted for 48 hours.
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2.2 Conditions of copper exposure 

The animals from the preconditioning stage were placed in plastic bioassay units (10 x 11 x 12 

cm) with a volume of 1 L each, in which there is a rack with 4 polycarbonate plates 10 x 10 cm each, 

with continuous aeration and an average salinity of 35‰, which were preconditioned with the benthic 

diatoms Nitzschia sp. and Navicula incerta (Figure 1) according to the methodology described by 

Silva-Aciares et al. (2011). The animals were also fed a supplement of the macroalgae Macrocystis 

pyrifera and Lessonia nigrescens at a rate of 25% of the abalone's body weight. 

�

Fig. 1. Diagram of the exposure bioassay system used to exposed juveniles H. rufescens to copper. 

Each copper concentration and the control (without copper) were tested in triplicate in the 

bioassay units containing 10 abalones each. The copper concentrations tested (copper (II) chloride, 

CuCl2. 2H20) were 2.5 µg/L and 10 µg/L of Cu+2. The low and high copper concentrations were 

chosen based on the values reported in water in the north of Chile close to mining zones (Salamanca et 

al., 2004 Valdez et al., 2011). These two copper concentrations have been used previously in 
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bioassays and did not cause mortality of juvenile abalone as had been reported by Silva-Aciares et al., 

(2011). In each bioassay unit there was a flow of 30 mL/h of seawater filtered through 1 µm, with 

constant aeration at a mean temperature of 18 °C, coming from two 100-L reservoir tanks, each with a 

different copper concentration. The copper solutions in the reservoir tanks were renewed every two 

days. The control treatment was supplemented with water directly from the hatchery's water 

circulation system. Samples were taken at 0, 3, 12, 24, 72 and 168 h of exposure to the different 

copper concentrations, removing three abalones at each exposure time, from which the hemolymph 

was then, extracted using a sterile technique for their corresponding analysis of the hemocytic 

parameters. All these experiments were carried out at the facilities of the Abalone Liveseafood S.A. 

hatchery. 

2.3. Measurement of hemocytic parameters 

2.3.1 Collection de hemolymph 

The hemolymph was collected from the pedal sinus of the muscular foot of each abalone by 

means of 1-mL sterile syringes and 26G x 1/2 in needles that contained 250 µL of PBS (phosphate 

buffer saline 0.01 M, pH 7.4) and immediately placed in ice to prevent coagulation. At each sampling 

250 µL of hemolymph were collected from each abalone. 

2.3.2. Total hemocyte count (THC) 

 THCs (cells/mL) were made with a Neubauer hemocytometer with the samples diluted in PBS. 

A 25 µL sample of hemolymph was placed in the hemocytometer and counted on an inverted phase 

contrast microscope (Olympus model IX50) under 40x magnification. The counts were made in 

triplicate for each treatment. 
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2.3.3. In vitro phagocytic activity 

 The phagocytosis tests of the abalone haemocytes exposed to copper were made in monolayers 

using dead bacteria of Vibrio parahemolyticus as substrate. V. parahemolyticus were grown at 25 °C 

for 24 h in Tryptone soy Broth (TSB, Oxoid) supplemented with 2.0% (w/v) NaCl. The bacteria were 

eliminated by addition of 10% formalin and centrifuged at 12000 x g for 10 min to get the pellet. 

Subsequently, bacteria were labeled with FICT by washing twice in PBS, resuspended in NaHCO3 0.1 

M pH 9.0 containing 0.1 mg/mL of fluorescein 5-isothiocyanate, isomer 1 (FICT, Sigma), as 

described by Malham et al., (2003), and then incubated at 25 °C for 1 h in the dark. The bacteria were 

centrifuged, resuspended in PBS, counted, and diluted to a concentration of 1x108 cells/mL. Aliquots 

of the bacteria were then stored at -20 °C until their use. 

50 µL of the hemolymph suspension were placed inside a silicone ring (1.5 cm2) on a glass 

slide according to a method described by Macey and Coyne (2005). They were prepared in a dark and 

humid chamber during 20 min to allow adhesion of the haemocytes to the glass. 50 µL of V. 

parahemolyticus labeled with FICT were added to the hemocytes and were then returned to the 

incubation chamber for 30 min. The samples were washed three times with PBS before adding 50 µL 

of a solution of ethidium bromide (Sigma) (50 µg/mL in PBS). The ethidium bromide solution was 

removed after 1 min by washing successively with PBS. A coverglass was placed on top of the 

silicone ring. The phagocytic activity was expressed as the percentage of phagocytic hemocytes 

quantified from 200 adhered hemocytes observed under a fluorescence microscope (Olympus model 

BH2) with a 488 nm filter, in triplicate for each treatment and sampling time. 

2.3.4. Phenoloxidase activity 

 The activity of phenoloxidase was measured spectrophotometrically by recording the 

formation of dopachrome produced by L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) (Coles and Pipe, 1994). 
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50 µL of hemolymph diluted in PBS were deposited in triplicate on microplates (96-well) and then 

centrifuged at 300 x g for 15 min. The supernatant was discarded and 50 µL of sodium alginate (0.5 

mg/mL in PBS) (used as activator) were added, incubating for 30 min at 26 °C. Then 25 µL of L-

DOPA (3 mg/mL in PBS) were added and the optical density was measured at 490 nm for 10 min in a 

microplate reader (Promega Glomax® model E7031). The control solution (50 µL of hemolymph, 50 

µL of PBS and 50 µL of L-DOPA) was used to measure the phenoloxidase base activity in all the 

treatments. The optical density corresponding to the phenoloxidase base activity was within a range of 

0.04 to 0.05. The phenoloxidase activity of all the treatments and the control was expressed on the 

formation of dopachrome in 50 µL of hemolymph. 

2.3.5. Generation of superoxide anion (O2
-
) (respiratory burst)

 The in vitro generation of the superoxide anion in the abalone hémocytes was quantified using 

the reduction of nitroblue tetrazolium (NBT), a formazan, as a measure of superoxide anions, as 

described by Cheng et al., (2004b). For this, 50 µL of hemolymph diluted in PBS were placed in 

triplicate on microplates previously covered with 50 µL of a solution of poly-L-lysine (0.2%). The 

microplates were centrifuged at 300 x g for 15 min. The supernatant was extracted and 100 µL of 

sodium alginate (0.2 mg/mL in PBS) were added, incubating for 30 min at 26 °C. The sodium alginate 

was discarded and the hémocytes were stained with 50 µL of an NBT solution (0.3%) for 30 min at 

ambient temperature. The NBT solution was discarded and the hemocytes were then fixed with 100% 

methanol, washed three times with 50 µL of 70% methanol, and dried in air. Formazan was dissolved 

by adding 60 µL of KOH (2 M) and 70 µL of dimethyl sulfoxide (DMSO). The optical density was 

measured in a microplate reader at 625 nm. The generation of superoxide anion was expressed as the 

reduction of NBT in 50 µL of hemolymph. 
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2.4.  Statistical analyses 

 All the results expressed as mean and standard deviation were subjected to analysis of variance 

(ANOVA). When the effects of ANOVA were significant, the determination of the factors that can 

contribute significant differences was made by means of the Tukey´s multiple comparison tests using 

the MINITAB 15 statistical software. The percentage data (phagocytic activity) were normalized 

using the arcsine transformation before the ANOVA analysis. Significant differences were set at 

P<0.05. 

3. Results 

3.1. Total hemocyte count (THC) 

 As shown in Figure 2, the mean (± SD) THC values varied from 247.66 (± 8.88) × 104

cells/mL to 130.66 (± 10.97) × 104 cells/mL among all the experimental groups with different copper 

treatments. Without copper exposure, no significant differences in the THCs were observed at 

different sampling times. In contrast, the THCs in abalones treated with 2.5 and 10 µg/L Cu2+ were 

significantly decreased at 168 and 24 h, respectively, after exposure, compared to the control group (P 

< 0.05). Comparing each treatment group with the control, the THCs were significantly lower (P < 

0.05) with the 10 µg/L Cu2+  
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Fig. 2. Effects of different concentrations of copper on Total Hemocytes Circulating (THC) of juvenile H. rufescens at the 

beginning and after 3, 12, 24, 72, 168 h of exposition. Each bar represents the mean of three replicate. Vertical lines 

represent Standard Deviation. Different letters indicate s significant difference (P<0.05) between values. 

3.2. In vitro phagocytic activity 

 While phagocytic capacity of the haemocytes from the untreated control was not changed at 

any sampling periods, copper exposure caused a significant decrease beginning at 12 and 72 h after 

the treatment with 2.5 and 10 µg/L Cu2+, respectively, compared to the control (P < 0.05). Our results 

also show that the percentage of haemocytes with phagocytic activity was decreased by copper 

treatment in a dose-dependent manner (Figure 3). 
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Fig.3. Effects of different concentrations of copper on the Phagocytic activity of hemocytes of juvenile H. rufescens at the 

beginning and after 3, 12, 24, 72, 168 h of exposition. Each bar represents the mean of three replicate. Vertical lines 

represent Standard Deviation. Different letters indicate s significant difference (P<0.05) between values. 

3.3. Phenoloxidase activity 

 The effect of copper exposure on the activity of haemocyte phenoloxidase is shown in Figure 

4. No significant differences were observed among the untreated control groups at any sampling 

times, whereas the phenoloxidase activity was significantly increased at 24 and 72 h after exposure to 

10 and 2.5 µg/L Cu2+, respectively, compared to the untreated control (P < 0.05). In particular, from 

24 to 168 h after exposure, the phenoloxidase activity in the 10 µg/L Cu2+-treated groups was higher 

than that in either the control or 2.5 µg/L Cu2+-treated abalones. 
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Fig. 4. Effects of different concentrations of copper on the Phenoloxidase (PO) activity of hemocytes of juvenile H. 

rufescens at the beginning and after 3, 12, 24, 72, 168 h of exposition. Each bar represents the mean of three replicate. 

Vertical lines represent Standard Deviation. Different letters indicate s significant difference (P<0.05) between values. 

3.4. Generation of superoxide anion (O2
-
) (respiratory burst)

 Figure 5 shows the effect of copper exposure on the generation of superoxide anions by 

haemocytes. While no significant differences were found among the control groups at any sampling 

times, superoxide anion generation was significantly increased at 24 and 72 h after exposure to 10 and 

2.5 µg/L Cu2+, respectively, compared to the untreated control (P < 0.05). Our results indicate that the 

respiratory burst was increased by copper in a dose-dependent manner from 24 to 168 h after 

exposure. 
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Fig. 5. Effects of different concentrations of copper on the generation of superoxide anion (Respiratory burst) by 

haemocytes of juvenile H. rufescens at the beginning and after 3, 12, 24, 72, 168 h of exposition. Each bar represents the 

mean of three replicate. Vertical lines represent Standard Deviation. Different letters indicate s significant difference 

(P<0.05) between values. 

4. Discussion 

Our results show that exposure of the abalone H. rufescens to different copper concentrations 

caused various effects on its haemocytes. The range of metal concentrations used in this study is 

normally found in the coastal zones off northern Chile and has been shown to be directly related to 

mining activity (mainly copper) (Salamanca et al., 2004; Valdés et al., 2011). While these copper 

concentrations were reported to drastically affect the larval settlement of the bivalve mollusc 

Argopecten purpuratus (Zapata et al., 2009), the same concentrations did not result in mortality in 

juvenile H. rufescens for the same period of times tested in this study (Silva-Aciares et al., 2011). 

Here, we show that exposure of abalones to 2.5 and 10 µg/L Cu2+ for 168 h caused a significant dose-

dependent decrease in the THC values. To the best of our knowledge, there have been no THC studies 

on copper-exposed abalones, and only limited studies have been performed on bivalve molluscs. In 

agreement with previous reports on Crassostrea virginica (Cheng, 1988a) and Crassostrea 
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madrasensis (Ittoop et al., 2009), our results demonstrate that the THCs were decreased upon copper 

exposure. Interestingly, similar to our findings, THC alterations described previously in the abalone 

Haliotis diversicolor supertexta that was exposed to different xenobiotic compounds also caused a 

decrease in the number of circulating haemocytes in animals (Gopalakrishnan et al., 2009; 2011). We 

speculate that the dose-dependent THC decrease by copper may be accounted for by either the death 

of haemocytes or the migration of these cells from the hemolymph to areas of tissues that are prone to 

damages induced by copper and other stressing agents (Cheng, 1988a; Hannan et al., 2009; 

Gopalakrishnan et al., 2009; 2011). It is known that the invertebrate defence system depends only on 

an innate immunity system, in which the circulating haemocytes play an important role in the 

immunomodulation processes of the organisms and can therefore reflect their health conditions 

(Gopalakrishnan et al., 2011). 

Phagocytosis is one of the most important and extensive immune reactions in both vertebrates 

and invertebrates and is the greatest cellular effector mechanism in the mollusc immune system 

(Bayne, 1990). As one of the most important parameters in cellular immunity, phagocytosis is 

considered as a biological indicator for immunotoxicity studies of contaminant-exposed molluscs 

(Thiagarajan et al., 2006). The effect of trace metals on the phagocytosis of molluscs is dependent on 

the species studied (Sauvé et al., 2002), as well as on the metal types and concentrations, and exposure 

time (Cheng and Sullivan, 1984; Cheng, 1988b; Brousseau et al., 2000; Matozzo et al., 2001; 

Thiagarajan et al., 2006; Ittoop et al., 2009). Our results shown in the present study agree with those 

reported on abalones exposed to organic xenobiotic compounds (Gopalakrishnan et al., 2009; 2011; 

Zhou et al., 2010) and other bivalve molluscs exposed to copper (Cheng 1988b, Matozzo et al., 2001; 

Thiagarajan et al., 2006; Ittoop et al., 2009). Previously, several studies have suggested the causes of 

the alterations in phagocytic activity induced by contaminants in molluscs. For instance, Gomez-

Mendikute et al. (2002) reported that the alterations of the cytoskeletal components and the production 

of oxygen radicals resulted in decreased phagocytic activity, when the haemocytes of bivalve molluscs 

were treated with organic xenobiotic. It has also been shown that the effect of environmental factors 
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on the phagocytosis of haemocytes in the oyster Saccostrea glomerata was regulated by β-adrenergic 

receptors present on the haemocyte surface (Aladaileh et al., 2008). Specifically, the alterations of the 

cytoskeleton and the shape of haemocyte pseudopods, as a consequence of the activation of these β-

adrenergic receptors, leads to decreased phagocytic activity, due to a reduction in the cell’s ability to 

adhere and interact with foreign particles (Matozzo et al., 2001; Zhou et al., 2010). These alterations 

can be mediated either directly by metal chelation of cytoskeletal structural proteins and then protein 

denaturation or indirectly by the alterations of the calcium homeostasis mechanisms and the oxidation 

of protein SH groups by ROS (Matozzo et al., 2001). It is known that copper has a high affinity for the 

SH groups of proteins, such as Ca2+-ATPase (Viarengo and Nicotera, 1991). Upon the interaction 

between trace metals and Ca2+-ATPase SH groups, inactivation of the hormone may cause an increase 

in cytosolic Ca2+ concentrations (Viarengo et al., 1996), which in turn leads to alterations of the 

cytoskeleton organization, as seen in the phagocytes of tunicates exposed to organic contaminants 

(Cima et al., 1998). In addition, trace metals can also perturb Ca2+ homeostasis, thereby affecting the 

Ca2+ channels in the haemocytes of bivalve molluscs (Viarengo et al., 1994). 

In the present work, copper was found to significantly increase the phenoloxidase levels in the 

haemocytes of H. rufescens in a dose- and time-dependent manner, indicating that the copper toxicity 

causes effects on humoral immunity activity during the time of exposure to the trace metal. A similar 

effect on phenoloxidase was observed in H. diversicolor caused by the action of nitrites (Cheng et al., 

2004e) and organic xenobiotic compounds (Gopalakrishnan et al., 2009), as well as in other molluscs 

upon exposure to copper and organic xenobiotic compounds (Coles et al., 1994; Thiagarajan et al., 

2006). Phenoloxidase, a copper-dependent enzyme detected in the haemocytes and haemolymph that 

is part of the phenoloxidase cascade, plays a crucial role in the innate immunity of molluscs (Muñoz et 

al., 2006; Bryan-Walker et al., 2007). This enzyme has also been shown to catalyse the conversion of 

phenols into extremely reactive quinones, which in turn can be polymerized into melanin and used to 

produce different intermediary molecules with bactericidal properties (Coles and Pipe, 1994; 

Söderhäll and Cerenius, 1998). The melanisation process is involved in the encapsulation and 
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elimination of numerous foreign particles (Bryan-Walker et al., 2007). Nappi et al. (1995) reported 

that intermediary molecules produced by phenoloxidase may generate superoxide anions; therefore, it 

is probable that exposure to trace metals indirectly increases the levels of free radicals that can cause 

oxidative stress and cellular damage (Thiagarajan et al., 2006). 

Indeed, our results show that a persistent increase in the generation of superoxide anions by 

abalone haemocytes was caused by copper exposure in a dose- and time-dependent manner. 

Phagocytic haemocytes normally suffer respiratory burst due to increased oxygen consumption and 

increased production of ROS, such as superoxide anions, which are cytotoxic and a vital cellular 

defence reaction in the mollusc immune responses (Hooper et al., 2007). ROS production by the 

haemocytes as a result of exposure to foreign particles is known to be controlled in part by NADPH 

oxidase. As an enzymatic complex localized in the membrane, NADPH oxidase catalyses the 

transformation of molecular oxygen into superoxide anions. Superoxide anions are subsequently 

transformed into hydrogen peroxide via the action of superoxide dismutase and later give rise to other 

ROS (Nappi and Ottaviani, 2000; Buggé et al., 2007) that can interact with biological 

macromolecules, leading to enzymatic inactivation, lipid peroxidation, DNA damage, cellular death, 

etc. (Cazenave et al., 2006). Our results agree with previous research observations that molluscs 

exposed to various concentrations of contaminating compounds showed increases in the generation of 

superoxides (Pipe et al., 1999; Thiagarajan et al., 2006; Gopalakrishnan et al., 2009; 2011).  

In conclusion, haemocytes are important indicators of health and stress in invertebrates, 

because they play a crucial role in the differential immunity of these organisms. Our present study 

demonstrates that short-term exposure of post-weaned juvenile H. rufescens cultivated in a hatchery to 

low concentrations of copper can alter hemocytic parameters, including phagocytosis, phenoloxidase 

activity, and ROS production. Characterization of the functional mechanisms of these indicators is 

essential for understanding the effect of metal contamination on the hemolymphatic compartment 

responsible for the physiological integrity of these marine invertebrates, especially at a critical stage 
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of their ontogenic development. Overall, our results provide the informative basis for possible impacts 

of trace metals on abalone physiology, mainly in the coastal zones off northern Chile, which are 

affected mostly by copper as a result of mining activities. Since these regions are potential marine 

zones for the cultivation of this species, it is important to investigate whether the development of these 

organisms is affected in future marine concessions.
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Conclusion sur le chapitre II-B 

 Les cellules hémocytaires  des ormeaux et en général chez les mollusques marins sont des 

indicateurs importants de la santé des organismes et de l’impact des paramètres physico-chimiques et 

anthropiques de l’environnement. Elles jouent un rôle crucial dans l'immunité différentielle des 

organismes. Les résultats obtenus dans cette étude suggèrent qu’une exposition à court terme à faibles 

et fortes concentrations en cuivre peut modifier les paramètres hémocytaires des juvéniles de cet 

organisme. Dans ce contexte, nos expériences sont focalisées sur les paramètres immunitaires tels que 

les hémocytes circulant totaux (HCT), la phagocytose, l’activité de la phénoloxydase, et la production 

d'espèces réactives de l'oxygène (anion superoxyde). Ces indicateurs sont essentiels pour comprendre 

l'effet de la pollution métallique dans le compartiment hémolymphatique responsable de l'intégrité 

physiologique de ces invertébrés marins, en particulier dans une phase critique du développement 

ontogénétique de ces organismes (sevrage). Cette étude a permis d’émettre un certain nombre 

d’hypothèses de travail sur l’effet du cuivre dans l’immunomodulation de ces organismes. 

L’exposition au cuivre a provoqué une importante diminution dose et temps-dépendant des HCT et de 

la phagocytose. Cette diminution des cellules circulantes dose et temps-dépendant  peut s'expliquer 

par les mortalités différentielles des hémocytes, et par la migration de ces cellules vers des zones de 

tissu sujettes aux dommages causés par le cuivre. Cette étude montre également que le cuivre peut 

augmenter de manière significative l'activité de la phénoloxydase (PO) et l'anion superoxyde. La 

reconnaissance du contaminant par l’organisme comme une source de stress ou comme une molécule 

du non-soi provoquerait une activation des mécanismes de défense immunitaire. De cette façon, la 

mesure de l’activité PO pourrait permettre de détecter une activation anormale du système de défense 

immunitaire. L’utilisation des POs comme biomarqueur de stress environnemental permettrait donc de 

détecter une situation de stress avant que celle-ci ne provoque un impact grave sur l’organisme. 

D’autre part, il est probable que les niveaux d'exposition au cuivre augmentent indirectement les 

radicaux libres qui peuvent causer du stress oxydatif. Par ailleurs, la séquestration de cuivre par les 

systèmes de détoxication peut conduire à une production importante de radicaux libres, provoquant 
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par conséquent l’activation d’enzymes antioxydantes, pour le maintien de l’homéostasie au sein de 

l’organisme. Les hémocytes phagocytaires normalement souffrent de la flambée oxydatif en raison de 

l’augmentation de la consommation d'oxygène et la production de ROS tel que l'anion superoxyde, 

une molécule cytotoxique essentielle dans la réponse immunitaire chez les mollusques.  

  Les résultats obtenus dans le compartiment hemolymphatique et en particulier au niveau des 

hémocytes fournissent des renseignements sur le dysfonctionnement physiologique (mortalités 

différentielles, activités phenoloxidase, production des ROS….) provoqué par le stress métallique. Ce 

type de résultats est d’une importance capitale pour comprendre la stratégie adaptative et 

physiologique de ces organismes au niveau cellulaire face à ce métal. Des recherches 

complémentaires à long terme sont nécessaires pour mieux comprendre les réponses des mécanismes 

d’immunomodulation des ormeaux face aux facteurs du milieu. Des études de transcriptomie et de 

physiologie intégrative sont capitales pour pouvoir anticiper d’éventuelles mortalités dans cet 

écosystème fortement impacté par le cuivre. 
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Chapitre III : Réponse transcriptomique et 

cellulaire face aux stress des microorganismes 

pathogènes et en présence de probiotiques. 



  Chapitre III 

����

�

1. Contexte et introduction à l’étude 

 Les vibrioses sont les principaux problèmes rencontrés dans les élevages d'invertébrés marins 

provoquant des événements pandémiques en milieu contrôlé et dans le milieu naturel (Paillard et al., 

2004a; Leyton & Riquelme, 2008; Beaz-Hidalgo et al., 2010). La bactérie, Vibrio parahaemolyticus

est hautement pathogène et provoque des mortalités massives des larves, post larves et juvéniles pour 

la plus part des espèces d’ormeaux : Haliotis diversicolor supertexta (Liu et al., 2000; Cheng et al., 

2004a), Haliotis discus discus (De Zoysa et al., 2011; Huang et al., 2001; Cai et al., 2007)  et H. 

rufescens (Elston & Lockwood, 1983). Cette bactérie affecte aussi la santé humaine. Ainsi, le Chili a 

connu trois événements d’intoxication alimentaire causée par la présence de V. parahaemolyticus chez 

les mollusques, les poissons et les crustacés d’importance commerciale. L’intoxication de la 

population se produit lorsque ces produits sont consommés à l’état cru ou pas assez cuits (De Paola et 

al., 2000; Fuenzalida et al., 2007; Harth et al., 2009). 

L’utilisation des microorganismes probiotiques en aquaculture s’est avérée efficace en améliorant 

la résistance aux maladies, la nutrition et/ou la croissance des organismes cultivés (Irianto & Austin, 

2002). Dans ce contexte, plusieurs travaux ont décrit l'utilisation de ces microorganismes dans 

l'élevage de poissons (Merrifield et al., 2010), de crustacés (Liu et al., 2010) et de mollusques (Macey 

& Coyne, 2005; 2006; Silva et al., 2011a). Actuellement, les chercheurs ont développé et intensifié les 

études relatives à l'isolement et à l'application des bactéries probiotiques dans la culture de l'ormeau 

(Ten Doeschate & Coyne, 2008; Iehata et al., 2010; Silva et al., 2011a). Ainsi, il a été démontré que 

les probiotiques sont efficaces sur un grand nombre d’espèces marines pour favoriser la croissance, 

l'amélioration nutritionnelle, l'immunité et la survie (Mahlham et al., 2003; Macey & Coyne, 2005).  

Dans le contexte de l'augmentation des niveaux de stress des organismes dans les écosystèmes 

marins, il est nécessaire de comprendre les réponses cellulaires, moléculaires et génétiques mises en 

place par les organismes afin de maintenir l'homéostasie dans de tels milieux.  Il est reconnu que la 

présence des microorganismes pathogènes avec d’autres facteurs de l’environnement sont la source 
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majeure de dysfonctionnement cellulaire et des troubles de la survie des organismes. Dans ce 

contexte, des études transcriptomiques et physiologiques ont été réalisées avec succès pour 

caractériser les bases moléculaires et cellulaires de la sensibilité aux agents pathogènes (vibrions) et 

ils ont montré qu'une contamination bactérienne peut altérer la physiologie des larves, des juvéniles et 

des adultes d’ormeau (Wang et al., 2008a; Travers et al., 2010; De Zoysa et al.,2011). Ces différents 

dysfonctionnements provoqués par ces microorganismes peuvent être contrôlés par l’action de 

probiotiques. En effet, dans le domaine transcriptomique et immunologique, différents travaux ont 

démontré une amélioration de la survie et de la croissance des organismes en condition d’élevage avec 

une nourriture additionnée de probiotiques (Macey & Coyne., 2005; Aly et al., 2008; Tseng et al., 

2009; Hai et al., 2009; Liu et al., 2010; Panigrahi et al., 2011). Cependant, l'effet du stress bactérien 

par V. parahaemolyticus sur la physiologie et la transcriptomique de H. rufescens nourri avec une 

alimentation additionnée de bactéries probiotiques n'a pas été documenté à ce jour.  

Dans ce contexte, une exploration sur l’impact à court terme sur l’homéostasie cellulaire et la 

physiologie de l’infection bactérienne par V. parahaemoliticus chez les juvéniles de H. rufescens a été 

réalisée pendant la phase physiologique critique des juvéniles (sevrage). Notons que pendant cette 

phase les jeunes ormeaux ont été soumis à une alimentation avec ou sans probiotiques.  

Pendant cette étape expérimentale nous avons étudié la régulation de l’expression de gènes 

candidats obtenus par de banques soustractives et/ou disponibles dans les banques génomiques de 

gastéropodes afin d’étudier l’impact de l’infection bactérienne et l’action de probiotiques sur la 

cinétique d’expression génique. L’analyse transcriptomique des organismes a été réalisée à partir des 

ARNs extraits du muscle du pied qui est un organe de la locomotion et peut atteindre 40% du poids 

total de l'animal. Il est, de plus, traversé par l'hémolymphe qui est le fluide circulatoire des invertébrés 

qui contient des cellules hémocytaires assurant notamment la fonction de défense immunitaire. Par 

ailleurs, les signes macroscopiques d'infection par la vibriose se développent au niveau du muscle 

pédieux de l'ormeau (Travers et al., 2010). Dans nos expériences, nous avons identifié et quantifié la 
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présence de V. parahaemolyticus  dans le muscle de l’animal (précédemment infecté par la bactérie - 

Figure 17) à l’aide des techniques microbiologiques de quantification des bactéries en milieux nutritifs 

solides.�  

Vue ventrale de l‘Ormeau (muscle du pied)

V. parahaemolyticus

Hémolymphe

Zone d'injection 
bactérienne

Sinus pédal

Branchie

Seringue avec une 
solution bactérienne 

1x106 CFU/g muscle du pied
(Vibrio parahaemolyticus)

Figure 17. Schéma représentant l'infection bactérienne expérimentale chez l'ormeau H. rufescens. 

La cinétique d’expression génique par PCR en temps réel a été réalisée sur différents transcrits 

associés à différentes fonctions physiologiques majeures des individus : Métabolisme général et 

énergétique  (Les gènes codant pour l’ATP synthase, et alginase), Respiration cellulaire (Les gènes 

codant pour les sous-unités I et III de la cytochrome, sous-unités IV de la NADH déshydrogénase), 

développement et différentiation (Le gène codant pour  le developmentally-regulated vdg3 et la 

VM2), cytosquelette (Le gène codant pour  le calponine et collagène), réponse au stress (Les gènes 

codant pour les protéines associées à la sénescence, Ferritine, Laminin et Hsp40), communication 

cellulaire (Le gène codant pour la Lipoprotéine Receptor 1- LPr1) et l’immunité (Les gènes codant 

pour la macrophage expressed protein MEP et Caspasse 8). En outre, nous avons appliqué des 

techniques immunologiques en microscopie (hémocytes circulants totaux et phagocytose) et de 

cytométrie en flux (taille, complexité et concentration d’hémocytes) de manière à caractériser les 
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réponses cellulaires d’hémocytes d’ormeaux en condition d’infection bactérienne et en présence 

d’alimentation avec ou sans probiotique. 

L'étude transtriptomique et cellulaire des organismes est indispensable pour décrypter les 

processus d’adaptation et de défense pouvant être activés suite à l’exposition au pathogène et pouvoir 

établir les caractères de résistance et de sensibilité des animaux à l'impact des bactéries pathogènes en 

interaction avec des microorganismes probiotiques dans les écosystèmes potentiellement impactés par 

V. parahaemolyticus. Il faut rappeler que la culture de H. rufescens au Chili a lieu dans des zones 

maritimes qui ont présenté des événements naturels de fortes concentrations de bactéries pathogènes 

d’où l’importance des études moléculaires et cellulaires exploratoires sur la survie, le développement, 

la croissance et le maintien des animaux en écloserie industrielle.  
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L’approche expérimentale de ces différentes manipulations est représentée  dans la figure 18. 

��

����
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Figure 18. Schéma résumant la démarche technique appliquée dans cette étude : Les rectangles marron représentent 

les bacs témoins et les rectangles vert clair représentent les bacs avec probiotiques en triplicats. Les cercles bleus résument 

les challenges bactériens et  l’évaluation des différents paramètres biologiques retenus. * Analyse réalisée 9 mois après la 

ponte. # Analyse réalisée 15 mois après la ponte. 

Les différents résultats obtenus dans cette partie sont présentés dans l’article intitulé :  

Transcriptomic and cellular response to bacterial challenge (Pathogenic Vibrio parahaemolyticus) 

in farmed juvenile Haliotis rufescens fed with or without probiotic diet. Publié dans Journal of 

Invertebrate Pathology 113 (2013) pages 163-173.  
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��������� ����������Unchallenged abalone fed with normal diet (Control)          Unchallenged abalone fed with probiotics-supplemented diet   

                       Challenged abalone fed with normal diet.    Challenged abalone fed with probiotics-supplemented diet.  
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�������������������������Unchallenged abalone fed with normal diet (Control)          Unchallenged abalone fed with probiotics-supplemented diet   

                       Challenged abalone fed with normal diet.    Challenged abalone fed with probiotics-supplemented diet.  

Fig .S1. Analysis of differential expression of genes in recently weaned (∆) and juvenile (ϴ) abalone H. rufescens following a bacterial challenged (V. 

parahaemolyticus). Bars represent the mean of three replicates per sampling point and vertical lines show SD. (A ) Cellular communication; (B and C) 

General and energetic metabolisms; (D, E and F) Respiratory chain (respiration). * Significant difference with unchallenged abalone fed with normal diet 

(P<0.05);  # Significant difference with unchallenged abalone fed with probiotics-supplemented diet (P<0.05).     
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Table S1. 

 Known binding receptor (source: Vector Laboratories) and working concentration for plant lectins 

used in this study to characterize hemocyte subpopulations. 

Label Lectins Binding receptor(s) Final 
concentration

µg/mL 

Con A Concanavalin A mannose 

glucose 

1.25 

WGA Wheat germ agglutinin N-acetyl glucosamine 1.25 

PNA Peanut agglutinin galactosyl N-acetyl 
galactosamine 

galactose 

5 

SBA Soybean agglutinin N-acetyl 
galactosamine 

5 

DBA Lolichos biflorus agglutinin N-acetyl 
galactosamine 

2.5 

RCA Ricinus communis agglutinin galactose 

N-acetyl 
galactosamine 

5 

UEA Ulex europaeus agglutinin fucose 2.5 

LCA Lens culinaris agglutinin mannose 25 
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Conclusion sur le chapitre III 

Ce travail a permis d’étudier les réponses transcriptomiques de gènes candidats et cellulaires 

de cette espèce (pendant la phase du sevrage) à la vibriose en condition d’alimentation avec et sans 

bactéries probiotiques.  Les transcrits étudiés dans cette étude sont directement impliqués dans des 

fonctions métaboliques clés de l’animal, parmi lesquelles figurent celles qui régulent la réponse 

immunitaire, ce qui suggère que les  hémocytes constituent la cible principale du pathogène. Les 

résultats suggèreraient également que V. parahaemolyticus pourrait mettre en place des mécanismes 

de virulence qui lui permettrait d'échapper aux cellules immunitaires, probablement en raison de sa 

capacité à inhiber la réponse hémocytaire (dégradation des bactéries et production  d’espèces réactives 

à l’oxygène-ROS), et de croître en présence d’hémocytes, tel que cela a été démontré chez l’homme 

infecté par V. vulnificus ou V. cholerae (Weintraub et al., 1994 ; Linkous & Oliver, 1999). 

 Pour valider cette hypothèse, des études de contacts cellulaires hémocytes-bactéries par 

cytométrie en flux et techniques immunohistochimiques permettraient de mettre en évidence une 

déficience ou une augmentation des hémocytes en présence des souches pathogènes. Ces observations 

pourraient indiquer que la déficience des hémocytes est la conséquence de l’inhibition par la bactérie, 

de leurs capacités de défense ou de la non reconnaissance de l’organisme pathogène qui pourrait être 

expliquée probablement par un échappement bactérien. Dans ce contexte, il est souhaitable d’étudier 

l’induction de la réponse immunitaire des hémocytes à travers la MAP Kinase p38 qui est une 

protéine-kinase impliquée dans une voie de signalisation utilisée dans la reconnaissance des bactéries 

à Gram négatives chez les mollusques. Cet acteur, est activé quand il est phosphorylé, et il peut 

induire  la phagocytose et la production de ROS (Travers et al., 2009). Enfin, des systèmes de 

sécrétion de type III étant connu chez V. parahaemolyticus, ils pourraient également être recherchés. 

Leur importance dans l’inhibition des hémocytes, via le transport de molécules modifiant 

potentiellement les récepteurs membranaires liés à la reconnaissance ou des protéines perturbant la 

phagocytose, pourrait être étudiée suite à la conception de mutants déficients pour ces protéines  
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 Par ailleurs, cette étude a démontré que le stress causé par des bactéries pathogènes augmente 

la mortalité des organismes hôtes, probablement par une immunosuppression induite par une 

susceptibilité accrue à la vibriose, comme cela a été démontré dans des études sur l'effet de V. 

parahaemolitucus chez l’ormeau H. diversicolor supertexta (Cheng et al., 2004a; 2004b; 2004c; 2004d

and 2004e).  

 Les ormeaux nourris avec un régime d’alimentation enrichi en bactéries probiotiques semblent 

pouvoir résister à l'infection bactérienne car ils maintiennent la plupart des fonctions physiologiques 

primordiales : respiration cellulaire, métabolisme général et énergétique, réparation des dommages 

cellulaires, etc. En comparaison, les conditions physiologiques des individus sans alimentation 

additionnée de probiotiques semblent être diminuées, se traduisant par  un métabolisme moins efficace 

pour générer l’énergie disponible pour le maintien des différentes fonctions métaboliques. La 

résistance à la vibriose chez l'organisme hôte peut être le résultat d'une amélioration dans les 

mécanismes de défense au niveau génomique, immunitaire et structurel comme le suggèrent Coustau 

& Theron (2004).� D’autre part, les probiotiques pourraient exercer leur action aussi à d’autres 

niveaux : sur la microflore intestinale et plus directement sur la physiologie de l’animal. Dans le 

tractus intestinal, le probiotique agirait via la compétition-exclusion conduisant à des modifications 

(quantitatives et qualitatives) de la microflore bactérienne. Par là même, cela limiterait la présence et 

la concentration des pathogènes et par conséquent les risques d’infection. Au niveau nutritionnel, le 

probiotique confère une meilleure utilisation des carbohydrates alimentaires, abaisse les besoins 

énergétiques pour l’entretien du métabolisme de base et/ou constituerait une source supplémentaire 

d’éléments nutritifs essentiels à l’ormeau. Une modification de la microflore intestinale par le 

probiotique pourrait également être l’origine de ces différents effets, mais cela reste à démontrer. 

Enfin le probiotique pourrait améliorer le statut antioxydant des animaux par l’augmentation du 

pouvoir réducteur et  une meilleure utilisation des carbohydrates alimentaires disponibles. Enfin, le 

probiotique permettrait de maintenir le niveau des défenses antioxydantes chez des ormeaux infectés 

par V. parahaemolyticus limitant ainsi l’action des molécules pro-antioxydantes. Cet effet protecteur 
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du probiotique en conditions pathologiques serait la conséquence soit de la réduction du niveau 

d’infection, soit d’une stimulation de l’immunité concomitante à l’élévation du pool antioxydant de 

l’animal. 

 Enfin, la réponse immunitaire de ce mollusque semble être fortement liée à la sensibilité des 

individus par rapport aux microorganismes pathogènes étudiés. Il est important de compléter cette 

étude par une analyse biochimique qui se focaliserait sur les protéines. Il serait donc opportun 

d'analyser l'activité de certaines enzymes potentiellement impliquées dans la réponse immunitaire et 

dans le métabolisme général et énergétique chez l'ormeau. Des dosages protéiques pourraient 

également être réalisés afin de connaître la concentration de certaines protéines des voies 

métaboliques clés, c'est-à-dire une étude protéomique sur des biomarqueurs révélés par l’étude 

transcriptomique, qui permettront d’appréhender la cascade de réactions et de voies métaboliques 

induites par ce stress infectieux� et� par l'action du probiotique dans l'hôte. Enfin, des études 

immunohistochimiques, basées sur la détection de protéines par des anticorps, pourraient permettre la 

localisation précise de l'action de certaines protéines. Il serait  intéressant et pertinent de poursuivre la 

caractérisation sur d'autres gènes d'intérêt et leur polymorphisme. Ceci nous permettrait de rechercher 

ensuite la variabilité génétique liée à la survie en condition de vibriose avec ou sans alimentation 

additionnée de probiotiques pour la recherche d'allèles et de génotypes associés à la résistance ou à la 

sensibilité des organismes en condition de stress.  Les facteurs phénotypiques de résistance 

(expression de gènes, immunomodulation, morphologie et traits de vie) pourraient être couplés au 

polymorphisme génétique de ces gènes pour établir la relation génotype/phénotype  pendant leur cycle 

de vie. 
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Conclusions générales

Les écosystèmes marins côtiers sont à la fois le siège d’une intense production biologique, le 

terrain d‘une exploitation des ressources vivantes, et le réceptacle de divers contaminants d’origine 

anthropique. Ces divers facteurs  génèrent des perturbations multiples dans ces milieux telles que la 

prolifération d’organismes pathogènes et l’apparition de maladies  qui engendrent des mortalités 

différentielles des organismes. C’est dans ce contexte particulier que s’inscrit la problématique de 

cette thèse dont les travaux avaient pour objectif d‘appréhender les interactions entre des polluants 

métalliques (principalement le cuivre), des bactéries pathogènes (du genre Vibrio) et des bactéries 

probiotiques sur le mollusque gastéropode marin d’importance économique, l’ormeau rouge Haliotis 

rufescens,  en particulier pendant la phase ontogénique où ces mollusques changent d’alimentation (de 

microalgues à macroalgues), et plus précisément durant la période de sevrage. Cette période 

correspond à une étape physiologique critique de leur cycle de vie où de fortes mortalités 

différentielles sont observées chez les juvéniles sevrés (Flores-Aguilar et al., 2007) probablement en 

raison du changement du métabolisme digestif (dépression métabolique) (Viana 2002) et de la 

présence d'agents pathogènes opportunistes (Handlinger et al., 2005; Sawabe et al., 2007). 

L’halioticulture de cette espèce dans les eaux du Pacifique sud expose cette espèce à des fortes 

pressions anthropiques qui peuvent affecter la survie et le maintien de ce mollusque. Le 

développement massif des activités humaines sur la côte (industrielles, portuaires, touristiques et 

minières), à laquelle vient s’ajouter une augmentation démographique sur les zones littorales, ont 

considérablement intensifié les facteurs de stress dans ces régions (David et al., 2005 ; Lotze et al., 

2006). Ceci a été réalisé à travers le développement de plusieurs approches faisant appel à différents 

niveaux d'intégration (moléculaire et cellulaire) et à différents champs disciplinaires, s'intéressant 

aussi bien à la régulation transcriptionnelle de certains gènes directement impliqués dans des fonctions 

métaboliques clés et dans les réponses immunitaires des organismes. 
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L’utilisation des bactéries probiotiques en aquaculture s’est avérée efficace en permettant 

l’amélioration de la résistance aux maladies, de la nutrition et /ou de la croissance des organismes 

cultivés (Irianto & Austin, 2002). Dans ce contexte, plusieurs  travaux ont décrit l'utilisation de ces 

microorganismes dans l'élevage de poissons (Merrifield et al., 2010), de crustacés (Liu et al., 2010) et 

de mollusques (Macey & Coyne, 2005; 2006; Silva et al., 2011a). Actuellement, les études relatives à 

l'isolement et l'application de bactéries probiotiques dans la culture des ormeaux se sont intensifiées 

(Ten Doeschate & Coyne, 2008; Iehata et al., 2010; Silva et al., 2011a). Ainsi, il a été démontré que 

les probiotiques sont efficaces sur un grand nombre d'espèces marines pour favoriser la croissance, 

l'amélioration nutritionnelle, l'immunité et la survie. Ces résultats démontrent l'effet immunostimulant 

des probiotiques chez les ormeaux, ce qui confère une augmentation de la survie et le maintien des 

organismes dans les structures d’élevages (Mahlham et al., 2003; Macey & Coyne, 2005). 

Dans un premier temps, la problématique de recherche de cette thèse était double : 

• Confirmer les bénéfices sur les performances physiologiques apportés par le 

probiotique en conditions réelles d’élevage dans les fermes commerciales (Article 1), 

et en particulier savoir si son usage pouvait améliorer la résistance de H. rufescens aux 

vibrioses (Article 4). 

Nous avons choisi de replacer l’étude dans un modèle d’interactions entre trois compartiments 

:  l’ormeau, sa microflore bactérienne et les probiotiques. (Figure 19).  
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Figure 19. Schéma simplifié des interactions entre l’ormeau H. rufescens, sa microflore bactérienne intestinale et les 

probiotiques.  

Dans un premier temps nous avons essayé de comprendre sur la base d’une première 

exploration et d’une évaluation expérimentale en écloserie commerciale de H. rufescens,  les effets 

des probiotiques sur la survie et la croissance des organismes. Le changement des modalités 

trophiques à l’état juvénile (passage d’une nourriture de microalgues à macroalgues) constitue la 

période physiologique critique de ces organismes (dépression métabolique) et des mortalités de l’ordre 

de 5-16% sont observées. Ces résultats obtenus en conditions contrôlées ont permis de valider 

l'incorporation de bactéries probiotiques formées de trois souches (Agarivorans albus F1, Vibrio sp

F15 et Vibrio sp C21) dans le tractus digestif des animaux pendant la phase critique de leur cycle de 

vie et a permis d’améliorer la survie et la croissance des jeunes ormeaux entre 15 et 25% dans les 

écloseries industrielles. Ces souches  probiotiques ont la capacité  de dégrader principalement l’agar et 

l’alginate de macroalgues (Souches F1 et F15) et d’inhiber des bactéries pathogènes telles que  Vibrio 

parahaemolyticus et V. alginolyticus (Souche C21). Ce processus a lieu grâce à la colonisation de ces 

bactéries sur la surface de la macroalgue Macrocystis integrifolia qui est utilisée comme un aliment 

traditionnel dans les écloseries d’ormeaux. De plus, l’analyse microbiologique a confirmé que les 

probiotiques se retrouvent généralement à une concentration relativement forte par rapport au reste de 
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la microflore bactérienne après la période de conditionnement bactérien sur la surface de M. 

integrifolia. Cette étude a souligné le rôle primordial des probiotiques sur la croissance et la survie de 

ces mollusques. En effet, une nourriture algale additionnée des microorganismes probiotiques 

augmente significativement ces deux paramètres de trait de vie (10 % sur la survie et de 16% sur la 

croissance) des ormeaux sur une période de 210 jours par rapport aux individus contrôles sans 

probiotiques. De plus, comme il a été souligné dans l’article 1, l’effet des probiotiques sur la 

croissance et survie reposerait sur une amélioration de l’utilisation de l’aliment par une stimulation de 

l’activité digestive de l’hôte et/ou par l’apport additionnel d’enzymes exogènes produites par le 

probiotique (Ten Doeschate & Coyne, 2008 : Wang et al., 2008). Soulignons que les animaux nourris 

avec une nourriture additionnée de probiotiques  entraîneraient une baisse de la production de ROS 

(Espèces Réactives à l’Oxygène). Enfin, une dernière hypothèse faisant intervenir l’apport de facteurs 

de croissance ou de nutriments essentiels par les bactéries probiotiques devrait également être 

considérée. L’augmentation du coefficient net d’efficacité alimentaire, qui signifie une meilleure 

transformation de l’aliment pour la croissance, semble aller dans le sens de cette hypothèse. Il est 

admis que la flore intestinale serait une source supplémentaire de nutriments et pourrait fournir des 

vitamines, des enzymes ou encore des acides aminés essentiels.  

Par ailleurs, nous avons également montré grâce à des techniques de microbiologie 

(quantification des bactéries sur des milieux nutritifs solides), que les probiotiques restent dans le 

tractus digestif pendant une période de 16 jours à une concentration relativement forte par rapport au 

reste de la microflore bactérienne intestinale sans parvenir à s’y implanter définitivement après la fin 

de l'addition de probiotiques comme complément alimentaire. Cependant, sa présence régulière dans 

le tractus digestif des ormeaux pourrait influencer la microflore d’autant plus que, comme il a été 

démontré, cette dernière serait peu diversifiée. En effet, les interactions microbiennes dans le tractus 

digestif pourraient être déterminantes pour la colonisation des parois intestinales par la microflore 

autochtone comme cela a été postulé chez d’autres animaux aquatiques (Aubin et al., 2005). Ainsi 

comme nous l’avons discuté dans l’article 1, un effet de compétition-exclusion de la souche 
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probiotique peut être supposé. D’autre part, nous précisons aussi qu’un effet indirect du probiotique 

sur l’utilisation de l’aliment, le métabolisme et l’apport nutritionnel direct, via une modification de la 

flore intestinale, pourrait être envisagé. 

Dans un second temps, une approche globale basée sur la méthode des banques soustractives a 

été appliquée pour étudier l’impact du cuivre sur des juvéniles d’H. rufescens, surtout dans la phase 

critique du cycle de vie de l'ormeau lorsqu’il change d’alimentation (Sevrage) en conditions 

expérimentales d’écloserie industrielle et pour tenter d’identifier les mécanismes moléculaires et 

cellulaires de la réponse de l’ormeau face au stress engendré par ce métal (Article 2). Cette méthode a 

permis d’identifier 108 transcrits potentiellement régulés (surexprimés ou inhibés) par ce métal et 

affectant différentes voies métaboliques clés des organismes. Parmi ces gènes, 14 codant pour des 

enzymes ou des protéines intervenant dans différentes voies physiologiques majeures ont été choisies 

pour des analyses d’expression génique, lesquelles ont permis de confirmer et de préciser les 

variations temporelles d’expressions induites par l’exposition au cuivre.  Parmi ces séquences, des 

gènes codant pour des protéines liées aux voies métaboliques impliquées dans la communication 

cellulaire (Lpr1), le développement (vdg3), le métabolisme de l'énergie (ATP synthase), la respiration 

cellulaire (cytochrome oxydase 2), la réponse au stress (laminine), la régulation des protéines (facteur 

d'élongation 1-alpha et facteur d’élongation 2) et également des protéines classiquement connues pour 

être régulées par des stress métalliques telle que le Ferritine, ont été mises en évidence. Enfin, cette 

étude a permis d’obtenir des séquences partielles d’ADNc qui pourront par la suite permettre la 

caractérisation des gènes correspondants. Ces gènes pourront être utilisés comme indicateurs 

moléculaires d’exposition au stress. D’autre part, la présente étude a permis de mettre au point des 

paramètres de type immunologique  ( Hémocytes Circulants Totaux (HCT), la phagocytose, l’activité 

de la phénoloxydase, et la production d'espèces réactives de l'oxygène)  qui se sont avérés pertinents 

au cours des expériences réalisées dans l’écloserie industrielle de l’ormeau H. rufescens (Article 3).  

La fonctionnalité de ces indicateurs est essentielle pour comprendre l'effet de la pollution métallique 

par le cuivre dans le compartiment hémolymphatique responsable de l'intégrité physiologique de ces 
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invertébrés marins, en particulier dans la phase critique du développement ontogénétique de ces 

organismes (sevrage).�Cette étude a permis l’obtention  d’un certain nombre d’informations générales 

sur l’effet du cuivre dans l’immunomodulation de ces organismes. Nous pouvons émettre l’hypothèse 

qu’une augmentation ou une diminution des activités hemocytaires correspond à une perturbation du 

système immunitaire et, comme signalé par d’autres auteurs, les polluants peuvent induire des 

modulations du système immunitaire (Oubella & Auffret, 1995). L’exposition au cuivre a provoqué 

une importante diminution dose et temps-dépendante des hémocytes circulant totaux et de la 

phagocytose. Cette diminution des cellules circulantes dose et temps-dépendante peut s'expliquer par 

deux processus physiologiques : d’une part, des mortalités différentielles possible des hemocytes, et 

d’autre part la migration de ces cellules vers des zones de tissu sujettes aux dommages causés par le 

cuivre. Cette étude montre également que le cuivre peut augmenter de manière significative l'activité 

de la phénoloxydase (PO), enzyme jouant un rôle crucial dans l'immunité innée des mollusques���la 

production de molécules intermédiaires par la phénoloxydase qui pourrait générer l'anion superoxyde. 

La reconnaissance du contaminant par l’organisme comme une source de stress ou comme une 

molécule du non-soi provoquerait une activation des mécanismes de défense immunitaire. Ainsi, les 

PO pourraient alors être activées et/ou induites. De cette façon, la mesure de l’activité PO pourrait 

permettre de détecter une activation anormale du système de défense immunitaire. De plus, cette 

détection pourrait se faire de façon assez précoce, c’est-à-dire dès l’entrée du contaminant dans 

l’organisme. L’utilisation des PO comme biomarqueurs de stress environnemental permettrait donc de 

détecter une situation de stress avant que celle-ci ne provoque un impact grave dans l’organisme. Par 

ailleurs, il est probable que les niveaux d'exposition au cuivre augmenteraient  indirectement les 

radicaux libres à l’origine du stress oxydatif. En outre, la séquestration des contaminants par les 

systèmes de détoxication peut conduire à une production importante de radicaux libres, provoquant 

par conséquent l’activation d’enzymes antioxydantes, pour le maintien de l’homéostasie au sein de 

l’organisme. De plus, du fait de ces propriétés oxydo-réductrices, et en se basant sur l’activité de PO 

et/ou les teneurs en contaminants des animaux, il apparaît que les PO pourraient jouer un rôle 
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antioxydant chez H. rufescens. Les hémocytes phagocytaires souffrent normalement de la flambée 

oxydative en raison de l’augmentation de la consommation d'oxygène et de la production d'espèces 

réactives de l'oxygène telles que l'anion superoxyde, molécule cytotoxique essentielle dans la réponse 

immunitaire chez les mollusques. Cette approche multi-marqueurs est originale, car des études 

similaires ne suivent généralement qu’un seul paramètre.  

  Les résultats obtenus dans le compartiment hemolymphatique et en particulier au niveau des 

hémocytes fournissent des renseignements sur le dysfonctionnement physiologique (mortalités, 

production des espèces réactives à l’oxygène….) provoqué par le stress métallique. Ce type de 

résultats est d’une importance capitale pour comprendre la stratégie adaptative et physiologique de ces 

organismes face à ce métal, particulièrement présent dans les eaux du Pacifique nord du Chili qui sont 

des zones potentiellement importantes pour la culture de cette espèce en « concessions maritimes » 

naturelles. 

 L’impact du cuivre nous renseigne sur l’effet régulateur de ce métal sur des transcrits associés 

à différentes voies métaboliques clés de ces animaux. Ces résultats sont pertinents et informatifs avant 

tout programme de cultures des ormeaux dans les concessions maritimes fortement impactées par ce 

métal dans le Pacifique au nord du Chili. 

 Dans un troisième temps, les différents travaux réalisés ont permis de comprendre les réponses 

transcriptomiques et cellulaires  de l'ormeau H. rufescens (pendant la phase du sevrage) à la vibriose 

sous condition d’alimentation avec et sans bactéries probiotiques (Article 4), et d'émettre des 

hypothèses sur les mécanismes liés à la nutrition, à la survie et à la mortalité face aux pathogènes. Les 

transcrits étudiés dans cette étude sont directement impliqués dans des  fonctions métaboliques clés de 

l’organisme, parmi lesquelles figurent celles qui régulent la réponse immunitaire ; ce qui suggère que 

les hémocytes constituent la cible principale du pathogène. Les résultats indiquent que les ormeaux 

exposés à des probiotiques et aux bactéries pathogènes (V. parahaemolyticus) souffrent d’une 

altération de la quantité d’hémocytes circulants. Nos résultats montrent également que la réponse 
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immunitaire de l'ormeau était moins altérée chez les sujets nourris avec des probiotiques, 

probablement en raison d'une résistance accrue à l'infection. Ceci est confirmé par une plus forte 

concentration de V. parahaemolyticus chez les animaux sevrés et juvéniles nourris sans probiotiques 

et soumis à  une infection bactérienne. L'augmentation apparente des petits hémocytes observée en 

cytométrie en flux pourrait refléter une diminution du nombre d'autres cellules, y compris des 

hyalinocytes, ce qui suggère que le traitement probiotique pourrait favoriser la migration des cellules 

immunocompétentes de l'hémolymphe vers un autre compartiment de l’organisme, probablement vers 

les tissus infectés par V. parahaemolyticus, comme une conséquence de l'infection bactérienne 

expérimentale.  

Les résultats suggèrent également (en particulier dans le traitement sans probiotiques) que V. 

parahaemolyticus  pourrait mettre en place  des mécanismes de virulence qui lui permettrait 

d'échapper aux cellules immunitaires, probablement en raison de sa capacité  d’inhiber la réponse 

hémocytaire (dégradation des bactéries et production de ROS), et de croître en présence d’hémocytes, 

tel que cela a été démontré chez l’homme infecté par V. vulnificus ou V. cholerae (Weintraub et al., 

1994 ; Linkous & Oliver, 1999).  

Les ormeaux nourris avec un régime d’alimentation enrichie en bactéries probiotiques 

semblent pouvoir résister à l'infection bactérienne car ils maintiennent la plupart des fonctions 

physiologiques primordiales : respiration cellulaire, métabolisme général et énergétique, réparation 

des dommages cellulaires, etc. En comparaison, les conditions physiologiques des individus sans 

alimentation additionnée de probiotiques semblent être diminuées. Dans de telles situations, les 

animaux disposent d’un métabolisme moins efficace pour gérer l’énergie disponible pour le maintien 

des différentes fonctions  métaboliques. La résistance à la vibriose chez l'organisme hôte serait le 

résultat d'une amélioration des mécanismes de défense au niveau génomique, immunitaire et 

structurelle comme le suggèrent les auteurs Coustau & Theron (2004). 



Conclusions générales et perspectives de recherche 

����

�

Dans la cadre de nos études, des hypothèses peuvent être avancées concernant le rôle des 

probiotiques qui interviendraient  à deux niveaux : sur la microflore intestinale et plus directement sur 

la physiologie de l’animal. Dans le tractus intestinal, le probiotique agirait via la compétition-

exclusion conduisant à des modifications (quantitatives et qualitatives) de la microflore bactérienne. 

Ceci limiterait la présence et la concentration des pathogènes et donc les risques d’infection 

notamment par des substances antimicrobiennes produites par les probiotiques (peroxyde 

d’hydrogène, bactériocines, acides organiques par exemple). Au niveau nutritionnel, le probiotique 

permet une meilleure utilisation des carbohydrates alimentaires, abaisse les besoins pour l’entretien 

et/ou constituerait une source supplémentaire d’éléments nutritifs essentiels aux ormeaux. Une 

modification de la microflore intestinale par le probiotique pourrait également être à l’origine de ces 

différents effets, mais cela reste à démontrer. Enfin, le probiotique pourrait améliorer le statut 

antioxydant des animaux par une augmentation du pouvoir réducteur dû à une meilleure utilisation des 

carbohydrates alimentaires. L’hypothèse d’une action directe des probiotiques via ses capacités 

antioxydantes peut être avancée également. Enfin, le probiotique permettrait de maintenir le niveau 

des défenses antioxydantes chez les ormeaux infectées par V. parahaemolyticus. Cet effet protecteur 

du probiotique en conditions pathologiques est la conséquence de la réduction du niveau d’infection et 

de la stimulation de l’immunité concomitante à l’augmentation des capacités  antioxydantes  de 

l’animal. �
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Perspectives de recherche 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse permet d’avancer un certain 

nombre de perspectives de travail afin d’approfondir nos connaissances sur les réponses moléculaires 

et physiologiques de l’Ormeau rouge Haliotis rufescens face à l’impact métallique, aux pathogènes et 

aux probiotiques. Trois orientations principales peuvent être développées:  

(I) Dans un premier temps, il nous paraît essentiel de compléter  les études concernant l’effet 

des probiotiques sur la survie et la croissance chez l’ormeau par des études enzymatiques en présence 

de probiotiques afin d’investiguer le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) il exercerait son action sur 

l’activité digestive de l’ormeau. De plus, des recherches complémentaires sont nécessaires pour 

déterminer la fréquence d'incorporation des bactéries probiotiques pour maintenir leur concentration 

stable dans le tube digestif de l'animal. En ce sens,  il serait souhaitable d’approfondir la 

caractérisation de la flore intestinale à l’aide de techniques de métagenomique et DGGE afin de 

démontrer que les souches probiotiques peuvent influencer durablement la flore intestinale des 

ormeaux. Par ailleurs,  il serait intéressant d’étudier les mécanismes de défenses antioxydantes chez 

des ormeaux sains ou infectés par des vibrions pathogènes, ce qui nous permettrait d’appréhender le 

rôle du probiotique sur la physiologie de H. rufescens (survie, différentiation ontogénique, croissance 

…). Enfin, signalons qu’il serait intéressant d’élargir l’étude aux autres phases de l’ontogenèse de 

l’ormeau (larves, post-larves et géniteurs) pour avoir une vision globale de l’effet des probiotiques sur 

l’organisme.  

(II) Dans un second temps, la réponse moléculaire, cellulaire et physiologique des animaux 

face à l’impact métallique, aux pathogènes et aux probiotiques doit être approfondie par  les études 

d’autres transcrits impliqués dans les mécanismes de détoxication métallique, la réponse immunitaire, 

le métabolisme général et énergétique et la réponse au stress oxydatif. Dans ce sens, il serait 

souhaitable de coupler des approches transcriptomiques et protéomiques (enzymatique et 
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immunohistochhimiques) afin de comprendre les réponses physiologiques des organismes à travers les 

cascades de réactions et de voies métaboliques induites par ces différents facteurs. Enfin, il serait 

intéressant de poursuivre les études sur la réponse des Ormeaux au plan génétique par la 

caractérisation du polymorphisme de gènes d'intérêt, afin de cerner la résistance ou la sensibilité des 

animaux en condition de stress multiples et pouvoir établir la relation génotype/phénotype pendant 

leur cycle de vie.  

 (III) Dans un contexte plus général, il serait intéressant d’effectuer des expériences 

multifactorielles de triple stress (Cuivre x bactérie pathogène x probiotique) sur H. rufescens. Cette 

démarche expérimentale pourrait apporter des renseignements sur l’impact des stress multiples   sur la 

réponse des organismes à différents niveaux d’intégration biologique (moléculaire, cellulaire, 

individuel et populationnelle). Ceci est indispensable pour discriminer l‘influence de chaque étape 

ontogénique de l’organisme et déterminer des corrélations avec les différentes sources de stress 

identifiées.                                    �
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Annexe: Gènes révélés dans les banques soustractives de juvéniles sevrés 
d’Haliotis rufescens exposés au cuivre (Article 2) 

Table S1. Up-regulated genes  identified after 12 hours of 2.5 µg L-1 Cu+2exposure 

Homologue (protein) Homolog species 
BLASTX 

value 
GenBank 

accession n° 
  

Cellular communication   
   Putative senescence-associated protein Pisum sativum 9e-32 HO188884 
   Receptor of Activated Kinase C 1 Mya arenaria 3e-34 HO188885 
   GNB2L1 protein Bos taurus 3e-35 HO188886 

  
Development, differentiation   
   Developmentally-regulated vdg3 Haliotis asinina 6e-22 HO188887 

  
General Metabolism   
   Alginase Haliotis discus discus 1e-59 HO188888 
   PC1 Haliotis rubra 4e-13 HO188889 
   CTRL_HALRU Chymotrypsin-like serine proteinase precursor Haliotis rufescens 7e-15 HO188890 

  
Respiratory chain, respiration   
   Cytochrome c oxidase subunit I Haliotis rubra 8e-33 HO188891 
   Cytochrome c oxidase subunit II Haliotis rubra 2e-54 HO188892 
   Cytochrome c oxidase subunit III Haliotis rubra 9-39 HO188893 
   NADH dehydrogenase subunit 4 Haliotis rubra 1e-26 HO188894 

  
Stress protein   
   Ferritin Haliotis discus hannai 6e-11 HO188895 

  
Ribosomal protein   
   Ribosomal protein rpl26 Arenicola marina 5e-32 HO188896 

   Ribosomal protein L10a 
Branchiostoma belcheri 

tsingtaunese 1e-29 HO188897 
   Ribosomal protein L3 Argopecten irradians 5e-45 HO188898 

  
Unknown function   
   Hypothetical protein LOC753819 Strongylocentrotus purpuratus 6e-09 HO188899 
   Hypothetical protein Bm1_17870 Brugia malayi 4e-15 HO188900 
   Hypothetical protein CLONEX_01831 Clostridium nexile DSM 1787 5e-24 HO188901 
   Predicted protein Nematostella vectensis 2e-05 HO188902 
   Similar to proprotein convertase subtilisin/kexin type 9  
preproprotein 

Strongylocentrotus purpuratus 1e-10 
HO188903 

  

Unknown genes (23 sequences) 
HO188904 to 

HO188926 
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Table S2. Up-regulated genes  identified after 7 days of 2.5 µg/l Cu+2exposure 

Homologue (protein) Homolog species 
BLASTX 

value 
GenBank 

accession n° 
   

Amino acid metabolism    
   Acireductone dioxygenase 1 Xenopus laevis 7e-26 HO188927 

   
Cellular communication   
   Senescence-associated protein, putative Brugia malayi 9e-10 HO188928 

  
Cytoskeleton    
   Myosin heavy chain Mytilus galloprovincialis 1e-21 HO188929 
   Beta-actin Euprymna scolopes 7e-26 HO188930 
   Actin Lepeophtheirus salmonis 1e-77 HO188931 

  
Development, differentiation    
   GNB2L1 protein Bos taurus 3e-36 HO188932 
   Vm2 Haliotis asinina 2e-69 HO188933 
   Developmentally-regulated vdg3 Haliotis asinina 3e-07 HO188934 

  
General Metabolisms   
   Endo-beta-1,4-glucanase Ampullaria crossean 7e-10 HO188935 
   CTRL_HALRU Chymotrypsin-like serine proteinase precursor Haliotis rufescens 7e-15 HO188936 
   Alginase Haliotis discus discus 2e-51 HO188937 

  
Immunity    
   Beta-glucan recognition protein Biomphalaria glabrata 7e-52 HO188938 

  
Protein regulation   
   Ubiquitin Eriocheir sinensis 1e-17 HO188939 
   Small androgen receptor-interacting protein Haliotis rufescens 4e-36 HO188940 
   ependymin related protein-1 precursor Branchiostoma belcheri 7e-20 HO188941 

  
Respiratory chain, respiration   
   Cytochrome b Haliotis discus hannai 2e-37 HO188942 
   Cytochrome c oxidase subunit I Haliotis tuberculata 1e-21 HO188943 
   Cytochrome c oxidase subunit II Haliotis discus hannai 5e-58 HO188944 

  
Ribosomal protein   
   Similar to ribosomal protein L22e Nasonia vitripennis 1e-24 HO188945 
   60S ribosomal protein L13A Mytilus edulis 1e-35 HO188946 
   Ribosomal protein S26 Equus caballus 2e-09 HO188947 
   Ribosomal protein rps3a Eurythoe complanata 9e-23 HO188948 
   Ribosomal protein L31 Crassostrea gigas 4e-18 HO188949 

  
Unknown function   

   Hypothetical protein RUMGNA_02960 
Ruminococcus gnavus ATCC 

29149 1e-05 HO188950 
   Unknown Schistosoma japonicum 9e-21 HO188951 

   

Unknown genes (23 sequences) 
HO188952 to 

HO188974 
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Table S3. Down-regulated genes  identified after 12 hours of 2.5 µg/l Cu+2exposure 

Homologue (protein) Homolog species 
BLASTX 

value 
GenBank 

accession n° 
   

Cytoesqueleton    
   Myosin regulatory light chain Placopecten agellanicus 9e-37 HO188975 
   Myosin heavy chain Mytilus galloprovincialis 1e-05 HO188976 
   Beta-actin Euprymna scolopes 3e-25 HO188977 
   Cell wall-associated hydrolase Fusobacterium sp 2e-05 HO188978 

  
Protein regulation    
   Similar to membrane-type serine protease 1 Ornithorhynchus anatinus 1e-06 HO188979 

  
Respiratory chain, respiration    
   Cytochrome b Haliotis rubra 6e-44 HO188980 
   Cytochrome c oxidase subunit I Haliotis discus hannai 7e-47 HO188981 
   Cytochrome c oxidase subunit III Haliotis rubra 6e-49 HO188982 
   NADH dehydrogenase subunit 5 Haliotis rubra 8e-26 HO188983 

  
Ribosomal proteins    
   Ribosomal protein S15A Lysiphlebus testaceipes 3e-27 HO188984 

  
Unknown function   
   Hypothetical protein   

   Hypothetical protein RUMOBE_04125 
Ruminococcus obeum ATCC 

29174 9e-05 HO188985 

   Hypothetical protein RUMLAC_00366
Ruminococcus lactaris ATCC 

29176 1e-05 HO188986 
   Hypothetical protein Thermobia domestica 6e-05 HO188987 

  

Unknown genes (14 sequences) 
HO188988 to 

HO189002   
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Table S4. Down-regulated genes  identified after 7 jours of 2.5 µg/l Cu+2exposure 

Homologue (protein) Homolog species 
BLASTX 

value 
GenBank 

accession n° 
   

Cytoesqueleton    
   Matrilin Biomphalaria glabrata 6e-04 HO189003 
   PREDICTED: similar to SDA1 domain containing 1 Strongylocentrotus purpuratus 8e-11 HO189004 

   
Nucleic acids regulation   
   Myc homolog Crassostrea virginica 3e-04 HO189005 

  
Protein regulation   
   Translationally-controlled tumor protein Branchiostoma belcheri 8e-16 HO189006 
   Polyubiquitin GmUb1 Galleria mellonella 5e-10 HO189007 

  
Respiratory chain    
   Cytochrome c oxidase subunit III Haliotis rubra 2e-73 HO189008 

  
Xenobiotique detoxification   
   Cytochrome P450 family 4 variant 2 Cyphoma gibbosum 3e-38 HO189009 

  
Ribosomal protein   
   Ribosomal protein S10 Crassostrea gigas 3e-31 HO189010 
   Ribosomal protein S30 Crassostrea gigas 6e-17 HO189011 
   Ribosomal protein L Argopecten irradians 1e-68 HO189012 
   Ribosomal protein L21 Argopecten irradians 4e-10 HO189013 

  
Unknown function   

   Hypothetical protein RUMGNA_02960 
Ruminococcus gnavus ATCC 

29149 1e-05 HO189014 

   Conserved hypothetical protein
Streptomyces ghanaensis ATCC 

14672 2e-09 HO189015 
  

Unknown genes  (37 sequences) 
HO189016 to 

HO189052 
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Table S5. Up-regulated genes identified after 12 hours of 10 µg/l Cu+2exposure 

Homologue (protein) Homolog species 
BLASTX 

value 
GenBank  

accession n° 
   

Cellular communication   
   Putative senescence-associated protein Trichosanthes dioica 1e-07 HO189053 

General Metabolisms   
   Alginase Haliotis discus discus 6e-52 HO189054 

   
Immunity    
   Beta-glucan recognition protein 1 Crassostrea gigas 8e-30 HO189055 

Protein regulation 
   Elongation factor 1 alpha Haliotis rufenscens 2e-79 HO189056 
   TPA: putative cystatin Zea mays 1e-07 HO189057 
   Ependymin related protein-1 precursor Haliotis discus discus 2e-22 HO189058 

Respiratory chain    
   Cytochrome b Haliotis tuberculata 2e-35 HO189059 
   Cytochrome c oxidase subunit I Haliotis discus hannai 1e-64 HO189060 
   Cytochrome c oxidase subunit III Haliotis rubra 6e-78 HO189061 
   NADH dehydrogenase subunit 3 Haliotis discus hannai 6e-06 HO189062 

Stress protein    
   Laminin Haliotis discus hannai 1e-06 HO189063 

   
Unknown function   
   Hypothetical protein Pediculus humanus corporis 3e-08 HO189064 

Unknown genes (12 sequences) 

HO189065 to 
HO189075 

and HO189237 
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Table S6. Up-regulated genes identified after 7 jours of 10 µg/l Cu+2exposure 
Homologue (protein) Homolog species BLASTX 

value 
GenBank  

accession n° 
   

Cellular communication   
   Putative senescence-associated protein Pisum sativum 9e-26 HO189076 
   Low-density lipoprotein receptor 1 (LpR1) Pediculus humanus corporis 4e-05 HO189077 

Cytosqueleton    
   Actin Lepeophtheirus salmonis 9e-50 HO189078 

Development, differentiation 
   Developmentally-regulated vdg3 Haliotis asinina 7e-08 HO189079 

General Metabolisms   
   Alginase Haliotis discus discos 7e-76 HO189080 
   Aldose 1-epimerase Petrotoga mobilis SJ95 6e-06 HO189081 

Protein regulation 
   Sec24 related gene family, member C (S. cerevisiae) Mus musculus 1e-08 HO189082 
   Small androgen receptor-interacting protein Haliotis rufescens 6e-22 HO189083 

Respiratory chain    
   Cytochrome b Haliotis discus hannai 5e-15 HO189084 
   Cytochrome c oxidase subunit I Haliotis discus hannai 3e-60 HO189085 
   Cytochrome c oxidase subunit II Haliotis discus hannai 8e-51 HO189086 
   Cytochrome c oxidase subunit III Haliotis rubra 4e-42 HO189087 
   NADH dehydrogenase subunit 4 Haliotis discus hannai 7e-58 HO189088 
   ATP synthase subunit 6 Haliotis tuberculata 1e-20 HO189089 

Ribosomal protein 
   60S ribosomal protein L15 Haliotis diversicolor 3e-31 HO189090 

Unknown function   
   Predicted protein 3 Haliotis diversicolor 2e-22 HO189091 
   Hypothetical protein LOC764436   Strongylocentrotus purpuratus 1e-06 HO189092 

   Hypothetical protein 
Talaromyces stipitatus ATCC 

10500 6e-11 HO189093 
   Hypothetical protein Ixodes scapularis 1e-08 HO189094 
   Hypothetical protein Chlamydomonas reinhardtii 5e-11 HO189095 
   Hypothetical protein Plasmodium chabaudi chabaudi 6e-51 HO189096 
   Hypothetical protein Branchiostoma floridae 2e-07 HO189097 

   Hypothetical protein 
Physcomitrella patens subsp. 

Patens 9e-21 HO189098 
   Hypothetical protein Thermobia domestica 8e-04 HO189099 

   Hypothetical protein
Plasmodium yoelii yoelii str. 

17XNL 7e-07 HO189100 
   Unknown Picea sitchensis 9e-21 HO189101 
   Unnamed protein product Haliotis rufescens 8e-06 HO189102 

   

Unknown genes (14 sequences) 
HO189103 to 

HO189116
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Table S7. Down-regulated genes  identified after 12 hours of 10 µg/l Cu+2exposure 

Homologue (protein) Homolog species 
BLASTX value GenBank  

accession n°
   

Cytoesqueleton    
   Collagen pro alpha-chain Haliotis discus 1e-13 HO189117 
   Actin Laodelphax striatellus 2e-07 HO189118 

   
Respiratory chain    
   Cytochrome c oxidase subunit I Haliotis discus hannai 2e-58 HO189119 
   Cytochrome c oxidase subunit II Haliotis iris 4e-29 HO189120 
   Cytochrome c oxidase subunit III Haliotis rubra 4e-71 HO189121 
   ATP synthase Bombyx mori 4e-19 HO189122 
   ATP synthase F0 subunit 6 Haliotis rubra 3e-25 HO189123 

  
Ribosomal protein   
   Putative ribosomal protein L27 Sipunculus nudus 2e-33 HO189124 
   Ribosomal protein rpl34 Arenicola marina 5e-17 HO189125 
   Ribosomal protein rpl8 Eurythoe complanata 9e-63 HO189126 

  
Unknown funcion   
   Predicted protein Nematostella vectensis 1e-29 HO189127 

   Hypothetical protein 
Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228 9e-05 HO189128 

   Hypothetical protein BDI_3952 
Parabacteroides distasonis ATCC 

8503 9e-06 HO189129 

   Hypothetical protein RUMOBE_04125 
Ruminococcus obeum ATCC 

29174 7e-07 HO189130 
   Hypothetical protein Caenorhabditis elegans 9e-15 HO189131 

  

Unknown genes (37 sequences) 

HO189132 
to

HO189168  
  



Annexe 

����

�

Table S8. Down-regulated genes identified after 7 days of 10 µg/l Cu+2exposure 

Homologue (protein) Homolog species 
BLASTX 

value 
GenBank  

accession n° 
Cytosqueleton    
   Myosin heavy chain Haliotis discus hannai 2e-08 HO189169 

   
Protein regulation    
   Carboxypeptidase A, putative Pediculus humanus corporis 2e-22 HO189170 
   Carboxypeptidase B Litopenaeus vannamei 8e-22 HO189171 
   Molting fluid carboxypeptidase A Bombyx mori 4e-22 HO189172 
   Raminin receptor Haliotis discus discus 5e-25 HO189173 
   Eukaryotic translation initiation factor 3,subunit M-like Saccoglossus kowalevskii 6e-53 HO189174 
   C. briggsae CBR-ALH-1 protein Caenorhabditis briggsae 1e-52 HO189175 

  
Respiratory chain    
   Cytochrome c oxidase subunit I Haliotis discus hannai] 1e-79 HO189176 
   Cytochrome c oxidase subunit II Haliotis discus hannai 3e-48 HO189177 

   Cytochrome c oxidase subunit III 
Haliotis tuberculata ssp. AVW-

2009 1e-67 HO189178 
  

Xenotiobique detoxification   
   Peroxiredoxin 6 Haliotis discus discus 8e-48 HO189179 

  
Ribosomal proteins    
   Putative 60S ribosomal protein RPL21 Flustra foliacea  4e-16 HO189180 
   Ribosomal protein rpl3 Lineus viridis 5e-11  

   
Unknown function    
   Hypothetical protein Branchiostoma floridae 7e-35 HO189181 
   Predicted protein-like Saccoglossus kowalevskii 7e-08 HO189182 

   
Unknown genes (53 sequences)   HO189184 to 

HO189236 
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Résumé 

Dans les écosystèmes marins côtiers, l‘activité anthropique et les paramètres naturels induisent chez les 
organismes aquatiques des situations de «multistress». Parmi ces paramètres, deux d‘entre eux ont été étudiés: 
La contamination métallique et l’infection bactérienne. Dans ce contexte  la compréhension des réponses 
moléculaires et physiologiques de l’ormeau rouge Haliotis rufescens a été étudiée, en particulier, face l’impact 
métallique (cuivre), et au pathogène (Vibrio parahaemolyticus) en interaction avec des bactéries probiotiques 
pendant le stade juvénile de ce mollusque en conditions contrôlées. Dans un première temps, une évaluation sur 
l’effet d’un consortium probiotique formé de trois souches bactériennes: Vibrio sp C21, Agarivorans albus F1 
et Vibrio sp F15 a été testée et les paramètres de survie et de croissance des juvéniles de l’ormeau ont été suivis. 
Les résultats montrent que les  probiotiques augmentent les performances de ces deux paramètres de trait de vie 
comparés aux individus témoins sans probiotiques. Dans un second temps, une approche génomique par 
banques soustractives a été réalisée afin d’identifier les transcrits régulés par l’impact métallique. Cette 
méthode a permis d’identifier 108 gènes potentiellement impliqués dans la réponse cellulaire et physiologique 
des organismes face au stress. La cinétique de l’expression génique a été suivie à l’aide de 14 transcrits et leur 
variation temporelle pendant la phase critique révèle des régulations parfois complexes et différentielles chez 
les organismes. Ensuite,  les réponses immunitaires des hémocytes d’ormeau face l'exposition au cuivre ont été 
recherchées. Les résultats montrent  que l’exposition au métal provoque des disfonctionnement importants des 
activités hémocytaires. Enfin, l’interaction entre les bactéries pathogènes et probiotiques ont étés étudiées et 
leurs effets sur le mollusque ont  été également recherchés. La présence des bactéries pathogènes régule 
l’expression génique des transcrits impliqués dans des fonctions physiologiques clés des organismes (les 
défenses  immunitaires et l’état énergétique). De plus, les résultats de cette interaction nous  renseignent sur le 
rôle capital accompli par les bactéries probiotiques sur les performances en termes d’amélioration de la survie 
et de la croissance des jeunes ormeaux en condition de stress.  
Mot clés: Ormeau, Haliotis rufescens, probiotiques, metaux, cuivre, phatogènes, Vibrio parahaemolyticus, 
immunité, hémocytes.   

Abstract 

In coastal ecosystems, anthropogenic activity and natural factors induce “multi-stress” situations. In 
this study, we focused on two such stress-inducing factors: metal contamination and bacterial infection. 
Specifically, under controlled conditions, we examined the molecular and physiological responses of red 
abalone Haliotis rufescens toward the impact of a metal (copper) and a pathogen (Vibrio parahaemolyticus) 
with respect to this mollusk’s interaction with probiotic bacteria during the juvenile stage. First, we assessed the 
effect of a consortium of three probiotic bacterial strains—Vibrio sp. C21, Agarivorans albus F1, and Vibrio sp. 
F15—on two abalone lifecycle-related parameters, namely, survival and growth. The results showed that, 
compared to the control treatment (no probiotics), the probiotics improved the performance of these two 
lifecycle parameters. In a second step, the molecular mechanisms underlying the juvenile abalone response to 
copper stress were studied under experimental conditions, using a suppression subtractive hybridization 
method. This method identified 108 partial sequences of genes involved in the cellular and physiological 
responses to stress. The kinetics of gene expression were followed using 14 of these transcripts, and their 
temporal variations during the critical phase showed complex and differential regulation exerted by copper in 
these organisms. We then investigated the immune response of abalone hemocytes to copper exposure. The 
results showed that exposure to the metal causes a significant dysfunction of hemocyte activities. Finally, the 
interaction between probiotics and pathogenic bacteria (transcriptomic and cellular aspects) was studied and the 
effects of these bacteria on mollusk performance were also investigated. The presence of pathogenic bacteria 
was found to regulate gene expression of transcripts involved in key physiological functions, including those 
that regulate immune responses and energy metabolism. Examination of these interactions thus indicates the 
role of probiotic bacteria in performance in terms of the improved survival and growth of juvenile abalone 
under stress conditions. �


