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Résumé :

Le lambi Strombus gigas (Strombidae) est une espeéce de Mollusque Gastéropode
particulierement importante dans toute la région Caraibe. En 2007, il a été rapporté la présence de
structures étrangeres en grand nombre dans les cellules de la glande digestive des animaux analysés.
Ces structures, apparemment des protistes, sont alors décrites comme des parasites appartenant au
groupe des Apicomplexa (Sporozoaires). Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous proposons
de poser les bases de I'¢tude d'une thématique nouvelle : I'association Strombidae-Sporozoaires.

Dans un premier temps, une analyse structurale et ultrastructurale de la glande digestive et de
ses micro-organismes associés a été réalisée sur neuf espéces de Gastéropodes. Il ressort de ces
analyses que les Sporozoaires sont des endosymbiotes intracellulaires présentant une prévalence de
100 % dans toutes les espéces analysées. Ils sont trés largement répartis et la transmission se fait
verticalement. Rien ne semble indiquer qu'ils soient virulents. Nous souhaitons donc proposer qu'ils
entretiennent, avec leurs hotes, une relation peu, voire pas virulente de type commensalisme ou
mutualisme.

Dans un deuxiéme temps, la glande digestive a ¢été étudiée d'un point vue structural et
fonctionnel. Nous nous sommes intéressés aux fonctions associées aux trois types cellulaires
rencontrés dans les tubules digestifs de la glande : les cellules digestives, les cellules vacuolaires et
les cellules cryptiques. La digestion intracellulaire a été mise en évidence par une analyse
cytochimique dans les cellules digestives. Les cellules vacuolaires, qui hébergent les symbiotes,
sont dédiées au stockage de lipides. Enfin, I'osmorégulation de certains minéraux, ainsi que la
détoxication de certains métaux essentiels sont des fonctions attribuées aux sphérocristaux
rencontrés dans les cellules cryptiques.

Mots clés : Ampullariidae, Apicomplexa, détoxication, histologie, physiologie, sphérocrisrtal structure, symbiose.

Abstract :

The Queen Conch, Strombus gigas (Strombidae) is a Gastropod Mollusc particularly important
in the Caribbean. In 2007, a huge number of foreigner structures have been detected in the digestive
gland cells. These structures have been defined as parasites belonging to the Apicomplexa
(Sporozoa) group. Thus, this thesis proposes a new research topic: the Strombidae-Sporozoan
relationship.

First, a structural and ultrastructural analysis of the digestive gland and its symbionts was
performed on nine Gastropods species. These analyses revealed that Sporozoan are intracellular
endosymbionts with a 100 % prevalence in every species analyzed. Symbionts are widely
distributed and vertically transmitted. No evidences have been found suggesting that they are
virulent. Accordingly, we propose that they are involved in a weakly, or not, virulent relationship
such as commensalism or mutualism.

Secondly, functional and structural studies of the digestive gland have been done. We have
focused on functions associated to the three cell types which compose the digestive tubules of the
gland: the digestive cells, the vacuolated cells and the cryptic cells. Intracellular digestion has been
highlighted by cytochemistry in digestive cells. Vacuolated cells harbor symbionts and store lipid
reserves. Mineral osmoregulation and detoxification of trace elements seems to be mostly attributed
to spherocristals in crypt cells.

Key words: Ampullariidae, Apicomplexa, detoxification, histology, physiology, spherocrystal, structure, symbiosis.
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« Le fait qu'on ait pris conscience dans les vingt derniéres années du
XXeéme siécle, que les associations du vivant, sous leur forme parasitaire ou
mutualiste, avaient joué et jouaient toujours des role clés dans [évolution

et le fonctionnement de la biosphére, a contraint les chercheurs a se poser
une nouvelle question: qu'est-ce qui est vraiment parasite ou
mutualiste et qu'est-ce qui ne ['est pas ? »

L'art d'étre parasite (les associations du vivant). Claude Combes, 2001.






Chapitre I - Introduction






1 Présentation des Strombidae

Plus connu localement sous le nom de « lambi », Strombus gigas, Linnaeus, 1758, est une espece
endémique importante de la Caraibe. Il s'agit, tout d'abord, d'une espéce commerciale, péchée dans
'ensemble de la Caraibe, qui représente le deuxieme produit de péche a plus forte valeur ajoutée
juste derriére la langouste. 79 % des exportations de lambis sont a destination des Antilles
frangaises, 19 % a destination de la Floride et 2 % pour le reste de la Caraibe (Frenkiel

communication personnelle).

|

Figure 1 : Utilisations diverses de la coquille du lambi, Strombus gigas, dans la Caraibe. A, utilisation en tant
qu'instrument de musique au carnaval. Martinique (Photo : www.zananas-martinique.com). B, utilisation en artisanat
comme boucles d'oreilles. Campeche, Mexique. C, coquille de lambi sculptée datant de 1'époque précolombienne.
Villahermosa, Mexique (photo : Frenkiel, L.). D, utilisation des coquilles de lambis comme ornementation d'une
sépulture. Les Saintes, Guadeloupe (photo : Laurent, M.).



En 2001, 3 132 tonnes de chair ont été péchées, ce qui représente une valeur de 31 millions de
dollars U.S. (Aldana Aranda 2003). Au-dela de I'importance économique de I'espéce, le lambi est
largement intégré dans la culture caribéenne. Sa coquille est utilisée comme instrument de musique,
notamment lors du carnaval. Elle sert également d'ornementation autour des tombes et elle est
utilisée dans l'artisanat d'art pour la fabrication de lampes ou de bijoux (Fig. 1). Cette espece
représente donc un enjeu économique, social et culturel important pour les pays de la zone
caribéenne. Depuis quelques années, nous assistons a une inquiétante diminution des stocks de
lambis dans les zones de péche cdtiere. Notons, par exemple, qu'au Yucatan (Mexique) I'espece a
presque complétement disparu. Cette diminution, sans doute imputable a l'importante pression de
péche qui s'exerce sur l'espéce, a amené les autorités compétentes a prendre des mesures de
protection (Adams 1970 ; Aldana Aranda 2003 ; Aldana Aranda ef al. 1997 ; Aldana Aranda et
Suarez 1998 ; Appeldoorn 1987). En Guadeloupe, par exemple, l'arrété préfectoral de 2002 portant
réglementation de l'exercice de la péche maritime cotiere stipule que la péche aux lambis est
réservée aux professionnels. Elle ne peut se faire en plongée avec bouteille et elle n'est ouverte que
du ler octobre au 31 décembre avec une prolongation jusqu'au 31 janvier pour la péche a plus de 25
meétres de profondeur. Malheureusement ces mesures de protection sont difficilement appliquées et
des quantités supposément importantes de lambis sont braconnées (Fig. 2). En effet, le kilogramme
de chair se vend en moyenne 10 USD dans les pays de la Caraibe et jusqu'a trois fois plus cher (23
EUR) en Guadeloupe et en Martinique. Pour I'ensemble de ces raisons, S. gigas a été inclus en 1992
dans l'annexe II de la Convention Internationale des Espéces de Faune et de Flore en Danger
(CITES) et en 1994 dans la liste rouge de I'Union Internationale pour la Conservation de la Nature
(IUCN).

Le lambi, Strombus gigas, est un Mollusque Gastéropode appartenant a La famille des Strombidae.
Ceux-ci font partie des Caenogastropoda introduits par Cox en 1960 et qui reprennent la plupart des
caractéristiques des Gastéropodes anciennement appelés Prosobranches (Cox 1960). Notons que le
taxon « Prosobranche » n'a plus vraiment lieu d'étre puisque il s'agit d'un groupe paraphylétique.
Cependant, lorsque cela est inévitable, nous utiliserons le terme « Prosobranche » dans ce
manuscrit, notamment lorsque nous citerons des études qui y font référence. Il s'agit du plus grand
groupe de Gastéropodes marins en termes de nombre d'espéces, de diversité des habitats et

d'importance écologique (Colgan et al. 2007).



Figure 2 : Photographies de coquilles de Strombidae témoignant de la pression de péche exercée sur cette famille. A,
amas de coquilles de Strombus gigas sur une plage de la cote Caraibe du Mexique (Photo : José Francisco Chavez
Villegas). B, coquilles de S. gigas recouvrant une plage sur I'llet Kahouanne en Guadeloupe (Photo : Maes, M). C,
caisse et sacs remplis de Gastéropodes au retour d'une péche au Mexique. La péche est essentiellement constituée de S.
pugilis (Photo : Aldana Aranda, D). D, détail des S. pugilis encore vivants au retour d'une péche (Photo : Frenkiel, L).

Les Strombidae sont caractérisés par leur mode de déplacement : a la différence de la plupart des
Gastéropodes, qui se déplacent en glissant, les Strombidae se déplacent par des « sauts » qu'ils
effectuent grace a leur opercule (Alyakrinskaya 2003 ; Berg 1975). Cette famille compte entre cing
et huit genres suivant les auteurs et plus de 120 especes. Les deux genres les plus représentés sont
Strombus et Lambis. Dans la Caraibe on rencontre communément cing especes : Strombus (Aliger)
costatus, Gmelin, 1791 ; Strombus (Aliger) gallus, Linnaeus, 1758 ; Strombus (Eustrombus) gigas,
Linnaeus, 1758 ; Strombus pugilis, Linnaeus, 1758 et Strombus raninus, Gmelin, 1791. Bien que S.
gigas soit de loin l'espéce la plus convoitée, trois autres sont péchées pour étre consommées : S.

costatus, S. gallus et S. pugilis.



Les Strombidae ont fait 1'objet de nombreux travaux sur la reproduction (Aldana Aranda 2003 ;
Avila Poveda et Baqueiro Cardenas 2009 ; Baqueiro Cardenas et al. 2005 ; Cob et al. 2008 ;
Gascoigne et Lipcius 2004), la gestion des stocks naturels, la protection (Aldana Aranda 2003 ;
Aldana Aranda et Perez Perez 2007 ; Appeldoorn 1987 ; Cipriani et al. 2008 ; Gascoigne et Lipcius
2004 ; Schapira et al. 2009 ; Schweizer et Posada 2006) et I'aquaculture (Adams 1970 ; Aldana
Aranda et al. 1997 ; Aldana Aranda et Suarez 1998 ; Boettcher 2005 ; Brito-Manzano et Aranda
2004 ; Cob et al. 2009 ; De Jesus-Navarrete et al. 2007 ; Gomez ef al. 2007 ; Wiedemeyer 1998).



2 L'association Apicomplexa /

Strombus gigas

En 2007, lors d'une étude sur la reproduction d'une population de S. gigas de 1'lle de San Andrés
(Colombie) il a été rapporté la présence de structures étrangeres en grand nombre dans les cellules
de la glande digestive des animaux analysés (Baqueiro Cardenas et al. 2007a; Baqueiro Cardenas et
al. 2007b). Ces structures, apparemment des protistes, sont alors décrites comme appartenant au
groupe des Apicomplexa. L'étude en question rapporte également un taux d'individus matures
anormalement bas. Ces deux informations corrélées ont amené les auteurs a décrire les micro-
organismes Apicomplexa comme des parasites intracellulaires.
Plus récemment, Gros et al. (2009) ont publi¢ une étude sur la structure de la glande digestive de S.
gigas échantillonnés en Guadeloupe, dans laquelle ils annoncent avoir également détecté des
parasites similaires a ceux décrits par Baqueiro Cardenas et al. (2007) dans la population de l'ile de
San Andrés. Les deux études rapportent que tous les individus échantillonnés présentent un nombre
important de parasites. Ces deux premieres descriptions de 1'association Apicomplexa - S. gigas sont
a la base de ce travail de these. En effet, les parasites semblent infecter 1'ensemble des individus de
deux populations éloignées de plusieurs milliers de kilométres. Le lambi étant une espéce
endémique d'intérét commercial, social et culturel important, la découverte d'une telle parasitose
souléve de nombreuses interrogations, en voici quelques unes :

v Quelle est la virulence de ce parasite ?
Les populations de S. gigas sont-elles en danger ?
S'agit-il d'une parasitose récente ou ancienne ?
Ce parasite est-il pathogene pour 'Homme ?
Toutes les populations de S. gigas sont-elles infectées ?

D'autres Strombidae sont-ils infectés ?

R X X X |

S. gigas est-il I'hote définitif du parasite ?



Ce travail ne prétend évidemment pas répondre a l'ensemble de ces questions. En revanche, un
travail d'investigation scientifique semble devoir étre réalis¢ afin de poser les bases d'une
thématique nouvelle : 1'association Strombidae — Apicomplexa. Plusieurs approches sont
possibles pour aborder cette thématique et nous allons maintenant justifier celles que nous avons

retenues.



3 Problématique et choix de

l'approche analytique

3.1 Caractérisation des organismes associés a

Strombus gigas et nature de l'interaction

L'identification des protistes associés a la glande digestive de S. gigas n'a été réalisée qu'a partir
d'observations histologiques de la glande digestive. Deux publications ont déja proposé de les
classer parmi les Apicomplexa (Baqueiro Cardenas et al. 2007b; Gros et al. 2009). Cette
identification a été réalisée par des parasitologues interrogés indépendamment. Cependant, la seule
observation histologique ne permet pas d'identifier avec certitude un organisme de ce type. Le
groupe des protistes contient plus de 300 000 especes de tailles et de formes variées. Nombreux
sont les taxons qui présentent des formes kystiques ou sporulantes (Foissner 2008 ; Perkins 1991).
L'observation a I'échelle de Il'ultrastructure offre souvent de bien meilleurs éléments pour
l'identification des protistes et la seule technique qui permet de classer un organisme avec certitude
reste 1'analyse phylogénétique. Dans cette optique, nous avons réalisé¢ une série d'observations aux
microscopes ¢lectroniques a balayage et a transmission en plus des observations au microscope
photonique. Nous avons également entrepris de caractériser d'un point de vue moléculaire les
structures associées a S. gigas. D'autre part, nous avons effectué un échantillonnage sur six autres
especes de la famille des Strombidae afin de répondre a la question : « D'autres Strombidae sont-ils
infectés par les Apicomplexa ? ». Pour S. costatus, S. gigas et S. pugilis des individus provenant de
différentes populations ont été collectés et analysés afin d'avoir un idée de l'importance de
l'infection. D'une fagcon générale, nous avons tent¢ de savoir quelle est la prévalence des
Apicomplexa chez les Strombidae. Nous nous sommes également intéressés au mode de
transmission de ces organismes entre individus hotes. Enfin, nous avons choisi d'analyser la glande

digestive de deux Ampullariidae (Gastéropodes d'eau douce), qui sont génétiquement tres éloignés



des Strombidae. Ces observations qui vont de 1'échelle de la microscopie électronique jusqu'a celle
des populations de Strombidae nous apporterons des éléments de réflexion pour discuter de la

nature de la relation Apicomplexa-Strombidae.

3.2 Fonctionnement de la glande digestive

Aborder la problématique posée par un micro-organisme hébergé par S. gigas dans la glande
digestive passe aussi par une meilleure compréhension du fonctionnement de cet organe. Nous nous
proposons donc d'étudier d'un point de vue structural et fonctionnel le lieu de l'association : la
glande digestive. Il s'agit d'un organe présent chez les Mollusques, les Arthropodes et les poissons
qui accomplit des fonctions diverses allant de la plus étudiée, la digestion (Merdsoy et Farley 1973 ;
Nelson et Morton 1979 ; Owen 1966 ; Taieb et Vicente 1999 ; Voltzow 1994), a d'autres moins bien
connues telles que la détoxication, I'osmorégulation ou encore le stockage de réserves €énergétiques
(Owen 1966). 11 s'agit d'une glande tubulaire. Les tubules digestifs sont formés par un épithélium
compos¢ de un a quatre types cellulaires suivant les groupes de Mollusques (Boghen et Farley
1974 ; Lutfy et Demain 1967 ; Merdsoy et Farley 1973 ; Nelson et Morton 1979 ; Sumner 1969 ;
Swift et al. 2005 ; Taieb 2001 ; Voltzow 1994). Chez les Strombidae, les tubules digestifs sont
constitués de trois types cellulaires que nous nous proposons de décrire et de caractériser grace a
l'observation en microscopie photonique et électronique. Une attention particuliére sera portée aux

fonctions de digestion intracellulaire, de stockage de lipides, de détoxication et d'osmorégulation.

3.3 Organisation du manuscrit

Ce manuscrit s'organise en quatre chapitres. Le premier, que nous sommes en train de clore,
correspond a une introduction générale. Dans un deuxieéme, nous décrirons l'ensemble du matériel et
des méthodes utilisés tout au long des trois années de recherche. Les chapitres I1I et IV contiennent
I'ensemble des résultats obtenus. Dans le chapitre III, nous nous intéresserons a l'association
symbiotique : Strombidae-Sporozoaire. Le chapitre IV sera consacré a I'é¢tude de la glande digestive
des Strombidae. Ces deux chapitres s'organisent comme suit : une introduction suivie de la
présentation des résultats et enfin, la discussion dans laquelle les résultats sont analysés et

confrontés a la bibliographie. Nous terminerons ce manuscrit par une conclusion générale.
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Chapitre II : Matériel et Méthodes






1 Collecte des individus

Au total, neuf espéces de Gastéropodes ont été collectées :

*Lambis lambis N
*Strombus costatus
*Strombus galeatus
*Strombus gallus > 7 Strombidae (Gastéropodes marins)
*Strombus gigas

*Strombus pugilis

*Strombus raninus Y,

*Marisa cornuarietis

2 Ampullariidae (Gastéropodes d'eau douce)
*Pomacea glauca

Les Strombidae ont été collectés manuellement en apnée dans des zones d'herbier et sur fond sablo-
vaseux en Guadeloupe, au Mexique et dans l'archipel du Vanuatu. La figure 3 présente les sites
d'échantillonnage des différentes especes. Sur les neuf especes étudiées, seul Strombus gigas fait
l'objet d'une restriction de péche en Guadeloupe. Pour cette espéce, les individus ont été collectés
conformément a la réglementation en vigueur, par des pécheurs professionnels pendant la période
d'ouverture de la péche. Une fois les individus péchés, ils sont rapidement transportés au
laboratoire. Pendant le transport les Gastéropodes sont conservés hors de I'eau. Les deux especes
d'eau douce ont été collectées manuellement dans des mares ou cours d'eau en Guadeloupe. La

figure 4 présente les sites d'échantillonnage pour les deux Ampullariidae.
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Salina Cruz.

Figure 3 : Cartes des sites de prélévement des Strombidae. Les espéces Strombus costatus, S. gallus, S. gigas, S. pugilis
et S. raninus ont été collectées en Guadeloupe sur les sites de Gosier, Port-Louis et Saint-Francois. Les deux individus
de Lambis lambis ont été collectés a Santo dans l'archipel du Vanuatu. Les deux individus de S. galeatus ont été

collectés sur la cote pacifique du Mexique a proximité de Salina Cruz. Enfin, des individus de S. pugilis ont également
été collectés dans le golf du Mexique au large de Campeche.
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Figure 4 : Carte des sites de prélévement des Gastéropodes d'eau douce. Marisa cornuarietis, Linnaeus, 1758, (n > 13)
a été collecté sur le site des Abymes, sur les deux sites de Gosier et dans le Grand-Etang a Capesterre. Pomacea glauca,
Linnaeus, 1758, (n > 15) a quant a lui été collecté sur le site des Abymes, sur les deux sites de Gosier ainsi qu'a Goyave.
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2 Conditions de maintien au

laboratoire

Seuls les Strombidae suivants ont fait I'objet d'expérimentations qui nécessitaient un maintien plus
ou moins long au laboratoire : S. costatus ; S. gigas ; S. pugilis. Le cas échéant, les Strombidae ont
été placés dans des bacs de type Raceway ® de 400 1. Un bulleur assurait un brassage minimum

ainsi que I'oxygénation de 1'eau des bacs.

2.1 Maintien des individus en stress alimentaire

Des individus de S. costatus et S. pugilis ont subi des protocoles de stress alimentaire. Avant le
début du jelne, les individus collectés ont été brossés et débarrassés de leurs nombreuses algues
épibiontes présentes sur leur coquille. Ils sont ensuite placés dans des Raceway ® préalablement
nettoyés et stérilisés a la javel (hypochlorite de sodium). Pendant la période de jetine, I'eau du bac
est filtrée sur sable et renouvelée tous les deux ou trois jours. A chaque changement d'eau, le bac est
entie¢rement nettoyé pour limiter au maximum le développement d'algues microscopiques qui
induiraient un biais dans l'expérimentation. Les coquilles des Strombidae ont également été
brossées régulicrement pour les mémes raisons. Des individus ont été sacrifiés apres des durées de

jetne variables allant de quelques jours a 8 mois.
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2.2 Nourrissage aux granulés d'élevage

Des individus de S. costatus, S. gigas et S. pugilis ont ét¢ maintenus au laboratoire avec un apport
de nourriture sous forme de petits granulés. La formulation des granulés est présentée dans la
tableau 1. Les granulés ont été préparés et fournis par le « Laboratoire de Biologie et de Culture de
Mollusque » du CINVESTAV Unité de Mérida au Mexique. Pendant la période de nourrissage, les
granulés étaient distribués ad libitum. L'eau du bac était renouvelée au moins une fois par semaine.

A cette occasion, les bacs étaient nettoyés.

Tableau 1 : Formulation des granulés d'élevage utilisés pour le nourrissage des Strombidae.

Ingrédients Pourcentage
Farine de poisson 33.0
Farine de soja 33.0
Farine de blé 16.9
Halymenia floresia 2.0
Amidon de mais gélatinisé 10.5
Me¢lange de vitamines 1.0
M¢élange de minéraux 0.1
Huile de poisson 0.3
Huile végétale 0.7
Lécithine de soja 1.0
Alginate de sodium 1.0
Oxyde de chrome 0.5

Figure 5 : Photographie des granulés de nourriture artificielle utilisés pour le nourrissage des Strombidae.
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3 Isolement des symbiotes,

extractions d'A.D.N. et amplifications

3.1 Isolement des symbiotes par centrifugations

différentielles

Apres avoir réalisé un isolement des symbiotes par décantation sur un gradient de percol (Percol
30 %, Imidazole 2,5 X 70 % ; pH 8,3), nous avons constaté que la purification n'était pas suffisante.
Afin d'obtenir une solution ne contenant que les symbiotes des Strombidae, nous avons donc mis en
place le protocole suivant :
La glande digestive est disséquée sur un individu fraichement sorti de sa coquille. Elle est coupée
en de nombreux petits fragments. Ces derniers sont ensuite homogénéisés dans de 1'eau de mer
filtrée 4 0,2 um grice a un broyeur de Dounce ®. Les broyats sont réalisés de telle sorte qu'un
volume final de 200 ml soit obtenu. Les plus gros débris sont filtrés a I'aide d'une toile en nylon de
maille 200 pm puis les 200 ml sont répartis en 4 tubes Falcon ® de 50 ml qui seront utilisés
simultanément pour les centrifugations suivantes :
1. Les tubes sont centrifugés a 1 500 g pendant 5 min. Les surnageants sont ¢liminés.
2. Les culots sont remis dans une solution de saccharose - eau de mer 30 % et centrifugés a
1 500 g pendant 5 min. Les surnageants sont ¢liminés.
3. Les culots sont remis dans une solution de saccharose - eau de mer 60 % et centrifugés a
1 500 g pendant 5 min. Les surnageants sont éliminés.
4. Les culots sont remis dans une solution de saccharose - eau de mer 80 % et centrifugés 10
min a 1500 g. Les surnageants sont ¢liminés.
5. Les culots sont remis dans une nouvelle solution de saccharose - eau de mer 80 % et

centrifugés 10 min a 2 400 g. Les surnageants sont ¢liminés.
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6. Les culots sont remis en eau de mer filtrée et les tubes sont bien agités pour laver le
saccharose. Ils sont ensuite centrifugés a 2 000 g pendant 3 min. Les surnageants sont

¢liminés et cette étape est répétée une seconde fois.

La qualité¢ de la purification est controlée en effectuant une coloration au DAPI qui permet de
détecter la présence de noyaux issus des cellules de la glande. Un volume de I'ordre de quelques
microlitres de la fraction symbiote est dilué dans 1 ml d'eau de mer filtrée et 20 pul de DAPI a
1 mg.ml" sont ajouté a la solution. L'ensemble est ensuite passé sur un filtre 4 0,2 pm. Ce dernier est
alors observé entre lame et lamelle avec une goutte de DAKO ®. Si aucun noyau n'est détecté, la

purification est correcte. Elle est donc stockée a -80°C avant d'étre utilisée.

3.2 Extractions d'A.D.N. des symbiotes a partir de la

fraction symbiote

3.2.1 Extraction classique apres digestion a 1la
protéinase K

Un quantité suffisante de la fraction symbiote est mise en suspension dans 300 ul de tampon de lyse
(NaCl 100 mM, Tris-HC1 100 mM, E.D.T.A. 50 mM ; pH 8) auquel est ajouté 150 ul de S.D.S. a2
% en tampon T.E. (Tris 10 mM, E.D.T.A. 1 mM ; pH 8) et 50 pul de protéinase K a 600 ug.ml™'.
L'ensemble est laissé une nuit au bain-marie a 55°C avec agitation. Apres digestion, 100 pl de T.E.
sont ajoutés pour obtenir une volume final de 600 pl. Sont alors ajoutés 600 pl de phénol-
chloroforme-alcool isoamylique (25/24/1). L'ensemble est mélangé doucement par inversion des
deux phases pendant 10 min puis est centrifugé a 10 000 g. La phase aqueuse supérieure est alors
récupérée en prenant soin de ne pas prélever l'interface protéique blanchatre. Cette opération est
répétée une fois. Apres le second passage, la phase aqueuse est mélangée a un volume équivalent de
chloroforme. Le contenu du tube est mélangé par inversion des deux phases pendant 10 min avant
d'étre centrifugé 10 min a 10 000 g. Le surnageant est récupéré et 10 % d'acétate de sodium 3 M
sont ajoutés ainsi que 2 volumes d'éthanol 100° a -20°C qui aura pour conséquence de précipiter les
molécules d'A.D.N. Le tube est alors centrifugé a 8 000 g pendant 5 min. Le culot est lavé en

éthanol 70° puis centrifugé de nouveau. Finalement, le culot est remis en eau ultra-pure. A cette
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étape, le tube peut étre conservé a 4°C.

Des extractions ont également été réalisées a partir de la fraction symbiote de la glande en utilisant
le kit Quiagen ® DNeasy Blood and Tissu Kit 50.

Le controle des extractions est réalisé¢ grace a I'¢lectrophorése des produits d'extraction sur gel

d'agarose a 1 %.

3.2.2 Extraction par digestion enzymatique des
coques

A partir de la fraction symbiote de la glande digestive, plusieurs protocoles de digestion
enzymatique ont ¢été réalisés en vue de rendre accessible 'A.D.N. des symbiotes. Trois enzymes
digestives ont été testées : la pepsine, la pronase et la trypsine. Les digestions ont été réalisées aux
pH et aux températures optimum des enzymes et a différentes concentrations :

*[Pepsine] : 0,5 et 1 pg.ml'. pH=2; T =42°C

*[Pronase] : 0,5 et 2 mg.ml". pH="7,5; T =50°C

*[Trypsine] : 5 et 10 pg.ml*. pH=7,4; T =37°C

Les digestions ont été réalisées au bain-marie durant une nuit. Pour la pronase, la digestion s'est
faite en présence de CaCl, a 10 mM. A l'issue des digestions, des contrdles au microscope
photonique sont réalisés afin de vérifier I'action des enzymes sur les symbiotes. Les tubes sont
ensuite centrifugés a 6000 g pendant 1 min et le surnageant est récupéré. L'A.D.N. potentiellement
contenu dans le surnageant est précipité par I'ajout d'acétate de sodium 3M et d'é¢thanol 100° refroidi
a -20°C. Le tube est centrifugé de nouveau et le culot est lavé en éthanol 70° et séché a 37°C.
L'A.D.N. est ensuite dissout dans un petit volume d'eau ultra pure (20 a 50 pl) avant d'étre contrdlé

sur gel comme décrit précédemment.
3.2.3 Extraction par broyage mécanique des

coques dans l'azote liquide

Le culot d'un tube correspondant a la fraction symbiote conservée a -80°C est placé dans de 1'azote
liquide dans un mortier préalablement refroidi. Le culot est broyé¢ a l'aide d'un pilon également
refroidi au préalable. Le broyage est réalisé¢ jusqu'a l'obtention d'une poudre. Celle-ci est ensuite

mise en solution dans un volume de 300 pl de tampon de lyse et l'extraction se poursuit comme
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présenté dans la partie « extraction classique aprés digestion a la protéinase K ».

3.2.4 Extraction par broyage mécanique des
coques dans un broyeur a billes de verre

Cette technique d'extraction a été réalisée par Laurent Toffin du Laboratoire de Microbiologie des
Environnements Extrémes (U.M.R. 6197) a Brest. Une fraction symbiote lui a ¢été envoyée
conservée dans de la glace carbonique. Le kit d'extraction « Fast D.N.A.® Spin kit for soil » a été
utilisé pour l'extraction. La particularité¢ de cette méthode réside dans l'utilisation d'un broyeur a
billes de verre qui est réputé pour rompre les parois épaisses des micro-organismes du sol. Les

symbiotes ont été broyés a l'intensité 5,5 pendant 3 fois 30 s.

3.2.5 Extraction par ultrasons

Les symbiotes issus du protocole de purification ont ét¢ soumis a un traitement aux ultrasons dans
le sonicateur Bioblock Scientific ® 86485. La sonication a été réalisée a température ambiante et a
l'intensité 100 de 'appareil. Cette technique vise a faciliter la rupture des coques des symbiotes. Elle
a été testée seule et en complément du broyage mécanique au mortier dans de 'azote liquide. A
l'issue de la sonication, une extraction d'A.D.N. classique a été réalisée. Les produits de I'extraction

ont été contrdlées sur gel d'agarose.

3.2.6 Extraction par choc thermique

Des chocs thermiques ont été réalisés sur la fraction symbiote en amont d'une extraction d'A.D.N.
classique. Un tube contenant les symbiotes purifiés a été plongé alternativement dans de 1'eau en
¢bullition (~ 100°C) et dans un bain d'azote liquide (< - 190°C). Un aller-retour dans les deux bains

a été effectué trois fois. Les bains sont de 5 min chacun.

3.2.7 Extraction d'apres le protocole de Zhao

et al. (2001)

Le protocole de Zhao ef al. (2001) initialement prévu pour extraire I'A.D.N. des Sporozoaires de la
famille des Eimeriidae a ¢t¢ adapté pour les symbiotes des Strombidae. La fraction symbiote est
mise en suspension dans 200 pl d'hypochlorite de sodium a 5,75 %. La solution est mise a incuber
pendant 30 min sur lit de glace. Les symbiotes sont ensuite lavés trois fois en P.B.S. (NaCl 300 mM,

Kcl 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, NaH,PO, 1,7mM) avant d'étre remis en solution dans un tampon de
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lyse (E.D.T.A. 660 mM, S.D.S. 1,3 %, protéinase K 2mg.ml™"; pH 9,5). La digestion se fait au bain-
marie & 65°C pendant 45 min. A I'issue de la digestion, 350 pl d'eau ultra-pure sont ajoutés a la
solution pour obtenir un volume final de 450 pl. Sur ce volume, une extraction classique au phénol-

chloroforme-isoamylique est réalisée comme décrit précédemment.

3.3 Amplification par P.C.R. et séquencage

3.3.1 A partir des produits d'extractions issus

de la fraction symbiote

Des amplifications par P.C.R. ont été réalisées sur les produits d'extractions issus des différents
protocoles présentés précédemment, lorsque ceux-ci présentaient de I'A.D.N. détectable lors des
contrdles par électrophorese sur gel d'agarose. Les amplifications ont été réalisées a 1'aide du kit
d'A.D.N. polymérase GoTaq ® Flexi de Promega (Cat. No M8306) dans un thermocycleur
GeneAmp ® 2700 (Applied Biosystems) selon les conditions indiquées dans le tableau 2.
L'amplification a été réalisée dans un volume de 50 pl en présence de tampon 1X, de Dntp a 0,2
mM, de MgCl, a 2 mM, d'amorces a 0,4 pmol.ul”, et de 1,5 unités d'A.D.N. polymérase Taq. Les
amorces utilisées correspondent a des amorces complémentaires du géne de la sous-unité¢ 18S de
I'A.R.N.r. dont les séquences sont : 5'- CTG GTT GAT CCT GCC AGT- 3' (18S f)

5'-TCC TGC AGG TTC ACC TAC-3' (18Sr)
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Tableau 2 : Caractéristiques de la P.C.R. effectuée sur les extractions d'A.D.N. des symbiotes en vue de l'analyse
phylogénétique a réaliser.

Température (°C) Durée (s) Phase du cycle Nombre de cycles
94 120 Dénaturation 1
94 60 Dénaturation
52 60 Polymérisation 35
72 90 Elongation
72 600 Elongation 1

3.3.2 A partir d'une extraction d'A.D.N. total
de la glande digestive

Une extraction d'A.D.N. total classique a été réalisée a partir d'un fragment de glande digestive de
S. gigas. L'A.D.N. contenu dans le produit de I'extraction est donc un mélange de 1'A.D.N. de 1'hote
(S. gigas) et de ses symbiotes. A partir de cette solution, une amplification par P.C.R. a été réalisée
en utilisant des amorces spécialement dessinées par Félix Muller (post-doctorant au sein de
I'U.M.R. 7138 S.A.E.) dont les séquences sont :  5'- GCT YAT TAH AAC ARY TAT W -3' (18S)
5'- GTTATT RCY THV AAC YWC C -3' (18R)

Les amorces ont ét¢ dessinées de telle sorte que la séquence soit spécifique du gene de la sous-unité
18S de I'A.R.N.r. du groupe Coccidia et totalement incompatible avec la séquence du méme gene
chez les Strombidae. La séquence a été dessinée a partir de I'alignement des séquences 18S de 35
especes de Sporozoaires du groupe Coccidia. L'amplification par P.C.R. s'est déroulée dans les

mémes conditions que celles présentées dans le paragraphe précédent.
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4 Obtention et élevage de larves de

Strombidae

Des cordons de pontes de S. costatus et S. pugilis ont été récoltés manuellement en apnée dans le
lagon de I'Anse Champagne a Saint-Francois en Guadeloupe. Les pontes ont été rapidement
ramenées au laboratoire ou elles ont €té rincées dans de l'eau de mer filtrée a 0,2 um puis placées
dans des cristallisoirs de 1 1 contenant de 1'eau de mer filtrée a 0,2 um. L'oxygénation de I'eau était
assurée par un bulleur. L'eau des cristallisoirs était renouvelée quotidiennement. Plusieurs fois par
jour, un controle de l'avancement du développement des embryons était réalisé a la loupe
binoculaire ou au microscope photonique. A 1'éclosion, les larves les plus actives étaient prélevées
et lavées avant d'étre placées dans un nouveau cristallisoir préalablement stérilisé. A partir de cette
étape, tous les instruments utiles a 1'¢levage étaient quotidiennement stérilisés dans un bain
d'hypochlorite de sodium et abondamment rincés a I'eau claire avant leur utilisation. Lors des quatre
premiers jours de développement, de la streptomycine a 60 mg.1" était ajoutée a I'eau de 1'élevage.
Durant toute la durée de 1'¢levage, I'eau des cristallisoirs €était renouvelée quotidiennement et les
larves mortes ou anormales étaient retirées de I'élevage. Les larves ont été nourries une fois par jour
a l'aide d'algues unicellulaire (Nanochloropsis sp.) ajoutées a I'eau d'élevage a la concentration de
10 000 cellules.ml”. Ces « algues fourrages » unicellulaires ont été cultivées en culture mono-
spécifique dans des ballons de 500 ml sous éclairage constant dans une pic¢ce climatisée a 24°C. Le
milieu de culture est celui de « Conway » (Walne 1979).

Des essais d'élevage dans des bacs en plastique de 10 et 30 I sans dépasser la concentration de 150

larves.]" ont également été tentés.
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5 Analyses structurales et

ultrastructurales

5.1 Microscopie photonique

5.1.1 Histologie classique

La glande digestive des Strombidae a été disséquée et des échantillons de 0,25 a 0,5 cm’ ont été
fixés une nuit dans une solution de glutaraldéhyde a 2,5 % et de paraformaldéhyde (P.F.A.) a 2 % en
tampon cacodylate de sodium 0,1 M a pH 7,2. L'osmolarité¢ de la solution a ét¢é amenée a 1100
mOsm avec du NaCl. Pour les Gastéropodes d'eau douce, la fixation s'est faite en glutaraldéhyde a
1,6 % en tampon cacodylate a 0,04 M ce qui confére a la solution des propriétés iso-osmotiques
avec les tissus. Les échantillons ont ensuite été lavés dans le méme tampon avant d'étre déshydratés
a I'éthanol. Certains échantillons ont également été fixés dans le liquide de bouin a I'eau de mer
(Gabe 1968) avant d'étre lavés en eau de mer et déshydratés a I'éthanol. La nature du tissu nécessite
une déshydratation longue d'une journée a I'é¢thanol 70° suivie d'une nuit en éthanol 95° et enfin de
3 bains d'éthanol absolu d'une heure chacun. Trois bains de toluéne ont ensuite été réalisés avant
l'inclusion en paraffine. Des coupes de 7 pm d'épaisseur ont été réalisées avec un microtome Leitz ®
1516 avant d'étre collées sur lames avec de la gélatine a 1 % en solution aqueuse. Les lames ont été
mises a sécher a 37°C pendant la nuit avant d'étre déparaffinées, réhydratées et colorées.

Une coloration trichrome, fushine acide, hématoxyline de Groat, bleu alcian (pH 2,5) a été réalisée
(Gabe 1968). Une fois colorées, les lames ont été déshydratées et montées sous lamelle dans une
goutte de baume du Canada. L'observation a été réalisée avec un microscope photonique Nikon ®

Eclipse 80i couplé a une caméra digitale Nikon ® DXM 1200F.
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5.1.2 Détection histochimique des lipides

Ces protocoles n'ont été réalisés que sur les Strombidae.

Protocole de cryo-conservation des lipides

Les échantillons ont été fixés pendant 6 heures dans une solution de P.F.A. a 4 % en eau de mer. Ils
ont ensuite été lavés en eau de mer et laissés 48 heures dans un bain de saccharose a 30 % en eau de
mer renouvelé une fois. Les échantillons ont ensuite été congelés dans de l'isopentane refroidi a
-35° C avant d'étre enrobés dans du cryomount ® sur un support métallique et conservés a -80° C.
Les coupes a congélation ont été réalisées a l'aide d'un cryo-microtome Cryo-cut ® American
Optical Corporation et collées sur lames sylanisées avant d'étre colorées aux bleu BZL et au noir
soudan B comme décrit par Gabe (1968). Les coupes colorées ont finalement ét¢é montées sous

lamelles dans une goutte de milieu de montage Aquamount ®.

Protocole de post-chromisation des lipides

Les échantillons destinés a la détection histochimique des lipides sur coupes paraffines, ont été fixés
en formol a 4 % en eau de mer pendant 24 heures. Ils sont ensuite déshydratés dans des bains
d'acétone de concentration croissante en présence de nitrate de cadmium a 10 %. Les échantillons
sont finalement laissés 24 heures dans une solution d'acétone absolue contenant 2 % de nitrate de
cadmium a saturation dans de 1'éthanol absolu. Les pic¢ces sont ensuite réhydratées en présence de
nitrate de cadmium a 1 % avant d'étre traitées pendant trois jours par une solution aqueuse de
bichromate de potassium a 5 %. Les pieces sont finalement lavées abondamment pendant 12 a
24 heures avant inclusion classique en paraffine. Une fois inclus, les échantillons sont coupés et

colorés aux bleu BZL et au noir soudan B et montés comme décrit précédemment.

5.1.3 Microscopie a épi-fluorescence

Afin de mettre en évidence I'A.D.N. sur coupes de glande digestive, des inclusions en résine LR-
White ont été réalisées. Pour cela, de petits fragments de la glande ont été fixés de la méme maniere
que pour l'histologie classique (Glutaraldéhyde 2,5 %, P.F.A. 2 % en Cacodylate 0,1 M). Apres la
fixation, les pieéces ont été déshydratées dans des bains d'éthanol de concentration croissante puis
incluses dans de la résine LR-White. La polymérisation s'est faite a 45°C dans des gélules de

gélatine en absence d'oxygene. Apres la polymérisation, des coupes de 0,5 um a 1 pm d'épaisseur
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ont été réalisées a l'aide d'un ultra-microtome Reichert ® Ultracut E. Les coupes collées sur lames
ont ét¢ observées sous lamelles dans du milieu de montage DAKO additionné, soit de DAPI
(4',6'-diamidino-2-phénylindole) a 150 pg.ml”, soit de Sybr green a la dilution 1/10 000. Les coupes
ont été observées avec un microscope a épifluorescence Nikon ® Eclipse 80i couplé a une caméra

digitale Nikon ® DXM 1200F.

5.2 Microscopie électronique a balayage

5.2.1 Préparation des échantillons

Les échantillons destinés a l'observation au M.E.B. ont été fixés de la méme maniére que pour
I'histologie classique. A la suite de la fixation, les piéces ont été lavées en tampon cacodylate puis
déshydratées dans des bains d'acétone de concentration croissante. Les picces ont ensuite été
séchées au point critique dans un appareil Biorad ® Polaron, Critical Point Drier. Les échantillons
secs ont été fracturés et collés sur des supports en aluminium recouverts d'un film de carbone
adhésif. IIs ont été métallisés, soit a 1'or, soit au carbone respectivement dans les appareils Biorad ®
Sputter Coater SC500 et E6200 avant d'étre observés dans un microscope électronique a balayage

Hitachi ® S-2500 sous une tension d'accélération de 20k V.
5.2.2 Analyse par dispersion d'énergie des

rayons X

Les échantillons nécessitant une analyse E.D.X. ont ét¢ préparés comme décrit précédemment.
L'analyse a été réalisée grace a une sonde E.D.X. Oxford Link Pentafet ® refroidie a I'azote liquide.
L'échantillon analysé était incliné a 30° et placé a une distance de 37 mm de la sonde. L'analyse a
été prise en compte lorsqu'un taux de 100 coups minimum était obtenu. Le temps de comptage était

de 100 s.
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5.3 Microscopie électronique a transmission

5.3.1 Fixation et inclusion

Les échantillons de glandes digestives de Strombidae destinés a l'observation classique en
microscopie électronique a transmission ont été fixés une nuit dans une solution de glutaraldéhyde a
2,5 % et de P.F.A. a 2 % en tampon cacodylate de sodium 0,1 M a pH 7,2. L'osmolarité de la
solution a ¢ét¢ amenée a 1100 mOsm avec du NaCl. Certains échantillons ont été fixés, en plus, au
tétroxyde d'osmium. Le cas échéant, apres la fixation glutaraldéhyde-P.F.A., ils ont été rincés par
trois bains de tampon cacodylate de 15 min avant d'étre fixés dans une solution aqueuse de
tétroxyde d'osmium a 1 % toujours dans le méme tampon. Les échantillons étaient ensuite lavés
dans trois bains d'eau distillée avant de réaliser une post-fixation a l'acétate d'uranyle a 2 % en
solution aqueuse, a l'obscurité pendant 45 min. Les échantillons sont alors a nouveau rincés en eau
distillée avant d'étre déshydratés par des solutions d'éthanol de concentrations croissantes. Notons
que la procédure est la méme pour la préparation des glandes digestives des Gastéropodes d'eau
douce a la seule différence que la premicre fixation s'est faite en présence de glutaraldéhyde a 1,6 %
en tampon cacodylate 0,04 M, ce qui confére a la solution une osmolarité de 230 mOsm.

Pour l'inclusion proprement dite, de 1'oxyde de propyléne a été substitué¢ a 1'éthanol par trois bains
de 10 min pour chacun des échantillons. Les échantillons ont ensuite été imprégnés par des
mélanges oxyde de propyléne - résine de concentrations croissantes pour finalement étre placés en
résine pure sous vide pendant une nuit. Les échantillons ont ensuite été inclus en résine Epon-
Araldite en utilisant le mélange « hard » proposé par Glauert et Hall (1991). La polymérisation se

fait dans des cupules en plastique a 1'étuve a 60° pendant 3 jours.

5.3.2 Coupes et contrastes

Les blocs polymérisés sont coupés a l'aide d'un ultra-microtome Reichert ® Ultracut E. Des coupes
semi-fines de 0,5 pm d'épaisseur sont collées sur lame et colorées au bleu de toluidine a 0,5 % dans
du tétraborate de sodium 1 %. Ces coupes servent de repéres pour sélectionner les zones présentant
un intérét pour 1'observation en microscopie électronique. Elles servent également a 1'observation de
la structure générale des tubules digestifs en microscopie photonique. Des coupes fines de 60 nm
sont également réalisées a l'aide d'un couteau en diamant. Elles sont récupérées sur des grilles de

cuivre-rodhium de 100 et 200 mesh collodionnées. Aprés séchage, les coupes sont contrastées 30
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min a l'acétate d'uranyle a l'obscurité puisl0 min au citrate de plomb. Les observations ont été
réalisées a la plateforme de microscopie électronique de I'.LF.R. 83 a 1'Université Pierre et Marie
Curie. Les coupes ont été observées dans un microscope électronique a transmission LEO 912

OMEGA sous une tension d'accélération de 120 kV.

5.3.3 Cytochimie

La détection cytochimique des enzymes arylsulfatase et phosphatase acide a été réalisée sur trois
especes : S. costatus, S. gigas et S. pugilis. La dernicre a été sélectionnée comme espece la plus
adaptée a la mise en place d'une expérimentation de détection cytochimique d'enzymes lysosomales.
La détection des enzymes a été réalisée sur trois lots d'individus : un lot d'individus témoins
fraichement péchés (To), un lot d'individus ayant jeiné pendant 5 mois (Tsmjeinc) €t un lot d'individus
nourris aux granulés pendant 4 mois (Tum granuics)-

Pour la détection cytochimique des enzymes arylsulfatase et phosphatase acide, des fragments de
glandes digestives ont été pré-fixés 2 heures dans une solution de glutaraldéhyde 2 % et de P.F.A.
1 % en tampon cacodylate 0,1 M a pH 7,2 et 1100 mOsm. Les piéces ont ensuite été lavées
abondamment dans le méme tampon et des coupes épaisses de 50 um a 150 pm ont été réalisées sur

le tissu non inclus a l'aide d'un vibratome OCT Slicer ® dans du tampon cacodylate a 4°C.

Détection de l'arylsulfatase

La méthode de détection utilisée a été¢ adaptée a partir de celle de Hopsu-Havu et al. (1965) décrite
en détail dans 1'ouvrage de Lewis et Knight (1992). Les coupes de 100 a 150 pm d'épaisseur ont été
incubées 45 min a 37°C en tampon acétate a 60 mM et a pH 5,5 en présence de sulfate de p-
nitrocatechol a 8 mg.ml" et de chlorure de barium a 60 mM. Aprés l'incubation, les coupes sont
lavées une nuit en tampon cacodylate avant d'étre déshydratées et incluses en résine époxy comme
décrit précédemment. Des coupes semi-fines sont réalisées et observées au microscope photonique
apres coloration par le bleu de toluidine. D'autre part, des coupes fines, non contrastées, sont
observées au M.E.T. Des coupes témoins sont réalisées en suivant la méme procédure a la
différence que le substrat de I'enzyme (sulfate de p-nitrocatechol) est absent du milieu d'incubation.
La spécificité des précipités est controlée par comparaison avec les coupes témoins et par la

confirmation de la présence de barium dans les précipités grace a 1'analyse EELS.
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Détection de la phosphatase acide

La méthode de détection utilisée pour la phosphatase acide est celle de Gomori (1952) modifiée par
Pasteels (1971). Des coupes de 50 a 100 um d'épaisseur sont pré-incubées dans du tampon acétate
50 mM puis transférées dans une solution du méme tampon contenant du nitrate de plomb a
saturation et du B-glycérophosphate de sodium a 3,3 mg.ml”. L'incubation est réalisée a 37°C
pendant 25 min, aprés quoi, les coupes sont rincées en tampon acétate (acétate de sodium 50 mM,
acide acétique 15 mM ; pH 5) et en acide acétique a 3,5 % en solution aqueuse avant d'étre
déshydratées et incluses en résine comme décrit précédemment. Comme pour l'arylsulfatase, des
coupes témoins sont réalisées en omettant le substrat de I'enzyme dans le milieu d'incubation. La
vérification de la présence de plomb au niveau des précipités n'a pas pu €tre réalisées par l'analyse

EELS pour des raisons indépendantes de notre volonté.
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Figure 6 : Représentation schématique du principe de la microanalyse par spectrométric en perte d'énergie des
¢électrons. Apres son passage dans 1'échantillon, le faisceau d'électrons passe au travers d'un prisme magnétique. Il est
alors possible d'acquérir un spectre (Electron Energy Loss Spectroscopy, EELS) qui présente un pic d'énergie
caractéristique d'un élément. Grace a une fente de sélection d'énergie, il est possible de sélectionner uniquement les
¢électrons qui ont perdu une quantité spécifique d'énergie et ainsi d'obtenir une image (E.S.1.) représentant la localisation
d'un élément. Modifié d'aprés : www-hrem.msm.cam.ac.uk (Université de Cambridge, Royaume-Uni).
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5.3.4 Microscopie électronique a transmission en
perte d'énergie des électrons (E.F.T.E.M.)

La microanalyse par spectrométrie en perte d'énergie des électrons (Fig. 6) a été réalisée a la
plateforme de microscopie €lectronique de I'.LF.R. 83 a I'Université Pierre et Marie Curie grace a un
spectrométre intégré a la colonne d'un ML.E.T. (Zeiss ® LEO 912 filtre Oméga). L'acquisition des
spectres a été réalisée a un grossissement de 20 000. La microanalyse en mode "spectre" (EELS,
Electron Energy-Loss Spectroscopy) a été effectuée sous une tension d'accélération de 120 kV avec
un courant de filament de 6 pA, un angle d'illumination de 0,32 mRad et un diaphragme de
s¢lection d'aire de 100 um. En mode image (E.S.I., Electron Spectroscopic Imaging), nous avons
utilisé la fente de sélection d'énergie en sortie du spectromeétre en réglant son écartement a 15 eV.
Pour la cartographie élémentaire la méthode de soustraction utilisée est celle des trois fenétres. La
microanalyse E.F.T.E.M. a été utilisée afin de caractériser les ¢léments en mode EELS et de les
cartographier en mode E.S.I. sur le champ d'observation. Les ¢léments Al, Ca, Mg et Fe ont fait

l'objet d'une telle microanalyse.
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6 Techniques d'analyse

écotoxicologique

6.1 Contaminations expérimentales

6.1.1 Contamination wvia l'alimentation

Des individus de S. pugilis, péchés a 1'Anse Champagne a Saint-Frangois, ont ét¢ ramenés au
laboratoire et placés dans des bacs Raceway ® remplis avec environ 200 1 d'eau de mer filtrée
grossierement a l'aide d'un filtre a sable, renouvelée tous les 3 jours. Les animaux ont été nourris
avec les granulés d'élevage, fournis par le CINVESTAV de Mérida (Mexique), préalablement
contaminés au plomb (Pb(NOs), a 500 mg.kg") et au cadmium (CdCl, a 100 mg.kg™). Des individus
ont été sacrifiés apres 12, 32 et 50 jours de nourrissage, ils ont été préparés pour 1'observation de
coupes semi-fines en microscopie photonique ainsi que pour I'observation au M.E.B. et l'analyse
E.D.X. en vue d'analyser les sphérocristaux et de détecter, ou non, les éléments Cd et Pb dans ces

structures.

6.1.2 Contamination via l'eau du bac

Plusieurs expérimentations de contaminations via I'eau ont été effectuées, certaines impliquant des
individus de S. pugilis, péchés a 1'Anse Champagne a Saint-Francois et d'autres impliquant des
individus péchés a Campeche (Yucatan, Mexique). Trois « individus-réplicats » ont été placés dans
des bacs en plastique de 15 1 avec oxygénation de I'eau grace a un bulleur. Les animaux ont d'abord
subi une dépuration de 3 jours avant d'étre mis en contact avec, soit du chlorure de cadmium
(CdCl), soit du nitrate de cadmium (Cd(NOs),). Le détail des contaminations (concentrations et
durées) est présenté dans le tableau 3. A l'issue des contaminations, les individus ont été placés 3

jours en eau propre avant d'étre sacrifiés et préparés pour l'observation de coupes semi-fines,
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l'observation au M.E.B. et l'analyse E.D.X. en vue d'analyser les sphérocristaux et de détecter, ou

non, I'élément Cd dans ces structures.

Tableau 3 : Détail des concentrations et des durées de contamination des S. pugilis au chlorure et au nitrate de
cadmium. J, jours ; N.R., non réalisé.

0,05 mg.I" 0,1 mg.I" 0,5 mg.I" 1 mg.I"! 10 mg.I"! 100 mg.1I"!
Cd(NOs,  NR. 3j 3j 3 3j 3
cdcl, 3j 3et21j  3et2lj 3] N.R. N.R.

6.2 Dosage de l'activité de la catalase

Le dosage de l'activité¢ de la catalase a été réalisé suivant la méthode de Claiborne (1985). Les
glandes digestives a analyser ont été disséquées sur lit de glace et des fragments pesés ont été
immédiatement congelés en azote liquide. Ces échantillons ont ensuite été broyés et la fraction post-
mitochondriale « S9 » a été isolée par centrifugation pendant 30 minutes a 10 000 g. Sur la fraction
S9, l'activité de la catalase a été mesurée dans un spectrophotometre en suivant la diminution de la
quantité¢ d'H,O, a 240 nm. L'activité de la catalase a ensuite été ramenée a la quantité de protéines
totale dans 1'échantillon qui a préalablement été déterminée par la méthode de Folin-Lowry a 1'aide

du kit BioRad ® DC protein assay kit II. Les cinétiques ont été répétées trois fois par échantillon.
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Chapitre III © L'association avec les

Sporozoaires






1 Introduction

1.1 Les interactions durables

Le concept d'interaction durable a été développé dans les années 1980-1990, notamment par Claude
Combes en France. Il regroupe « toutes les interactions entre génomes qui, soit directement, soit par
l'intermédiaire de leurs phénotypes, s'installent dans la durée » (Fig. 7) (Combes 1995). Cette
définition qui inteégre la notion de durée dans le concept des associations biologiques permet de

distinguer les relations proie-prédateur, qui sont furtives, des interactions durables, qui s'installent

Figure 7: Représentation schématique de deux arbres phylogénétiques. Sur celui de droite, deux taxons génétiquement
séparés depuis des millions d'années se rencontrent pour former une association du vivant. Modifié d'aprés Combes,
2001.

dans le temps. De plus, lorsqu'un prédateur se nourrit de sa proie, il n'exploite qu'une des quatre
richesses que celle-ci a a offrir : sa matiére. Dans le cas des interactions durables, les organismes
impliqués partagent ou exploitent également les trois autres types de richesse qui sont : leurs
procédés (réactions chimiques, enzymes...), leur travail (déplacement, protection...) et le fruit de
leur travail (les nids, les maisons...) (Combes 1995). Le concept d'interaction durable se rapproche
donc fortement de celui de la symbiose dans son sens le plus large possible. Le terme « symbiose »
est introduit pour la premicre fois en 1879 par Anton de Bary dans sa monographie « Die
Erscheinung der Symbiose » (le phénomene de symbiose). Il définit la symbiose comme « toutes

associations étroites et durables entre deux organismes hétérospécifiques » (De Bary 1879). Dans
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cette définition, qui est celle la plus souvent employée par les auteurs anglo-saxons, rien ne présage
de la nature de la relation. Cependant, la communauté francophone a tendance a utiliser ce terme
pour définir les interactions durables a bénéfices mutuels, autrement dit, comme synonyme du
mutualisme (Smith et Douglas 1987). Dans ce manuscrit, nous utiliserons le terme de symbiose
dans sa définition initiale, c'est a dire comme définissant les associations durables d'especes
differentes. L'étude des interactions durables représente un enjeu majeur dans la compréhension des
processus biologiques et évolutifs. En effet, les associations entres les especes ont faconne et
continuent de faconner la biosphére. L'exemple le plus parlant est sans doute la version la plus
aboutie de l'interaction durable qu'est la symbiose organo-intégrée. Fruit de symbioses multiples,
la cellule Eucaryote est a l'origine d'une explosion de biodiversité dont nous sommes l'un des tres
nombreux aboutissements.

Les associations symbiotiques sont de différentes natures et sont caractérisées par plusieurs criteres.

Smith et Douglas (1987) en définissent neuf :

1. Les tailles relatives des partenaires : de fagon arbitraire, dans une relation symbiotique,

l'organisme le plus grand est nommé héte et le plus petit est nommé symbiote.

2. Les positions relatives des partenaires : les symbiotes sont, soit a l'extérieur de 1'hote

\

(ectosymbiose), soit a l'intérieur (endosymbiose). Les endosymbiotes peuvent étre a
I'extérieur des cellules de 1'hote (extracellulaires) ou, a I'intérieur (intracellulaires).

3. La nécessité de la relation : la symbiose est obligatoire si les organismes impliqués ne

peuvent survivre sans leur(s) partenaire(s). Elle est dite facultative si les partenaires peuvent
vivre indépendamment.

4. La durée et la stabilité de la symbiose.

5. Le mode de transmission des symbiotes : l'acquisition systématique des symbiotes de la

génération parentale a la génération fille est nommée transmission verticale. On qualifie de
transmission horizontale toute transmission qui se fait indifféremment entre les individus
d'une population qu'ils soient apparentés ou non (Combes 2001). La transmission
environnementale qualifie, quant a elle, I'infection de nouveaux hotes a partir d'un stock de
symbiotes existant sous une forme libre dans I'environnement ;

6. La spécificité de la symbiose : le niveau de différence taxinomique entre les organismes

hotes avec lesquels un symbiote peut s'associer définit la spécificité de la relation.

7. Le type d'interaction entre les partenaires : elles peuvent étres trophiques, métaboliques,
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génétiques, comportementales...

8. Le niveau d'intégration : il s'apprécie en fonction des caractéristiques nouvelles que les

organismes présentent lorsqu'ils vivent ensemble.

9. Impact sur le succes reproducteur : 1'équilibre du bilan bénéfice/cotlit définit la nature de la

relation.

Le dernier point est sans doute un des plus fréquemment utilisés pour classer les relations
symbiotiques. Lorsque celui-ci est en faveur du symbiote et en défaveur de 1'hote, la relation est dite
parasitaire. S'il est neutre pour I'hdte et en faveur du symbiote, la relation est dite commensale et
s'il profite aux deux partenaires, elle est dite mutualiste. Cette méthode de classification
apparemment simple s'avére souvent insuffisante pour caractériser une relation symbiotique.
Premiérement parce que le bilan bénéfice/colit est souvent difficile, voire impossible, a évaluer.
Prenons l'exemple de la symbiose entre 1'éponge Stelletta grubii et la petite huitre Ostrea permollis.
L'huitre ne peut vivre que dans les replis de 1'éponge en revanche, I'éponge peut vivre seule.
L'huitre profite de 'habitat offert par I'éponge et se trouve a l'abri des prédateurs, notamment des
murex. En revanche, du coté de I'éponge, rien n'indique qu'elle soit affectée par la présence de
I'huitre ou qu'elle en tire un quelconque bénéfice (Forbes 1966). Cette relation est considérée
comme commensale, mais ce classement résulte plus de la difficulté d'apprécier les coits et
bénéfices pour 1'hdte, que d'une réelle neutralité de la relation pour I'éponge (Combes 2001).
Deuxiémement, le rapport bénéfice/colit n'est pas forcément stable au cours du temps. Prenons
l'exemple des larves de guépe, Leptopilina boulardi, qui parasitent les larves de mouche,
Drosophila melanogaster. 11 a été démontré que lorsque les ressources se font rares, les larves
infectées par le parasite sont plus compétitives que celles dites « saines ». Il faut voir ici que le
parasite influence positivement son hdte et optimise ainsi ses chances de transmission vers les
générations futures (Combes 1997). Cet exemple illustre comment un parasite, habituellement

néfaste, est devenu l'allié de son hote dans des conditions particuliéres.
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1.2 Apicomplexa ou Sporozoaires

Sur la base d'observations morphologiques aux microscopes photonique et électronique, les
organismes associés a la glande digestive de S. gigas ont été identifiés comme appartenant au
groupe des Apicomplexa par les études réalisées en amont de ce travail de thése (Aldana Aranda et
al. 2007 ; Baqueiro Cardenas et al. 2007a; Baqueiro Cardenas et al. 2007b; Gros et al. 2009). Le
paragraphe qui suit propose un rappel taxinomique et donne les raisons pour lesquelles, nous avons
choisi d'utiliser le terme Sporozoaire (embranchement Sporozoa) plutét que Apicomplexa pour
qualifier les symbiotes des Strombidae.

Les récentes classifications proposent que le domaine des Eucaryotes soit divisé en six reégnes: les
Amoebozoaires, les Chromalvéolés, les Excavobiontes, la Lignée verte, les Opistocontes et les
Rhizariens. Parmi les Chromalvéolés, la division des Alvéobiontes rassemble les Ciliés, les
Dinophytes et les Apicomplexés (Adl et al. 2005 ; Lecointre et Le Guyader 2001). Pour comprendre
l'origine du débat terminologique entre « Sporozoaire » et « Apicomplexa » il faut revenir dans les
années 70. A cette époque, un nouveau genre de parasites protistes, Perkinsus, fut découvert. Il
différait alors suffisamment des autres genres de l'embranchement Sporozoa pour qu'un groupe
nouveau soit créé¢ (Levine 1978). Le groupe des Sporozoaires devint alors une classe, Sporozoea, au
méme niveau que la classe nouvellement créée des Perkinsea. Ces deux taxons furent alors
regroupés dans I'embranchement des Apicomplexa. Des analyses morphologiques et
phylogénétiques plus récentes, montrent que le genre Perkinsus n'appartient finalement pas aux
Apicomplexa mais aux Dinoflagellés (Siddall et al. 1997). De ce fait, il ne reste plus que la classe
Sporozoea dans I'embranchement des Apicomplexa. Ces deux taxons s'avérant étre équivalents et
donc redondants, le terme Apicomplexa n'a plus d'intérét et I'embranchement devrait retrouver son
nom initial : Sporozoa (Cox 2002). Toutefois, les termes « Apicomplexa » ou « organismes
apicomplexés » restent utilisés par de nombreux auteurs. Le probléme tient maintenant au fait que,
pour certains auteurs, le groupe Apicomplexa contient celui des Sporozoa (Lecointre et Le Guyader
2001) alors que pour d'autres, les deux termes sont des synonymes (Mehlhorn 2008 ; Morrison
2009). L'adjectif (sans majuscule) « apicomplexé » conserve un intérét, puisqu'il exprime une des
caractéristiques propres des Sporozoaires : la présence dun complexe apical d'organites spécialisés
a une extrémité de la cellule.

L'identification des symbiotes de S. gigas proposée par les premiers descripteurs de cette

association, se base sur des observations en microscopies photonique et électroniques. La diversité
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des stades rencontrés et, parmi eux, la présence de stades sporulants ou d'un complexe apical sont
les éléments principaux avancés pour appuyer l'identification dans le groupe des Sporozoaires. En
revanche, a I'heure actuelle, aucune analyse phylogénétique n'est venue confirmer ou infirmer cette
position taxinomique.

Dans le cadre de cette thése, nous sommes partis du postulat, proposé dans la bibliographie, que les
symbiotes impliqués dans cette relation sont des protistes appartenant a I'embranchement Sporozoa.
Les Sporozoaires forment un large groupe de protistes qui comprend 4000 a 7000 especes (Cox
1994 ; Perkins 1991) (Fig. 8). Ils sont décrits comme des parasites intracellulaires obligatoires, la
plupart ayant un effet pathogéne avéré notamment chez I'Homme et ses animaux domestiques. Ces
derniers sont d'ailleurs tous connus pour étre 1'hote d'au moins un parasite Sporozoaire (Perkins
1991).Tous les Sporozoaires ont en commun la présence d'un complexe apical d'organites

spécialisés dans I'échange avec la cellule hote. Ce complexe est présent chez tous les Sporozoaires a

Figure 8 : Apercu de la diversité de forme et de taille chez les Sporozoaires. A, microscopie confocale des oocystes de
Mattesia dispora (Neogregarinorida) parasite du Lépidoptére Ephestia kuchniella (Valigurova et Koudela 2006). B,
micrographie d'un oocyste de Emeria nieschulzi (Coccidia) parasite du rat Rattus norvegicus (Duszynski et Gardner
1991). C, observation au M.E.T. d'un oocyste de M. dispora (Valigurova et Koudela 2006). D, trophozoite de
Selenidium orientale (Gregarinimorpha), parasite du ver siponcle Themiste pyroides, observé au M.E.B. (Simdyanov et
Kuvardina 2007). E, coupe transversale, vue au M.E.T., d'un trophozoite de Leidyana canadensis (Eugregarinida)
parasite de la larve de Fiscellaria fiscellaria (Lépidoptére) (Lucarotti 2000). F, observation au M.E.B. d'un sporocyste
de Calyptospora serrasalami (Coccidia) qui parasite un Téléostéen du genre Serrasalamus (Casal et al. 2007).
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au moins une des phases du cycle de développement.
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Figure 9 : Schéma général du cycle vital des Sporozoaires composé de trois phases : deux phases de reproduction
asexuée, la MEROGONIE et la SPOROGONIE et une phase de reproduction sexuée, la GAMETOGONIE. (ce
travail).

Les Sporozoaires sont des parasites, ils ont donc un cycle de vie adapté a la contamination de
nouveaux hotes et a la dispersion. Les cycles vitaux des Sporozoaires sont complexes et tres
variables suivant les taxons. Le schéma général du cycle reproductif se compose de trois phases
(Fig. 9). La premicre est la phase de reproduction asexuée, il s’agit de la mérogonie. La cellule
mere, le méronte, se divise, chaque subdivision contenant un noyau. Les individus ainsi formés sont
nommés : mérozoites. Aprés une ou plusieurs phases de reproduction asexuée qui permet un
accroissement rapide du nombre d’individus et, qui est donc propice a I’infection de 1’hote, le
parasite rentre dans une phase de reproduction sexuée que 1’on nomme gamétogonie. Les
gamontes, qui sont des unités résultant de la reproduction asexuée, se différencient en
macrogamétocytes pour former des gametes femelles, ou en microgamétocytes pour former des

gametes males. Les gametes ainsi formés se rencontrent, la fécondation a lieu et le zygote obtenu
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est nommeé : oocyste. Ce dernier évolue en spore et, a l'intérieur, vont se former des sporocystes qui
renferment des sporozoites. Il s'agit de la troisiéme phase : la sporogonie (Perkins 1991). Les
spores peuvent étre expulsées de I’hote, par les féces, et €tre a 1’origine de nouvelles

contaminations.

1.3 Le stade oocyste des Sporozoaires.

L'une des caractéristiques des Sporozoaires est de présenter un stade nommé « oocyste » qui est issu
de la fusion des gametes lors de la fécondation. Ce stade particulier correspond a 1'unité qui, dans la
majorité des cas, est expulsé hors de l'organisme hote, la plupart du temps via les feces (Perkins
1991). 11 s'agit d'un stade dédi¢ a la dispersion des individus parasites dans l'environnement, dans le
but de contaminer de nouveaux individus hotes. Dans l'oocyste, se développent des sporocystes qui
contiennent eux-mémes les sporozoites (Fig. 9). Ces derniers renferment 1'information génétique et
sont des unités infectantes qui sont donc protégées, a la fois par la paroi du sporocyste et par celle
de I'oocyste (Perkins 1991). Cette protection est vitale pour les sporozoites. Parmi les Sporozoaires,
le groupe Coccidia est particulierement réputé pour présenter un stade oocyste extrémement
résistant. Cette résistance a fait 1'objet d'une revue par Belli et al. en 2006. La paroi de 1'oocyste
reste assez mal connue. Des études ultrastructurales rapportent qu'elle est composée de trois
couches distinctes (Belli et al. 2006 ; Stotish et al. 1978). Chez certains Coccidia, il a été rapporté la
présence de membranes protectrices multiples qui entourent I'oocyste (Beli et al. 2006). 11 a été
montré que les sucs gastriques n'altérent pas les oocystes. Ceux-ci sont également imperméables a
la plupart des désinfectants et sont trés résistants aux attaques mécaniques. Il a également été
montré qu'ils restent viables et infectants apres des traitements a l'hypochlorite de sodium, au
bichromate de potassium ou encore a l'acide sulfurique (Belli et al. 2006). Pour ces raisons, il est
souvent trés compliqué d'atteindre le contenu génomique des oocystes de Sporozoaires. Parmi les
techniques proposées dans la bibliographie, les chocs thermiques par congélation-décongélation
répétées sont préconisés pour altérer la paroi des oocystes et rendre accessible I'A.D.N. aux
protocoles d'extraction (Nichols et al. 2006). Zhao et al. ont également publié une méthode pour
I'extraction d'A.D.N. des especes du genre Emeria. Elle consiste en une incubation en présence
d'hypochlorite de sodium afin de rompre la paroi externe de I'oocyste, puis une deuxieme incubation
en présence d'enzymes protéolytiques permet de rompre la paroi interne et rend accessible le

contenu génomique (Zhao et al. 2001). La difficulté rencontrée lors des extractions d'A.D.N. a
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partir des oocystes de Sporozoaires réside dans le fait qu'il faut trouver un traitement suffisamment

efficace pour en briser la paroi, mais sans altérer les molécules d'A.D.N. que I'on souhaite extraire.
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2 Résultats

2.1 Analyse de la glande digestive des strombes

caribéens et du Pacifique

2.1.1 Structure de la glande digestive

La glande digestive est un organe localisé en position terminale de 1'animal. Une fois sortie de la
coquille et posée a plat, elle est en forme de virgule (Pl. 2A). Les glandes digestives des cinq
especes caribéennes et des deux espéces du Pacifique étudiées (Pl. 1A-G), présentent toutes une
organisation similaire. Il s'agit d'un organe composé de tubules et de canaux structurés et soutenus
par du tissu conjonctif. Les tubules digestifs sont connectés a un premier type de canal de taille
moyenne. Ces canaux se rejoignent ensuite pour former le second type de canal, plus grand. Ce
dernier est connecté a l'estomac et sera dénommé canal primaire et les plus petits, connectés
directement aux tubules, seront dénommés canaux secondaires (Pl. 2B-D). Les deux types de
canaux différent par leur taille et par les cellules épithéliales qui les constituent. Dans la lumiéere des
canaux, on trouve deux types de contenu, soit un contenu relativement homogene de particules tres
fines, soit un contenu plus grossier comprenant de grosses particules et des débris cellulaires. Ces
deux types de contenu sont souvent présents en méme temps dans le méme canal, dans ce cas, la
lumiére est divisée en deux parties (P1. 2D).

Les tubules digestifs sont, soit de forme simple, ronde, ovale ou allongée, soit de forme plus
complexe, en «L » ou en « T » (PL. 2C, F ; 3A). L'épithélium des tubules se structure sur une lame
basale bien visible en microscopie électronique a transmission (M.E.T.) (P1. 3B, C). Il est constitué
de trois types cellulaires : les cellules digestives, les cellules vacuolaires et les cellules cryptiques
(P1. 2E-G ; 3A-D). Ces trois types cellulaires sont présents chez les cinq especes caribéennes que

nous avons analysées, de plus, leurs proportions semblent étre sensiblement les mémes quelle que
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soit l'espéce considérée (Pl. 2-8). La structure classique d'une coupe transversale de tubule se
présente sous la forme de deux groupes de cellules digestives se faisant face dans un tubule ovale,
'espace restant est occupé par les deux autres types cellulaires (Pl. 2E, F ; 3A).

Les cellules digestives sont majoritaires, elles sont de forme allongée, avec un noyau proche du pole
basal. Elles sont caractérisées par des grains colorés par le bleu alcian localisés au milieu de la
cellule (PL. 2E-H ; 3A, B). Le diamétre de ces grains est en moyenne de 7 pm pour les cing especes.
Les cellules vacuolaires sont moins nombreuses. Le cytoplasme de ces cellules vacuolaires est
presque totalement occupé par des vésicules qui apparaissent vides apreés les traitements aux
solvants réalisés lors de la préparation des échantillons (Pl. 2F, G ; 3A, C). Ces vésicules ou
vacuoles sont de forme sphérique avec un diamétre d'environ 4 um chez S. costatus, S. galeatus, S.
gallus, S. gigas et S. raninus, et 2,5 um chez S. pugilis et L. lambis. Quelle que soit I'espece
considérée, les cellules vacuolaires sont les cellules dans lesquelles on rencontre les symbiotes
Sporozoaires (PL. 2E-G ; 3E-G).

Enfin, le dernier type cellulaire est la cellule cryptique (Pl. 2E-G ; 3A, C). Dans un tubule type, les
cellules cryptiques sont les moins nombreuses, et occupent le moins de volume. Cependant dans
certains cas, nous avons observé des tubules digestifs ou les cellules cryptiques sont prédominantes
par rapport aux cellules vacuolaires. Ce sont des cellules de forme triangulaire avec un pdle apical
trés fin qui est en contact avec la lumicre du tubule. Ces cellules sont intercalées entre les cellules
vacuolaires, on ne les observe jamais entre les cellules digestives. De plus, les cellules cryptiques
ont la particularité de contenir un grand nombre de petites inclusions sphériques de 0,5 a 3 um,
identifiées comme étant des sphérocristaux (P1. 3C). L'observation des sphérocristaux en coupe, au
microscope électronique a transmission, montre qu'ils sont formés par accumulation de couches
concentriques alternativement claires ou denses aux ¢€lectrons (Pl. 3D). Enfin, ce type cellulaire est

également caractérisé par la présence de réticulum endoplasmique granuleux en grande quantité.

2.1.2 Détection des Sporozoaires chez les

Strombidae

Chez les cinq espéces caribéennes, S. costatus, S. gallus, S. gigas, S. pugilis et S. raninus, comme
chez les deux espéces du Pacifique, S. galeatus et L. lambis, nous avons détecté la présence de
symbiotes similaires a ceux initialement décrits chez S. gigas (Pl. 2-8). Des échantillons de S. gigas
et S. pugilis ont été collectés régulierement tout au long des trois années de thése, et quel que soit la

profondeur, la localité, le mois de collecte ou la phase du cycle de reproduction, les Sporozoaires
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¢taient toujours présents dans la glande digestive des individus analysés. Les symbiotes ont
également été détectés sur des coupes semi-fines d'un échantillon de glande digestive de S. pugilis,
vieux de plus de 30 ans. Ces symbiotes ont ét¢ détectés en microscopie photonique comme en
microscopie €lectronique (a balayage et en transmission). Ils ont presque toujours été détectés dans
le méme type cellulaire : les cellules vacuolaires (P1. 2F, G ; PL. 3A, E). Dans quelques rares cas, ils
ont été observés dans les cellules digestives ou dans les cellules cryptiques. Les symbiotes ne sont
pas libres dans le cytoplasme, ils sont contenus dans une vacuole délimitée par une membrane (Pl.
3E-G). Dans la grande majorité des cas, nous n'avons pas observé de contact entre les symbiotes et
le cytoplasme, cependant sur quelques coupes histologiques et quelques observations au M.E.T.,
nous avons pu observer un tel contact avec le cytoplasme de la cellule hote (Pl. 3F). En plus de la
présence systématique des Sporozoaires dans les cellules vacuolaires des tubules digestifs des
Strombidae, nous avons €galement observé la présence de ces symbiotes dans la lumiére des tubules
(P1. 8A; 30A), ainsi que dans les canaux collecteurs de la glande digestive (Pl. 19A ; 30A). Dans un
unique cas, chez S. gigas, nous avons aussi observé un Sporozoaire isolé a I'extérieur d'un tubule
digestif, dans le tissu conjonctif.

D'une part, nous apportons l'information que ces symbiotes sont présents chez toutes les especes de
la famille des Strombidae dans lesquelles nous avons échantillonné et d'autre part, ces symbiotes
ont été détectés chez tous les individus de ces sept especes de Strombidae : L. lambis (n=2),
S. costatus (n > 25), S. galeatus (n=2), S. gallus (n=1), S. gigas (n > 25), S. pugilis (n > 40),
S. raninus (n=1). Le nombre d'individus donné dans la phrase précédente ne tient compte que des
observations réalisées directement par nos soins en Guadeloupe. Si l'on tient compte également des
observations réalisées par le CINVESTAV a Mérida (Mexique), ce nombre est porté a plus de 70
pour S. costatus, plus de 2600 pour S. gigas, et plus de 720 pour S. pugilis, soit au total, toutes
espéces confondues, prés de 3400 Strombidae analysés avec une présence systématique des
Sporozoaires dans les cellules vacuolaires de la glande digestive de ceux-ci.

D'autre part, a I'occasion d'une sortie sur le terrain, nous avons collecté un Gastéropode carnivore de
la famille des Muricidae. Ce dernier a été analysé et nous n'avons pas détect¢ de Sporozoaires dans
sa glande digestive. Des observations ont été réalisées par le CINVESTAV a Mérida (Mexique), sur
720 exemplaires de trois autres Gastéropodes carnivores : Busycon contrarium, Fasciolaria tulipa
et Turminella angulata. Ces trois especes partagent avec S. costatus et S. pugilis le méme habitat et

pourtant, elles ne présentent pas d'association avec les Sporozoaires.
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2.1.3Structure des symbiotes

Les symbiotes détectés chez les différentes especes de Strombidae sont trés similaires, cependant, il
n'est pas possible de dire s'ils appartiennent a la méme espece ou non en se basant simplement sur
l'observation structurale et ultrastructurale de ceux-ci. Nous présenterons dans ce paragraphe les
différents types de structures que nous avons rencontrés dans les glandes digestives des différents
strombes. Suivant le stade de développement et indépendamment de l'espéce hote, les symbiotes
mesurent de 10 a 60 um de long pour 5 a 40 pm de large.

Le stade le plus fréquemment rencontré est un stade possédant une coque épaisse qui apparait dense
aux ¢lectrons en microscopie électronique a transmission (Pl. 3E ; 4D). Cette coque est
particuliérement rigide puisqu'elle casse souvent lors de la coupe a l'ultramicrotome (Pl. 5A ; 7B).
Dans certains cas le passage du couteau s'il ne détruit pas compleétement le stade a coque, arrache le
contenu du symbiote (Pl. 7D). Ce stade est le plus souvent de forme ronde ou ovale et contient
souvent des inclusions rondes de taille variable (P1. 3E ; 4D). Malheureusement, le contenu de ce
stade n'est pas souvent observable, en effet, les fixateurs ne semblent pas pénétrer a l'intérieur de la
coque (PL 4D).

Le deuxiéme type de structure que I'on rencontre le plus fréquemment est un stade qui présente des
bourgeonnements internes (Pl. 5D ; 7E ; 8B, C, E). Nous avons observé une grande variété¢ de
stades bourgeonnants. Dans certains cas, les symbiotes contiennent plusieurs sous-structures qui
elles-mémes contiennent des sous-unités (Pl. 9B-D, F-H, J-L). Nous n'avons pas vu se dégager un
nombre de bourgeonnement précis qui se répeterait systématiquement. Ces derniers ne semblent pas
réguliers ni en termes de nombre ni en termes de taille.

Un autre stade identifié correspond au trophozoite de Gros et al. (2009) (P1. 3F, G ; 5D ; 7F ; 9A, E,
I). 1l s'agit d'un stade en forme de goutte, qui présente deux parties. La base de la « goutte » est
formée par une structure ronde constituée de couches concentriques successives denses aux
électrons. A l'intérieur de cette structure se rencontrent parfois des sphéres plus petites qui
présentent des petits bourgeonnement internes (P1. 3F, G). Ces petites spheres s'observent également
en dehors des trophozoites, libres dans le cytoplasme (P1. 17D, F).

Nous avons également observé des symbiotes qui ne possédent, ni coque, ni bourgeonnement
interne. Ces stades sont facilement coupés par l'ultramicrotome Ils sont, malgré tout, mal fixés et ne
permettent pas I'observation de structures cytoplasmiques (P1. 4D).

Enfin, sur les coupes histologiques, nous avons observé des stades sphériques beaucoup plus petits,

présents localement sous forme de petits agrégats a proximité des stades plus gros (Pl. 2H). Ces
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stades ne s'observent pas systématiquement. Chez certains hotes, ils sont présents en trés grande
quantité¢ dans la quasi-totalité¢ des tubules de la glande, chez d'autres, ils semblent complétement
absents.

Les observations de fractures de glandes digestives au microscope ¢lectronique a balayage (M.E.B.)
ont permis d'observer les symbiotes dans leur environnement cellulaire (P1. 4C ; 5C ; 6E ; 7C ; 8F).
Sur ces observations, il est possible d'identifier les trois types cellulaires décrits plus haut. Au
M.E.B., les Sporozoaires apparaissent sous la forme de spheres, de bouteilles ou de structures
bourgeonnantes (Pl. 9E-H). Ces différents morphotypes correspondent aux différents stades
identifiés au M.E.T. Les observations au M.E.B. nous renseignent également sur la texture de la
coque externe des symbiotes, il s'agit d'une surface lisse, sans ouverture apparente. Sur certains
clichés, la texture est plutot fripée (P1. 5C), mais il s'agit probablement d'un artéfact di au traitement
de l'échantillon lors de sa préparation pour le M.E.B. Enfin, les observations au M.E.B. de
Sporozoaires purifiés a partir d'un broyat de glande digestive, permettent d'apprécier la grande

diversité de forme de ces symbiotes (P1. 9E-H).

2.2 Analyse de la glande digestive des Gastéropodes

d'eau douce

2.2.1 Description de la glande digestive de
Marisa cornuarietis et de Pomacea glauca

La glande digestive de ces deux especes d'eau douce, présente une organisation générale similaire a
celle des Strombidae. Il s'agit d'un organe majoritairement composé de tubules digestifs qui
s'ouvrent sur des canaux qui communiquent avec l'estomac, l'ensemble étant structuré par du tissu
conjonctif. En revanche, la nature des tubules digestifs n'est pas la méme que celle décrite chez les
gastéropodes marins. Les tubules sont rarement de forme simple, ils sont le plus souvent plurilobés
(3 a 6 lobes) (PL. 10A ; 11A). L'épithélium des tubules semble étre composé d'au moins deux types
cellulaires. Les cellules les plus abondantes sont de type « cellules digestives », elles sont longues et
possedent un gros grain au pdle basal dans le cas de M. cornuarietis (Pl. 10B) et plusieurs grosses
vacuoles contenant du matériel hétérogene dans le cas de P. glauca (P1. 11B, C). La glande digestive

de ces especes d'eau douce n'a pas fait I'objet d'une étude ultrastructurale aussi poussée que celle des
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Strombidae, mais les colorations histologiques et les observations au M.E.T. révelent la présence
d'un deuxiéme type cellulaire qui correspond aux cellules pyramidales décrites par Koch et al
(2006) (P1. 10C ; 11C-E). Ce dernier renferme des symbiotes similaires a ceux décrits chez les
strombes. Tous les individus échantillonnés de M. cornuarietis (n > 13) et de P. glauca (n > 15)
présentent des symbiotes similaires a ceux des Strombidae. Chez M. cornuarietis, un troisiéme type
cellulaire présente des inclusions minérales identifiées comme étant des sphérocristaux. Nous ne

pouvons affirmer que ce troisieme type cellulaire n'existe pas chez P. glauca.

2.2.2 Description des symbiotes

En microscopie photonique, les symbiotes associés aux especes d'eau douce, sont de couleur brune
a marron. Ils font de 'ordre de 26 um de long pour 11 um de large chez M. cornuarietis et de I'ordre
de 23 um de long pour 18 um de large chez P. glauca. 1ls sont présents en trés grande quantité dans
tous les tubules digestifs du champ d'observation (Pl. 10, 11). Comme pour les symbiotes des
espéces marines, le type de structure le plus nombreux est celui de forme ronde a ovale, et
possédant une coque (P1. 10B, C ; 11C-E). Nous avons rencontré les mémes problémes de fixation
qu'avec les Sporozoaires des Strombidae. La encore, probablement, a cause de l'imperméabilité de
la coque de ces structures, les fixateurs ne pénétrent pas a l'intérieur des symbiotes et, a
'observation, leur contenu est mal conservé, voire détruit (P1. 10C, D ; 11D, E). Le stade en forme
de bouteille décrit chez les strombes se retrouve également chez les deux especes d'eau douce. 11 est
assez abondant, et a la particularit¢ de présenter de petites inclusions rondes au poéle apical (Pl.
10C ; 11D-F). Ces inclusions, visibles au M.E.T., se retrouvent dans le symbiote, dans la vacuole
contenant le symbiote et également dans le cytoplasme de la cellule héte (P1. 10D ; 11F). Enfin,

comme chez les Strombidae, nous avons observé un stade bourgeonnant.

2.3 Caractérisation des Sporozoaires

2.3.1 Mise au point d'un protocole d'isolation

des symbiotes

Le protocole d'isolation des symbiotes sur gradient de percol-imidazole nous a effectivement permis

d'obtenir une fraction relativement purifiée de symbiotes. Cette premicre technique est suffisante
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pour réaliser des observations aux microscopes photonique et électroniques. En revanche, les
contrdles réalisés grace au DAPI nous montrent que la solution de symbiotes obtenue contient
¢galement un nombre non négligeable de noyaux libres, issus du broyat des cellules de la glande.

Le protocole adapté de purification des symbiotes en centrifugation différentielle a, quant a lui,
permis d'obtenir une solution de symbiotes purs. Les controles réalisés au DAPI n'ont révélé la
présence d'aucun noyau dans la solution. Lors des centrifugations différentielles, différentes

fractions sont isolées. Nous présentons dans le tableau 4 les contenus des surnageants a l'issue des

centrifugations.

Tableau 4: Contenus des surnageants a l'issue des centrifugations lors du protocole de purification des symbiotes.

Gros  Petites  Grains Noyaux Pet}tes .

L . . A spheres Symbiotes

débris particules orangés de I'hote

bleues

Apres saccharose 30 % +++ +++ + tH4- - -
Apres saccharose 60 % + - -+ -+ - -
Apres saccharose 80 % 1 - - -+ ++ ++ ++
Apres saccharose 80 % 11 - - -+ + ++ +
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2.3.2 Marquage de 1'A.D.N. au DAPI et au Sybr
Green®

Afin de mettre en évidence les noyaux des symbiotes, nous avons réalisé une série de marquages au
DAPI et au Sybr Green®. A partir des solutions purifiées en symbiotes, il n'a pas été possible de
révéler la présence de noyaux dans la fraction « symbiotes ». Les intercalants nucléotidiques utilisés
ne pénetrent visiblement pas la coque des symbiotes. Dans une seconde approche, nous avons voulu
révéler I'A.D.N. sur coupes semi-fines de tissus fixés et inclus en résine LR-White. Les planches 12
et 13 présentent les résultats des marquages de 1'A.D.N. sur coupes semi-fines de la glande digestive
de S. gigas et de P. glauca. Les résultats sont les mémes avec les deux intercalants. Nous sommes
en mesure de révéler les noyaux des cellules de la glande, en revanche, le matériel nucléaire des
symbiotes n'est pas fluorescent (Pl. 12 ; 13). Bien que chez certains stades des symbiotes de
S. gigas, nous ayons observé un faible marquage sous forme de plusieurs petits points dans un
symbiote (Pl. 12D), nous n'avons jamais vu de noyaux Eucaryotes marqués dans les différents
stades de symbiotes. Pour P. glauca comme pour S. gigas, sur les coupes marquées au DAPI ou au
Sybr Green®, les symbiotes apparaissent sous forme de taches noires ou trés peu teintées. Les
noyaux des cellules épithéliales des tubules sont, en revanche bien marqués. Chez P. glauca, les
cellules digestives présentent un noyau basal, a proximité des inclusions caractérisant ces cellules.

Ces inclusions ne sont pas marquées par les intercalants nucléotidiques (P1. 13C).

2.3.3 Mise en place d'un protocole d'extraction
adapté a ces symbiotes

Les digestions enzymatiques que nous avons testées n'ont pas montré de résultats encourageants
quant a l'attaque des coques. Quelle que soit l'enzyme testée (protéinase K, pepsine, pronase ou
trypsine), quelle que soit la concentration ou encore le temps d'incubation, les contrdles au
microscope optique nous ont clairement montré que cette approche est tout a fait inefficace pour
attaquer les coques des symbiotes. Cette coque semble tres résistante et ne laisse pas pénétrer les
marqueurs nucléotidiques tels que le DAPI ou le Sybr Green®.

Le broyage mécanique des coques au mortier dans de 1'azote liquide s'est révélé plus encourageant.
En revanche nous n'avons pas ét¢ en mesure de réaliser une extraction d'A.D.N. exploitable a 1'issue
de ce type de broyage. Les contrdles au microscope optique nous ont permis de constater que seul

un tres faible pourcentage des symbiotes semble « cassé » par l'action du mortier. La majorité reste
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intacte et I'A.D.N. des symbiotes reste donc inaccessible.

L'action des ultrasons a également été testée, mais les ultrasons seuls, ou les ultrasons combinés a
un broyage mécanique au mortier dans de I'azote liquide n'apportent pas plus de résultats. De la
méme fagon, les chocs thermiques réalisés entre des bains d'azote liquide et d'eau en ébullition
(amplitude thermique de 1'ordre de 300°C) restent sans effet sur les coques des symbiotes.

Le protocole de Zhao et al., adapté a nos symbiotes, ne nous a pas permis d'obtenir d'A.D.N. En
revanche, la premiere étape d'incubation en présence d'hypochlorite de sodium semble fortement
fragiliser les coques des symbiotes. De plus, nous avons constaté que la congélation/décongélation,
a l'issue de cette incubation, provoque la rupture systématique des coques. Il s'agit a ce jour de la
seule technique parmi celles que nous avons testée qui provoque un résultat aussi encourageant.
Enfin, dans le cadre d'une collaboration avec Laurent Toffin du Laboratoire de Microbiologie des
Environnements Extrémes (U.M.R. 6197) a Brest, le kit d'extraction Fast D.N.A.* Spin kit for soil,
initialement prévu pour l'extraction d'A.D.N. d'échantillons résistants du sol a été testé sur la
fraction « symbiote » isolée a partir de la glande digestive de S. gigas. L'étape de broyage
mécanique par l'action des billes de verre semble avoir endommagé efficacement les coques des
symbiotes. A I'issue de cette extraction et aprés vérification par électrophorése, nous avons obtenu

une faible quantité d'A.D.N. de l'ordre de 30 ng.ul™.

2.3.4 Amplification du gene de 1'A.R.N.r. 18S

L'A.D.N. obtenu a partir de la fraction « symbiote » de S. gigas grice au kit Fast DN.A.® a été
utilis€ pour réaliser une amplification par P.C.R. du géne de I'A.R.N.r. 18S avec des amorces
classiques. Le contrdle par électrophorese aprés I'amplification a confirmé que le géne a bien été
amplifié. Le produit P.C.R. a été séquencé directement et l'analyse de la séquence obtenue a
malheureusement révélé qu'il s'agissait de 'A.D.N. de I'hote S. gigas et non du symbiote.

Dans le cadre d'une seconde approche, une extraction d'A.D.N. total a été réalisée a partir d'un
fragment de glande digestive de S. gigas. Cette extraction, controlée par électrophorése, a été
réalisée avec succés. A partir de cet A.D.N. total (issu de S. gigas et des symbiotes) des
amplifications par P.C.R. avec des amorces spécifiques du groupe Coccidia (Sporozoa) ont été
réalisées. A l'issue de ces tentatives d'amplification, nous n'avons obtenu aucune bande d'A.D.N.

lors des contrdles sur gel d'agarose en utilisant cette technique.
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2.3.5 Analyse élémentaire de la coque des

symbiotes
A partir des fractions purifiées, nous avons réalisé une analyse en dispersion d'énergie des rayons X
(E.D.X.) sur la coque des symbiotes. En plus des éléments retrouvés classiquement dans les tissus

organiques, cette analyse a permis de mettre en évidence la présence d'autres ¢léments. Ceux-ci sont

présentés dans le tableau 5 ci-dessous et les spectres obtenus sont présentés dans la planche 14.

Tableau 5: Eléments détectés par analyse en dispersion d'énergie des rayons X (analyse E.D.X.) dans la coque des
symbiotes de trois espéces de la famille des Strombidae: S. costatus, S. gallus et S. raninus.

Al Ca Cu Fe Mg P S Zn
Strombus costatus X X X X
Strombus gallus X X X X X
Strombus gigas X X X X X X
Strombus raninus X X X X X X X X

2.4 Mode de transmission des Sporozoaires

2.4.1 Analyse des feces des Strombidae

Nous avons mis en évidence la présence de Sporozoaires identiques a ceux de la glande digestive,
dans les féces de S. costatus, S. gallus, S. gigas (Pl. 15), S. pugilis et S. raninus. Malheureusement,
les feéces de L. lambis et S. galeatus n'ont pas pu étre analysées. Les féces des Strombidae sont
composées d'un chapelet de petits amas compactés pour former une masse couleur sable. En
décomposant ces amas, on observe au microscope optique qu'ils sont composés de débris de
macroalgues, de phytoplancton (diatomées entre autres) et de petites spheres jaunes a brunes de
7 um de diameétre en moyenne (Pl. 15A, B). Ces sphéres correspondent, de par leur taille, leur
aspect et leur couleur, aux grains des cellules digestives positifs au bleu alcian (P1. 15B). Ils
constituent une part importante des féces des Strombidae. Enfin, les féces contiennent également les
symbiotes décrits dans la glande digestive (Pl. 15C, E). Aprés quelques jours de jeline, les féces ne

sont plus constituées que des grains orange-jaune et des Sporozoaires. Les féces n'ont pas été
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incluses en résine, ni en paraffine, donc nous n'avons pas réalis¢ d'observation de ces symbiotes en
coupe, néanmoins, l'observation directe au microscope photonique nous apprend que les trois

morphotypes observés dans la glande digestive sont présents dans les féces (P1. 15C-E).

2.4.2 Elevage de larves

Nous avons obtenu des larves véligéres de S. costatus, S. gigas et de S. pugilis. Ces larves sont
issues, soit de cordons de ponte prélevés dans le milieu naturel (S. costatus, S. gigas et S. pugilis),
soit de cordons de ponte obtenus spontanément au laboratoire (S. costatus et S. pugilis). Les
cordons de ponte issus du milieu naturel se présentent sous la forme d'une « pelote » en forme de
croissant d'environ 5 cm de long, 2,5 cm de large et 2 cm de haut (mesures pour S. pugilis) (Pl.
16A). Cette pelote est composée d'un unique cordon qui s'enroule en solénoide plus ou moins
régulier (P1. 16B). Ce cordon est recouvert d'une fine couche de sable et contient les embryons en
cours de développement (P1. 16A). En revanche, les cordons de ponte obtenus au laboratoire se
présentent, soit sous la forme d'une pelote désorganisée, soit sous la forme de longs filaments, tantot
emmeélés, tantot linéaires. Les bacs d'¢levage ne contenant pas de sable, les cordons de ponte
obtenus au laboratoire ne sont pas recouverts d'une pellicule de sable. Ils sont translucides et
laissent apparaitre des centaines de milliers d'embryons par transparence (P1. 16B, C).

Le 16 avril 2009 a 8h30, nous avons observé un individu de S. costatus en train de pondre. Nous
avons donc prélevé une partie du cordon de ponte pour suivre le développement des embryons en
temps réel et ce, depuis le stade le plus précoce. La premiére observation a Ty, révele que les ceufs,
contenus dans une gangue d'un diamétre d'environ 230 nm, sont tous au stade 1 cellule (Pl. 16D). A
Tans, la majorité des ceufs sont devenus des embryons au stade 2 cellules (P1. 16E) et a Tgns, les
embryons sont passés au stade 4 cellules (P1. 16F). A la fin de la journée ( T o), les embryons sont
tous au stade 8 cellules (Pl. 16G). Apres 3 jours de développement, nous commengons a voir
apparaitre un mouvement dans certains embryons qui sont alors des larves trochophores (P1. 161) et
les premiéres éclosions sont observées aprés 4 jours de développement. A la fin du 5™ jour, la
totalité des ceufs ont éclos. Les embryons sont alors des larves véligéres d'environ 300 nm.

Apres environ trois ou quatre jours de développement, le vélum des jeunes larves, passe de deux a
quatre lobes (Pl. 16]). Dans les conditions d'élevage des larves que nous décrivons dans la partie
Matériel et Méthodes, nous n'avons pas obtenu de larves plus vieilles que 11 jours de
développement. Cependant, les jeunes larves possedent déja une glande digestive fonctionnelle (P1.

16K). Les observations au microscope photonique montrent que l'estomac est rempli d'algues
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unicellulaires, celles-ci sont entrainées par un mouvement de rotation rapide. Une partie du contenu
stomacal est envoyé¢ dans la glande digestive et on observe un flux et reflux du bol alimentaire entre
la glande digestive et 1'estomac. Ce mouvement est donné par les contractions rythmées de la glande

digestive.

2.4.3 Détection des symbiotes dans les embryons
et les larves d'élevage

Lors des observations des coupes semi-fines d'embryons aucune structure similaire aux
Sporozoaires présents chez les Strombidae adultes n'a été détectée (Pl. 16L). De la méme fagon, sur
une jeune larve (éclosion + 1 jour de développement), nous n'avons pas détecté de Sporozoaires (Pl.
16M). En revanche, sur une larve plantigrade ¢€levée 29 jours en eau filtrée au laboratoire sans
contact avec d'éventuelles contaminations issues du milieu naturel, nous observons des structures
rondes, ovales et polylobées de 11,63 pm de long pour 9,1 um de large (P1. 17A-C). Ces structures
se rencontrent a proximité des cellules cryptiques. Il est difficile de dire si elles sont dans des
cellules vacuolaires, car a ce stade de développement ce type cellulaire ne semble pas encore bien
en place. En revanche, nous pouvons dire que ces structures présentent de nombreux points
communs avec les Sporozoaires hébergés par la glande digestive des adultes : la masse qui compose
la structure est dense aux électrons, ces structures sont de forme et de taille cohérentes avec celles
des Sporozoaires détectés chez les Strombidae, on les retrouve entre les blocs de cellules digestives

et enfin, on observe de petites inclusions a l'intérieur (PL. 17).
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3 Discussion

3.1 La glande digestive et ses symbiotes

3.1.1 Description de la glande digestive des
Strombidae

Ce n'est que trés récemment qu'a été faite la premicre description de protistes, apparemment du
groupe des Sporozoaires, infectant en grand nombre, la glande digestive de S. gigas (Baqueiro
Cardenas et al. 2007a, b). S. gigas faisant l'objet d'études essentiellement centrées sur la
reproduction, la gestion des stocks, ou l'aquaculture (Aldana Aranda 2003 ; Aldana Aranda et
Suédrez 1998 ; Avila-Poveda et Baqueiro-Cardenas 2009 ; Brito-Manzano et Aranda 2004 ;
Schweizer et Posada 2006), I'analyse de la glande digestive n'avait alors recu que peu d'attention.
Dans la premiére description de Baqueiro Cardenas et al. (2007), la glande digestive de S. gigas est
décrite comme un assemblage de tubules et de canaux. Les tubules sont décrits comme étant
composés de deux types cellulaires : les cellules sécrétrices, caractérisées par des granules positifs
au bleu alcian, et les cellules cryptiques, caractérisées par un cytoplasme vacuolaire. Dans un
second article, les auteurs font une description beaucoup plus détaillée du tissu, dans laquelle ils
proposent, finalement, que les tubules soient composés de trois types cellulaires: les cellules
digestives (anciennement identifi¢es comme cellules secrétrices), les cellules vacuolaires
(anciennement identifiées comme cellules cryptiques) et les cellules cryptiques nouvellement
décrites (Gros et al. 2009). Nos observations sont en accord avec cette derniere description. Comme
dans les travaux précédents, nous avons identifi¢ les cellules vacuolaires comme étant le type

cellulaire qui abrite les symbiotes (Baqueiro Cardenas ef al. 2007a, b ; Gros et al. 2009).
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3.1.2 Caractérisation structurale des symbiotes

des Strombidae

Les observations effectuées sur les sept espéces de Strombidae nous ont appris que les différents
stades de symbiotes sont présents chez toutes les espeéces. Nous avons malheureusement rencontré
des problémes de fixation qui sont probablement dus a la présence d'une coque épaisse et plus ou
moins étanche qui ne laisse pas bien pénétrer les fixateurs a l'intérieur des symbiotes. Duszynski et
Gardner (1991) ont montré que, chez les Coccidia, 'utilisation des fixateurs classiques en solution
aqueuse peut se révéler inefficace pour conserver l'intégrité structurale des oocystes et de leurs
sporocystes. Dans une revue récente sur les oocystes des Coccidia, Belli et al. (2006) rapportent
également que la paroi de l'oocyste est imperméable aux substances hydrosolubles, ce qui inclus les
fixateurs que nous avons utilisés. Les Coccidia et plus généralement les Sporozoaires, sont, en effet,
connus pour avoir un stade sporulant, I'oocyste, présentant une coque épaisse et rigide (Azevedo et
Cachola 1992 ; Azevedo et Padovan 2004 ; Belli et al. 2006 ; Perkins 1991 ; Valigurova et Koudela
2006). Certains auteurs rapportent également une paroi €paisse et résistante détectée chez les
sporocystes (Gestal et al. 2000; Gestal et Santiago 2002 ; Zhao et al. 2001). Dans notre cas, une
coque épaisse, dense aux €lectrons a été détectée chez certains stades des symbiotes présents dans la
glande digestive des Strombidae. Celle-ci a visiblement empéché la fixation du contenu des stades a
coques.

A notre connaissance, aucune analyse élémentaire de la paroi externe des oocystes d'Apicomplexa
n'a été réalisée par analyse E.D.X. Seule une étude réalisée sur la paroi du sporocyste de deux
Aggregata (Apicomplexa) rapporte la présence des €léments : calcium, silicium, sodium, soufre et
phosphore (Gestal et Santiago 2002). Nous n'avons pas détecté¢ de sodium, ni de silicium, en
revanche, en plus des autres ¢léments, nous avons détect¢ du magnésium ainsi que des métaux :
aluminium, cuivre, fer et zinc.

Malgré les problémes de fixation, nous avons identifi¢ différents stades de développement chez les
symbiotes. Le plus fréquent correspond au stade a coque épaisse. Ce stade, décrit chez S. gigas est
nommé sporocyste par Gros et al. (2009). Nous souhaitons revenir sur cette terminologie et
remplacer le terme de sporocyste par celui d'oocyste. Dans la bibliographie, le stade oocyste le plus
proche que nous ayons trouvé, dun point de vue morphologique, est celui du Sporozoaire Emeria
macusaniensis qui parasite le lama, Lama glama (Jarvinen 1999). Chez les Sporozoaires, le stade a
coque é€paisse qui contient des bourgeonnements et qui est excrété dans l'environnement pour la

contamination de nouveaux individus s'appelle 1'oocyste. Il contient des sporocystes qui renferment
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les sporozoites (Perkins 1991 ; Speer et al. 1998). Dans certains cas, les oocystes renferment
directement les sporozoites (Valigurovd et Koudela 2006). Le nombre de sporocystes et de
sporozoites varie suivant les groupes taxinomiques, il peut y avoir plus de 16 sporozoites par
sporocystes et plus de 16 sporocystes par oocystes et cela donne un élément de diagnostic a I'échelle
du genre (Bush et al. 2001). Malheureusement, dans notre cas, cela ne nous a pas permis de préciser
la position systématique des symbiotes puisque nous n'avons pas vu se dégager un nombre de
bourgeonnements particulier, probablement du fait des problémes de fixation que nous avons
rencontrés. Ensuite, le stade caractérisé par la présence d'une paroi fine et d'inclusions sphériques
est nomm¢é gamonte par 1'étude de Gros ef al. (2009). Enfin, le stade en forme de goutte est décrit
par Gros et al. (2009) comme étant le stade trophozoite. Méme si nous ne pouvons rien affirmer,
nous ne souhaitons pas nous avancer autant pour ce qui est de l'identification des différents stades
de développement des symbiotes. Tout d'abord, parce que l'identification des symbiotes ne repose
que sur les premiéres observations en microscopie photonique et qu'elle n'a, a ce jour, jamais été
confirmée par une analyse phylogénétique. Autrement dit, nous ne pouvons pas exclure que ces
structures n'appartiennent pas a I'embranchement Sporozoa. Ensuite, nous n'avons jamais observé
d'organites du complexe apical des Sporozoaires. En effet, les Sporozoaires sont caractérisés par la
présence au stade trophozoite d'un complexe d'organites spécifiques, composé d'anneaux polaires,
de rhoptries, de micronémes, d'un conoide et de microtubules (Perkins 1991). Du reste, le stade
trophozoite ne présente normalement pas de coque chez les Sporozoaires, or, nos observations et
celles de Gros et al. (2009) font état, dans les trophozoites, de coques internes sous forme de

couches concentriques semblables a celles du stade oocyste.

3.1.3 Caractérisation moléculaire des symbiotes

des Strombidae

Les tentatives d'extraction d'A.D.N. que nous avons effectuées se sont révélées infructueuses et
nous n'avons malheureusement pas pu vérifier le groupe taxinomique des symbiotes par une analyse
phylogénétique. La encore, la coque des symbiotes est probablement la cause du probléme.
Premiérement, la résistance des coques aux attaques chimiques et mécaniques est une barriere
directe aux extractions d'A.D.N. et deuxiémement, 1'étanchéité des coques ne permet pas aux
solutions tampons de pénétrer dans les symbiotes. Quand nous arrivons tout de méme a briser une
partie des coques, nous n'obtenons pas d'A.D.N., probablement parce que ce dernier, non stabilisé

par les solutions tampons, s'est dégradé pendant la procédure. Le stade oocyste des Coccidia du
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genre Emeria posséde une coque connue pour étre particulierement résistante aux attaques
chimiques et mécaniques (Zhao et al. 2001). Pour les oocystes de ce genre, une étape
supplémentaire de rupture de la coque des oocystes et de la paroi des sporocystes s'avére donc
indispensable au préalable d'une extraction d'A.D.N. Zhao et al. (2001) ont proposé un protocole en
deux étapes pour extraire I'A.D.N. de ces oocystes. Une premicre incubation en présence
d'hypochlorite de sodium permet de rompre la coque externe des oocystes. La seconde étape est la
rupture de la partie interne de la coque essentiellement composée de protéines et de lipides. Cette
seconde étape consiste en une digestion enzymatique classique en présence de protéinase K et de
détergent. Nos tentatives d'extraction les plus encourageantes se basent sur cette technique.
Malheureusement, nous n'avons pas obtenu d'A.D.N. exploitable a l'issue de ces protocoles. Cette
méthode représente cependant une piste a suivre.

La seconde approche que nous avons eue consiste a réaliser une amplification de I'A.D.N. des
Sporozoaires a partir d'une solution d'A.D.N. total (Strombidae plus Sporozoaires). Il s'agit d'une
piste intéressante, puisqu'elle rend possible 1'accés au contenu génomique des stades sans coque,
présent dans les cellules de la glande digestive, que nous n'isolons pas dans les fractions purifiées en
symbiotes. En revanche, cette seconde technique souffre de trois points faibles :

1. Nous partons du postulat que les symbiotes sont des Sporozoaires pour dessiner des amorces
P.C.R. spécifiques, or nous ne sommes pas sirs qu'il s'agisse bien de Sporozoaires.

2. Les Sporozoaires forment un groupe tres diversifié et il n'est pas possible de dessiner des
amorces spécifiques de I'embranchement. Il faut donc utiliser des sondes spécifiques d'un
sous-groupe (en l'occurrence les Coccidia), en espérant qu'il s'agisse bien du groupe
d'appartenance des symbiotes.

3. Enfin, les Sporozoaires font partie des groupes les plus mal connus d'un point de vue
phylogénétique (Morrison 2009). Si tant est que les symbiotes soient des Coccidia, il n'est
pas certain que la sonde dessinée a partir du petit nombre de séquences connues pour le
clade choisi soit également complémentaire du géne a amplifier chez notre espéce de

symbiote.

A ces trois points, il convient d'ajouter une remarque. Les insectes, qui sont considérés comme un
des groupes les plus mal connus en termes de biodiversité, comptent environ 950 000 especes
répertoriées pour un total estimé entre 4,5 et 30 millions d'especes. L'embranchement Sporozoa ne

compte que 6000 especes connues pour un total estimé entre 1,2 et 10 millions (Adl et al. 2007 ;
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Morrison 2009). De plus, les Sporozoaires ne sont pas étudiés de fagcon homogene. Seul un petit
nombre de groupes taxinomiques, lesquels contiennent les espéces pathogénes pour I'Homme, ses
animaux domestiques ou les especes d'¢levage (Toxoplasma, Plasmodium, Emeria,...), recoit
l'attention des chercheurs. En conséquence, les connaissances qui en découlent ne sont pas
représentatives de I'embranchement tout entier. Pour conclure ce paragraphe, voici une citation de la
revue de Morrison D. A. sur l'évolution des Apicomplexa (2009) : « They [Apicomplexa] are
unicellular endoparasites that are hard to find and which have few easily studied characteristics
(mainly life-cycle patterns, cyst organisation and ultrastructure). This combination makes them

among the most difficult of organisms to work with. »

3.1.4 Les symbiotes dans les Gastéropodes d'eau
douce

Des symbiotes similaires & ceux que nous avons détectés dans la glande digestive de Marisa
cornuarietis et de Pomacea glauca ont été observés dans les cellules pyramidales de la glande
digestive de Pomacea canaliculata (Castro-Vazquez et al. 2002 ; Koch et al. 2006 ; Vega et al. 2005
; 2006 ; 2007). Pour ces auteurs, le symbiote que nous présentons comme un Eucaryote du groupe
des Sporozoaires serait une forme kystique d'un endosymbiote Procaryote non identifié qu'ils
nomment « corpuscule K ». De plus, ils considérent que les granules présents dans les cellules
digestives de P. canaliculata sont le stade précoce de ce méme Procaryote symbiotique qu'ils
nomment alors « corpuscule C ». Nous avons également fait I'observation de ce que ces auteurs
nomment « corpuscule C » dans les cellules digestives de M. cornuarietis et de P. glauca. En
revanche, nous ne partageons pas leur avis quant a la nature de ces structures et ce pour plusieurs

raisons que nous allons maintenant présenter.

Les « corpuscules C » : symbiotes ou poubelle cellulaire?

Tout d'abord, les grains des cellules digestives, ou « corpuscules C », ne sont pas dans le méme type
cellulaire que ce que Castro-Vasquez et al. (2002) consideérent comme la forme kystique: les
« corpuscules K ». Bien qu'étonnant, il n'est pas totalement impossible qu'une endosymbiose
implique deux types cellulaires distincts, avec deux stades de développement associés aux deux
types cellulaires. Cependant, nous n'avons jamais observé de symbiotes a l'interface de ces deux
types cellulaires. D'autre part, les « corpuscules C» et « K» sont morphologiquement tres

différents. Ils n'ont méme rien en commun, or, nous n'avons jamais observé de morphotype
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intermédiaire qui pourrait autoriser a penser que ces deux structures sont deux stades de
développement du méme organisme.

Deuxiemement, les grains des cellules digestives sont bien connus dans la glande digestive des
Gastéropodes. Ainsi, il existe de nombreux exemples de glandes digestives qui ne présentent pas
d'association avec ce qu'ils nomment « corpuscule K », mais qui présentent bien des grains dans les
cellules digestives et cela dans les trois groupes de Gastéropodes de la classification traditionnelle:
chez des Pulmonés (Walker 1970), chez les Opistobranches (Lobo-Da-Cunha 2000) ou chez les
Prosobranches (Taieb 2001). De plus, les analyses cytochimiques des cellules digestives des
Gastéropodes précisent que ces « corpuscules C » qui sont souvent dénommés « granules jaunes »
sont formés par l'accumulation de corps résiduels de lysosomes et concentrent les matiéres non
digérées (Nelson et Morton 1979). Par ailleurs, nous verrons dans le chapitre IV, que nos propres
analyses cytochimiques précisent la nature de ces granules qui est visiblement incompatible avec
I'hypothése de Castro-Vasquez et al. (2002).

Troisiémement, un des arguments avancé par Castro-Vasquez et al. en faveur d'une nature
endosymbiotique des grains des cellules digestives est la détection d'A.D.N. a partir d'une fraction
purifiée en « corpuscules C ». En outre, les auteurs avancent que ces structures sont des Procaryotes
puisqu'ils sont en mesure d'amplifier le géne de 1'A.R.N.r. 16S, présent seulement chez les
Procaryotes, a partir de cette méme fraction purifiée (Vega et al. 2005). Ce dernier argument, s'il
semble a premiere vue décisif pour ce qui est de l'identification des « corpuscules C », se révele
insuffisant quand on y regarde de plus prés. La mise en place d'un protocole de purification des
symbiotes nous a permis de constater la difficulté a aboutir a une solution parfaitement pure et
exempte de contamination d'A.D.N. Vega et al., eux-mémes précisent que leur fraction purifiée de
« corpuscules C » n'est pure qu'a 91,6 % (Vega et al. 2005). Sachant que P. canaliculata vit en
association avec de nombreuses bactéries dans son tube digestif (Vega et al. 2006) et que nous
avons personnellement observé des bactéries dans la glande digestive des Strombidae (données non
présentées), une contamination de la fraction purifiée par des bactéries est fortement probable. Cette
contamination pourrait expliquer l'amplification du géne de 'A.R.N.r. 16S. Pour ces raisons, nous
souhaitons relativiser leur identification des « corpuscules C » tant qu'aucun séquengage ne viendra
oter le doute d'une éventuelle contamination d'origine Procaryote. Dans notre cas, par exemple, a
l'issue d'une des tentatives d'extraction des symbiotes, nous avons obtenu une faible quantité
d'A.D.N. qui nous a permis de réaliser une amplification par P.C.R. en utilisant des amorces

généralistes Eucaryotes (A.R.N.r. 18S). En s'arrétant a ce résultat, nous pourrions conclure que les
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symbiotes sont des Eucaryotes mais, une fois le produit de I'amplification séquencé, l'analyse
phylogénétique de la séquence a révélé qu'il s'agissait d'A.D.N. contaminant issu des cellules de
1'hote.

Enfin, nos colorations au DAPI et au Sybr Green® montrent que les granules des cellules digestives
ne contiennent pas d'A.D.N. S'il est probable que des problémes de fixation expliquent 1'absence de
fluorescence dans les symbiotes des cellules pyramidales qui présentent une coque épaisse, les
granules des cellules digestives, eux, sont correctement fixés mais ne sont, malgré tout, pas marqués

par les intercalants fluorescents.

Les « corpuscules K » ou les symbiotes Sporozoaires

Les « corpuscules K » décrits chez P. canaliculata sont similaires aux symbiotes que nous détectons
chez M. cornuarietis et P. glauca. 1ls sont de la méme taille, de la méme forme, de la méme couleur
et présentent la méme résistance aux protocoles d'extraction d'A.D.N. que celle que nous avons
rencontrée pour les symbiotes des Strombidae (Vega et al. 2005). Comme nous I'observons chez les
Strombidae, Castro-Vasquez et al. (2002) rapportent que les symbiotes sont retrouvés dans les
feces. Ils rapportent également la présence de symbiotes similaires chez M. cornuarietis, P.
insularum, P scalaris ainsi que chez Asolene pulchella. 1ls considérent donc que cette symbiose
résulte d'un épisode d'infection qui serait intervenu trés tot dans 1'évolution des Ampullariidae. La
détection de symbiotes similaires chez des Gastéropodes marins, indique que, sauf cas d'évolution
convergente chez les deux groupes de Gastéropodes, un tel épisode a dii avoir lieu bien plus tot dans
'évolution que ce que supposent Castro-Vasquez et al (2002).

Les observations réalisées chez les Strombidae nous ont appris que les symbiotes occupent un
volume non négligeable de la glande digestive. Ce volume a été quantifié chez P. canaliculata, ou
les symbiotes (uniquement les « corpuscules K » pour les auteurs) représentent en moyenne 5,15 %
chez les males et 11,88 % chez les femelles du volume total de la glande (Koch et al. 2006).
L'analyse au microscope €lectronique a transmission des symbiotes de P. canaliculata a révélé que
lorsque 1'on observe le stade en forme de goutte, la partie apicale, plus fine, présente de petites
inclusions sphériques qui semblent témoigner d'un échange entre le cytoplasme de la cellule hote et
le symbiote. Des observations similaires ont été réalisées par Koch et al. (2006) chez
P canaliculata et les auteurs prennent le parti de dire que le sens du transfert de ces petites
inclusions va du cytoplasme de la cellule hote vers le symbiote. Ils considérent qu' un processus

d'endocytose au pole apical de la cellule hote est a la base de la formation de ces petites inclusions
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denses aux électrons.

Les descriptions de la glande digestive des Caenogastéropodes font souvent référence a des
inclusions sphériques a ovales, de 5 a 30 um, parfois constituées de couches successives entourant
de plus petits granules. Ces structures sont décrites de couleur jaune-brun a marron et sont
localisées dans un type cellulaire minoritaire, situ¢ entre les blocs de cellules digestives (Boghen et
Farley 1974 ; Fretter et Graham 1962 ; Lutfy et Demain 1967 ; Merdsoy et Farley 1973 ; Voltzow
1994 ; Wigham 1976). Ces descriptions font probablement référence a des structures similaires a
celles que nous nommons symbiotes Sporozoaires. En effet, la couleur, la forme et la localisation
correspondent a celles des Sporozoaires que nous décrivons dans la glande digestive de
M. cornuarietis, de P. glauca et des Strombidae. Or, la bibliographie ne précise pas la nature de ces
structures qui sont nommeées « granules », « sphérules » ou « inclusions ». La fonction supposée de

ces structures serait liée a des processus d'excrétion, mais elle reste trés mal comprise.

3.2 Nature de la relation entre les Sporozoaires et les

Gastéropodes

Il existe probablement une infinit¢ d'interactions durables. Une quantit¢é innombrable de
déclinaisons peuvent se placer sur un continuum allant de la relation parasitaire la plus virulente a la
relation mutualiste par excellence, qui profite largement aux deux participants. Ce qui définit la
position sur ce continuum est le bilan bénéfice/colt de la relation pour les deux participants. En
théorie, la parasitose stricte aurait un bilan bénéfice/cotit de 1 pour le symbiote et de O pour I'hote.
A lautre extrémité du continuum, dans une relation mutualiste, le bilan bénéfice/coit serait de 1
pour le symbiote comme pour I'hote. En réalité, toute interaction durable a un colt pour les deux
participants, ainsi, méme dans le cas de relations commensales ou mutualistes, la relation n'est
jamais a 100 % bénéfique pour aucun participant. La tolérance d'un hdte pour un organisme
étranger dans son environnement proche, voire dans ses tissus, représente toujours un cotit que ce
soit en termes d'immunité, de perte d'espace, de réorganisation tissulaire, ou autre géne directement
ou indirectement liée a la présence du symbiote. Ces quelques phrases d'introduction sont la pour
rappeler que les interactions durables ne rentrent pas dans des cases aux limites bien définies. La
nature des interactions durables s'apprécie de fagcon subjective par l'observateur. Au mieux, celui-ci

la place quelque part sur un continuum en fonction de I'évaluation, plus ou moins subjective, qu'il a
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fait du bilan bénéfice/coit de I'hdte et de son symbiote.

3.2.1 Définition et estimation de la wvirulence

La plupart des auteurs s'accordent a dire que la virulence d'un parasite se définit par la diminution
du succes reproducteur de 1'hdte infecté en comparaison de 1'hote sain (Combes 2001 ; Mehlhorn
2008). Poulin & Combes (1999) ont souligné le fait que les parasites n'ont pas de « genes de
virulence » (sauf dans les cas ou la transmission des parasites suppose la mort de celui-ci). L'action
du parasite sur son hote induit une réponse de ce dernier et c'est le bilan de l'action du parasite et de
la réponse de 1'hote qui est mesuré par la comparaison du fitness des hotes parasités et des hotes
sains. Ainsi, la virulence telle qu'elle est mesurée n'est pas une caractéristique du parasite mais du
systeme parasite-hote étudié. Du reste, pour un méme parasite cette virulence peut varier suivant
l'espece hote considérée ou méme, considérant la méme espéce hote, d'un individu hote a un autre
(Poulin et Combes 1999). Certains parasites exploitent leur hote de fagon rapide et destructrice. Une
exploitation rapide permet en effet aux parasites d'obtenir un rendement reproductif important.
D'une facon générale, on constate que le succes reproductif, ou fitness, des parasites est
positivement corrélé a la virulence (Frank 1996 ; Mackinnon et Read 1999). D'autres parasites font
le choix d'une exploitation plus « prudente » de leur hote, lequel constitue leur source de nourriture
et/ou leur habitat (Frank 1996). Dans notre cas, 'estimation de la virulence par la comparaison du
succes reproducteur des hotes infectés avec celui des hotes non infectés n'est pas faisable puisque
nous n'avons, a ce jour, jamais rencontré d'hotes ne présentant pas de symbiotes. D'autre part, nous
avons tenté de purger les hotes de leurs symbiotes en les maintenant en stabulation, c'est a dire dans
des bacs d'eau de mer filtrée sans apport de nourriture, mais cela s'est avéré inefficace (données non
présentées). Une telle purge des symbiotes s'observe notamment chez les Bivalves symbiotiques
Codakia orbicularis (Lucinidae) (Caro et al. 2009), Bathymodiolus azuricus (Mytilidae) (Riou et al.
2008) et Thyasiria flexuosa (Thyasiridae) (Dufour et Felbeck 2006). Dans notre mode¢le d'étude, il
s'avere donc pour l'instant impossible d'effectuer une comparaison hote infecté — hote sain.

Une étude sur une population de S. gigas de I'lle de San Andres (Colombie), dans laquelle un cycle
de reproduction atypique avait déja été mis en évidence (Castro Gonzalez et al. 2007), a réalisé une
comparaison statistique entre la quantité de symbiotes par hote (i. e. l'intensité de l'infection) et le
nombre d'hdtes atteignant la maturité sexuelle. Cette analyse suggere une corrélation négative entre
la quantité de symbiotes par hote et le nombre d'hétes matures ainsi qu'une corrélation positive entre

l'abondance des Sporozoaires et le nombre d'individus immatures (Aldana Aranda et al. 2009a).
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Cependant, rien n'indique qu'il y ait une relation causale entre la présence des symbiotes et la
situation problématique observée dans le cycle de reproduction. Dans cette population de S. gigas,
les individus matures ne sont observés qu'en aolt-septembre et représentent moins de 10 % de la
population, et les tubules de la glande digestive présentent une grande quantité de symbiotes (Castro
Gonzalez et al. 2007). En revanche, rien n'indique que ces deux informations ne sont pas sous
lI'influence d'un troisiéme facteur. L'abondance observée des symbiotes pourrait également étre la
conséquence de la perturbation du cycle de reproduction et non la cause. De plus, plusieurs études
ont montré que d'autres populations de S. gigas atteignent la maturité sexuelle et ont un cycle de
reproduction normal (Frenkiel et al. 2009 ; Reynal et al. 2009) et cela, malgré la présence des
symbiotes en grande quantité (Gros et al. 2009 ; Volland et al. 2010). Une étude sur la reproduction
de S. gigas en Floride a montré que les individus du large ont une reproduction normale alors que
ceux présents prés de la cote ont une reproduction perturbée. Cette étude a également testé
|'éventualité d'un lien entre la présence des symbiotes et la perturbation de la reproduction et aucune
corrélation n'a été trouvée (Aldana Aranda ef al. 2009b). Enfin, une étude réalisée au Yucatan
(Mexique) a suivi parallelement le stade de maturité de S. pugilis et la quantité de Sporozoaires
dans la glande digestive chez un total de plus de 400 individus et sur une période de deux ans.
L'analyse statistique des données n'a pas démontré d'effets négatifs des Sporozoaires sur la
reproduction des hotes. Au contraire, il est ressorti de ces analyses que l'abondance des
Sporozoaires et le nombre d'individus matures €taient positivement corrélé (Ariste-Zelise 2010). En
conclusion, nous ne pouvons estimer directement la virulence des symbiotes puisque nous n'avons
jamais observé d'individus ne présentant pas de symbiotes. Cela étant, nous n'avons noté aucun
signe de maladie ou de mauvaise santé chez les hotes, qui atteignent, par ailleurs, la maturité
sexuelle malgré la présence des symbiotes. De plus, le suivi de 1'abondance des Sporozoaires, i. e.
l'intensité de l'infection, n'a pas permis d'établir un effet pathogeéne pour la reproduction des hotes.
Au contraire, la plus grande étude de ce type a mis en évidence une corrélation positive entre
l'intensité de l'infection et le nombre d'individus matures. Ces éléments nous invitent a penser que

nous sommes en présence d'une relation peu, voire, non virulente.

3.2.2 Mode de Transmission des symbiotes

Chez toutes les especes de Strombidae pour lesquelles nous avons pu réaliser des observations, des
symbiotes ont ét¢ détectés dans les feces. La présence de Sporozoaires dans les feéces constitue une

voie de libération vers 1'environnement qui pourrait étre a l'origine de contamination de nouveaux
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individus. En d'autres termes, la présence de symbiotes dans les féces suggére qu'il existe une voie
de transmission horizontale entre les individus hoétes. Il existe effectivement des exemples de
transmission similaire via I'environnement. La sépiole Euprymna scolopes, qui vit en symbiose avec
la bactérie Vibrio fisheri, contrdle sa population symbiotique en rejetant quotidiennement 90 % de
ses bactéries, facilitant ainsi la contamination de nouveaux individus, notamment des juvéniles
dépourvus de symbiotes (McFall-Ngai 1998). Cependant, nous ne sommes pas en mesure d'affirmer
que les symbiotes relachés dans les féces sont vivants, et qu'ils sont contaminants. Une perspective
intéressante et qui validerait I'hypothése d'une transmission horizontale, serait la mise en contact de
jeunes hotes dépourvus de symbiotes (aposymbiotiques) avec les feces d'adultes contaminés. Nos
tentatives d'é¢levages de larves dans ce sens n'ont pas abouti a des larves aposymbiotiques. Au
contraire, nous avons mis en évidence la présence de symbiotes dans la glande digestive d'une larve
de 29 jours de développement, ¢levée en laboratoire dans une eau filtrée et donc exempte de
contaminations environnementales. Ceci indique que le symbiote est transmis verticalement des
parents aux embryons. Le fait que nous n'ayons pas détecté de Sporozoaires sur coupe dans un
embryon de 24 heures ¢levé dans les mémes conditions ne contredit pas cette hypothése. Il est
possible que les Sporozoaires prennent une forme différente lors de la transmission. Forme que
nous n'avons pas été en mesure de détecter sur coupe semi-fine. L'observation de coupes semi-fines
d'une larve vieille de 1 jour ne permet pas non plus de détecter les symbiotes mais, a ce stade, la
glande digestive n'est pas encore bien en place et il est possible que les symbiotes ne s'installent
dans la glande qu'une fois celle-ci définitivement en place. C'est le cas des bactéries symbiotiques
du Bivalve Solemya reidi, les symbiotes transmis verticalement sont « stockés » dans des vésicules
dans 1'espace entre 1'embryon et le test qui I'entoure et ce n'est qu'aprés la métamorphose et la mise
en place des différents types cellulaires de la branchie que les symbiotes s'installent dans leurs
cellules hotes, les bactériocytes (Gustafson et Reid 1988). Nos observations sont suffisantes pour
proposer une voie de transmission verticale des symbiotes. En revanche, seule une détection par
P.C.R. avec utilisation d'amorces spécifiques de 1'A.D.N. du symbiote, dans les embryons encore
protégés par la gangue, permettrait de valider ce mode de transmission. La transmission verticale est
un phénomene courant chez les parasites endocellulaires (Combes 1995). 11 existe de tels exemples
de transmission verticale chez les parasites du groupe Microsporidia (Dunn ef al. 1998 ; Slothouber
Galbreath et al. 2004 ; Terry et al. 1997). 1l s'agit d'un groupe diversifié de parasites Eucaryotes
endocellulaires qui a été classé pendant un temps dans le groupe Sporozoa (Perkins 1991) avant que

la phylogénie le rapproche des Eumycétes (Lecointre et Le Guyader 2001). Méme si elle reste

67



minoritaire, la transmission verticale est largement utilisée par les parasites de ce groupe (Dunn et
Smith 2001 ; Terry et al. 2004). 11 est intéressant de constater que chez Gammarus duebeni
(Amphipode), les parasites Microsporidia verticalement transmis Nosema granulosis et
Microsporidium sp n'ont aucun impact sur la quantité d'ceufs produits par leur hote, ils ne font que
modifier le ratio males/femelles en faveur des femelles (Ironside et al. 2003). Dans ce cas, la
virulence, qui se mesure en termes de diminution du fitness de 1'hote infecté, serait donc nulle. Les
parasites transmis verticalement voient leur succes reproductif directement li¢ a celui de leur hote,
c'est pourquoi ce mode de transmission est associ¢ a une virulence réduite et peut conduire au
développement de relations mutualistes (Bandi et al. 2001 ; Combes 2001 ; Dunn et Smith 2001). Il
existe plusieurs exemples d'organismes appartenant a un groupe de parasites qui ont un mode de
transmission verticale et qui, au fur et a mesure de co-évolution avec leur hote, ont vu leur relation
se pacifier pour parfois aboutir a une interaction mutualiste (Bandi et al. 2001). Citons le cas
intéressant des bactéries du genre Wolbachia qui infectent trés largement les Arthropodes mais
¢galement certains Nématodes (Combes 2001). Les Wolbachia sont transmises uniquement par les
hotes femelles, elles ont donc ¢laboré des stratégies afin d'augmenter la proportion de femelles dans
la population (féminisation des males et incompatibilité cytoplasmique entre un gamete infecté et
un gaméte sain) (Combes 2001 ; Zimmer 2001). Ce Procaryote parasite a transmission verticale
représente un bon exemple de symbiotes a la frontiére entre parasitisme et mutualisme. Si, a
I'échelle des individus, la modification du sexe-ratio peut sembler impacter négativement la
reproduction, a l1'échelle des populations, une telle modification a pour conséquence une
augmentation des phénomenes de dérive génétique qui peuvent conduire a 'apparition de nouveaux
caractéres et a la spéciation. Nous avons vu qu'une transmission verticale implique une relation
¢étroite entre le fitness de 1'hdte et celui du parasite. Chez les Wolbachia cela a conduit, dans certains
cas, a une co-évolution vers une relation mutualiste. Chez la guépe Asobara tabida, les Wolbachia
sont par exemple devenues des mutualistes indispensables a I'ovogenese chez leur hdte (Dedeine et
al. 2001). Autre exemple, chez les nématodes parasites de la famille des Filariidae, les Wolbachia
sont parfois bénéfiques a I'hote puisqu'elles délivrent des métabolites essentiels a 1'hote et qu'elles
jouent un role dans la diminution de la réponse immunitaire du mammifére hébergeant le nématode
parasite (Bandi et al. 2001 ; Fenn et Blaxter 2006 ; Mergot et Poinsot 2009). Dans une revue sur le
conflit dans la symbiose, Douglas A. D. (2007) consacre un paragraphe aux conséquences de la
transmission verticale en termes de diminution de la virulence. Elle y explique que dans une

interaction durable, les conflits naissent d'une divergence d'intéréts évolutifs et qu'ils peuvent se
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résoudre en augmentant la mise en commun d'intéréts, le paroxysme de cette mise en commun étant
la transmission verticale. La transmission verticale des symbiotes existe donc aussi bien chez les
parasites que chez les mutualistes, mais dans le cas des parasitoses, ce mode de transmission est le
plus souvent associé¢ a une virulence faible. Nous avons mis en évidence une voie potentielle de
transmission horizontale ainsi qu'une voie probable de transmission verticale. Notons que la
présence des deux modes simultanés de transmission a déja été décrite (Dunn et Smith 2001). Pour
conclure, nous ne pouvons utiliser a lui seul I'argument de la transmission verticale pour déterminer
la nature de la relation entre les Gastéropodes et les Sporozoaires. En revanche, la présence de ce

mode de transmission implique que la relation est probablement peu, voire non virulente.
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3.2.3 Prévalence vs Virulence

La prévalence est un indicateur qui correspond au nombre d'hdtes infectés par rapport au nombre
d'hotes examinés (Bush et al. 1997 ; Durfee 1978 ; Jovani et Tella 2006 ; Margolis et al. 1982). La

prévalence s'exprime donc, soit avec une valeur comprise entre 0 et 1, soit en pourcentage.

Hotes infectés
Prévalence = (X 100)
Hotes examinés

Dans notre cas, des individus hotes ne présentant pas de symbiotes n'ont jamais été observés. La
prévalence des Sporozoaires chez les Strombidae est donc de 1 (ou 100 %). Il est important
d'insister sur quelques points quant au calcul de la prévalence dans notre modele symbiotique. Tout
d'abord, les hdtes sont systématiquement infectés quelle que soit la période de leur cycle de
reproduction, mais également quel que soit I'age des hotes (des larves véligeres d'un mois aux plus
vieux individus adultes). Il n'y a donc pas de variabilité de la présence des symbiotes quel que soit
|'état physiologique, morphologique ou sexuel des hotes. De plus, ce calcul repose sur un nombre
d'individus observés trés important (> 3000 individus toutes espéces confondues). Jovani & Tella
(2006) préconisent un échantillonnage trés important, de l'ordre de 1000 individus hotes, avant
d'annoncer une prévalence de 0 % ou de 100 %. Nous avons donc une taille d'échantillonnage
suffisante pour considérer que l'infection aux Sporozoaires est systématique, au moins chez
S. gigas. 1l existe des parasites qui ont une prévalence annoncée de 100 %. Dans une étude de
Poulin (1998) sur les parasites des poissons d'eau douce, sur 188 parasites, seulement deux ont une
prévalence annoncée de 100 % (Poulin 1998). Or, la taille d'échantillonnage pour ces deux parasites
n'est que de 22 et 25 individus, ce qui est insuffisant pour annoncer avec certitude une prévalence de
100 % (Jovani et Tella 2006). De la méme fagon, sur 167 parasites Helminthes gastro-intestinaux
chez les oiseaux et 644 chez des mammiferes, les prévalences comprises entre 95 % et 100 % ne
sont détectées que dans moins de 2,5 % des cas, et la prévalence moyenne est comprise entre 5 % et
10 % pour les oiseaux et entre 10 % et 15 % chez les mammiféres (Poulin 1998). A notre
connaissance, il n'existe pas de parasite avec une prévalence de 100 % chez les Sporozoaires. Le
tableau 6 présente une syntheése bibliographique des prévalences de 16 parasites Sporozoaires chez

29 hotes différents. La prévalence maximale observée est de 91,8 %.

70



Tableau 6: Prévalence de parasites Sporozoaires chez des hotes invertébrés et vertébrés avec détail du nombre d'hotes

infectés et du nombre d'hotes examinés au total. Notons que la prévalence maximale est de 91,8 %. nc : données non

connues.
Hote Parasite Infectés Examinés  Prévalence (%) Référence
Gasteropode Nerita ascencionis Nematopsis gigas 5 25 20 Azevedo & Padovan 2004
Protothaca staminea Apicomplexa sp. 173 235 73.62 Desser & Bower 1997
Cerastoderme edule Nematopsis sp. nc nc 82 Azevedo & Cacholal992
Ruditapes decussatus Nematopsis sp. nc nc 8 Azevedo & Cacholal992
Bivalve  Arcuatula arcuatula Nematopsis sp. 101 110 91,8 Tuntiwaranuruk ez al. 2004
Anadara granosa Nematopsis sp. 79 130 59,2 Tuntiwaranuruk ez al. 2004
Perna viridis Nematopsis sp. 78 130 60 Tuntiwaranuruk ez al. 2004
Paphia undulata Nematopsis sp. 70 100 70 Tuntiwaranuruk et al. 2004
Palaemon elegans Aggregata spp. 45 50 90 Gestal et al. 2002
Palaemon serratus Aggregata spp. 45 50 90 Gestal et al. 2002
Palaemon adpersus Aggregata spp. 45 50 90 Gestal et al. 2002
Crustacé  Macropipus depurator Aggregata spp. 1 12 10 Gestal et al. 2002
Macropipus arcuatus Aggregata spp. 9 10 90 Gestal et al. 2002
Macropipus corrugatus Aggregata spp. 22 37 60 Gestal et al. 2002
Macropipus marmoreus Aggregata spp. 4 27 14,8 Gestal et al. 2002
e — Aedes aegypti Ascogregarina culicis 83 391 21,23 Vezzani & Wisnivesky 2006
Aedes aegypti Ascogregarina culicis 266 1986 13,4 Beier ez al. 1995
Testudo graeca Hemolivia mauritanica 26 40 65 Siroky & Kamler 2005
Testudo marginata Hemolivia mauritanica 38 47 81 Siroky & Kamler 2005
Boa constrictor amarali Hepatozoon spp. 7 18 38,89 ODwyer & Mogo 2003
oxyrhopus guibei Hepatozoon spp. 1 35 2,86 O'Dwyer & Mogo 2003
Reptile Philodryas patagoniensis Hepatozoon spp. 1 5 20 O'Dwyer & Mogo 2003
Waglerophis merremi Hepatozoon spp. 1 13 7.69 O'Dwyer & Mogo 2003
Bothrops jararaca Hepatozoon spp. 6 17 35,29 O'Dwyer & Mogo 2003
Crotalus durissus terrificus  Hepatozoon spp. 21 108 19.44 O'Dwyer & Mogo 2003
Cnemidophorus arubensis ~ Haemogregarine sp. 63 240 26,25 Schall 1986
Spermophilus elegans Z’ZZ;Z:,?Z:)SP erapiili- 347 496 70 Seville et al. 1996
Spermophilus elegans Emeria beecheyi 208 496 42 Seville ef al. 1996
Spermophilus elegans Emeria spermophili 94 496 19 Seville et al. 1996
. Spermophilus elegans Emeria bilamellata 55 496 11 Seville et al. 1996
Mamuiias Spermophilus elegans Emeria lateralis 40 496 8 Seville ef al. 1996
Spermophilus elegans Emeria larimerensis nc nc <20% Seville ef al. 1992
Lama glama Eimeria macusaniensis 36 301 11,96 Jarvinen 1999
Lama pacos Eimeria macusaniensis 8 115 6,96 Jarvinen 1999
Lama guanicoe Eimeria macusaniensis 2 27 7,41 Jarvinen 1999

Dans certains cas, il est possible que localement, sur un site donné, un parasite atteigne une
prévalence de 100 %, mais dans notre cas, I'échantillonnage a été effectué¢ sur de nombreux sites
trés €loignés les uns des autres (plusieurs sites distants dans la Caraibe et dans le Pacifique) et
malgré cela, les Sporozoaires sont détectés systématiquement dans tous les individus analysés.
L'infection d'un hote par un parasite dépend de nombreux facteurs et il existe une variabilité
importante entre les hotes d'une méme espece. Tout les hotes potentiels ne sont pas exposés de la
méme fagon a un parasite donné. Une variabilité génétique, biogéographique, immunitaire ou
encore écologique, explique qu'un parasite infecte certains hotes et pas d'autres (Combes 1995).
Pour cette raison, il est peu probable que tous les individus d'une population d'hotes soient infectés

par un parasite donné. Or, notre modele symbiotique est caractérisé par une infection systématique
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de tous les individus de plusieurs populations chez plusieurs especes d'hotes. Cela laisse supposer
que nous ne sommes probablement pas en présence d'une relation virulente de type parasitisme. De
plus, il a ét¢ démontré que la virulence d'un parasite est négativement corrélée a sa prévalence
(Bedhomme ef al. 2005). La prévalence de 100 % observée chez les neuf especes de Gastéropodes
¢tudiées est donc incohérente avec 1'hypothése d'une parasitose. De fait, il s'agit d'un argument en

faveur d'une relation peu ou non virulente de type commensalisme ou mutualisme.

3.2.4 Conclusion: parasites ou mutualistes °?

De nombreux cas d'infection par des Sporozoaires ont été¢ décrits dans les différents groupes de
Mollusques. Chez les Céphalopodes: Aggregata sagittata n. sp. et Aggregata andresi n. sp.
(Apicomplexa: Aggregatidae), sont par exemple des parasites du groupe des Coccidia infectant
respectivement : Todarodes sagittatus (Omnastrephidae) et Martialia hyadesi (Omnastrephidae)
(Gestal et al. 2000; Gestal et al. 2005). La pieuvre Octopus vulgaris (Octopodidae) est parasitée par
la Coccidie Aggregata octopiana (Gestal et al. 2002a; 2007). Chez les Mollusques bivalves :
Protothaca staminea (Veneridae) et Ostrea chilensis (Ostreidae) sont décrits comme hébergeant des
parasites Sporozoaires ; Arcuatula arcuatula (Mytilidae), Anadara granosa (Arcidae) et Perna
viridis (Mytilidae) sont parasités par des Sporozoaires du genre Nematopsis (Tuntiwaranuruk et al.
2004). Enfin, chez les Gastéropodes: Pseudoklossia haliotis (Coccidia) infecte 'abalone Haliotis
spp. (Prosobranchia) (Friedman et al. 1995) et Nematopsis gigas (Porosporidae) infecte le
prosobranche Nerita ascencionis (Neritidae). Les cas de parasitose par des Sporozoaires chez les
Mollusques sont donc assez courants. A notre connaissance, il n'existe que deux descriptions de
Sporozoaires non virulents qui entretiennent une relation commensale plutét que parasitaire avec
leur hote. Le premier cas est celui de Emeria callospermophili, E. morainensis et E. beecheyi trois
Sporozoaires (Emeriidae) détectés dans le tube digestif des écureuils terrestres du Wyoming
Spermophilus elegans. Une analyse comparée du métabolisme d'hotes infectés et d'hdtes sains n'a
mis en évidence aucun effet pathogene attribuable aux Emeriidae. Les auteurs proposent donc que
la relation, initialement parasitaire, a évolué en faveur d'une relation moins virulente, dans laquelle
le coit, pour I'hdte, de tolérer les parasites est devenu inférieur a celui de s'en débarrasser (Seville et
al. 1992). De plus, chez cette méme population d'écureuil, il a été démontré que d'autres Emeria peu
prévalents avaient un effet pathogeéne avéré, tandis que les trois espéces commensales sont
caractérisées par une forte prévalence. En d'autres termes, une augmentation de la prévalence

semble accompagner la mise en place d'une relation commensale (Seville ef al. 1996). Le deuxiéme
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cas de Sporozoaire non virulent est celui d'un Coccidia de la famille des Haemogregarinidae qui
infecte les hématies du 1ézard Cnemidophorus arubensis. Les auteurs ont montré que les hotes sains
et les hotes parasités présentaient les mémes performances en termes, et de vitesse de course, et de
consommation en oxygeéne. De plus, les males parasités arborent des couleurs plus vives ce qui
représente un atout en termes de sélection sexuelle (Schall 1986). Autrement dit, les males parasités
sont positivement sélectionnés par rapport aux hotes sains.

L'identification des symbiotes des Strombidae comme Sporozoaires, ainsi qu'une attribution
(erronée) de la responsabilité de la perturbation du cycle reproductif des S. gigas sont les éléments
qui ont initialement poussé les auteurs a ranger ce symbiote dans le groupe des parasites. Les études
réalisées depuis apportent un éclairage nouveau. La prévalence de 100 %, la répartition
géographique aussi large, le spectre des hotes aussi peu spécifique ainsi que la transmission
verticale des symbiotes sont des ¢léments qui, pris individuellement, ne sont pas suffisants pour
exclure 1'hypothése parasitaire mais qui, analysés de concert, présente l'interaction durable
Sprozoaires — Strombidae comme peu ou non virulente. De plus, la détection de métaux lourds dans
la coque des symbiotes corrélée a la présence de ceux-ci dans les féces des individus suggére que
les Sporozoaires représentent potentiellement une voie d'excrétion pour certains éléments. Ce
dernier point, ainsi que les résultats de I'é¢tude de Ariste-Zelise (2010) qui démontre un corrélation
positive entre 1'abondance des symbiotes et la maturité sexuelle, appuient I'hypothese que I'hote tire
un bénéfice de sa relation avec les Sporozoaires. Nous souhaitons donc proposer que la relation
initialement décrite comme parasitaire s'avere finalement de type peu voire non virulente. Le bilan
bénéfice/colt de la relation n'est pas encore clair et de nombreux travaux restent a effectuer pour
vérifier cela, mais nous souhaitons proposer I'hypothése que nous sommes en présence dune
relation de type commensalisme sinon de type mutualisme. Une caractérisation moléculaire s'avere
indispensable pour définir clairement la position systématique des symbiotes mais, si la
classification dans I'embranchement Sporozoa est juste, nous sommes peut-étre en présence d'un des
rares cas non virulent connu de ce groupe. Nous avons vu que les Sporozoaires sont détectés dans
toutes les espeéces avec lesquelles nous avons travaillé. Elles sont toutes microphages et/ou
herbivores. Le seul spécimen de Gastéropode carnivore que nous avons analysé ne présente pas de
symbiotes. De plus, le CINVESTAV de M¢érida (Mexique) nous a communiqué que les trois
Gastéropodes carnivores Busycon contrarium, Fasciolaria tulipa et Turminella angulata ne
présentent pas non plus de symbiotes. Pourtant, ils partagent le méme habitat que les Strombidae et

l'espéce Fasciolaria tulipa se nourrit de juvéniles de S. costatus, S. gigas et S. pugilis (Aldana
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Aranda D., communication personnelle). Ces éléments ne sont pas sufisants pour affirmer que la
présence des symbiotes est liée au régime alimentaire des hotes mais une piste est ouverte et il serait
intéressant de compléter 1'échantillonnage afin de déterminer si un tel lien existe. Par ailleurs, la
présence systématique des symbiotes dans des especes aussi €loignées que des Gastéropodes d'eau
douce et d'eau de mer, nous amene a penser que les structures dénommées « grains marron »,
« sphérules marron » ou encore « concrétions marron » dans la bibliographie, souvent décrites dans
la glande digestive des Gastéropodes, pourraient faire référence a des symbiotes similaires. Ces
structures que 1'on prend pour des organites, supposément impliqués dans un processus d'excrétion,
pourraient étre des organismes endosymbiotiques mutualistes, fruit d'une longue co-évolution. Une
interprétation erronée de la nature d'endosymbiotes s'est déja vue dans le passé. Les bactéries
contenues dans des cellules spécialisées de la branchie des Lucinidae ont, par exemple, été décrites
comme des inclusions intracellulaires (Allen 1958) avant de comprendre qu'il s'agissait d'un

endosymbiote chimioautotrophe (Berg Jr. et Alatalo 1984).
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Chapitre IV : Structure et
fonctionnement de la glande

digestive des Strombidae






1 Introduction

Comme nous l'avons vu au début de ce manuscrit, la famille des Strombidae représente un enjeu
culturel et surtout économique important dans la Caraibe. Au moins quatre especes sont péchées et
consommeées et parmi elles, le lambi, Strombus gigas, est le plus convoité. Cette espéce représente
une manne économique puisqu'un individu adulte péché donne entre 250 et 600 g de chair qui se
vendent autour de 20 EUR le kilogramme en Guadeloupe et en Martinique. De plus, la péche aux
lambis est relativement simple, les animaux ne peuvent pas fuir et ils se rassemblent en eaux peu
profondes lors de la reproduction. Pour ces raisons, l'espece est sur-exploitée et les stocks naturels
diminuent de facon critique. L'aquaculture représente sans doute une solution a la pression qui
s'exerce sur l'espéce. A I'heure actuelle, le cycle vital complet des Strombidae n'est pas maitrisé en
conditions de laboratoire. La reproduction, qui implique une copulation entre males et femelles,
n'est pas réalisable en captivité. Les perspectives aquacoles se basent donc actuellement sur la
collecte de pontes fécondées ramassées dans le milieu naturel. Ces pontes sont ramenées au
laboratoire ou elles sont maintenues dans des conditions favorables jusqu'a 1'éclosion. Les larves
véligeres qui sont libérées sont ensuite nourries avec des algues unicellulaires et élevées jusqu'a la
métamorphose qui intervient aprés 12 a 31 jours suivant les especes (Ballantine et Appeldoorn 1982
; Brito Manzano et al. 1999 ; Brito-Manzano et Aranda 2004). Aprés la métamorphose, les juvéniles
sont mis en grossissement et atteignent des tailles de I'ordre de 8 cm. Malheureusement, a 1'heure
actuelle, les individus n'atteignent pas une taille suffisante pour €tre commercialisés a grande
échelle. La phase de grossissement est réalisée grace a de la nourriture artificielle qui se présente
sous la forme de granulés. Quelques études ont porté sur 1'efficacité des algues unicellulaires et des
granulés utilisés pour 1'¢levage des Strombidae en termes de taux de croissance et de structure de la
glande digestive observée en histologie (Aldana Aranda et al. 2007 ; 1997 ; Aldana Aranda et
Suédrez 1998). En revanche, aucune étude n'a été réalisée a I'échelle ultrastructurale de la
microscopie ¢électronique. Les Strombidae sont parmi les rares Gastéropodes a présenter un stylet
cristallin. Il s'agit d'une fine structure gélatineuse, composée de mucoprotéines, qui agit comme un
réservoir d'enzymes digestives. Ce stylet tourne sur lui-méme dans l'estomac, assurant ainsi la

libération continue d'enzymes digestives. La présence d'une telle structure est commune chez les
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Bivalves et est souvent associée a un mode de nutrition de type microphage continu (Fretter et
Graham 1962). Les quelques rares études qui portent sur la physiologie de la digestion chez les
Strombidae s'intéressent a la nature des enzymes du stylet cristallin (Alyakrinskaya 2001 ; Horiuchi
et Lane 1965 ; Horiuchi et Lane 1966). A notre connaissance, aucune analyse cytochimique de la
glande digestive des Strombidae n'a été réalisée a I'heure actuelle.

Chez les Mollusques, le tube digestif est connecté a deux groupes de glandes. Le premier,
stomodéal, comprend des glandes d'origine ectoblastique, le second, stomacal comprend des
glandes d'origine endoblastique. Le groupe stomodéal, se compose de glandes buccales et
cesophagiennes. Le groupe stomacal comprend, en général, une unique masse glandulaire trés
développée que 1'on nomme « foie », « glande hépatique », « hépato-pancréas », ou encore « glande
digestive ». Celle-ci se présente sous la forme de deux lobes distincts possédant chacun leur
ouverture dans l'estomac chez les Mollusques primitifs (Grassé¢ 1960). Chez certains autres, elle ne
représente plus qu'une unique masse qui peut conserver ces différentes ouvertures dans I'estomac.
C'est le cas chez les Strombidae, la glande bien que composée de deux lobes connectés 1'un a 'autre,
ne forme qu'une seule masse (Little 1965). Cette glande est un organe clef des Mollusques et
constitue, avec l'estomac, la région la plus complexe de 1'appareil digestif (Owen 1966). De plus, il
s'agit de 'organe qui abrite les symbiotes Sporozaires chez les Strombidae. La compréhension de
son fonctionnement est donc une étape essentielle dans la compréhension de la relation Strombidae-
Sporozoaires. En outre, une meilleure compréhension de la physiologie de la glande digestive est un
préalable a la mise en place d'une technique d'élevage aquacole optimisée.

Au-dela des perspectives d'optimisation de la nourriture artificielle pour 1'élevage de Strombidae,
I'étude de la glande digestive est également un enjeu dans la compréhension des mécanismes de
détoxication chez les Mollusques. De nombreuses études ont montré que cet organe complexe est
impliqué dans la gestion des éléments traces métalliques (Bustamante ez al. 2000 ; Desouky 2006 ;
Dimitriadis et al. 2003 ; Metian et al. 2009a; Orbea et al. 2000 ; Pernice et al. 2009 ; Zaldibar et al.
2008). Les Mollusques, qui évoluent généralement sur le sédiment connu pour accumuler les
polluants, sont réputés particulicrement résistants aux contaminations. Différentes voies
métaboliques de la gestion des éléments traces sont connues. Nous nous sommes intéressés a l'une

d'entre elles : la séquestration des ¢léments traces métalliques dans les « sphérocristaux ».
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2 Résultats

Dans le chapitre III, nous avons brievement présenté la structure de la glande digestive des
Strombidae. Nous allons maintenant en faire une description précise. Nous verrons tout d'abord,
dans le détail, l'organisation structurale et ultrastructurale des différents types cellulaires qui la
composent. Puis, dans un deuxiéme temps, nous présenterons les résultats des différentes analyses

in situ effectuées afin de préciser les fonctions des différents types cellulaires.

2.1 Structure et ultrastructure de la glande digestive

2.1.1 Structure générale de la glande digestive

Comme nous l'avons vu, la glande digestive, en position terminale de 1'animal, est un organe de
couleur noire recouvert par la gonade (P1. 18A, B). Il s'agit de 'organe le plus volumineux de la
masse viscérale. La taille de cet organe est proportionnelle a la taille de 1'animal. Ainsi, elle varie
beaucoup, allant de 2 a 15 cm, suivant l'espéce, chez les strombes adultes ayant atteint la maturité
sexuelle. Chez S. pugilis, par exemple, les individus prélevés au Mexique sont 1,5 a 2 fois plus
petits que ceux des populations de Guadeloupe. La glande digestive des S. pugilis mexicains, en
conséquence est 1,5 a 2 fois plus petite. La glande est composée de deux lobes, un gros et un petit,
séparés par un grand canal. Ce dernier connecté a I'estomac est un canal primaire, il communique
avec les canaux secondaires, plus petits, dispersés dans la glande. Les canaux secondaires sont
connectés aux tubules digestifs qui occupent la grande majorité du volume de la glande (PI. 18). Les
tubules digestifs se terminent en cul-de-sac, leur lumiére communique avec un ou plusieurs canaux
secondaires. Ils sont formés par un épithélium composé de trois types cellulaires: les cellules
digestives, les cellules vacuolaires et les cellules cryptiques. L'ensemble de la glande, tubules et
canaux, est structuré par du tissu conjonctif non adipeux et des cellules musculaires lisses sont
visibles localement au M.E.T. Les observations, a la loupe binoculaire, de larves véligeres, ont
permis de constater que la glande digestive est animée d'un mouvement de pulsation qui provoque

un flux et reflux du bol alimentaire entre l'estomac et la glande digestive. Le bol alimentaire est
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quant a lui, animé d'un mouvement circulaire dans 1'estomac. Nous allons maintenant, présenter les
résultats des observations microscopiques des canaux ainsi que des trois types cellulaires

constitutifs des tubules digestifs.

2.1.2 Les canaux de la glande digestive

Nous n'avons pas réalisé¢ d'étude spécifique sur les canaux, nous ne prétendons donc pas en décrire
la structure et l'ultrastructure de fagon compléte. Cela étant, quelques observations méritent d'étre
présentées ici. Les canaux présentent différents types de contenu, suivant les échantillons, ils sont
soit vides (Pl. 19E), soit remplis d'un contenu hétérogene grossier (Pl. 19A), soit remplis d'un
contenu relativement homogeéne composé de particules fines (Pl. 19B-D, F). Dans certains cas, les
canaux présentent a la fois un contenu hétérogeéne et un contenu homogene, dans ce cas, la lumiere
du canal est divisée en deux parties distinctes (P1 20A). Les cellules épithéliales bordant la lumiere
des canaux sont de différentes natures. Trois types d'épithéliums ont été observés:

1. un épithélium uni-stratifi¢ composé de cellules cylindriques, bien rangées, avec un noyau
central (Pl. 19A-D ; 20A, C, E ; 21A). Le pole apical de ces cellules présente des micro-
villosités et dans certains cas, il est bourgeonnant et libere de grosses vésicules dans la
lumiére du canal (P1. 20C).

2. un épithélium uni-stratifié composé de cellules cylindriques irréguliéres qui possedent un
noyau central et un cytoplasme vacuolaire (P1. 19E ; 21D).

3. Un épithélium pseudo-stratifi¢ en « dents de scie » composé de cellules fines qui possédent
un noyau basal et d'autres qui possédent un noyau apical (P1. 19C, F ; 20A, B, D ; 21A, B).
Il semble que les cellules qui forment les creux et les pointes des « dents de scie » soient
différentes. Celles qui forment les pointes, ont un pdle apical trés évasé et sont plus
fortement colorées pas le bleu de toluidine, elles apparaissent également plus denses aux
¢lectrons sur les observations au M.E.T. (Pl. 20B, D). Les cellules de cet épithélium sont
cilices. Comme pour le deuxieme ¢épithélium décrit, il est possible d'observer des
bourgeonnements du pdle apical avec libération de vésicules dans la lumiére du canal
(P1. 20B).

Sur les échantillons post-fixés au tétroxyde d'osmium, des grains, denses aux électrons, s'observent
dans la partie médiane du cytoplasme des cellules épithéliales des canaux (Pl. 20C, D). Ils ne sont
pas détectés dans toutes les cellules épithéliales. Enfin, au pole basal de certaines cellules, des replis

caractéristiques de la membrane plasmique ont été observés (P1.20C, E, F). Des mitochondries ont
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été détectées dans ces replis cytoplasmiques. Ces structures ont donc été identifiées comme des
zones d'échange actif de type « pompes mitochondriales » qui permet de lutter contre un gradient de

concentration.

2.1.3 Les cellules digestives

Les cellules digestives sont majoritaires dans les tubules de la glande. Il s'agit de cellules longues et
cylindriques qui s'organisent en épithélium uni-stratifié. Elles forment des groupes de cellules
réguliérement alignées (P1. 22). Elles font en moyenne 90 pm de long et 11 um de large chez
S. costatus, S. gallus, S. gigas et S. raninus. Elles sont plus petites chez S. pugilis : en moyenne 80
um de long pour 7 um de large. Les cellules digestives présentent un noyau basal et leur cytoplasme
se divise en trois régions: basale, médiane et apicale. Le tiers basal apparait clair en histologie apres
une coloration trichrome classique (P1. 22B). Sur coupe semi-fine et en microscopie électronique a
transmission, on constate que cette région est constituée du noyau et de vésicules d'un diameétre
allant de 2 a 8 pum suivant les especes et les individus (Pl. 22C ; 23A ; 24A). Ces vésicules
apparaissent vides au ML.E.T. et sur les coupes semi-fines, probablement du fait des traitements aux
solvants lors de la préparation des échantillons. En revanche, sur un échantillon post-fixé au
tétroxyde d'osmium, ces vésicules présentent un contenu métachromatique vert sur coupe semi-fine
(P1. 22D ; 23B-D). Dans le tiers médian de la cellule digestive, on trouve un ou plusieurs gros
grains, colorés par le bleu alcian a pH 2,5 en histologie, que nous nommerons « grains bleus » (PL
22). Ils sont contenus dans une vésicule délimitée par une membrane plasmique visible au M.E.T.
Ils sont de taille variable allant de 4 a plus de 10 um dans un méme groupe de cellules digestives
(P1. 23). La taille moyenne des grains bleus, toutes espéces confondues, est de 7 pum. On en compte
généralement un par cellule. Ils ont un contenu hétérogéne composé de particules fines et plus
grossicres, il est également possible d'y observer des fragments de membrane plasmique. Ces grains
sont entourés d'une paroi épaisse et dense aux électrons de 100 a 200 nm (PL. 24C). Toujours dans le
tiers médian, des granules similaires a ceux que nous venons de décrire sont présents. Ils différent
des premiers de par leur réaction au bleu alcian acide. Ils ne sont pas colorés par ce dernier en
histologie. Sur coupe semi-fine, ils n'ont qu'une tres faible affinité pour le bleu de toluidine, alors
que les « grains bleus » sont fortement colorés par celui-ci. Au M.E.T., ils apparaissent moins
contrastés que les « grains bleus », avec un contenu plus homogene (Pl. 23E). Leur taille est
sensiblement la méme que celle des « grains bleus ». Enfin, le tiers apical des cellules digestives est

composé de deux zones. La zone 1, a proximité des grains que nous venons de présenter, est
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composée de vésicules d'un diametre de 0,5 a 5 um qui présentent des affinités variables pour la
fushine acide et le bleu de toluidine (P1. 23C-F). La zone 2 du tiers apical est une zone qui apparait
claire en histologie (Pl. 22A), et qui se révele composée de petites vésicules vides sur coupes semi-
fines et au M.E.T. (PL. 22C ; 23A, C, E, F). Enfin, le pole apical, en contact avec la lumiére du
tubule, présente des microvillosités courtes d'environs 2 pm, caractéristiques de ce type cellulaire
(PL. 23D, E).

Les 7 especes de Strombidae, n'ont pas toutes fait lI'objet d'une analyse ultrastructurale aussi
poussée, mais chez les 5 especes caribéennes, 1'organisation que nous venons de présenter a été
observée. Les trois régions de la cellule digestive sont toujours présentes, en revanche leurs
proportions peuvent varier d'un individu a I'autre comme d'une espéce a l'autre. Le tiers basal est la
région qui semble la plus plastique. En effet, lors de certaines observations, cette région occupe pres
de la moitié de la cellule (P1. 22B-D), alors que, dans certains cas, elle semble presque absente (Pl.
22A ; 23B, C, E). Toutefois, cette observation est a relativiser car le plan de coupe peut induire de
fausses observations. Notons également que le volume occupé par les cellules digestives dans le
tubule est également variable. Lors d'une observation type, les tubules digestifs sont « remplis » et
la lumiére est réduite a une fine ouverture entre les blocs de cellules digestives, mais il arrive que
les tubules présentent une lumiére largement ouverte avec des cellules digestives de taille réduite.
De facon peu fréquente, nous avons également observé des tubules digestifs, remplis de cellules
digestives en destruction. Dans ce cas, les limites cellulaires ne sont plus visibles, et un phénomene
de fragmentation générale des cellules épithéliales des tubules s'observe. Les canaux sont alors
remplis de ce méme contenu, a savoir, des cellules ¢épithéliales (surtout digestives) en

fragmentation.

2.1.4 Les cellules wvacuolaires

Les cellules vacuolaires forment avec les cellules cryptiques un épithélium pseudo-stratifié. Ces
deux types cellulaires s'intercalent pour former des groupes de cellules qui sont logés entres les
groupes de cellules digestives (P1. 25). Sur un tubule digestif typique, les cellules vacuolaires sont
localisées dans les zones anguleuses. En histologie, elles apparaissent trés peu colorées et sont
souvent détruites lors de la coupe. Sur coupe semi-fine, leur structure est beaucoup mieux
conservée. Elles font en moyenne 78 pm de long et 16 um de large chez S. gigas, 30 um de long
pour 10 um de large chez S. costatus, S. gallus et S. pugilis et 50 um de long pour 10 um de large

chez S. galeatus et S. raninus. Celles de L. lambis n'ont pas pu étre mesurées du fait d'un probléme
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de fixation rencontré avec les deux échantillons de cette espéce. L'abondance et la forme des
cellules vacuolaires dans la glande sont trés variables. Généralement elles représentent le deuxiéme
type cellulaire en nombre et en volume occupé dans le tubule. Il arrive également qu'elles soient
réduites a un faible nombre de cellules de petite taille, dans ce cas, les cellules cryptiques, que nous
décrivons plus bas, occupent I'espace. La forme des cellules vacuolaires est trés variable également.
Elles sont polymorphes avec une forme pyramidale de facon générale (Pl. 25). Lorsqu'elles sont
bien pyramidales, elles présentent un pdle basal fin, en contact avec la lame basale et un pdle apical
évasé qui s'ouvre sur la lumiére du tubule (Pl. 25D). Bien que nous n'ayons pas confirmé cette
observation au M.E.T., I'observation de coupes semi-fines a révélé la présence de replis de la
membrane plasmique au pdle basal de la cellule (P1. 25C). Le pole apical des cellules vacuolaires
présente quant a lui, des microvillosités (P1.25A, B). Sur les échantillons non post-fixés a 'osmium,
les cellules vacuolaires sont caractérisées par un cytoplasme presque exclusivement rempli de
vésicules qui apparaissent non contrastées en microscopie photonique sur coupe semi-fine comme
au M.E.T. (Pl. 25B, D). Sur coupe semi-fine d'échantillons post-fixés, ces vésicules sont
métachromatiques (vertes) (Pl. 25C). Le diametre de ces vésicules varie de 3 a 7 um suivant les
individus et l'espéce considérée. Il est en moyenne de 5 um toutes especes confondues. Les
observations réalisées n'ont permis d'observer aucune autre structure cytoplasmique que ces
vésicules et un noyau, généralement central. Enfin, ce type cellulaire est également caractérisé par
la présence tres fréquente dans son cytoplasme des symbiotes Sporozoaires décrits dans le chapitre

précédent (PL. 25A, B, D, E).

2.1.5 Les cellules cryptiques

Le troisiéme et dernier type cellulaire qui compose I'épithélium des tubules digestifs est la cellule
cryptique. De forme généralement pyramidale, la taille de ces cellules est trés variable sur un méme
échantillon : quelle que soit I'espéce, elles mesurent de 10 & 50 um de large au pole basal et
également de 10 a 50 um de long. En histologie, les cellules cryptiques sont d'aspect granuleux (P1.
26A, B). Sur les échantillons fixés au bouin, a fort grossissement, les structures qui donnent cet
aspect granuleux sont colorées par le bleu alcian a pH 2,5 (P1. 26B). En coupe semi-fine, les cellules
cryptiques présentent de nombreuses petites inclusions sphériques qui occupent parfois la quasi-
totalit¢ du cytoplasme (Pl. 26C-F). Un noyau central est également visible en histologie comme sur
coupe semi-fine avec un nucléole bien développé. Au M.E.T., les inclusions sphériques se révelent

étre des sphérocristaux, c'est a dire de petites inclusions minérales formées par accumulation de
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couches concentriques. Ces couches sont bien visibles au M.E.T. puisqu'elles sont alternativement
claires et denses aux électrons (P1. 27A, D-F ; PL. 28A-C ; P1. 29A, C). Les sphérocristaux sont de
forme sphérique, mais il arrive que deux ou trois d'entre eux fusionnent, apres quoi, de nouvelles
couches englobent l'ensemble et confére ainsi a l'inclusion une forme plus ovale (Pl. 28B). Le
diametre de ces sphérocristaux varie de 1 a 3 pm, mais la moyenne est d'environ 2 um toutes
espéces confondues. A plus fort grossissement, on observe une zone centrale, un cceur, d'aspect
granulo-fibrillaire qui ne semble pas étre de la méme nature que les anneaux périphériques (P1. 29A,
C). Dans certaines structures, il est possible d'observer une matrice grise, granulo-fibrillaire et peu
dense, qui sépare deux couches (Pl. 29A, C). Certains sphérocristaux sont d'aspect homogeéne, dans
ce cas, on ne distingue aucune couche a l'intérieur de la structure (Pl. 28A, C). Les cellules
cryptiques sont également caractérisées par un réticulum endoplasmique rugueux treés développé
(P1. 27E). Il occupe souvent tout l'espace qui n'est pas pris par le noyau ou les sphérocristaux. La
forme typique de la cellule cryptique est pyramidale avec la grande base au pdle basal (Pl. 28C ;
29A). Ainsi, sur un tubule typique, les cellules cryptiques et les cellules vacuolaires s'emboitent
parfaitement pour former un épithélium pseudo-stratifié. Cela étant, la forme « typique » des
cellules cryptiques ne s'observe pas systématiquement et dans certains cas, les cellules cryptiques
sont plutdot de forme cylindrique, voire fusiforme (Pl. 26E, F). Le pole apical de ces cellules est
étroit et en contact avec la lumicre du tubule. Il présente des microvillosités. Le pole basal, quant a
lui, présente des replis de la membrane plasmique, ce qui augmente considérablement la surface

d'échange en contact avec la lame basale (P1. 27C).

2.1.6 Le cycle de la glande digestive

La description qui vient d'étre faite des canaux et des trois types cellulaires composant les tubules
digestifs est celle de la glande digestive dans son état normal de fonctionnement. Dans la grande
majorité des cas, c'est comme cela que nous l'avons observée. Pour autant, il nous a ét¢ donné
d'observer des échantillons sur lesquels, les tubules ne présentaient pas cette organisation. Dans
certains cas, 1'épithélium des tubules est completement désorganisé. Les cellules épithéliales sont
fragmentées et I'ensemble se déverse dans la lumicre du tubule. Dans ce cas, les canaux sont
remplis de cellules épithéliales fragmentées, on y retrouve donc, en grande quantité les « grains
bleus » des cellules digestives mais également les symbiotes Sporozoaires ainsi que d'autres débris
cellulaires (P1. 30A). D'autre part, lorsqu'elles sont bien organisées, les cellules épithéliales des

tubules occupent la quasi-totalité¢ de 1'espace du tubule, ne laissant qu'une fine lumiére, mais dans
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certains cas, il est possible d'observer des tubules avec des cellules épithéliales plus petites et une
lumiére plus large (P1. 30B, C). Notons qu'il est délicat de dégager des informations de ce genre
d'observations parce qu'il est difficile de dire ce qui est la part de 1'état physiologique de la glande et
ce qui revient au traitement de 1'échantillon lors de la préparation. Nous nous limiterons donc a
constater que les tubules de la glande digestive ne présentent pas systématiquement la méme
organisation. Lors d'une péche, plusieurs individus préparés de fagon identique peuvent présenter

une glande dans deux états physiologiques différents.

2.2 Physiologie de la glande digestive

2.2.1 Etude de la fonction de digestion

intracellulaire

Détection cytochimique de 1l'arylsulfatase

L'observation de coupes semi-fines a l'issue du protocole de détection cytochimique de
l'arylsulfatase chez S. gigas révele la présence de précipités de couleur jaune a verte. Ceux-ci sont
abimés par le passage du couteau de verre lors de la préparation des coupes, néanmoins, il est
possible de détecter l'activité de l'arylsulfatase sur coupes semi-fines colorées au bleu de toluidine
(P1. 31A, B). Celle-ci est tres clairement localisée dans les cellules digestives et plus précisément
dans le tiers apical des cellules. L'observation de coupes ultra-fines au M.E.T. permet de localiser de
facon plus précise l'activité de 1'enzyme. L'observation au M.E.T. révele la présence de précipités
denses aux ¢lectrons sur des coupes non contrastées (Pl 31C-E). Sur une vue d'ensemble, il apparait
que les cellules vacuolaires et les cellules cryptiques ne présentent pas de précipités (Pl. 31C).
Ceux-ci ne sont localisés que dans les cellules digestives. L'activité de l'arylsulfatase est détectée
dans le tiers apical des cellules digestives. Plus précisément, c'est la zone 1 du tiers apical qui est
positive a la détection de I'enzyme (P1. 31D, E). La majorité des vésicules de petites tailles (de 0,5 a
2 um de diamétre) présente a l'extrémité apicale de la cellule n'est pas positive pour l'arylsulfatase.
Les premiers précipités s'observent dans des vésicules de taille moyenne (1,5 a 3 pm de diametre).
En s'éloignant du pdle apical, l'activité de 1'enzyme se fait plus importante et est localisée dans des

vésicules de taille croissante (3 a 8 um de diametre). L'activité est maximale dans les plus grosses
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vésicules d'un diamétre moyen de 8 pum, ou le précipité occupe la quasi-totalité¢ de la vésicule (PI.
31E). En se rapprochant du pole basal, l'activité de l'enzyme diminue brusquement. Les vésicules
deviennent exemptes de précipités. Celles-ci sont alors de taille maximale (9 a 12 pm de diametre).
En se rapprochant du pdle basal, on observe les premiers « grains bleus » caractéristiques de ce type
cellulaire. Une faible activité arylsulfatase est parfois détectée dans ces grains, mais elle se limite a
quelques zones trés localisées a l'intérieur du grain (Pl. 31D). Notons que la spécificité de la
réaction a été controlée de deux fagons. D'une part, par comparaison avec un témoin négatif et
d'autre part, par l'analyse en perte d'énergie des précipités observés. Cette derniére a confirmé la
présence de baryum et la cartographie de 1'élément révele qu'il est présent dans tout le précipité et
uniquement a ce niveau-1a, ce qui indique que nous n'avons pas rencontré de problémes de « fuite »

(PL. 31F).

Détection cytochimique de la phosphatase acide

L'observation au M.E.T. de la glande digestive de S. gigas aprés un protocole de détection
cytochimique de la phosphatase acide révele la présence de précipités denses aux électrons. Les
observations réalisées sur S. gigas au M.E.T. sont préliminaires, elles ont permis de mettre en
évidence l'activité de l'enzyme, en comparaison d'échantillons témoins sur lesquels aucun précipité
n'a été¢ détecté. En revanche, ces observations n'ont pas permis de localiser précisément les sites
d'activit¢ de la phosphatase acide. Quelques points ont néanmoins attiré notre attention.
Premierement, des précipités ont été observés dans certains noyaux des cellules épithéliales des
tubules, plus précisément, au niveau de 'hétérochromatine (P1. 32A). Deuxiémement, au niveau des
microvillosités bordant la lumiére des tubules, des précipités ont également été observés (Pl. 32A).
Enfin, une activité phosphatase acide semble étre mise en évidence au niveau des sphérocristaux
des cellules cryptiques (P1. 32C, D). Suite a ces observations préliminaires, nous avons pu adapter
le protocole de détection de la phosphatase acide. Ainsi, dans un deuxiéme temps, I'observation de
coupes semi-fines de glande digestive de S. gigas, aprés cytodétection de l'enzyme, a permis de
détecter une activité localisée dans le tiers apical des cellules digestives (Pl. 32E). Dans ce type
cellulaire, la phosphatase acide est détectée dans de petites vésicules de 0,5 a 2 um de diametre.
Celles-ci sont plus nombreuses et plus petites au pole apical. Malheureusement, pour des raisons

logistiques, ces échantillons n'ont pas pu étre observés au M.E.T.
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Suivi de l'activité des enzymes lysosomales au cours du
jeline et du nourrissage aux aliments de synthese chez
Strombus pugilis

Des stress alimentaires préliminaires de durées variables ont été réalisés avec S. costatus et
S. pugilis. L'arylsulfatase et la phosphatase acide ont été détectées au microscope photonique méme
apres des périodes de jeline de plusieurs semaines. Il a donc été choisi de réaliser la détection
cytochimique des enzymes lysosomales sur les lots les plus anciens du laboratoire ainsi que sur un
lot témoin. Trois lots de S. pugilis ont donc été sélectionnés. Le premier, dénommé T, correspond a
des individus témoins fraichement péchés et sacrifiés, le deuxiéme, Tum granues, cOrrespond aux
individus ayant été nourris aux granulés d'aquaculture pendant 4 mois et le dernier, Tsm jeane,
correspond aux individus ayant jeiné pendant une période de 5 mois. Concernant la phosphatase
acide, une activité a été détectée sur les individus T, (P1. 33). Comme pour S. gigas, celle-ci se situe
principalement dans les cellules digestives, mais elle a également été détectée dans les cellules
cryptiques au niveau des sphérocristaux (Pl. 33A). Des précipités de tailles variables (de moins de
100 nm a 1 pm) sont détectés dans le tiers apical des cellules digestives (P1. 33). Ils sont soit épars
dans le cytoplasme, soit concentrés dans des vésicules de 2 a 3 um de diamétre (Pl. 33D).
Rarement, une activit¢ phosphatase acide a également été détectée dans les « grains bleus »
caractéristiques des cellules digestives (Pl. 33C). Apres 4 mois de nourrissage aux aliments de
synthése, des précipités sont toujours détectables sur les coupes de glandes digestives (Pl. 34A, B).
Bien qu'il ne s'agisse que d'une analyse qualitative, nous avons constaté qu'aprés ce traitement, la
phosphatase acide n'est pas détectée de fagon aussi importante que sur les témoins Ty. En revanche,
apres 5 mois de jeline, l'activité phosphatase acide n'est plus détectable dans les cellules de la glande
digestive (Pl. 34C). Concernant l'arylsulfatase, des précipités traduisant l'activité de I'enzyme ont
été détectés dans les cellules digestives des trois lots To, Tum granuies €6 Tsm jeane (P1. 34D, E, F). La
localisation de I'enzyme semble étre la méme que pour S. gigas. Des problemes de fuites ont été
constatés sur certains €chantillons (P1. 34 E). Parallelement a l'activité des enzymes lysosomales,
'évolution de la structure générale des tubules digestifs a également été observée. Sur les trois lots,
I'organisation des tubules en trois types cellulaires, cellules digestives, cryptiques et vacuolaires a
toujours été observée. En revanche, une modification des proportions de ces types cellulaires a été
constatée sur le lot Tsy jemne. Les « grains bleus » des cellules digestives de ce lot présentent des
modifications structurelles importantes (Pl. 35B). Enfin, notons que les observations de la glande

digestive du lot Tam granuies révelent une diminution de l'espace occupé par les tubules digestifs au
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profit de tissu conjonctif en comparaison du lot témoin ou les tubules digestifs sont jointifs (Pl.
35C). D'une facon générale, des modifications structurales sont détectées sur les deux 1ots T am granuies
et Tsmjeane Mais chez les individus ayant jeliné, la structure de la glande digestive semble beaucoup

plus « perturbée » que chez les individus nourris aux aliments de synthése (PI. 35).

2.2.2 Détection histochimique des lipides

La coloration de cryo-coupes de glande digestive de S. gigas et S. pugilis au bleu B.Z.L. ainsi qu'au
noir soudan B a révélé la présence de lipides en quantité importante (Pl. 36). Les lipides sont
localisés dans les cellules vacuolaires ainsi que dans les cellules digestives. Dans les cellules
digestives la coloration bleue donnée par les deux colorants en présence de lipides est détectée du
pole basal jusqu'a environ la moitié de la cellule ou se trouve le grain caractéristique de ce type
cellulaire (PL. 36B, C). Dans les cellules vacuolaires, les lipides sont détectés dans I'ensemble du
cytoplasme. La coloration bleue se présente sous forme de petites vésicules sphériques qui
entourent les symbiotes lorsque ceux-ci sont présents (Pl. 36C). D'autre part, des lipides ont
également été détectés sur cryo-coupes dans les cellules épithéliales des canaux. L'épithélium en
« dents de scie » a bordure ciliée est particulierement bien marqué par le noir soudan B, qui révele
la présence de lipides au pole apical des cellules (P1. 36E). La coloration forme une bande qui suit la
bordure en « dents de scie ». Des lipides ont également été mis en évidence dans la région située
sous le pole apical des cellules épithéliales des canaux, organisées en épithélium uni-stratifié¢ avec
un bourgeonnement du pdle apical (PL. 36F).

Sur coupes histologiques des échantillons ayant subit le protocole de conservation des phospho- et
sphingo-lipides (protocole de post-chromisation de Ciaccio) le bleu B.Z.L. s'est avéré inefficace
pour la détection des lipides. En revanche, le noir soudan B a permis de révéler les lipides des
cellules vacuolaires et des cellules épithéliales des canaux. Les lipides initialement détectés dans les

cellules digestives ne sont pas conservés par le protocole de Ciaccio (Pl. 36D, F).

2.2.3 Analyse élémentaire des sphérocristaux et

contamination aux métaux lourds

Analyse par dispersion d'énergie des rayons X (E.D.X.)

couplée au M.E.B.

Au M.E.B,, les sphérocristaux se présentent sous la forme de petites sphéres d'aspect lisse. Sur les
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fractures de glande digestive, l'identification de telles spheéres comme étant des sphérocristaux s'est
faite suivant deux critéres: premiérement les spheéres doivent posséder un diametre de 2 pm (+/- 1
um) et deuxiemement les spheres doivent se trouver a proximité des symbiotes afin de garantir que
nous sommes dans le bon type cellulaire : les cellules cryptiques. Sur la base de ces critéres,
S. costatus, S. gallus, S. gigas, S. pugilis et S. raninus ont fait I'objet d'analyses en dispersion
d'énergie des rayons X (P1. 37). Sur chaque espéce, plusieurs sphérocristaux ont été analysés dans
plusieurs cellules cryptiques. Les spectres obtenus ont révélé la présence de divers éléments qui

sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 7 : Eléments détectés lors de I'analyse EDX des sphérocristaux a partir de fractures de glandes digestives de

S. costatus, S. gallus, S. gigas, S. pugilis et S. raninus. Entre parenthéses le nombre de sphérocristaux analysés.

Al Ca Fe Mg Mn P Zn

Strombus costatus (3) X
Strombus gallus (3) X
Strombus gigas (10) X

XKoo X

Strombus pugilis (15)

XXX X X
)oK XX
>~
MoX X X X
<X X X X

Strombus raninus (5) X

Notons que la composition élémentaire des sphérocristaux est variable. Dans la méme cellule, deux
sphérocristaux voisins peuvent présenter un spectre différent. Par ailleurs, les éléments Ca, P et Zn
sont les seuls que nous ayons retrouvés, au moins une fois, chez les cinq especes analysées. Ils sont
également les ¢léments les plus fréquemment rencontrés dans les sphérocristaux. Enfin, le
phosphore est le seul que nous retrouvons systématiquement dans tous les sphérocristaux analysés

quelle que soit I'espece considérée.

Microscopie électronique a transmission en perte
d'énergie des électrons (E.F.T.E.M.)

La structure caractéristique des sphérocristaux sur coupe au M.E.T. est telle qu'ils sont facilement
reconnaissables. Sur coupes ultra-fines de S. gigas, une fois les sphérocristaux localisés, les

¢léments Al, Ca, Mg et Fe ont fait I'objet d'une microanalyse en mode spectre (EELS). Cette

technique d'analyse élémentaire a confirmée la présence des quatre éléments testés. De plus, la
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microanalyse en mode image (E.S.I.) a permis de cartographier les éléments sur le champ
d'observation (Pl. 38A-D). De cette cartographie, il ressort que les éléments recherchés sont
localisés uniquement dans les sphérocristaux. Il ressort également qu'ils sont, soit répartis de fagon
uniforme dans la structure des sphérocristaux, soit cantonnés a une ou plusieurs couches selon les
cas. Enfin, il a été mis en évidence la présence des éléments Al, Fe et Mg dans le cceur des

sphérocristaux (Pl. 38B-D).

Contaminations expérimentales au cadmium et au plomb

Des individus de l'espéce S. pugilis ayant été nourris aux granulés contaminés par le Cadmium
(CdCl, a 100 mg.Kg™") et le plomb (Pb(NO3), a 500 mg.Kg™") ont été sacrifiés aprés différentes
durées de contamination : 12, 32 et 50 jours. Quelle que soit la durée de nourrissage aux granulés
contamings, 'analyse E.D.X. des sphérocristaux n'a jamais révélé la présence, ni de cadmium, ni de
plomb. En revanche 1'analyse E.D.X. d'un granulé contaminé, utilis¢é comme témoin positif, révele
bien la présence de cadmium et de plomb. La structure de la glande digestive des individus
contamingés par l'alimentation a été observée sur coupes semi-fines. Ces observations ont révélé que
méme apres la durée de contamination la plus longue, 50 jours, I'organisation de la glande en
tubules et en canaux est conservée. A I'échelle de I'observation du microscope photonique, aucune
modification notable de I'organisation de la glande n'a été relevée a part la diminution de l'espace
occupé par les tubules au profit dun tissu conjonctif (Pl. 39B). Cette unique modification est la
méme que celle observée sur les individus nourris aux granulés d'élevage non contaminés (P1. 35C).
Dans un second temps, des individus de S. pugilis ont été contaminés au cadmium (CdCl, et
Cd(NOs),) directement par l'eau du bac d'élevage. Des contaminations préliminaires ont été
réalisées pour déterminer les concentrations optimales a utiliser pour l'intoxication. Les
concentrations de 10 et 100 mg.l' induisent une mort systématique des animaux aprés
respectivement quelques jours et quelques heures. A la concentration de 1 mg.l", les animaux
survivent a la contamination, mais ils montrent d'importants signes de réaction a la présence du
toxique tels qu'une intense production de mucus et de feces. Les feces sont d'un aspect différent de
celles des individus témoins, elles sont filamenteuses et irréguliéres. L'analyse structurale de la
glande digestive des individus contaminés a 1 mg.l"" révéle que l'organe est totalement déstructuré
(P1. 39E). Aucun tubule digestif normal ne persiste dans la glande. Ces derniers sont totalement
désorganisés et difficilement reconnaissables (Pl. 39F). Les canaux sont également difficilement

reconnaissables, les cellules qui les bordent ne sont plus organisées en épithélium uni-stratifié, ni
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pseudo-stratifi¢ et ils sont pleins d'un contenu hétérogéne de cellules fragmentées. Notons
cependant que les symbiotes sont toujours présents dans la glande (P1. 39E, F). Les concentrations
0,1 et 0,5 mg.l' se sont révélées optimales. Elles n'induisent pas, ou peu de modifications
structurales de la glande digestive. En utilisant ces concentrations, les tubules digestifs présentent
toujours une organisation classique. Les cellules digestives, cryptiques et vacuolaires sont bien en
place (P1. 39C, D). A la concentration 0,5 mg.I", une diminution de I'espace occupé par les tubules
au profit du tissu conjonctif est observée sur certains individus (P1l. 39D). Ces deux concentrations
ainsi qu'une troisiéme, 0,05 mg.l”', ont donc fait l'objet de notre choix pour réaliser les
contaminations au chlorure de cadmium (CdCl,) via I'eau d'élevage en vue d'analyser par E.D.X. les
sphérocristaux des cellules cryptiques. Parallélement a 1'analyse E.D.X. des sphérocristaux, l'activité

de la catalase a été dosée. Les résultats de ces dosages sont présentés dans la figure 10.

Catalase en pmol/min/mg de protéine

Témoins 0.05mg 0.1mg/l 0.5mg/L

Concentration en cadmium

Figure 10 : Activité de la catalase dans la glande digestive de S. pugilis contaminés au chlorure de cadmium aux
concentrations : 0 (témoin), 0,05 ; 0,1 et 0,5 mg.l-! pendant trois jours. Pour chaque concentration, trois mesures ont été
effectuées sur trois individus réplicats. Les barres d'erreur représentes les valeurs minimales et maximales. Un test de
Kruscal-Wallis couplé a une comparaison multiple par pairs a confirmé qu'il existe une différence significative entre

l'activité chez les témoins et chez les individus contaminés a 0,5 et 0,1 mg.1-' (K=18,103 ; P<0,001).
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A la concentration la plus faible, I'activité de la catalase ne montre pas de différence significative
avec les témoins. En revanche, aux concentrations 0,1 et 0,5 mg.1"', une inhibition de l'enzyme est
constatée. Sur les mémes individus que ceux utilisés pour la détermination de l'activité de la
catalase, l'analyse E.D.X. des sphérocristaux a été réalisée. Elle n'a pas révélé la présence de
I'élément cadmium. L'analyse des sphérocristaux des individus contaminés pendant 21 jours donne

les mémes résultats.
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3 Discussion

3.1 Structure générale de la glande digestive

Elle a fait I'objet de nombreuses descriptions, notamment chez les Bivalves, les Céphalopodes, les
Gastéropodes et les Pulmonés. Une organisation en canaux reliés a des tubules digestifs est
commune a tous les groupes. En revanche la nature des épithélia tubulaires varie d'un groupe a
l'autre et dans certains cas a l'intérieur d'un méme groupe. Chez les Bivalves, on ne retrouve
généralement que deux types cellulaires dans les tubules digestifs : les cellules digestives (parfois
appelées cellules acidophiles) et les cellules cryptiques (parfois appelées cellules basophiles,
pyramidales ou encore sécrétrices) (Henry 1984a, b ; Morse et al. 1997 ; Pal 1971 ; Pal 1972). Chez
les Céphalopodes, 1'épithélium des tubules digestifs n'est composé que d'un unique type cellulaire,
les cellules digestives, présentes sous la forme de petites cellules pyramidales immatures et de
grandes cellules matures (Purchon 1968 ; Semmens 2002 ; Swift et al. 2005). La glande digestive
des Polyplacophores n'a fait 'objet que de rares études. Les tubules digestifs qui la composent sont
formés par deux types cellulaires : les cellules digestives et les cellules basophiles (Lobo-da-Cunha
1997). Chez les Mollusques Gastéropodes enfin, 1'épithélium des tubules digestifs semble plus
complexe. Il est composé d'au moins trois types cellulaires chez les Gastéropodes Pulmonés : les
cellules digestives, les cellules excrétrices et les cellules cryptiques (aussi appelées cellules a
calcium, cellules basophiles ou cellules d'accumulation de métaux). Certains auteurs ajoutent a ces
trois types cellulaires les cellules fines (indifférenciées) ainsi que les cellules @ mucus (Luchtel ef
al. 1997 ; Walker 1970). Dans les tubules digestifs des Gastéropodes Opistobranches, on reconnait
également trois a quatre types cellulaires : les cellules digestives, les cellules cryptiques (qui
regroupent les cellules a calcium, les cellules excrétrices et les cellules fines) et chez Aplysia
californica, il existe un type cellulaire particulier nommé cellule digestive de rhodoplastes (Coelho
et al. 1998 ; Lobo-Da-Cunha 2000 ; Taieb et Vicente 1999 ; Taieb 2001). Les Caenogastéropodes,

dont font partie les Strombidae, sont connus pour présenter des tubules digestifs composés d'au
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moins deux types cellulaires : les cellules digestives et les cellules cryptiques pyramidales. Ces
derniéres regroupent les cellules sécrétrices, les cellules excrétrices, les cellules basophiles et les
cellules a calcium auxquelles font référence les différents auteurs. En réalité, il est difficile de savoir
si les différents auteurs font référence a un méme type cellulaire en le nommant de différentes
fagons ou s'il s'agit bien de différents types cellulaires. Il est également discuté le fait que ces
différentes cellules cryptiques constituent potentiellement différents stades du méme type cellulaire
(Purchon 1968). Pour synthétiser, nous dirons que le terme « cellule cryptique » englobe toutes les
cellules qui se trouvent entre les blocs de cellules digestives. Il s'agit de cellules pyramidales assez
petites avec un pole basal évasé et un pdle apical étroit (Boghen et Farley 1974 ; DEVI et al. 1981 ;
Fretter et Graham 1962 ; Lutfy et Demain 1967 ; Merdsoy et Farley 1973 ; Voltzow 1994 ; Wigham
1976). Nos observations chez les Strombidae, en accord avec celles de Gros et al. (2009), font état
de trois types cellulaires bien distincts : les cellules digestives, les cellules vacuolaires et les cellules
cryptiques. Les cellules digestives sont, comme cela est décrit dans la littérature, les cellules les plus
abondantes des tubules digestifs. Les deux autres types cellulaires occupent l'espace, limité, entre
les blocs des cellules digestives, dans les zones anguleuses des tubules. Notre description des
cellules cryptiques est semblable a celle présente dans la bibliographie. La forme pyramidale
caractéristique, la présence de réticulum endoplasmique rugueux en grande quantité et la présence
des sphérocristaux permettent de rapprocher ce type cellulaire de celui largement décrit chez les
Mollusques, que l'on retrouve sous le nom de cellule cryptique. En revanche, les cellules
vacuolaires présentes chez les Strombidae ne semblent pas communes chez les Mollusques. Elles
sont similaires aux cellules vacuolaires décrites chez le Caenogastéropode Maoricrypta monoxyla

(Nelson et Morton 1979).
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3.2 Les cellules digestives

La cellule digestive représente le type cellulaire le plus abondant dans la glande digestive des
Strombidae. Il est également décrit comme type cellulaire majoritaire dans les tubules digestifs des
Mollusques en général (Lobo-Da-Cunha 2000 ; Lutfy et Demain 1967 ; Owen 1966). De
nombreuses études en décrivent la structure et l'ultrastructure en lien avec sa fonction : chez les
Bivalves (Henry 1984b; Morse et al. 1997 ; Pal 1972), chez les Céphalopodes (Semmens 2002 ;
Swift et al. 2005) et chez les Polyplacophores (Lobo-da-Cunha 1997). Chez les Gastéropodes, la
cellule digestive a également fait I'objet de nombreuses études : chez les Opistobranches (Coelho et
al. 1998 ; Lobo-Da-Cunha 2000 ; Taieb 2001), chez les Pulmonés (Luchtel et al. 1997 ; Walker
1970 ; Walker 1972) et chez les Prosobranches (Boghen et Farley 1974 ; Fretter et Graham 1962 ;
Lutfy et Demain 1967 ; Merdsoy et Farley 1973 ; Voltzow 1994 ; Wigham 1976). Il ressort de ces
études plusieurs caractéristiques de la cellule digestive communes a tous les groupes de Mollusques.
I1 s'agit du type cellulaire responsable de la digestion intracellulaire. Le pdle apical présente des
microvillosités et un syst¢tme endocytaire trés développé. La fonction d'absorption liée a la
digestion intracellulaire semble donc avérée, en revanche, la fonction de sécrétion que plusieurs
auteurs lui supposent reste hypothétique. La forme de la cellule digestive est également constante, il
s'agit de longues cellules cylindriques. Enfin, de nombreuses vacuoles et de nombreux granules de
tailles variables sont détectés dans ce type cellulaire. Nous retrouvons ces caractéristiques chez les
Strombidae. Ce qui semble plus spécifique a la cellule digestive des strombes est sa structuration en
trois régions distinctes : le tiers basal, le tiers médian et le tiers apical. Le tiers basal est caractérisé
par la présence du noyau et d'un cytoplasme vacuolaire. Les vacuoles en question, sont vides au
M.E.T. (pour les échantillons non osmiés) et remplies d'un contenu métachromatique (vert) sur
coupes semi-fines des échantillons post-fixés au tétroxyde d'osmium et colorés au bleu de toluidine.
L'osmium étant connu pour conserver les lipides, cela suppose que la nature de ces vacuoles est
lipidique (Gabe 1968). Ceci est confirmé par l'analyse histochimique de la glande digestive. Le
colorant bleu B.Z.L. ainsi que le noir soudan B révélent la présence de lipides dans le tiers basal des
cellules digestives. D'autre part, ces lipides ne sont pas conservés par le protocole de Ciaccio, ce qui
indique qu'il ne s'agit ni de phospho- ni de sphingo-lipides (Gabe 1968). Le tiers basal de la cellule
semble donc spécialisé dans le stockage de lipides. Dans la littérature, seuls quelques auteurs font

référence a des gouttelettes lipidiques cytoplasmiques au pole basal des cellules digestives et elles
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ne sont pas présentes en aussi grande quantité que chez les Strombidae (Dimitriadis et Andrews
2000 ; Lobo-Da-Cunha 2000). Notons que la cellule digestive a déja été suspectée de jouer le role
de stockage de réserves (Owen 1966).

Dans le tiers médian et le tiers apical, on détecte une activité phosphatase acide. Une activité
arylsulfatase est détectée dans le tiers apical uniquement. Ces deux enzymes lysosomales sont des
marqueurs de la digestion intracellulaire (Kédar et al. 2008). De plus, des microvillosités au pole
apical traduisent un processus d'échange entre la lumiere du tubule et le pdle apical de la cellule.
L'activité de digestion intracellulaire est donc avérée dans les tiers apical et médian de la cellule
digestive. Si les études en microscopies photonique et électroniques de la cellule digestive sont
nombreuses, en revanche, celles faisant état d'une analyse cytochimique sont plus rares.
L'arylsulfatase a déja été détectée dans les cellules digestives de Aplysia deplians (Opistobranchia)
(Lobo-Da-Cunha 2000). L'auteur rapporte une activité¢ détectée dans l'appareil de Golgi, dans les
lysosomes ainsi qu'une forte activité dans les hétérolysosomes, dans les régions médiane et apicale
de la cellule. Chez le bivalve Mytilus galloprovincialis une activité arylsulfatase a également été
détectée mais elle est limitée a 1'appareil de Golgi (Dimitriadis et al. 2004). Chez la méme espece,
une autre ¢tude a également montré la présence d'arylsulfatase dans les hétérolysosomes du pdle
apical de la cellule ainsi que dans certains corps résiduels de lysosomes (Robledo et al. 2006).
Enfin, une troisiéme étude a montré la présence de 1'enzyme dans des « granules cytoplasmiques »
de la cellule digestive chez M. edulis et chez le Pulmoné Helix aspersa (Sumner 1969). Chez les
Strombidae, on observe une augmentation progressive de la taille des vésicules positives a
l'arylsulfatase du pdle apical jusqu'au milieu de la cellule. Ces vésicules de tailles croissantes
correspondent sans doute a des hétérolysosomes a différents stades de digestion. La phosphatase
acide a également fait I'objet d'une détection cytochimique dans les cellules digestives de quelques
Mollusques. Chez le Prosobranche carnivore Nucella lapillus et chez le Bivalve M.
galloprovincialis, elle est détectée dans les hétérolysosomes au milieu de la cellule et, localement,
dans certains corps résiduels (Dimitriadis et Andrews 2000 ; Robledo et al. 2006). Sumner (1969)
rapporte également la présence de cette enzyme dans des « granules cytoplasmiques » de la cellule
digestive de M. edulis ainsi que dans l'ensemble de la cellule chez H. aspersa (Sumner 1969). Chez
S. gigas et S. pugilis, 1a zone de détection de la phosphatase acide est sensiblement la méme que
celle de l'arylsulfatase. Les vésicules ou vacuoles de tailles variables du tiers apical de la cellule
présentent une réaction positive aux deux enzymes ce qui confirme qu'il s'agit bien de lysosomes et

d'hétérolysosomes lorsque leur taille dépasse le micrometre (Sumner 1969). Nous détectons la
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phosphatase acide dans les gros grains bleus du tiers médian de la cellule, alors que l'arylsulfatase y
est absente. Ces grains de taille remarquable sont trés semblables aux gros corps résiduels décrits
dans les cellules digestives d'autres Mollusques (Dimitriadis et al. 2004 ; Henry 1984b; Lobo-Da-
Cunha 2000 ; Taieb 2001). Lobo-da-Cunha (2000) a montré que ces gros grains caractéristiques
résultent de la fusion de tous les hétérolysosomes et corps résiduels lysosomiaux de la cellule. Le
pigment lipofushine a ét¢ mis en évidence dans de telles structures chez Aplisya puntata et chez
Maoricrypta monoxyla et son role dans la détoxication de certains €léments est discuté (Nelson et
Morton 1979 ; Taieb 2001). Dimitriadis et Papadaki (2004) ont également mis en évidence la
présence de métaux (Ag, Cu, Hg, Pb et Zn) dans les hétérolysosomes et dans les corps résiduels de
la cellule digestive de la moule M. galloprovincialis. Des contaminations aux métaux (Al, Cd et Zn)
réalisées chez le Pulmoné Lymnaea stagnalis ont également montré que les corps résiduels (alors
appelés « grains jaunes ») accumulent et séquestrent des éléments traces métalliques (essentiels et
non essentiels) et qu'ils représentent ainsi une voie de détoxication de ces ¢léments (Desouky 2006).
Chez L. littorea (Prosobranche), une voie de détoxication du Cd a ét¢ mise en évidence par
séquestration dans les corps résiduels des cellules digestives. Les auteurs font la proposition que le
Cd est, dans un premier temps, séquestré par des protéines de liaison de type métallothionéine, puis
que les complexes Cd-Métallothionéines sont endocytés par les cellules digestives qui les
concentrent alors dans les corps résiduels de lysosomes (Marigomez et al. 1990). D'autre part, dans
le chapitre III de ce manuscrit, nous avons montré que ces grains sont excrétés de la glande
digestive et se retrouvent en trés grande quantité dans les féces des strombes. Cette observation
conforte 1'hypothese d'une voie de détoxication qui emprunte le méme chemin que 1'excrétion des
matieres non digérées de la glande digestive. Chez les individus en stress alimentaire prolongg, les
gros corps résiduels (grains bleus) des cellules digestives subissent des modifications structurales
importantes. IIs ne sont plus sphériques et présentent des formes variées (fusiformes et patatoides).
De telles modifications morphologiques des corps résiduels de cellules digestives, suite a une
pollution, ont également été mises en évidence chez la moule M. galloprovincialis (Domouhtsidou
et Dimitriadis 2001).

La détection cytochimique de l'arylsulfatase sur les lots d'individus nourris aux granulés et des
animaux en jeline est la méme que celle du lot témoin. L'enzyme est donc produite par les cellules
digestives quel que soit le statut alimentaire de I'animal. La phosphatase acide a quant a elle été
détectée fortement sur le lot t¢émoin, un peu plus faiblement sur les individus nourris aux granulés et

¢tait absente sur les individus en jeline. Les deux enzymes lysosomales étudiées ont donc des profils
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différents. L'activité de la phosphatase acide réagit au jeline puisque l'enzyme n'est plus produite par
les cellules de la glande digestive lorsque celles-ci ne recoivent plus de nourriture. Une étude
réalisée sur Helix aspersa a mis en évidence que, outre la capacité¢ des individus a survivre a un
jetne d'une durée de plus d'un an, la production d'enzymes lysosomales est continue pendant le
jetine. Cinq enzymes lysosomales ont été analysées et parmi elles, seules la phosphatase acide et
l'arylsulfatase ont vu leur activité réduite ou stoppée (Sumner 1969). Chez la méme espéce, une
autre ¢tude a proposé que pendant les six premiers mois de jeline, l'organisme mobilise les
ressources €nergétiques stockées (hétérophagie), puisqu'il en vient a utiliser ses propres tissus
comme source de nourriture (autophagie) (Porcel ef al. 1996). L'autophagie des cellules digestives
de la glande a également été proposée comme réponse a un jeline prolongé chez la moule M. edulis
(McVeigh et al. 2006). Nous avons effectivement observé une diminution de la quantité de tubules
digestifs dans la glande au cours du jetine. Ce processus pourrait expliquer pourquoi une activité
lysosomale continue d'étre détectée dans les cellules digestives des individus en jeline. Borges ef al.
(2004), qui ont travaillé sur l'effet du jeline sur H. aspersa, ont discuté le fait que la glande digestive
puisse étre utilis€ée comme source d'énergie principale durant le jeline. L'activité phosphatase acide
détectée chez les individus nourris aux granulés nous apprend que ceux-ci sont bien métabolisés par
les cellules digestives. En effet, la digestion des granulés développés pour l'aquaculture des
Strombidae n'avait encore fait 1'objet d'aucune analyse cytochimique. Chez les individus nourris aux
granulés, nous avons mis en évidence une activité lysosomale faisant intervenir les deux enzymes,
phosphatase acide et arylsulfatase, alors que chez les individus en jeline, on ne détecte une activité
que pour une des deux enzymes. Ceci constitue donc la premiére validation cytochimique de
l'efficience des granulés d'élevage en termes de digestion intracellulaire. La mise en place de
nourriture artificielle pour l'aquaculture optimisée passe par une meilleure compréhension du
processus de digestion des Strombidae. De plus, la cytochimie s'aveére une technique tout a fait

appropriée pour suivre l'efficacité de la digestion.
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3.3 Les cellules vacuolaires

La cellule vacuolaire des Strombidae présente deux caractéristiques principales : 1) elle abrite les
symbiotes Sporozoaires ; 2) son cytoplasme est presque exclusivement rempli de gouttelettes
lipidiques. Bien qu'aucune analyse quantitative n'ait été réalisée, ce type cellulaire représente une
proportion non négligeable de la glande et les réserves lipidiques qu'il abrite sont donc relativement
importantes. Les lipides des cellules vacuolaires sont conservés par le protocole de Ciaccio, ce qui
indique qu'il s'agit de phospho- et/ou de sphingo-lipides (Gabe 1968). La nature des lipides des
cellules vacuolaires est donc différente de celle des lipides des cellules digestives. La présence d'un
type cellulaire dédi¢ au stockage des lipides laisse supposer que la glande a une fonction de
stockage de réserves énergétiques. Cependant, nous n'avons pas constaté de diminution de la
quantit¢ de cellules vacuolaires au cours du jeline. Les cellules vacuolaires et leurs lipides sont
toujours présents chez les individus ayant jetiné plusieurs mois. Chez les individus contaminés aux
métaux (Cd et Pb), nous avons méme constaté une augmentation importante de la quantité de
cellules vacuolaires aprés seulement quelques jours. La cellule vacuolaire est un type cellulaire
rarement décrit dans la glande digestive des Mollusques. Seules quelques analyses font état d'un tel
type cellulaire (Voltzow 1994). Chez Maoricrypta monoxyla, la cellule vacuolaire est décrite mais
elle ne présente pas les mémes caractéristiques que celle des Strombidae, notamment pour ce qui est
de la présence de lipides. En revanche, on y décrit des sphérules brunes a marron qui pourraient
correspondre aux symbiotes des Strombidae (Nelson et Morton 1979). Le stockage de réserves
énergétiques fait partie des fonctions supposées et mal connues de la glande digestive des
Mollusques (Berthelin et al. 2000 ; Owen 1966 ; Voltzow 1994). Bien que nous ayons mis en
évidence des réserves importantes de lipides dans ce type cellulaire, il n'est pas certain que ceux-ci
soient une forme de stockage de réserves pour pallier un manque de nourriture par exemple. Une
étude chez Helix aspersa a montré que les individus soumis a un jeline prolongé finissent par
mourir de faim sans pour autant que les réserves lipidiques de la glande digestive aient été utilisées
(Borges et al. 2004). Une autre étude sur la méme espéce propose que l'utilisation des lipides de la
glande soit cyclique et liée a la reproduction (Porcel ef al. 1996). Une analyse biochimique des

lipides de la glande s'avere nécessaire pour préciser leur nature et donc leur réle physiologique.
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3.4 Les cellules cryptiques

3.4.1 Caractérisation du type cellulaire

La cellule cryptique est, apres la cellule digestive, le type cellulaire le plus documenté de la glande
digestive des Mollusques. Elle porte le nom de cellule a calcium, cellule sécrétrice, cellule
pyramidale, cellule basophile (Lobo-da-Cunha 1999), cellule a ferments ou encore cellule excrétrice
(Fretter et Graham 1962 ; Merdsoy et Farley 1973 ; Voltzow 1994). Comme nous l'avons fait
remarquer précédemment, il est difficile de savoir si ces différentes dénominations qualifient un
méme type cellulaire, ou s'il en existe plusieurs. Certains auteurs proposent de regrouper sous le
nom de cellule cryptique toutes les cellules qui sont localisées dans les « cryptes » des tubules
digestifs, c'est a dire, dans les zones anguleuses des tubules, entre les blocs de cellules digestives
(Taieb et Vicente 1999). Chez les Strombidae, la cellule cryptique est la cellule pyramidale,
caractérisée par la présence de petites inclusions sphériques, les sphérocristaux. Elle a fait I'objet
d'une unique description par Gros et al. (2009). En histologie, du fait de sa petite taille, ce type
cellulaire n'est pas facilement observable. En revanche, au M.E.T., les études ultrastructurales de la
glande digestive ont permis de caractériser ce type cellulaire chez les différents groupes de
Mollusques. Il s'agit d'une cellule généralement de forme pyramidale avec une base €vasée en
contact avec la lame basale de I'épithélium. La membrane plasmique en contact avec la lame basale
présente, dans certains cas, des invaginations associées a la présence de réticulum endoplasmique
rugueux et de mitochondries (Lobo-da-Cunha 1999 ; Lutfy et Demain 1967 ; Taieb et Vicente
1999). Le pole apical de la cellule, €troit, est en contact avec la lumiere du tubule et présente des
microvillosités. Le cytoplasme de la cellule est dense et présente un réticulum endoplasmique
rugueux extrémement développé ainsi qu'un noyau central de grosse taille avec un nucléole
proéminent (Fretter et Graham 1962 ; Lobo-da-Cunha 1999 ; Lutfy et Demain 1967 ; Merdsoy et
Farley 1973 ; Taieb et Vicente 1999 ; Voltzow 1994 ; Wigham 1976). La cellule cryptique des
Strombidae présente les mémes caractéristiques. Malgré les nombreuses observations réalisées, le
role physiologique de la cellule cryptique reste assez mal compris. Le rapport nucléo-cytoplasmique
¢levé ainsi que la présence, importante, de réticulum endoplasmique rugueux laisse supposer que la
cellule présente une activité de synthese protéique intense. Gros et al. (2009) ont confirmé cela

grace a un marquage fluorescent in situ des ribosomes qui s'est révélé fortement positif dans ce type
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cellulaire chez S. gigas. 1l a été proposé que cette synthése de protéines traduisait une fonction de
sécrétion d'enzymes dans la lumiére du tubule. C'est d'ailleurs ce qui vaut aux cellules cryptiques le
nom de cellules sécrétrices dans certains cas. La détection cytochimique d'enzymes lysosomales a
montré que ce type cellulaire n'est pas impliqué dans la digestion intracellulaire (Lobo-da-Cunha
1999). Lors des protocoles de cytochimie, nous avons mis en évidence la présence de phosphatase
acide dans les cellules cryptiques au niveau des sphérocristaux. Une activité phosphatase alcaline a
déja été détectée au niveau des sphérocristaux chez I'Arthopode Raillietiella sp. (Pentastomida:
Cephalobaenida) dans les cellules de l'intestin moyen (Thomas et al. 1999). Dimitriadis et al.
(2004) rapportent, quant a eux, une activité¢ f-glucuronidase au niveau des sphérocristaux des
cellules basophiles de la moule M. galloprovincialis et proposent que l'enzyme soit présente sous
une forme inactive dans l'inclusion et qu'elle sera activée une fois le granule sécrété dans la lumicre
du tubule pour participer a la digestion extracellulaire du bol alimentaire. La détection d'enzymes
lysosomales dans les cellules cryptiques peut avoir deux explications : 1) soit elle traduit un
processus de recyclage cellulaire d'organites cytoplasmiques ; 2) soit elle confirme la fonction
supposée de production et de sécrétion d'enzymes digestives dans la lumiére du tubule pour
participer a une « pré-digestion » extracellulaire. Dimitriadis et al. (2004) ont également proposé
qu'il y ait un transfert d'enzymes des cellules cryptiques aux cellules digestives. Bien que nous ne
soyons pas en mesure de déterminer clairement I'implication de ce type cellulaire dans le processus
de sécrétion d'enzymes pour la digestion extracellulaire, nos observations nous permettent d'écarter
I'hypothése de son implication dans la digestion intracellulaire du bol alimentaire. En effet, la trop
faible activité des enzymes lysosomales, ainsi que 1'absence de corps résiduels permet d'écarter cette
fonction qui est définitivement prise en charge par les cellules digestives. En revanche, la forme de
la cellule, ainsi que la présence d'invaginations de la membrane plasmique au pdle basal, invite a
penser a un processus d'absorption d'é¢léments de I'hémolymphe. D'autre part, I'activité de synthese
protéique intense ainsi que le pole apical en contact avec la lumiere nous permet d'émettre
I'hypothése que les éléments récupérés au pole basal subissent un traitement dans le corps cellulaire
avant d'étre excrétés au pdle apical. Un tel processus pourrait correspondre aux fonctions supposées

de détoxication et d'osmorégulation attribuées a la glande digestive.

3.4.2 Les sphérocristaux de la cellule cryptique

Le dernier constituant remarquable de la cellule cryptique est le sphérocristal. Bien qu'ils ne soient
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pas détectés systématiquement dans les cellules cryptiques, les sphérocristaux sont souvent
caractéristiques de ce type cellulaire. Egalement appelés sphérites (Lipoviek Delakorda et al. 2009 ;
Lobo-da-Cunha 1999), sphérules (Taieb et Vicente 1999), granules de phosphate (Gibbs et al.
1998) ou granules de calcium (Gallien et al. 2001), ces structures sont de petites inclusions
minérales sphériques formées par 1'accumulation de couches concentriques autour d'une matrice.
Elles sont supposément impliquées dans des processus de détoxication et d'osmorégulation de
certains minéraux (Greaves ef al. 1984 ; Howard et al. 1981 ; Lipovsek Delakorda et al. 2009 ;
Simkiss et Mason 1988 ; Taieb et Vicente 1999). Les sphérocristaux ont été observés et décrits chez
les Mammifeéres (Gallien et al. 2001), chez les Annélides (Ireland et Richards 1977 ; Jenkins et al.
2002 ; Mouneyrac et al. 2003), et largement décrits et étudiés chez les Arthropodes (Ballan-
Dufrancgais 2002 ; Barka 2007 ; Chavez-Crooker et al. 2003 ; Lipovsek Delakorda et al. 2009 ;
Lipovsek et al. 2002 ; Schill et Kohler 2004 ; Thomas et al. 1999) et ils existent probablement chez
d'autres groupes taxinomiques. Les sphérocristaux ont également été décrits chez les Mollusques,
notamment chez les Pulmonés H. aspersa (Greaves et al. 1984 ; Howard et al. 1981) et Deroceras
reticulatum (Triebskorn et Kohler 1996) et chez le Gastéropode Opistobranche Aplysia punctata
(Taieb et Vicente 1999). Chez les Gastéropodes Prosobranches, plusieurs études ont été réalisées
sur les sphérocristaux de la glande digestive de Littorina littorea (Nott et Langston 1989 ; 1993 ;
Nott et al. 1993) et une synthése sur la composition des sphérocristaux chez les Prosobranches
rapporte leur présence dans 40 especes appartenant a 20 familles différentes (Gibbs et al. 1998).
Ces structures, largement répandues dans le régne animal, n'ont fait 1'objet que de quelques dizaines
de publications, et les mécanismes qui sous-tendent leur formation et leurs roles physiologiques
restent mal compris. Il a été proposé que les sphérocristaux soient formés par dépots de sels de
pyrophosphate (CaMgP.0O;) qui agissent comme un piége pour les éléments traces métalliques
(Masala et al. 2002 ; Taylor et al. 1988). Il a également été proposé que les métaux prennent la
place du magnésium dans la structure cristalline (Nott et Nicolaidou 1989). Le role du manganeése a
été suggéré dans la formation et la structuration des sphérocristaux (Masala et al. 2002). Taieb et
Vicente (1999) ont proposé un schéma pour leur formation. Ils ont observé que ces structures se
forment au niveau du réticulum endoplasmique rugueux autour d'un cceur constitué de
mucopolysaccharides et que 'appareil de Golgi joue également un role dans la mise en place de ce
cceur granulo-fibrillaire organique autour duquel viendront précipiter les couches concentriques
d'é¢léments minéraux. Les colorations au bleu alcian réalisées chez S. pugilis ont mis en évidence la

présence de mucopolysaccharides au niveau des sphérocristaux, cette observation confirme
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I'hypothese de Taieb et Vicente (1999) quant a la nature organique du cceur des sphérocristaux. Ces
auteurs proposent que l'ensemble des organites (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi,
mitochondries) de la cellule cryptique soit dédi¢ a 1'élaboration des sphérocristaux. Ceci est a
relativiser puisque chez certains Mollusques, des cellules cryptiques avec les mémes
caractéristiques (R.E.G., Golgi et mitochondries abondantes) sont décrites alors que les
sphérocristaux en sont absents (Lobo-da-Cunha 1999).

Chez les Strombidae, les ¢léments Al, Ca, Fe, Mg, Mn, P et Zn ont été¢ détectés suivant les especes
de Strombidae analysées, les €éléments Ca, P et Zn étant détectés chez toutes les espeéces. Gibbs et
al. (1998) proposent quatre types de spectres E.D.X. qu'ils mettent en relation avec des groupes
taxinomiques chez les Prosobranches. Nous ne pouvons rapprocher les spectres des Strombidae d'un
de ces quatre types. Les analyses par spectroscopie en perte d'énergie des ¢lectrons (EELS) sont
beaucoup plus rares et pourtant bien plus précises, avec des seuils de détection beaucoup plus bas
que les analyses E.D.X. A notre connaissance, seules trois é¢tudes sur les sphérocristaux font état
d'une analyse EELS (Lipovsek et al. 2002 ; Triebskorn et Kohler 1996) ou EELS couplée a de
I'analyse E.D.X. (Delakorda ef al. 2008). Les microanalyses E.F.T.E.M. réalisées sur coupes ultra-
fines, nous ont permis de confirmer la présence de certains ¢éléments et de les cartographier sur le
champ d'observation. Nous avons ainsi pu apprendre que les éléments sont parfois répartis de facon
homogene dans le sphérocristal, et parfois cantonnés a une zone précise (cceur ou anneaux
périphériques). L'analyse EELS offre de nombreuses possibilités pour 1'étude des sphérocristaux en
cela qu'elle est bien plus sensible que I'analyse E.D.X. et qu'elle permet notamment de discriminer
les éléments a des degrés d'oxydation différents, ou impliqués dans des structures moléculaires
différentes. Nous recommandons vivement son usage pour des investigations futures sur la

formation et le fonctionnement des sphérocristaux.
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3.4.3 Osmorégulation et détoxication des métaux
essentiels

Ce que nous retiendrons des analyses ¢lémentaires est que, premiérement, les éléments composants
la structure cristalline des sphérocristaux chez les Strombidae sont le calcium, le magnésium et le
phosphore, avec une présence systématique du phosphore. Et que les éléments traces métalliques
qui sont séquestrés sont l'aluminium, le fer, le manganése et surtout le zinc. Ces quatres éléments
traces sont des métaux essentiels, en ce sens qu'ils sont naturellement présents dans le métabolisme
des organismes vivants et qu'ils sont nécessaires au bon fonctionnement de certains processus
métaboliques (Goyer 1997). Les sphérocristaux sont connus pour étre impliqués dans la régulation
de certains éléments minéraux. Chez les Strombidae, il s'agit des éléments que nous venons de citer.
I1 est fort probable que la cellule cryptique, qui présente une morphologie adaptée a l'absorption
d'éléments de I'hémolymphe, joue un role régulateur pour les éléments détectés dans les
sphérocristaux. Des analyses E.D.X. ont déja été réalisées sur les sphérocristaux d'autres familles.
Les ¢éléments communément retrouvés sont les suivants : Ca, Fe, K, Mg, Mn et Zn (Gibbs et al.
1998). Certaines analyses rapportent également la présence d'éléments tels que Cl, Cu, Na, Ni, S, Ti
et V (Nott et Langston 1989 ; Nott et al. 1993 ; Nott et Nicolaidou 1996). La nature calcaire de la
coquille des Strombidae est a mettre en lien avec la présence d'un systéme de régulation d'éléments
minéraux tels que le calcium et le magnésium. Porcel ef al. (1996) ont mis en évidence qu'au cours
du jeline prolongé, I'épaisseur de la coquille de H. aspersa (Pulmoné) diminue et que le rapport
Mg/Ca de la coquille et celui de la glande digestive varient proportionnellement. Ils proposent que
les minéraux récupérés de la coquille soient transférés via 1'hémolymphe a la glande digestive, ou
ils seront pris en charge par les cellules a calcium (équivalent des cellules cryptiques des
Strombidae). De plus, certains éléments minéraux séquestrés dans les sphérocristaux sont impliqués
dans 1'équilibre acide-base de I'organisme (Porcel et al. 1996) et le role des sphérocristaux dans la
régulation des ions et du pH des fluides corporels a déja ét¢ avancé (Nicolaidou et Nott 1998).

La morphologie de la cellule cryptique, son activité métabolique intense, ainsi que la présence de
sphérocristaux capables de stocker et donc de réguler des minéraux tels que Ca, Mg, mais
également des métaux tels que Al, Fe, Mn et Zn, sont autant d'éléments qui nous permettent
d'attribuer une fonction de régulation a ce type cellulaire. D'autre part, la présence d'éléments traces
métalliques (Al, Fe, Mn et Zn) suggere également son implication dans la gestion de I'exces de ces

métaux essentiels, autrement dit dans la détoxication. La détoxication d'éléments traces métalliques
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peut prendre plusieurs formes. Elle peut consister en une séquestration des éléments toxiques en
exces qui restent dans 1'organisme sous une forme inactive donc non toxique, ou, elle peut consister
en une ¢limination des ¢éléments en exces, hors de l'organisme. Les observations des féces des
Strombidae n'ont été réalisées qu'au microscope optique, ce qui n'est pas suffisant pour détecter les
sphérocristaux, en revanche, certains auteurs ont réalisés des expérimentations poussées afin de
vérifier si les sphérocristaux sont libérés dans la lumicre des tubules et s’ils sont excrétés de
I'organisme via les feces. Ces deux informations ont été vérifiées chez L. littorea, Cerithium
vulgatum et Monodonta mutabilis (Nott et Nicolaidou 1990 ; 1993 ; 1996). Ces études ont par
ailleurs mis en évidence un processus de bioréduction le long de la chaine alimentaire. En effet,
dans les féces de carnivores nourris avec de la glande digestive de L. littorea, on retrouve les
sphérocristaux issus des tissus consommés. De plus, des analyses €lémentaires ont mis en évidence
que ceux-ci ont conservé 50 % de leur teneur en zinc et 33 % de leur teneur en manganese, apres

leur passage dans le tube digestif du prédateur (Nott et Nicolaidou 1990 ; 1993).

3.4.4 détoxication des métaux non essentiels

Afin de répondre a la question : « Les sphérocristaux sont-ils impliqués dans la détoxication des
métaux dits non essentiels ? », nous avons réalis¢ des contaminations expérimentales au cadmium et
au plomb. Quel que soit le mode de contamination (via la nourriture ou via l'eau d'élevage), quelle
que soit la nature du polluant (Pb(NOs;),, CdCl, ou Cd(NOs;),) et quel que soit le temps de
contamination, nous n'avons jamais détecté de traces de cadmium ou de plomb dans les
sphérocristaux de la glande digestive. Nous devons étre trés vigilants quant a de possibles biais dans
I'expérimentation qui seraient la cause d'un résultat négatif, c'est pourquoi la détection du cadmium
et du plomb a été réalisée sur des granulés contaminés afin de vérifier la « détectabilité » de ces
deux éléments. La concentration en cadmium de ce témoin positif est de 1'ordre de 100 pg.g™”,or, il a
été montré que dans la glande digestive d'un individu contaminé au cadmium a 0,4 mg.1" pendant
30 jours, on retrouve 1'élément cadmium a la concentration de 150 pug.g™' (Nott et Langston 1989).
De plus, si le cadmium est piégé dans les sphérocristaux, on peut s'attendre a des concentrations
locales bien plus fortes que la moyenne calculée sur I'ensemble de I'organe. De la méme maniére,
des contaminations expérimentales via l'eau environnante ont montré que la concentration en
métaux (Co, Mn et Zn) est de 64 a 94 fois supérieure dans les tissus que dans 1'eau apres seulement
sept jours de traitement (Metian et al. 2009a). Deuxieémement, la question de la perte du cadmium et

du plomb lors de la préparation des échantillons doit également étre posée. Une étude de Nott ef al.,
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(1993) est consacrée a cela. Ils rapportent que la cryo-fixation est la meilleure technique pour
conserver les éléments tel que Cd, Mg et K et leurs proportions relatives, mais que la fixation
chimique a la glutaraldéhyde, si elle peut entrainer des modifications des ratios entre les éléments,
n'a pas d'impact sur la détection qualitative de ceux-ci (Nott et al. 1993). 11 a également été vérifié
dans la bibliographie que la déshydratation par I'acétone n'aboutit pas a un lessivage du cadmium et
du plomb (Gallien et al. 2001 ; Ireland et Richards 1977 ; Nott et al. 1993). Enfin, I'activité de la
catalase, qui est un biomarqueur du stress oxydatif, lui-méme induit par la contamination aux
métaux lourds, a été dosée dans la glande digestive. L'activité de la catalase peut étre utilisée
comme biomarqueur de la contamination au cadmium. En effet, en réponse a une contamination au
cadmium l'activité de la catalase peut étre partiellement inhibée (Chandran et al. 2005). Chez
S. pugilis, elle s'est vue inhibée a partir d'une concentration en cadmium de 0,1 mg.1"'. D'autre part,
la glande digestive ¢tait d'autant plus destructurée que la concentration en cadmium était
importante. Ces deux informations nous permettent de confirmer que le cadmium a bien atteint
l'organe cible de notre étude : la glande digestive. Dans la bibliographie, un seul article rapporte la
détection de cadmium dans des sphérocristaux. Il s'agit d'une étude menée chez un Mammifére
marin, le dauphin a flancs blancs Lagenorhyncus acutus. Les auteurs ont détecté par analyse E.D.X.
un ratio Ca/Cd de 10/1 au cceur des sphérocristaux présents dans le rein de l'animal. Ils décrivent
cette détection du cadmium dans les sphérocristaux comme une premicre du genre (Gallien et al.
2001). Chez les Mollusques, la glande digestive est connue pour concentrer les ¢léments traces
métalliques, notamment le cadmium (Bustamante et al. 1998 ; 2000 ; 2008 ; Desouky 2006 ;
Pernice et al. 2009). Plusieurs analyses ont été réalisées sur des individus contaminés au laboratoire
ou issus de milieux contaminés et aucune ne rapporte la présence de cadmium dans les
sphérocristaux de la glande digestive (Bebianno et al. 1993 ; Marigomez et al. 1990 ; Nott et
Langston 1989 ; 1993). Seule une ¢tude rapporte la présence de 1'élément dans des granules
mesurant jusqu'a 40 um dans les cellules du tissu conjonctif autour des vaisseaux sanguins (Nott et
al. 1993). 11 a été proposé que les sphérocristaux puissent séquestrer et donc détoxiquer les métaux
de classe A tels que Ca, Co, Fe, Mg, Mn, Ni, K et Zn alors que les métaux de classe B (Ag, Cd, Cu
et Hg) s'associent plutot aux protéines de type métallothionéines riches en soufre (Nott et Langston
1989 ; Nott et Nicolaidou 1989). Nos résultats vont également dans ce sens. Une étude réalisée sur
la palourde Ruditapes decussata a également rapporté qu'a l'issue d'une contamination au cadmium,
la majorité de 1'élément est pris en charge par des métallothionéines cytosoliques (Bebianno et al.

1993). Nott et Langston (1989) rapportent qu'a 1'issue d'une contamination, 60 % du cadmium se
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trouve dans la fraction soluble des tissus, liés aux métallothionéines et que 40 % se trouvent liés a
des particules ou granules. Une étude portant sur deux Bivalves, Gafrarium tumidium et Isognomon
isognomon, rapporte également que la majorit¢ du cadmium entré dans l'organisme est dans la
fraction cytosolique, 1i¢ & des métallothionéines (Metian et al. 2005). Une étude portant sur sept
especes de Céphalopodes abonde également dans le sens d'une gestion majoritairement cytosolique
du cadmium et pointe ainsi du doigt I'importante biodisponibilit¢ de ce toxique pour les maillons
supérieurs de la chaine trophique (Bustamante et al. 2002). Nott et al. (1993) proposent pour leur
part que le cadmium présent dans 1'eau rentre dans 'organisme via la branchie. Il rejoint ensuite
I'hémolymphe ou il se lie aux hémocyanines avant d'étre transféré a des métallothionéines (CdBP-1
puis CdBP-2). Les complexes ainsi formés rejoindraient ensuite les différents organes cibles (rein,
glande digestive) ou ils sont endocytés et s€questrés dans des hétérolysosomes qui deviendront des
corps résiduels (Nott et al. 1993).

Concernant le plomb, certaines études relatent une accumulation de cet ¢lément dans la glande
digestive des Mollusques (Dimitriadis et al. 2003 ; Metian et al. 2009b), cela étant nous n'avons pas
trouvé de référence faisant état de cet élément dans les sphérocristaux. Seule une publication
rapporte la détection du plomb dans des sphérocristaux présents dans les tissus chloragogenes des
vers de terre Lumbricus rubellus et Dendrobaena rubida (Ireland et Richards 1977). En 2003,
Dimitriadis et al. ont réalisé une étude sur la localisation du mercure et du plomb dans la glande
digestive de la moule M. galloprovincialis. Par autométallographie, ils détectent le plomb dans les
corps résiduels et les hétérolysosomes des cellules digestives (Dimitriadis et al. 2003). Certains
auteurs rapportent que le rein, plus que la glande digestive des Mollusques, est un organe impliqué
dans la bioaccumulation et la détoxication du plomb (Bustamante et Miramand 2005 ; Metian et al.
2009b; Pernice et al. 2009).

Pour conclure, les contaminations expérimentales couplées aux techniques d'analyses élémentaires
(EELS et E.D.X.) nous permettent d'écarter les sphérocristaux comme voie de détoxication des
¢léments tels que le cadmium et le plomb. Cependant, chez le Caenogastéropode L. [ittorea, une
augmentation du nombre de cellules basophiles (ou cryptiques) a ét€ mise en relation avec une
contamination expérimentale au cadmium, ce qui suggere malgré tout une implication de ce type
cellulaire dans la détoxication de cet élément (Zaldibar ef al. 2008). Des analyses élémentaires des
lysosomes et des corps résiduels des cellules cryptiques et digestives, ainsi que des lipides des
cellules vacuolaires, s'averent une perspective intéressante pour déterminer quels types cellulaires et

quelles structures cellulaires sont impliqués dans la détoxication de ces deux €léments.
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3.5 Le cycle de la glande digestive

Les observations réalisées sur les différentes especes de Strombidae nous ont appris que la glande
digestive peut se trouver dans états différents. Bien qu'elle présente le plus souvent des tubules
digestifs dont les cellules épithéliales sont bien structurées, il nous a été donné d'observer certains
individus présentant des tubules digestifs dont les cellules épithéliales étaient completement
détruites et formaient une matrice hétérogene libérée dans la lumicre du tubule. Le cas échéant, les
canaux secondaires étaient également remplis d'un contenu identique a celui des tubules. Un
fonctionnement cyclique de la glande digestive a été décrit chez certains Mollusques, notamment
chez ceux vivant dans la zone intertidale et donc soumis au cycle des marées (Nelson et Morton
1979 ; Zaldibar et al. 2004). Chez le Bivalve Lasaea rubra, Owen (1966) a décrit une alternance de
phases de construction et de destruction de 1'épithélium des tubules digestifs. Il a par ailleurs
proposé€ que l'apport de nourriture, rythmé par les marées, le stylet cristallin ainsi que 1'épithélium
des tubules de la glande digestive fonctionnaient de fagcon cyclique et synchronisée. Chez d'autres
Mollusques, non soumis au cycle des marées, un tel fonctionnement a été conservé. Il a été proposé
que la destruction des tubules digestifs permettait une libération massive d'enzymes digestives dans
l'estomac participant ainsi a une pré-digestion extracellulaire du bol alimentaire (Morton 1979). Sur
la base des observations réalisées ainsi que des informations issues de la bibliographie, nous
proposons de résumer schématiquement le fonctionnement global des tubules digestifs dans la

figure 11.
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Sortie de l'organisme via les feces

Figure 11 :Schéma théorique proposé pour le fonctionnement cyclique de la glande digestive des Strombidae. Au stade
1, les cellules épithéliales n'occupent pas tout 1'espace du tubule et la lumiére est largement ouverte. Aprés une phase de
croissance des cellules épithéliales, on observe le stade 2, ou les cellules digestives, encore en plein activité de
digestion intracellulaire, ont accumulé les mati¢res non digérées dans leurs grains bleus cytoplasmiques. Les cellules
cryptiques ont, quant a elles, absorbé minéraux et métaux essentiels de 'hémolymphe par le pdle basal. Elles les ont
séquestrés et accumulés dans leurs sphérocristaux cytoplasmiques. Enfin, une phase de destruction (stade 3) intervient,
les cellules épithéliales sont détruites, libérant ainsi leur contenu dans la lumiére du tubule. Sphérocristaux, grains bleus
et symbiotes, sont alors libérés en direction du tube digestif et seront évacués de 1'organisme via les féces de 1'animal.
De cette fagon, les matiéres non digérées (grains bleus), mais également des éléments traces métalliques sont excrétés
de l'organisme.
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Chapitre V . Conclusion générale et

perspectives






Des associations mutualistes célebres, comme celle du poisson clown avec son anémone, jusqu'aux
parasitoses les plus meurtrieres comme le Plasmodium responsable du paludisme, nous savons
auyjourd'hui que les interactions durables sont partout. Nous savons qu'elles ont joué¢ et qu'elles
continuent de jouer un réle majeur dans I'évolution de la vie. C'est la symbiose qui a permis a la
cellule Eucaryote de voir le jour, c'est la symbiose qui permet a certains organismes de coloniser des
milieux extrémes, autour des sources hydrothermales profondes notamment. Plus simplement, c'est
aussi la symbiose qui rend possible la digestion du bois par les termites ou des plantes par les
bovins. La fixation de I'azote atmosphérique par certaines légumineuses, la colonisation des eaux
oligotrophes par les coraux ou encore 1'équilibre du sol des foréts et son exploitation optimisée
grace aux mycorhizes sont autant d'exemples illustrant 1'importance écologique, biogéochimique et
évolutive de la symbiose dans la nature. La recherche fondamentale, comme la recherche appliquée,
porte un intérét croissant aux interactions durables. En recherche fondamentale, a I'échelle de la
biologie cellulaire, de nombreuses connaissances sont encore a acquérir, notamment quant a

l'origine des compartiments de la cellule Eucaryote.

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressés a une endosymbiose impliquant des
Gastéropodes et des Sporozoaires. L'espéce « phare » de notre étude, Strombus gigas est une des
ressources marines importante de la Caraibe. Elle présente également une importance écologique
non négligeable de par sa position dans les réseaux trophiques. Dans I'hypothése de départ, les
Sporozoaires étaient considérés comme des parasites perturbateurs du cycle de reproduction de leur
hoéte, S. gigas. L'un des objectifs principaux de cette étude était la caractérisation de la relation
symbiotique Strombidae-Sporozoaires. Les travaux réalisés durant ces trois années de thése ont
permis de révéler que les symbiotes initialement décrits chez S. gigas, sont également détectés dans
les cellules vacuolaires de la glande digestive des six autres espeéces de la famille des Strombidae
ainsi que chez les deux especes de Gastéropode d'eau douce. Nous sommes donc en présence d'une
endosymbiose de faible spécificité. De plus, nous avons montré que la présence des symbiotes est
systématique. Tous les individus analysés au cours de ce travail abritent des symbiotes quels que
soient leur age et leur localisation géographique. Autrement dit, les symbiotes ont une prévalence
de 100 % et la symbiose peut étre considérée comme stable et durable. Les résultats indiquent que
la transmission des symbiotes se fait au moins verticalement et une voie potentielle de
transmission horizontale a ¢t¢ mise en évidence. L'ensemble de ces informations nous a amené a
reconsidérer I'hypothése d'une parasitose et a proposer que les Sporozoaires et les Strombidae

entretiennent une relation peu, voire non virulente de type commensalisme ou mutualisme. En
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introduction du chapitre III, nous avons présenté neuf caractéristiques qui permettent d'apprécier la
nature des symbioses. Les travaux effectués nous ont permis d'en préciser quelques-unes (en gras
ci-dessus). Nous ne sommes, malgré tout, qu'au début de la caractérisation de la relation et il reste

notamment deux points primordiaux a préciser :

1. Existe-t-il des échanges trophiques ou métaboliques entre I'hote et le symbiote ? En effet,
nous n'avons pas d'informations quant a la nature des échanges qui ont lieu entre les deux
partenaires.

2. 1l faudrait obtenir de I'A.D.N. exploitable pour réaliser une analyse phylogénétique sur les

symbiotes.

Les perspectives que nous souhaitons proposer concernant la caractérisation de la relation sont donc
axées sur ces deux points. Pour ce qui est du premier point, nous avons mis en évidence la présence
d'éléments traces métalliques dans la coque des Sporozoaires. Nous avons également montré que
ces derniers sont expulsés de l'organisme de 1'hdte par les féces. Cela représente une piste majeure
concernant la nature de la coopération entre I'hote et le symbiote. Il ne s'agit que d'une hypothese
mais il est possible que le symbiote soit impliqué dans un processus de détoxication des tissus de
I'héte. Les éléments zinc, fer ou cuivre, sont naturellement présents dans la coque des symbiotes. 11
serait intéressant de maintenir des individus hotes dans un environnement enrichi en l'un de ces
¢léments et de suivre grace a l'analyse E.D.X. 1'évolution de cet élément dans la coque des
symbiotes. Suivant la méme logique, il serait également envisageable d'utiliser la technique du
nanoSIMS qui permet de visualiser au M.E.T. la distribution d'éléments lourds. Le nanoSIMS
couplé a une analyse pulse-chase permettrait de mettre en évidence un éventuel transfert d'éléments
de I'hdte aux symbiotes. Nous avons vu que les symbiotes sont détectés chez les Strombidae et chez
les Ampullariidae, qui sont des familles de Gastéropodes microphages et herbivores, alors qu'ils
sont absents des quelques Gastéropodes carnivores qui ont été analysés. Il serait intéressant
d'effectuer un échantillonnage plus large, incluant plusieurs familles de Gastéropode afin de
préciser quels sont ceux qui présentent l'association avec les Sporozoaires. Ceci afin de voir s'il
existe une réelle corrélation entre la présence des symbiotes et un parameétre écologique tel que le
régime alimentaire.

Concernant le second point, les protocoles d'extraction d'A.D.N. les plus encourageants sont ceux
incluant une pré-incubation en hypochlorite de sodium. Il serait bon de poursuivre les efforts dans

ce sens. L'autre approche, qui consiste & n'amplifier que les génes de I'A.R.N.r. 18S du symbiote,
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avec des amorces spécifiques, a partir d'une extraction d'A.D.N. total de la glande, reste
intéressante. D'autant plus qu'une fois effective, cette technique permettra de détecter la présence
des symbiotes dans les embryons et de confirmer de facon certaine le mode de transmission
verticale. Une fois I'A.D.N.r. des symbiotes séquencé, il sera également possible d'utiliser des
sondes oligonucléotidiques spécifiques des symbiotes pour réaliser des protocoles d'hybridation in
situ. Cela serait d'une grande aide pour commencer a comprendre, entre autre, le cycle écologique
des symbiotes. Enfin, 1'analyse phylogénétique des symbiotes permettra, notamment, de répondre a
la question : les Strombidae sont-ils tous associés a la méme espéce de Sporozoaires ou en existe-t-

il plusieurs especes ?

Le deuxieme objectif de ce travail consistait a préciser nos connaissances sur le fonctionnement de
l'organe hote de la relation, la glande digestive. Il est important de pouvoir attribuer aux différents
types cellulaires de la glande des fonctions physiologiques. Nous avons observé, a 1'échelle de la
structure et de l'ultrastructure, les glandes digestives des sept espéces de Strombidae. Des
expérimentations ont également été¢ mises en place afin de comprendre quel réle physiologique est
joué par quel type cellulaire. Il a ét¢ mis en évidence que les symbiotes sont hébergés par les
cellules vacuolaires, qui sont dédiées au stockage de lipides. Le processus de digestion
intracellulaire a ét¢ mis en évidence dans les cellules digestives et nous avons montré qu'une
activité lysosomale est toujours détectable dans ce type cellulaire, méme apres une période de jeline
prolongé. L'étude de la physiologie de la digestion chez les Strombidae, et plus généralement chez
les Mollusques, représente un enjeu majeur dans la mise en place de filiéres aquacoles. Nous avons
pu montrer que la nourriture artificielle développée pour I'élevage des Strombidae, induit une
activité phosphatase acide dans les cellules de la glande, ce qui constitue une validation de la
digestion effective de ce type de nourriture. La cytochimie et 1'analyse ultrastructurale de la glande
digestive sont a préconiser pour la mise en place de nourriture optimisée et, de nombreuses
perspectives sont a envisager en ce sens.

Par ailleurs, les fonctions d'osmorégulation de certains minéraux et de détoxication des ¢éléments
traces essentiels semblent étre attribuées aux cellules cryptiques, qui, par l'intermédiaire des
sphérocristaux, sont capables de piéger et de stocker des éléments suivant : Al, Ca, Fe, Mg, P et Zn.
La capacité des sphérocristaux de prendre en charge la détoxication de métaux non essentiels tels
que le cadmium ou le plomb semble, en revanche, écartée. Cette seconde catégorie d'éléments
traces métalliques emprunte probablement des voies métaboliques différentes. Parmi les

perspectives dans ce domaine, une analyse élémentaire des corps résiduels des cellules digestives
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est a réaliser afin de savoir si ces structures, que I'on retrouve en grande quantité dans les féces, sont
impliquées dans 1'élimination des métaux non essentiels. D'une fagon générale, nous avons pu
constater les grandes possibilités qu'offrent les techniques d'analyses ¢lémentaires que sont l'analyse
par spectrométrie en perte d'énergie des €lectrons (EELS) et 1'analyse en dispersion d'énergie des
rayons X (E.D.X.). Ces deux techniques, couplées a la microscopie électronique, sont encore assez
peu utilisées dans le domaine de I'écotoxicologie et nous envisageons de les utiliser dans des
expérimentations a venir. Parmi les perspectives qu'elles offrent, nous proposons d'effectuer des
contaminations aux ¢léments traces métalliques (essentiels et non essentiels) afin de réaliser au
M.E.T., grace a l'analyse E.D.X. et a I'EELS, la cartographie des contaminants sur coupe de la
glande digestive, afin de mettre en évidence le devenir des polluants (prise en charge par les
sphérocrystaux, les métallothionéines, les lysosomes, les lipides...) dans les tissus de la glande
digestive. Les Mollusques sont souvent employés comme espece bio-indicatrice de la qualité des
milieux, il est donc important d'aller vers une meilleure compréhension des voies métaboliques de

gestion des xénobiotiques.

Au commencement de cette thése, nous pensions travailler sur un parasite. Durant ces trois années
de recherche, notre vision des Sporozoaires associés aux Strombidae a évolué et nous sommes
maintenant en mesure de proposer qu'il s'agisse d'organismes endosymbiotiques non virulents
vivant en coopération avec plusieurs groupes de Gastéropodes. Dans la bibliographie, les
descriptions de la glande digestive de nombreux Mollusques font référence a des structures
apparemment proches des symbiotes que nous étudions et leur supposent un réle dans la
détoxication. Il pourrait s'agir d'organismes appartenant au méme groupe que les symbiotes des
Strombidae. De fait, nous sous-estimons peut-étre encore le niveau d'intégration de ces symbiotes.
Ceux-ci pourraient avoir établi une relation mutualiste avec leur hote il y a fort longtemps et étre
aujourd'hui présents dans de trés nombreux Mollusques. La nature précise de la coopération reste a

étudier...
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ANNEXE 1

Apicomplexan parasite in the digestive gland of various species

of the family Strombidae: Strombus costatus, S. gigas, and S. pugilis.

Apicomplexa parasito en la glandula digestiva de varias especies

de la familia Strombidae: Strombus costatus, S. gigas y S. pugilis.

Jean-Marie VOLLANDI, Olivier GROSI, Liliane FRENKIELZ, and Dalila ALDANA ARANDA?
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Abstract

The present study aims to detect the presence of intracellular Apicomplexa in various species of the genus Strombus.
Strombus costatus, S. gigas, and S. pugilis. Such presence of intracellular Protozoa associated with all individuals in every
studied population and in all examined members of the same family raises diverse hypothesis. The parasitic interaction
described in S. gigas extends to both other species of Strombidae studied. Such relationship could occur in the whole
Strombidae family. Further investigations will focus on strombid species from other geographic areas to confirm this

hypothesis. Complementary investigations are also scheduled to ascertain the nature of relationship between Apicomplexa

and the family Strombidae.

Key words: Apicomplexan parasite, Caribbean conchs, structure.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue verificar la presencia de Apicomplexa en varias especies del género
Strombus . La presencia de Apicomplexa intracelular en todos organismos de todas las poblaciones estudiadas de la
misma familia plantean varias hipétesis. Este tipo de relacion podria estar presente en toda la familia Strombidae. Se
requiere de otras investigaciones sobre las especies de Strombus de otras localidades geogridficas a fin de confirmar
esta hipétesis. Estudios complementarios se estdn realizando para conocer la naturaleza del tipo de relacién entre

Apicomplexa y la familia Strombidae.

Palabras claves: Apicomplexan parasito, caracol, estructura.
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INTRODUCTION

The five common species of the Strombus genus in the Caribbean are: Strombus costatus (Gmelin, 1791); S. gallus
(Linnaeus, 1758); S. gigas (Linnaeus, 1758), S. pugilis (Linnaeus, 1758) and S. raninus (Gmelin, 1791). Some of them are
eaten (8. costatus, and S. pugilis) in various countries; however, S. gigas is the only species fished throughout the region
and object of international trade. Previous observations of S. gigas digestive gland have shown several foreign structures in
the population of San Andres Archipelago (Colombia). These structures have been defined as parasitic belonging to the
Apicomplexa group (Baqueiro et al., 2007). Apicomplexa is a group of Sporozoa containing about 5000 species, all
described as parasites. They are characterized by a complex life cycle composed of three phases: merogony (asexual
reproduction), gametogony (sexual reproduction), and sporogony (asexual reproduction). Infecting units, formed by the
second asexual reproduction are called trophozoits. This stage is characterized by an apical complex (Perkins, 1991).

This study focuses on three Caribbean Strombidae: S. costatus, S. gigas, and S. pugilis .

MATERIALS AND METHODS
Individuals of S. costatus, S. gigas, and S. pugilis were collected from Guadeloupe (FWI) and Yucatan (Mexico) on
Thalassia testudinum seagrass beds. Living materials were brought to the laboratory for analysis. The digestive glands were
dissected and fixed in 5% glutaraldehyde in sea water for 24h at room temperature. Samples were then dehydrated through
an ascending ethanol series and embedded either in paraplast wax for histology (Spum thick sections) or in epoxy resine for
semi thin sections (0.5pm thick) according to standard methods. Histological sections were stained using a trichrome

staining (hematoxylin, alcian blue, and acid fuchsine). Semi thin sections were stained using toluidine blue in borax.

RESULTS

For the three species, the digestive gland of every analyzed individual was infected by a large number of putative
Apicomplexa organisms. In fact, the overall black colour of the digestive gland seems to be due to the presence of a huge
number of parasites. Similar structures were observed in S. costatus, S. gigas, and S. pugilis. For each species,
apicomplexan parasites occur most frequently in vacuolated cells (Fig. 1.) but were also found in the lumen of tubules, in
the collector ducts of the gland, and in the faeces. Sporocysts are spherical to ellipsoidal, they are always included in a
parasitophorus vacuole (Figs. 1-4). Their diameter is comprised between 10 and 60 um with a thick, hard wall which is
often destroyed by sectioning (Figs. 2 & 4). Four different stages of Apicomplexa life cycle were usually observed in the
digestive gland. The most frequent is the sporocyst stage with a thick wall described above (Figs. 1 - 3). Some thin walled
stages may be considered as gamont (Fig. 3). Last but not least, typical bottle shaped organisms were frequently observed
from the parasitic purified fraction but rarely on sections probably due to the section plan. This morphotype could be
assimilated to the trophozoit stage, because of the presence of an apical complex characteristic of this stage and of the

Apicomplexa group. ( Fig. 4)
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DISCUSSION

Apicomplexa have already been described in several molluscan species: Nematopsis gigas is a parasite of Nerita
ascencionis (Azevedo and Padovan, 2004) ; Pseudoklossia haliotis is a parasite of Haliotis spp (Friedman et al., 1995).
Similar morphotypes as those observed here (thick walled sporocysts, thin walled gamonts, and trophozoits) have
previously been described as different stages of Apicomplexa life cycle (Perkins, 1991). Parasites are found in the faeces of
the three conch species studied, that is potentially an excretion way for the parasite dissemination.

We emphasize that the parasitic interaction described in §. gigas extends to both other species of Strombidae studied. Such
relationship could occur in the whole Strombidae family. Further investigations will focus on strombid species from other
geographic areas to confirm this hypothesis.

For the three species investigated, we have observed the presence of the apicomplexan parasites in the digestive
gland of all sampled individuals (n>1000) from different Caribbean sites (Baqueiro et al, 2005; Aldana er al, 20006;
Baqueiro et al, 2007) . This suggests to revaluate the assumption of parasitism and we propose to consider the possibility of
a symbiosis relationship.

Phylogenetic analysis is in progress in our lab in order to confirm that these endobiont-like structures belong to the
Apicomplexa group. Moreover, physiological studies should be performed to clearly determine the nature of the interaction

between conchs and their endobionts.

REFERENCES

Aldana et al, 2006;

Azevedo, C., and I. Padovan, 2004. Nematopsis gigas n. sp. (Apicomplexa), a parasite of Nerita ascencionis
(Gasteropoda, Neritidae) from Brazil. Journal of Eukaryotic Microbiology 51(2): 214-219.

Baqueiro, C. E., L. Frenkiel, and D. A. Aldana Aranda. 2005. One more threat for the Queen Conch Strombus gigas?
Coccidian (Apicomplexa) infection of S. gigas digestive gland: preliminary results. Proceeding of the Gulf
Caribbean Fisheries Institute (GCFI).

Baqueiro er al, 2007)

Friedman, C. S., G. R. Gardner, R. P. Hedrick, M. Stephenson, R. J. Cawthorn, and S. J. Upton. 1995. Pscudoklossia
haliotis sp. n. (Apicomplexa) from the kidney of California Abalone, Haliotis spp. (Mollusca). Journal of
Invertebrate Pathology 66(1): 33-38.

Perkins F. O. 1991. "Sporozoa": Apicomplexa, Microsporidia, Haplosporidia, Paramixea, Myxosporidia, and
Actinosporidia . Pages 261-331 in: J. O. Corliss and F. W. Harrison (eds.). Microscopic Anatomy of Invertebrates.
New York, USA.

147



Figs. 1-4. Light microscopy of semi-thin section of digestive gland of different Strombidae showing apicomplexan parasites in
their parasitophorus vacuole in vacuolated cells. Fig. 1: S. gigas's digestive gland. Fig. 2: S. costatus's digestive glan. Fig. 3: S.
pugilis's digestive gland. Fig. 4: Detail of a trophozoit observed in digestive cells of S. costatus's digestive gland.

Black arrows point on apicomplexan parasites. White arrows point on the thick wall of the sporocysts. Curved arrow points the
thin wall of the gamont. Asterisk: sporocyst; stars: cryptic cells: triangle: parasitophorus vacuole; DC: digestive cells:
G: gamont; L: lumen of the tubule; VC: vacuolated cells.
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ANNEXE 2

Detection of Apicomplexa like Parasites in Two Species Belonging to the Family Strombidae:
Strombus gallus, Linnaeus, 1758 and S. raninus, Gmelin, 1791.
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ABSTRACT
The present study aims Lo detect the presence of intracellular Apicomplexa in (wo species of the genus Strombus: Strombus
gallus and S. raninus. This parasitic interaction was initially described in S. gigas and extends (o both other species of Strombidae
studied. Such relationships could occur in the whole Strombidae family. Turther investigations will focus on strombid species from
other geographic areas to confirm this hypothesis. Complementary investigations are also scheduled to ascertain the nature of
relationship between Apicomplexa and the family Strombidae.

KEY WORDS: Apicomplexan parasile, Caribbean conchs, structure

Puesta en Evidencia de Présencia del Parasito Apicomplexes en dos Especies de la Famillia des
Strombidae: Strombus galas, Linnaeus, 1758 y S. raninus, Gmelin, 1791

Fl estudio de 1a gldndula digestiva de S. gigas puso en evidencia la presencia de una infeccién importante y generalizada. Una
cantidad importante de estructuras de tipo Apicomplexa fueron detectadas en las células vacuolares de los tibulos digestivos de
todos los individuos muestreados. En este estudio, se analizé la glindula digestiva de dos otros Strombidae del Caraibe: S. gallus 'y
S. raninus. Las glandulas digestivas de los organismos fueron fijadas y el andlisis estructural fue realizado con técnicas de histologia
y de microscopia electrénica y a transmision. Para las dos especies, los tubulos digestivos se componen de tres tipos celulares:
células digestivas, células vacuolares y células cripticas. Este estudio puso en evidencia la presencia de estructures semejantes a los
Apicomplexa. parecidos a lo observado en S. gigas, en las células vacuolares de S. gallus y S. raninus. Para las dos especies, los
estadios del desarrollo caracteristico del ciclo de vida de los Apicomplexa fue observado: El estadio trofozoito (caracterizado por su
compleja estructura apical), el estadio esporozoito (con sus esporas internas) y el estadio gamont (caracterizado por una pared fina).
Los pardsitos de S. gallus midieron de 10 a 20 pm de didmetro y los de S. raninus en promedio fueron dos veces mds grandes. Asi,
los dos Strombidae analizados tuvieron la presencia de pardsitos que nos recuerdan a los Apicomplexa. Sin embargo, ningin
sintoma de mala salud como incipiente desarrollo gonddico o desorganizacion de los tibulos digestivos fucron observados. Este
estudio puso en evidencia que la infeccién descrita inicialmente en S. gigas, se presenta también en otras dos especies del mismo
genero Strombus.

PALABRAS CLAVLS: Apicomplexan pardsito, caracol, estructura

Mise en Evidence de la Présence de Parsites Apicomplexes chez deux Especies de la Famille des
Strombidae: Strombus gallus, Linnaeus, 1758 et S. raninas, Gmelin, 1791

L’étude de la glande digestive de S. gigas a révélée la présence d’une infection importante et généralisée. Une quantité
importante de structures rappelant les Apicomplexes a été détectée dans les cellules vacuolaires des tubules digestifs de tout les
individus échantillonnés. Dans cette étude, nous avons analysé la glande digestive de deux autres Strombidae de la Caraibe : S.
gallus et S. raninus. Les glandes digestives des individus onl é(é fixées el des analyses structurelles ont é(€ réalisées en [aisant appel
aux techniques d’histologie et de microscopie électronique a transmission. Pour les deux especes, les tubules digestifs se composent
de trois types cellulaires : les cellules digestives, les cellules vacuolaire et les cellules cryptiques. Notre étude a mis en évidence la
présence de structures rappelant des Apicomplexes, semblables a celles observées chez S. gigas, dans les cellules vacuolaires de S.
gallus et S. raninus. Pour les deux espéces, les stades de développement caractéristiques du cycle vital des Apicomplexes ont été
observés : le stade trophozoite (caractérisé par son complexe apical), le stade sporozoite (avee ses bourgeonnements internes) et le
stade gamonte (caracterisé par une paroi fine). Les parasites de S. gallus font de 10 4 20 pm de diamétre el ceux de S. raninus sont
en moyenne deux fois plus gros. Ainsi, les deux Strombidae analysés ont révélés la présence de parasites rappelant les Apicom-
plexes. Cependant, aucun signe de mauvaise santé tel qu’un retard de développement de la gonade ou une désorganisation des
tubules digestifs n’a été observé. Cette étude a donc mis en évidence que I'infection décrite initialement chez . gigas, s’étend a
deux autres especes du méme genre.

MOTS CLES: Parasile Apicomplexe, lambis, structure

INTRODUCTION them are consumed (S. costatus, S. gigas, and S. pugilis) in

The five common species of the Strombus genus in the various countries; however, S. gigas is the only species
Caribbean are: Strombus costatus (Gmelin, 1791), S. gallus fished throughout the region and object of international
(Linnaeus, 1758), S. gigas (Linnaeus, 1758), S. pugilis trade. Previous observations of S. gigas digestive gland
(Linnaeus, 1758) and S. raninus (Gmelin, 1791). Some of have shown several foreign structures in the population of
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San Andres Archipelago (Colombia). These structures
have been defined as parasitic belonging to the Apicom-
plexa group (Baqueiro-Cardenas et al. 2005, 2007, Gros et
al. 2009). Apicomplexa is a group of Sporozoa containing
about 5,000 species, all described as parasites. They are
characterized by a complex life cycle composed of three
phases: merogony (asexual reproduction), gametogony
(sexual reproduction), and sporogony (asexual reproduc-
tion). Infecting units, formed by the second asexual
reproduction are called trophozoits. This stage is charac-
terized by an apical complex (Perkins 1991).

This study focuses on two Caribbean Strombidae: S.
gallus and S. raninus.

MATERIALS AND METHODS
Individuals of S. gallus and S. raninus were collected
from Guadeloupe (FWI) on Thalassia testudinum seagrass
beds. Living materials were brought to the laboratory for
analysis. The digestive glands were dissected and fixed in
5% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in sea water
overnight at 4°C. Samples were then dehydrated through
an ascending ethanol series and embedded either in
paraplast wax for histology (Sum thick sections) or in
epoxy resine for semi thin sections (0.5um thick) according
to standard methods. Histological sections were stained
using a trichrome staining (hematoxylin, alcian blue, and
acid fuchsine). Semi thin sections were stained using
toluidine blue in borax. Thin sections were obtained from
samples embedded in epoxy resin and contrasted with
uranyl acetate and lead citrate before observation in a Leo

912 transmission electronic microscope (TEM).

RESULTS

The digestive gland of both species was composed by
an assemblage of digestive tubules and ducts. Digestive
tubules epithelium was composed by three cell types: long
and columnar digestive cells, vacuolated cells and smaller
triangular cells identified as crypt cells (Figures 1, 2).

Digestive gland of S. gallus and S. raninus was
infected by a large number of putative Apicomplexa-like
organisms. For each species, Apicomplexa-like parasites
occur most frequently in vacuolated cells (Figres 1 - 3, 6)
but were also found in the lumen of tubules and in the
collector ducts of the gland (not shown). Sporocysts are
spherical to ellipsoidal, they are always included in a
parasitophorus vacuole.  Their diameter is comprised
between 10 and 30 pm (21 pm on average) in S. gallus and
between 20 and 50 pum (36 um on average) in S. raninus
with a thick, hard wall which is often damaged by section-
ing (Figres 5, 8). Three different stages of Apicomplexa
life cycle were usually observed in the digestive gland. The
most frequent is the sporocyst stage with a thick wall
described above (Figures 5, 8). Some thin walled stages
may be considered as gamont. Last but not least, typical
bottle shaped organisms were observed. This morphotype

could be assimilated to the trophozoite stage, because of
the presence of an apical complex characteristic of this
stage and of the Apicomplexa group (Figures 4, 7).

DISCUSSION

Apicomplexa have already been described in several
molluscan species: Nematopsis gigas is a parasite of Nerita
ascencionis (Azevedo and Padovan 2004). Pseudoklossia
haliotis is a parasite of Haliotis spp (Friedman et al. 1995).
Similar morphotypes as those observed here (thick walled
sporocysts, thin walled gamonts, and trophozoits) have
previously been described as different stages of Apicom-
plexa life cycle (Perkins 1991).

We emphasize that the parasitic interaction described
in §. gigas extends to both other species of Strombidae
studied. ~ Such relationship could occur in the whole
Strombidae family. Further investigations will focus on
strombid species from other geographic areas to confirm
this hypothesis.  Previous studies have highlight the
presence of the Apicomplexa-like parasites in the digestive
gland of all S. gigas sampled individuals (n > 1000 for S.
gigas) from different Caribbean sites (Baqueiro-Cdrdenas
et al. 2005, 2007, Gros et al. 2009). We add two other
species at the list of infected Strombidae: S. gallus and S.
raninus. This suggests to re-evaluate the assumption of
parasitism, and we propose to consider the possibility of a
non-virulent relationship like commensalisms or even
mutualism.

Phylogenetic analysis is in progress in our laboratory
in order to confirm that these Apicomplexa-like structures
belong to the Apicomplexa group. Moreover, physiologi-
cal studies should be performed to clearly determine the
nature of the interaction between conchs and their Apicom-
plexa-like.

LITERATURE CITED

Azevedo, C. and 1. Padovan. 2004.  Nematopsis gigas  sp.
(Apicomplexa), a parasite of Nerita ascencionis (Gastropoda,
Neritidae) from Brazil. Journal of Eukaryotic Microbiology 51
(2):214-219

Baqueiro-Cdrdenas, E., L. Frenkiel, and D. Aldana Aranda. 2005. One
more threat for the Queen conch Srrombus gigas? Coccidian
(Apicomplexa) infection of $. gigas digestive gland: preliminary
results. Proceedings of the Gulf Caribbean Fisheries Institute
58:421-426

Baqueiro-Cérdenas, E., L. Frenkiel, A. Zetina Zarate, and D. Aldana
Aranda.  2007.  Coccidian (Apicomplexa) parasite infecting
Strombus gigas linné, 1758 digestive gland. Journal of Shellfish
Research 26(2):319-321

Friedman, C.S., G.R. Gardner, R.P. Hedrick, M. Stephenson, R.J.
Cawthorn, and S.J. Upton. 1995. Pseudoklossia haliotis sp. n.
(Apicomplexa) from the kidney of california abalone, Haliotis spp.
(Mollusca). Journal of Invertebrate Pathology 66(1):33-38

Gros, O., Frenkiel, L., and D. Aldana Aranda. [2009]. Structural analysis
of the digestive gland of the Queen conch Strombus gigas
(Linnaeus, 1758) and its intracellular Apicomplexa parasites.
Journal of Molluscan Studies [In press] 75(1).

Perkins, F.O. 1991. "Sporozoa”:  Apicomplexa, Microsporidia,
Haplosporidia. Paramixea, Myxosporidia, and Actinosporidia. Pages
261-331 in: F.W. Harrison (Ed.) Microscopic Anatomy of
Invertebrates. Volume 1 Protozoa. FW Harrison and Corliss New
York, Chichester, Brisbane, Toronto, Singapore

150



Volland, J. - M. efal. GCFIl:61 (2009) Page 505

Figures 1-8 . Observations of S. gallus and S. raninus digestive gland.

1-2: Histological observation of S. raninus (1) and semi-thin section of S. gallus (2) digestive gland showing digestive
tubules mostly composed by digestive cells (DC). Parasites (arrows) are grouped in vacuolated cells (VC) between
digestives cells. They are often damaged by sectioning. CC: crypt cells. L: lumen of the tubule. 3: TEM views of S. raninus
digestive gland showing Apicomplexa-like parasites in vacuolated cells. Note the presence of two crypt cells interspersed
with vacuolated cells. 4-5: TEM view of S. raninus digestive gland showing a trophozoite (4) characterized by the presence
of an apical complex (double arrow) and a sporocyst (5) with its inner budding. 6: TEM view of S. gallus digestive gland.
Note the presence of different life stages (trophozoite: T and sporocyst: S) in vacuolated cells. 7-8: TEM detail of S. gallus
trophozoite (7) and sporocyst (8).
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ANNEXE 3

RESEARCH NOTE

Occurrence of Sporozoa-like microorganisms in the digestive gland
of various species of Strombidae
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The digestive gland of Strombus (Eustrombus) gigas Linnaeus,
1758 has been described by Gros, Frenkiel & Aldana Aranda
(2009) as an assemblage of tubules and ducts that are con-
nected to the stomach. Three cell types occur in the epithelium
ol the blind-ending tubules, according to histological and
TEM observations: digestive cells, crypt cells and vacuolated
cells. Several examples of parasitic relationships between
marine gastropods and apicomplexan parasites have been
described (Friedman et al., 1995; Azevedo & Padovan, 2004).
Baqueiro Géardenas et al. (2007) reported the presence of intra-
cellular microorganisms that they ll’ltLr[)[‘LtLd as bclonging to
various lile cycle stages characteri ol Apu omplexa within
some cells in the digestive gland of S. gigas. Heterospecific
interactions hetween organisms living inside the cells of
another one are not easy to characterize. The description of
Sporozoa-like microorganisms occurring in the digestive gland
of S. gigas raises several questions: How broad is the geographic
distribution of the Sporozoa-like microorganism? Are other
species of Strombidae also infected? The present study reports
the occurrence of Sporozoa-like microorganisms rom a struc-
tural analysis of the digestive gland of six species belonging to
the family Strombidae found in distant geographic regions.

Individuals from four Caribbean species: Strombus (Aliger)
costatus Gmelin, 1791 (n=150); S. (Aliger) gallus Linnaeus, 1758
(n=1); 8. (Lustrombus) gigas (n>1,500) and S. pugilis
Linnacus, 1758 (n=100) and two spccics from the Pacific
Ocean: S. galealus Swainson, 1823 (n=1) and Lambis lambis
Linnaeus, 1758 (n = 2) were sampled. Specimens of S. costatus,
S. gallus, S. gigas and S. pugilis were collected from Guadeloupe
(French West Indies) and Yucatan (Mexico) in beds of the
seagrass Thalassia testudinum or on coarse sand bottoms.
Specimens of L. lambis were collected in 2006 from the
Vanuatu Archipelago in the Pacific Ocean during the Santo
2006 expedition. "The unique specimen ol S. galeatus collected
from the Pacific coasl of Mexico was preserved in 10% forma-
lin in seawater. The others samples were fixed in 5% glutaral-
dehyde in filtered seawater. Samples of the digestive gland
were prepared for histological and ultrastructural analyses as
previously described (Gros et al., 2009).

The digestive glands of all six species were composed of an
assemblage of digestive tubules and ducts. Three cell types
e identified in the tubules: digestive cells, vacuolated cells
and crypt cells (Iig. 1). The txplcal structures observed in the
samples were two functional groups of digestive cells and
vacuolar cells facing each other. Sporozoa-like microorganisms
were detected in all sampled specimens, whatever the species
(Fig. 1). When in host cells, these microorganisms were always
found in vacuolated cells inside a parasitophorous vacuole. In
a lew cases. they were observed in digestive cells. We also

Journal of Molluscan Studies (2010) 00: 13

observed microorganisms in the lumina of tubules and ducts of
all species, as well as in the faeces of S. costatus, S. gigas and
S. pugilis. Faeces of L. lambis, S. galeatus and $. gallus could not
be analysed. 'The microorganisms measured 10—-60 pm long and
5-40 wm wide. Various lilc cycle stages were identilied ac
ding 1o Perkins (1991), based on the presence or lack ol a thick
wall and/or an inner budding. The most frequent stage found
was the thick-walled sporocyst, which was often damaged by
sectioning. Typical bottle-shaped trophozoites characterized by
an apical complex were observed. Gamont stages were charac-
terized by thin walls. The digestive gland samplcs of S. g‘a[m!u\
were not fixed for TEM analysis. However, mle(ngdmsms
similar (o those found in the other Strombidae were ohserved in
semi-thin sections of this species (Fig. 1F).

Sporozoan infections have already been described for several
marine gastropods. Pseudoklossia haliotis was reported as a para-
site of California Haliotis species (Friedman et al., 1995).
Nematopsis gigas was reported as a parasite of Nerita ascensionis
(Azevedo & Padovan, 2004). Sporozoa is a very large clade of
parasitic protists (including Apicomplexa), which compri
4,000 7,000 species (Perkins, 1991; Cox, 1994). Several life
cycle stages have been identified in the six strombid species, of
which the most commonly described are: sporocyst, gamont
and trophozoite. According to Friedman ef al. (1995), the pres-
ence of various stages within the same host supports the
hypothesis of a monoxenous life cycle. The presence of several
life-cycle stages in digestive tubule cells of the six strombid
species analysed in this study also supports this hypothesis. The
occurrence of Sporozoa-like stages observed in all six species o
Strombidae analysed in this paper is similar to a sporozoan
infection. Although various life cycle stages of the presumed
parasitic microorganisms were identified, no clinical evidence
of disease was observed. Gros et al. (2009) have emphasized the
opportunity of parasite dispersal through the host’s faeces that
allows parasite transmission to new hosts through the environ-
ment. The presence ol the  thick  cellular walls ol the
Sporozoa-like microorganism in strombids analysed in this
study supports the hypothesis that the microorganism might bhe
dispersed through faeces, because these walls could provide
protection against digestive enzymes. An environmental trans-
mission mechanism involving a continuous release of the sym-
bionts has been deseribed in various marine invertebrates such
as the squid Euprymna scolopes, which daily rejects 90% of its
symbiotic bacteria which are then transmitted to other individ-
uals (McFall-Ngai, 1998). Regardless of species, gender and
gonadic maturity the digestive gland of all sampled specimens
contained a large number of Sporozoa-like microorganisms
(i.c. 100% prevalence). The fact that all the individuals of the
six difterent species examined in this study were infected by

or-
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Figure 1. Micrographs of the digestive gland of strombid species showing the presence of Sporozoa-like organisms. A. Sirambus costatus. TEM of the
edge of a digestive tubule. The large electron-lucent vesicles correspond to Sporozoa-like organisms which appear weakly contrasted. Tnset: SEM of
a single Sporozoa-like organism obtained from a purified solution from the digestive gland of S. castaius. B. Strombus gallus. TEM of a digestive
tubule showing various life stages typical of Sporozoa in vacuolated cells. €. Strombus gigas. Semi-thin section showing the three cell types that
composcd the digestive tubule and Sporozoa-like organisms in vacuolated cclls. D. Strombus pugilis. Semi-thin scction of a digestive tubule
containing spherical Sporozoa-like organisms. E. Lambis lambis. Edge of a digestive tubule containing Sporozoa-like structures of various sizes and
life stages. Insct: TEM of a single Sporozoa-like organism from L. lambis. F. Strombus galealus. Scmi-thin scction showing two Sporozoa-like
organisms in their parasitophorous vacuoles. Note the presence of triangular crypt cells interspaced herween vacuolated cells. Abbreviations:
CC, crypt cclls; DC, digestive cells; L, lumen: N, nucleus; PV, parasitophorous vacuole; S, Sporozoa-like organism; VC, vacuolated cells. Curved
arrows point to microvilli. Scale bars A =20 um, inset =10 pm; B =10 pm; € =40 pm; D =20 pm; E= 10 pm, insert =25 wm; F= 10 pm.
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large numbers of these Sporozoa-like microorganisms contra-
dicts one of the assumptions of a parasitic relationship
(Combes, 1995). Moreover, Combes (2001) suggested that
virulence should be defined by a decrease in the reproductive
success of the host. Sporozoa-like microorganisms obscrved in
two independent populations ot S, gigas from Florida (Aldana
Aranda el al., 2009) and Guadcloupe (Frenkicl e al., 2009},
however, do not affect the reproductive cycle of this speci
Similar low virulence was ohserved in S. pugilis by Baqueiro
Cardenas, Aldana Aranda & Martinez Olivares (2005). These
observations suggest a relationship of very low virulence, so
that these Sporozoa-like microorganisms could be commensal
rather than parasitic in the Strombidae.

S.
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INTERACTION DURABLE STROMBIDAE — SPOROZOAIRES ET FONCTIONNEMENT
DE L'ORGANE HOTE DE LA RELATION : LA GLANDE DIGESTIVE

Le lambi Strombus gigas (Strombidae) est une espeéce de Mollusque Gastéropode
particulierement importante dans toute la région Caraibe. En 2007, il a été rapporté la présence de
structures étrangeres en grand nombre dans les cellules de la glande digestive des animaux analysés.
Ces structures, apparemment des protistes, sont alors décrites comme des parasites appartenant au
groupe des Apicomplexa (Sporozoaires). Dans le cadre de ce travail de theése, nous nous proposons
de poser les bases de I'¢tude d'une thématique nouvelle : I'association Strombidae-Sporozoaires.

Dans un premier temps, une analyse structurale et ultrastructurale de la glande digestive et de
ses micro-organismes associés a été réalisée sur neuf espeéces de Gastéropodes. Il ressort de ces
analyses que les Sporozoaires sont des endosymbiotes intracellulaires présentant une prévalence de
100 % dans toutes les especes analysées. Ils sont trés largement répartis et la transmission se fait
verticalement. Rien ne semble indiquer qu'ils soient virulents. Nous souhaitons donc proposer qu'ils
entretiennent, avec leurs hotes, une relation peu, voire pas virulente de type commensalisme ou
mutualisme.

Dans un deuxiéme temps, la glande digestive a été étudiée d'un point vue structural et
fonctionnel. Nous nous sommes intéressés aux fonctions associées aux trois types cellulaires
rencontrés dans les tubules digestifs de la glande : les cellules digestives, les cellules vacuolaires et
les cellules cryptiques. La digestion intracellulaire a €t¢ mise en évidence par une analyse
cytochimique dans les cellules digestives. Les cellules vacuolaires, qui hébergent les symbiotes,
sont dédiées au stockage de lipides. Enfin, I'osmorégulation de certains minéraux, ainsi que la
détoxication de certains métaux essentiels sont des fonctions attribuées aux sphérocristaux
rencontrés dans les cellules cryptiques.

Mots clés : Ampullariidae, Apicomplexa, détoxication, histologie, physiologie, sphérocrisrtal structure, symbiose.

STROMBIDAE-SPOROZOAN RELATIONSHIP AND FUNCTIONNING OF THE HOST
ORGAN : THE DIGESTIVE GLAND

The Queen Conch, Strombus gigas (Strombidae) is a Gastropod Mollusc particularly important
in the Caribbean. In 2007, a huge number of foreigner structures have been detected in the digestive
gland cells. These structures have been defined as parasites belonging to the Apicomplexa
(Sporozoa) group. Thus, this thesis proposes a new research topic: the Strombidae-Sporozoan
relationship.

First, a structural and ultrastructural analysis of the digestive gland and its symbionts was
performed on nine Gastropods species. These analyses revealed that Sporozoan are intracellular
endosymbionts with a 100 % prevalence in every species analyzed. Symbionts are widely
distributed and vertically transmitted. No evidences have been found suggesting that they are
virulent. Accordingly, we propose that they are involved in a weakly, or not, virulent relationship
such as commensalism or mutualism.

Secondly, functional and structural studies of the digestive gland have been done. We have
focused on functions associated to the three cell types which compose the digestive tubules of the
gland: the digestive cells, the vacuolated cells and the cryptic cells. Intracellular digestion has been
highlighted by cytochemistry in digestive cells. Vacuolated cells harbor symbionts and store lipid
reserves. Mineral osmoregulation and detoxification of trace elements seems to be mostly attributed
to spherocristals in crypt cells.

Key words: Ampullariidae, Apicomplexa, detoxification, histology, physiology, spherocrystal, structure, symbiosis.
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