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RESUME
La recherche d’autres hotes potentiels du parb&iteeilia refringenset la compréhension de son cycle de vie
présente une priorité dans un objectif de gestionrislque de la marteiliose. La détection du pasait
refringensen Tunisie et chez I'huitr®). stentinaélargit la gamme d’h6tes et la répartition géobrqpe de ce
parasite qui semble étre capable d'infecter unelagentail d’espéces de bivalves. A cet effet, naumns
sélectionné deux espéces qui cohabitent avecréhDitrea stentingour I'étude de la transmission du parasite
aux autres espéces faisant partie de I'écosysteudéé La mouleMytilus galloprovincialis et’huitre perliere
Pinctada radiataL’'analyse de la PCR pour la détectionMarteilia refringensciblant la région ITS -1 a porté
sur les échantillons donnant des résultats pogitifs la PCR universelle. Les produits d’amplificatobtenus
étaient présentés avec des bandes multiples. Baitéaune deuxieme PCR sur un total de 180 indsvmht été
analysés premierement par la PCR MT1/MT2 et pawulte par une deuxieme PCR MT1B/MT2B. Sur les 90
individus deP. radiataet 90 individus déVl. galloprovincialisanalysées, aucun individu n'a été détecté pasitif
I'infection par le parasitdarteilia refringens.Finalement, I'hypothése de développemenkideefringenschez
les deux hétes potentielgl. galloprovincialis et P. radiatast rejetée. Sur la base de nos résultats, sent@ne
stentinadevrait étre incluse dans la liste des espécesbdes a l'infection M. refringens
Mots clés :Marteilia refringens— Dynamique de la population - Les bivalves — pafien tunisienne

ABSTRACT
Dynamics of the parasiteMarteilia refringens in the Tunisian population of Mytilus galloprovincialis and
Pinctada radiata The search for other potential hosts for harteilia refringensparasite and Elucidating the
life cycle ofthis parasite is a priority in the management &f tisk of marteiliosis. The detection of tive
refringensin the oyster O. Stentina, in Tunisia, enlarges hbst range and geographical distribution of this
parasite, which appears to be capable to infecimgde range of bivalve species. For this reasenselected
two species that coexist with ti@strea stentinayster in order to study the transmission of theapite to the
other species which forming part of the ecosystamdisd; The musséllytilus galloprovincialisand the pearl
oyster Pinctada radiata The PCR analysis targeting the ITS-1 region, ased on samples which have a
positive results for universal PCR. The amplifioatiproducts obtained were presented with multigads.
Subsequently, a second PCR of a total of 180 iddals was analyzed firstly by the MT1 / MT2 PCR and
subsequently by a second MT1B / MT2B PCR. Of 9Gviddals of P. radiata and 90 individuals oM.
galloprovincialistested, no individuals were detected positiveirifection by the parasit®arteilia refringens
Finally, the hypothesis dfl. refringensinfectedthe potentialintermediate hostdyl. galloprovincialisand P.
radiata is rejected. Based on our results, o@lystentinashould be included in the list of susceptible ggeof
M. refringensinfection.
Keys wordsMarteilia refringens— Dynamics - bivalves — Tunisian population
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INTRODUCTION tunisiennes. La détection du parasiterefringensen
Tunisie et chez I'huitre®. stentinaélargit la gamme
L’aquaculture est marquée par des phases successivd’hétes et la répartition géographique de ce pirasi
de développement de la production et des phases dgli semble étre capable d’infecter un large éventai
déclin. Ces derniéres peuvent étre le résultatade ld’espéces de bivalves.
surexploitation des stocks ou de mortalités massive La recherche d'autres hétes d& refringenset la
La durabilité de cette activité nécessite la gesties  compréhension de son cycle de vie présente une
facteurs pouvent fragiliser cette production. Au priorité dans un objectif de gestion du risque ae |
regard de I'histoire de l'ostréiculture, les chutls  marteiliose. A cet effet, nous avons sélectionnéxde
production majeures ont été causées par des maladiespeces qui cohabitent avec I'hui@strea stentina
infectieuses. Les agents majeurs sont notifiés papour I'étude de la transmission du parasite auxeaut
I'Office International des Epizooties. Ces agentsespéces faisant partie de I'écosystéme étudié; La
pathogenes pouvant entrainer la mort de leur hétenoule Mytilus galloprovincialis: cette espece a fait
tels que les protozoaires qui sont responsablegobjet de différentes études parasitologiques
dimportantes mortalités au sein des élevageRobledo and al., 1994) et il s'est avéré dde
d’huitres platesOstrea edulis(Bonamia ostreaeet  galloprovincialis constitue I'h6éte deM. refringens
Marteilia refringens. I est donc nécessaire sans engendrer des mortalités notallesdeuxiéme
d'identifier d’'une facon spécifique ces agents etespécePinctada radiata la présence simultanée de
mettre en évidence des facteurs pouvant limiter lece Bivalve avecO. stentinadans plusieurs sites
développement de la maladie.La marteiliose, ou(Hammamet, Monasitir, Bizerte) peut suggérer que
maladie des Abers est la maladie causée par I'agediespéce puisse, au méme titre quev.
parasitaire Marteilia refringens C'est est un galloprovincialis, étre un hoéte pouM. refringens.
protozoaire parasite extracellulaire, de la glandelL'étude moléculaire relative a la recherche Me
digestive de I'huitreOstrea edulis Les premiéres refringenschezP. radiatanous permettra a la fois de
observations datent de la fin des années 60 evérifier cette hypothétique infection et de ciblere
dénotent d'importantes mortalités touchant lesanalyse parasitologique chez une autre espéce de
élevages d’huitres plates. Le parasiterefringensa Bivalve qui, n'a jusque |a, fait I'objet d’aucuntaude
été étudié pendant prés de trente ans. Pourtant des ce qui concerne le paradiferefringens
aspects de son cycle de vie et de sa taxonomintest
non clarifiés. La gestion du risque de cette maladi MATERIEL ET METHODES
sein des zones endémiques est confrontée a cette
problématique. La recherche d'autres hotesMle Station d'étude
refringens et la compréhension du cycle du parasiteLa région de Monastir faisant partie de la plater®
présentent une priorité dans un objectif de gestion orientale tunisienne se situe a environ 150&(m
risque de la Marteiliose. Malgré les nombreusesSud de Tunis (Fig. 1). Cette région forme un cap q
études et hypotheses émises a ce sujet, de largappartient au sahel tunisien, il s’agit d'une régé
lacunes subsistent en particulier en ce qui coeclern paysage relativement plat (SIG, 2007). Les margées a
mode de transmission dMl. refringens qui reste  niveau de cette zone ne dépassent pas une moyenne
inconnu. Le cycle de vie global du parasite restede 15 a 20 cm, et 'amplitude maximale enregistrée
incomplétement élucidé. est de 45 cm. Le fond marin est dominé par du sable
L’huitre naineO. stentinaespéece sauvage, a ainsi été grossier avec des débris de coquillages et du gravi
confrontée a des mortalités parmi les plus imptetan Le pourcentage de vase ne dépasse pas 3% (Ben
de tous les cheptels d'huitres. La prospectionDhiab, 2009). La température varie entre 13.5°C et
préliminaire réalisée durant 'année 2008, surdeut 27°C. La salinité est en relation directe avec la
les cotes tunisiennes a montré que les populationpluviométrie et I'évaporation et est de l'ordre de
d’'O. stentinan’ont survécu que dans la région de 37.5%.. Le port de Monastir est un bassin artificiel
Monastir. Les résultats de la recherche Wk semi-fermé, d'environ 227,800°situé au sud-est de
refringens chez les huitres sauvages ont montré lala Méditerranée, plus précisément dans la baie de
présence du parasitél. refringensavec de fortes Monastir (35 ° 45 '29" N, 10 ° 50' 13" E, Fig. Lx
prévalences pouvant atteindre les 80% ((226bpprofondeur moyenne est de 3,5 m avec un maximum
156bp, 31bp) pour 92 sur 133 huitres collectés erde 7 m. Dans ce milieu, les mollusques représentent
2009 et 2010). La digestion enzymatique des preduit'embranchement le plus abondant suivi par des
amplifiés par Hhal (Le Rouet al., 2001) a permis crustacés et des annélides. Cette baie présente une
I'obtention de profils de restriction similairescaux  grande biodiversité et comprend, au moins, 44
obtenus pourMarteilia refringens de type «O » especes différentes parmi lesquelleBittium
spécifique aux huitres du gerostrea(Elgharsalli et reticulatum  (gastéropodes), Pinctada radiata
al., 2013). Ce parasite semble étre impliqué dans | (bivalves), Pinna nobilis (bivalves) et Sabellaria
phénomene de mortalités observées sur les cotemlveolata(Annélides) (Irathnet al.,2007).
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Figure 1. Situation géographique du port de Monastir

Prélevement et conservation des échantillons juin de 'année 2009 et en mai 2010. Les huitred so
Afin d'évaluer si I'huitre,Ostrea stentina,est un  ouvertes manuellement. La moitié a été fixée dans |
vecteur du parasit®larteilia refringens,nous avons liquide de Davidson puis incluse dans la paraféhe
recherché la présence d'’ADN de ce parasite dans ldgutre moitié a été congelée a - 20°c. Les haiont
glandes digestives ddytilus galloprovincialiset de  conservées afin d'étre analysées au laboratoire de
Pinctada radiatacollectés durant I'année 2011 au pathologie a la Tremblade (lfremer- France).

niveau du port de Monastir. Le prélevement de

Pinctada radiataet deMytilus galloprovincialisa été  Extraction d’ADN

réalisé mensuellement d’avril a juin 2011 a raiden Les tissus utilisés pour I'extraction de 'ADN sont
30 individus par mois. Les échantillons Beradiata  conservés dans de I'éthanol 96% a 4°C. Aprés pesée
ont été prélevés sur les gisements naturels par uat séchage, les échantillons sont broyés dans un
plongeur a 5 m de profondeur. Les moulestampon d'extraction (Nacl 100 mM, 10Mm Tris,
échantillonnées provenaient d’'une méme pochepH :8.25 mM, EDTA Ph 8, SDS 0.5%) contenant de
suspendue a 5 métres sous la surface, prés detéent la protéinase K (100lg/ml). Aprés une nuit
du port. Pour chaque individu, une section de lad’incubation a 56°C, I'ADN est extrait selon le
masse viscérale était fixée en formol 10% pour degrotocole du kit QlAamp de Quiagen. L'amplification
analyses histologiques, et une section était ceéeer est contrdlée aprés migration électrophorétiqugedn
dans une solution d'éthanol 96% a -20°C pour desd'agarose 1% dans du tampon TAE IX, coloration par
analyses moléculaires. l'agent intercalant bromure d'éthidum et visualisat
Une antérieure recherche a été effectuée dans ledes acides nucléiques aux UV.

glandes digestivesl’O. stentina au niveau de la

méme station d’étude durant les mois d’avril, ntai e
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Amplification de la PCR avec deux couples d’amorce différents (Lopez-flores
Trois techniques moléculaires ont été utilisées mu et al.,, 2004). Une amplification spécifique d’'un
détection de I'’ADN du parasitelarteilia refringens fragment d'ADN par action de la Tag polymérase,
Une PCR universelle est employée pour vérifierd'amorces spécifiques, et de nucléotides dans un
I'intégrité de I'ADN d’huitre extraite et détectene  thermocycleur a été effectuée (Fig. 2). Le progr&mm
éventuelle présence d’inhibiteur. Une PCR ciblant | d’amplification de la PCR inclus une dénaturati@n d
région ITS1 est utilisée pour amplifier le fragment TADN a 94°C pendant 5 min, 30 cycles a 94°C
ITS-1 de taille 411 bp (Le Roux ef., 2001). Une pendant 1 min, 55 °C pendant 1 min et une élongatio
PCR nichée ciblant la région IGS, PCR emboitée oyendant 1 min a 72°C avec un cycle d’extensiorl fina
Nested PCReconstituée de deux étapes successivesa 72°C pendant 10 min.

I Bouy of af. ( 1999
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|

Figure 2. Une représentation schématique de I’ARN riboscemat les différentes régions génétiques étudiées
dans cette étude (18S, ITS-1 et IGS)

RESULTATS échantillons donnant des résultats positifs pour la
PCR universelle (Fig. 3). L'interprétation des
La PCR universelle résultats n'a pas été aussi aisée quen PCR

Un total de 180 individus ont été analysés en PCRuniverselle, en particulier lorsque les produits
universelle. Tous les individus ont présenté und’amplification obtenus étaient présentés avec des
produit d’amplification avec une taille attendue de bandes multiples. En effet, tous les échantilloes d
226 pb. Ces échantillons ont pu étre analysésgar Ideux BivalvesM. galloprovincialiset de P. radiata
suite, en PCR spécifique (avec les amorces M2Adtestés, ont présenté des bandes multiples (prodits
M3AS) et également avec la PCR nichée ciblant lala PCR non attendus). Ces échantillons ont été

région IGS. analysés une deuxiéme fois en modifiant les
concentrations des amorces et des échantillons par
La PCR ITS-1 une dilution au % mais, sans avoir des résultats

L’analyse de la PCR pour la détection Marteilia  interprétables (Fig. 4). Alors, une deuxiéme PCR a
refringens ciblant la région ITS -1 a porté sur les été utilisée, celle de la PCR nichee.
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Figure 3. Amplification par PCR de fragment de géne 18S atréte de la spécificité par Southern Bolt. Les
produits de PCR sont détectés sur un gel d’agaddigionné de bromure d'éthidium. Les ADN analysied
jusqu'a 9) proviennent de I'huitéstrea stentina(M) marqueur de taille, (T-) contrble négatif,
(T+) contr6le positif

2 a3 Do bl Baailuiit

Figure 4. Amplification par PCR de fragment de gene ITSlogitdle de la spécificité par Southern Bolt. Les
produits de PCR sont détectés sur un gel d’agaddigionné de bromure d'éthidium. (A) Les ADN asék
(de 3 jusqu'a 8) proviennent de moul@4) marqueur de taille, (T-) contrble négatif, (TpgrasiteMarteilia
purifié a partir de moules.
PCR nichée
Au total, 180 individus ont été analysés premiemme durant les mois de février-mars et 70% a 38.46%
par la PCR MT1/MT2 et par la suite par une durant le mois de juin et octobre (Tab.l). Une
deuxieme PCR MT1B/MT2B. Sur les 90 individus de digestion enzymatique par l'enzyme de restriction
P. radiata et 90 individus deM. galloprovincialis  Hhal permet de discriminer le produit PCR obtenu
analysées, aucun individu n'a été détecté positif c2avec les amorces M2S/M3AS correspondant a
l'infection par le parasit®larteilia refringens. Marteilia maurini et/ouMarteilia refringens. 1Qul de
produit PCR sont digérés dans @Dcontenant 2ul
Taux de prévalence du parasite Marteilia de tampon 10X de I'enzyme ®tul d'enzyme & 37°C
refringens chez la population dhuitres de pendant 1 HLe produit de digestion est analysé sur
Monastir un gel d'agarose a 2%. L'amplification est con&g6lé
L'étude des prévalences dans notre étude, montre uapres migration électrophorétique en gel d'agarose
niveau d'infection tres élevé (atteint 100%) daes | 2% dans du tampon TAE IX, coloration par l'agent
populations infectées d’huitres dés le début dentercalant bromure d'éthidum et visualisation des
I'étude. En effet, elle varie entre 100% et 93.33% acides nucléiques aux UV.
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Tableau I. Identification des parasites a partir d'extrdlfsDN d'échantillons de I'huitr®strea stentina
collectés saisonniérement au port de Monastir tifigation deMarteilia refringenspar PCR en utilisant deux
amorces M2A-M3AS et MT1 MT2.

Date Février 2009 Avril 2009 Juin 2009 Octobre 2009
Identification du parasikarteilia refringens
PCR M2A-M3AS 30+/n=30 28 +/ n=30 21 +/ n=30 =13
RFLP M2A-M3AS 30 +/ n=30 28 +/ n=30 21 +/n=30 5+/ n=13
DigestionHhal M.refringens O M.refringensO M.refringensO M.refringensO
PCR MT1-MT2 29 +/n=30 29 +/n =30 25 + /n=30 =13
DISCUSSION initiales deM. refringensinfectieux dans I'épithélium

des branchies et le manteau Me galloprovincialis
Les huitregD. stentinasont présentes a I'état naturel suggére que le stade parasitaire «libre-flottanta »
dans le port de Monastir. IMarteilia refringenstype  été acquis par I'alimentation du bivalve & parér d
« O » originaires de I'huitre, a été détecté avec desprocessus de filtration, qui vient en contact astes
prévalences atteignant 80% chez les huitres sasivagéranchies et les palpes, tel que proposé par Kleema
du port de Monastir (Elgharsalli et al., 2013). @aut et al., (2002). Cette hypothése implique que le
classer le port de Monastir dans les zones diteparasite est libéré a partir de son hdte internmédia
lourdement infectées. En effet Balowdtal., (1979)  dans son milieu environnant sous la forme flottante
qualifient les zones ou le taux dinfection est La connaissance du mode de transmission inter-hotes
supérieur a 40% comme des zones « a haut risque slu parasite donnerait une clef pour la régulation d
Il apparait que, plus la population est anciennégmenparasite. Cette connaissance passera bien évidement
infectée, plus la prévalence est élevée Barnaugar I'analyse des espéces qui peuvent étre des hote
(1998). La marteiliose ne disparait donc pas etintermédiaires potentiels. Il est possible dlerteilia
conserve «le capital cumulé » des annéegefringensse développe chez umspéce autre que
précédentes. Barnaud (1998) a signalé que l'ifacti I'huitre Ostrea stentina En effet, des travaux ont
d’'une population se fait majoritairement la premiér identifié le copépodéaracartia granicomme hote
année entre un et deux mois et que la prévalencitermédiaire potentiel (Audemaret al., 2002). Le
définitive est quasiment atteinte dés les premiéregarasite était présent chez les adultes femelles ai
semaines d’infection et n‘augmente pas jusqu'aque chez les copépodites (juvéniles) avec des taux
linfection de l'année suivante. Les résultats de | dinfection plus faibles. Ainsi que d’autres essais
PCR ITS-1 et IGS suggérent une implication possibleconduits par Carrasocet al., (2007) dans le Delta de
de M. refringens dans la mortalité de I'huitre I'Ebre suggérent I'implication de deux nouveaux
O.stentina Le but de la présente étude n'était pas dehdtes intermédiaires potentielithona sp. et
caractériser le parasite dans I'h@e stentina mais  Harpaticoida Acartia discaudataQuel que soit les
pour mieux évaluer la dynamique du parasite sur laessais de transmission expérimentale mises en,place
population d’huitres en Tunisie en se basant ssr deil n'a jamais été permis d'infecter expérimentaleine
outils moléculaires. des animaux sains. |l en découle selon Berthal.et
En ce qui concerne la nécessité dune ho6te(1998) I'hypothése relative a I'existence d'un ou
intermédiaire afin d’accomplir le cycle du parasite  plusieurs hotes intermédiaires dans le cycle du
sein de son héte, Lopez-florekal. (2008) ont noté la  parasite (cycle hétéroxéne). Des travaux effegbaés
présence des différents stades connus du paisite Berthe et al (1998) ont suggéré I'existence d’'un
refringens y compris le stade de «mature cycle complexe, employant un ou plusieurs hoétes
sporulation » suggérant que le parasiterefringens  intermédiaires. Des cycles ont ainsi été proposés p
est apte a compléter linfection dans I'h6te. ParGrizel (1985), décrivant les différents stades du
contre, Roubalet al., (1989) ont montré que les développement du parasite dans [Ihuitre avec
spores matures dbl. sydneyise détachent de son incertitude sur le rdle des stades observés dans la
hote Crassostrea gigascouplés a des sporontes multiplication et la dissémination du parasite.
intactes et représentent le stade infectieux déed’h Audemardet al. (2002) ont signalé la présence d'un
intermédiaire. Quant au parasitdarteilioides  hbte intermédiaire, le copépodaracartia graniqui
chungmuensigjui infecte I'noteCrassostrea gigas est impliqué dans le cycle de vie Merefringens.
les cellules infectieuses ont été détectées awamive Les résultats de notre étude montrent que le parasi
des cellules de I'épithélium des tubules digestitss M. refringensn’a pas été détecté chez les échantillons
parasites matures sont libérés par la suite dee’6 de M. galloprovincialiset deP. radiataalors gu’il a
partir du canal des organes génitaux (ktthl.,2004;  été présent chez I'huitr®. stentina Ces résultats
Kleemanet al., 2002). La détection des phases peuvent étre expliqués par le fait que ces deux
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especes sont plus résistantes que I'htrestentina infective stages of Marteilia refringens
au parasite. Il est également possible que 'akesdoc (Paramyxea) in its host Mytilus
parasite chez les deux bivalves soit liée a des galloprovincialis J. Fish Diseases31, 153-
conditions environnementales particulieres. La 157.
présence deMarteilia refringens chez I'espéceP. Elgharsalli R., Aloui-Bejaoui N., Salah H., Chollet
radiata n'a jamais été identifiée par des travaux B., Joly J.P, Robert M., Couraleau Y., Arzul I.,
antérieurs. Par contre, la présenceMimteilia chez 2013. Characterization of the protozoan
les moules a été montrée par Carrastcal. (2007) a parasite Marteilia refringens infecting the
partir des essais réussis d’infection des moulesipa dwarf oysterOstrea stentinan Tunisia.J. Inv.
zooplancton infecté (Carraset al, 2008). D’autres Patho.(112) 175-183.
travaux ont conforté I'hypothése de deux types deGrizel H., 1985. Etudes des récentes épizooties de
parasite M et O présentant une spécificité pour leu I'huitre plate Ostrea edulis L. et de leur impact
hoéte préférentiel; les moules et les huitres, ce qu sur l'ostréiculture bretonne. Theése de doctorat,
expliquerait I'absence d#larteilia refringenschez Université des Sciences et Techniques de
les moules du port de Monastir. De plus, la mise en Languedoc, Montpellier, France, 145 pp.
relation des moules infectées avec des huitregsain Itoh H., Tatsumi T., Sakamoto T., Otomo K.,
n'a pas permis la transmission du parasite (Begthe Toyomasu T., Kitano H., Ashikari M., Ichihara
al., 1998). S., Matsuoka M., 2004. A rice semi-dwarf
gene,Tan-GinbozyD35), encodes the
CONCLUSION gibberellin  in  biosynthesis enzyment

kaurene oxidasélant. Mol. Biol.55.
L'étude de la dynamique du parasite dans leslkram I. Sabiha T.Z and Oum Kalthoum B.H., 2007.

populations de deux bivalves étudiées suggére qu'il Etude de la faune associée a I'espéce invasive
n'ya aucune implication de ces deux espéces dans le Pinctada radiatasur le littoral nord et est de la
cycle de vie du parasite. Finalement, I'hypothése d Tunisie.Rapp. Comm. int. Mer Med38, 503.
développement dbl. refringenschez les deux hotes Kleeman S.N., Adlard R.D., & Lester R.J.G., 2002.
potentiels, M. galloprovincialis et P. radiataest Detection of the initial infective stages of the
rejetée. Sur la base de nos résultats, seule@ent protozoan parasite Marteilia sydneyi in
stentinadevrait étre incluse dans la liste des espéces Saccostrea glomeratand their development
sensibles a l'infection . refringens through to sporogenesiBiternational Journal

for Parasitology 32, 767-784.
Le Roux F, Lorenzo G, Peyret P, Audemard C,
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