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Sélccl ion cn ph :lse lan'aire chcz C TllS!i ()stre (1 giglls - 1 mll:,er dcs condilions cU\'iro llllcOl cnlalcs 

1. Introduction 

Suite à la quasi di spariti on de l' huître portugaise Crassastrea angulata (G ri ze l et al. , 

199 1), l ' huître creuse Crassastrea gigas, ori ginaire du Japon, a été introduite en France dans 

les années 1970 où ell e s'est naturali sée. Aujourd ' hui , C. gigas représente la première espèce 

conchyli cole frança ise avec une producti on annuell e de 140000 tonnes par an (données FAO 

200 1). La France est le premier producteur européen et le quatri ème mondial. Les principales 

zones de captage naturell es sont les bassins d ' Arcachon et de Marennes-Oléron où le 

recrutement est vari able d ' une année à l' autre en fonction des variations environnementales 

(notamment de la température de l'eau Robert et al., 1999). Cette fluctuation dans la 

di sponibilité en naissain est un problème pour assurer une production ostréicole réguli ère. En 

parallè le, depuis les années 1960, la production de nai ssain en éc loseri e s' est déve loppée, a fin 

notamment de pallier aux fluctuations du recrutement annuel. Dans d 'autres pays, tels que les 

Etats-Unis ou la Nouvelle Zélande, où l' introducti on de C. gigas a été réa li sée, les éc loseri es 

assurent la quas i totalité de la production de naissa in chez cette espèce car la reproduction 

nature ll e y est très limitée. La production de naissa in en éc loseries se réa li se, auj ourd ' hu i, 

dans des conditions environnementales très di fférentes de ce ll es du milieu nature l (densi té, 

alimentati on, température, ... ) afin de l'optimiser et de la rentabili ser. En 1998, environ 10% 

du naissain françai s provenait d 'é levage en éc loserie (Robert et al., 1999). Aujourd ' hui , les 

éc loseri es françai ses assurent la production de plus de 20% du naissain mis en culture (soi t 

environ 900 millions de naissa in). Cette augmentation est notamment li ée au déve loppement 

d ' huîtres triploïdes . Parallè lement, des programmes d ' améliorati on génétique par sé lection 

ont été initiés dans de nombreux pays (Langdon et al. , 2002) dont la France. Le doublement 

an noncé de leur producti on en 2004, montre l' importance croissante des écloseri es fra nçaises 

dans la fili ère de producti on ostréico le nationale. 

Les conditions d'é levage appliquées en éc loseri e peuvent induire des effets 

(sé lecti on) dès les stades précoces de déve loppement des larves et du na issa in d ' huîtres. Se lon 

Doyle ( 1983), la domesti cation est dé fini e par des changements généti ques affectant le 

comportement, la morphologie et la physiologie sous la contrainte d ' une culture en condition 

artifi cie ll e. Pour une espèce commerciale comme l' huître creuse, il ex iste un intérêt 

économique pour une sé lecti on précoce ayant des e ffets sur la qualité ultéri eure du naissa in et 

des paramètres tels que la survie, la croissance et la reproducti on. 
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Les zones de captage présentent des conditions biotiques et abiotiques vari ables, 

nettement différentes de ce ll es des éc loseries (température souvent supéri eure à 25°C, apport 

trophiq ue optimal, tamisage pour l'homogénéisation des lots et l'éli minati on des « queues de 

lots »). Aucun trava il ne s'est encore intéressé aux effets génétiques de cette pratique 

d'élevage intensif et aux interactions éventuell es entre popul ations nature ll es et populati ons 

issues d 'éc loseri es qui en résul teraient. En effet, les conditions intensives d 'écloserie 

pourraient induire une forte press ion de sé lection. La forte fécondité des huîtres (25 à 50x 1 06 

ovocytes 1 femelles 1 an) et la grande taill e des populati ons permettent, d ' une part, le mainti en 

d 'un po lymorphisme génétique important au sein des populati ons des bassins d 'é levage et 

d'autre part, induisent des effets de dérive génétique important s dans les populati ons issues 

d'éc loseries (forte vari abili té du succès reproducteur entre indi vidus (Hedgecock el al., 1992 ; 

Boudry el al., 2002). Il en résulte des tail les effi caces de populati ons, issues d 'écloseri es, 

fa ibles pouvant induire l'express ion de l' important fardeau génétique mis en év idence chez 

cette espèce (Launey el al., 200 1). 

Chez les biva lves, la majori té des études s' intéressent à la phase adulte plutôt qu 'à la 

phase larva ire. Cependant, de nombreux travaux menés sur l'écologie larva ire des invertébrés 

marins sont la preuve de l' intérêt porté à ce stade de développement (J ab lonski, 1986). La 

maîtri se de la reproduction des huîtres en éclose ri e, a apportée d' importantes connaissances 

sur leur développement précoce. Par exemple, Coll et el al. ( 1999) ont mis en év idence une 

corrélation posi ti ve entre la croissance des larves et la date de fixation : plus cette derni ère est 

tardi ve, plus les larves prêtres à se fi xer ont un di amètre moyen important lorsque les 

conditions environnementales (température, sa linité, apport trophique) ont été ma intenues 

constantes . Cependant, les larves qui tardent à fi xer présentent un coeffi c ient de vari ation de 

tai ll e supérieur (20%) aux larves les plus précoces (3%). Les éventue ll es conséquences de ces 

corré lati ons restaient à étudier. 

Récemment, Ernande el al. (2003), se basa nt sur l'étude de 15 fa milles (5 mâles x 3 

fe mell es) é levées séparément, ont montré qu' il existait une composante génétiq ue aux 

variations de surv ie et de croissance larva ire et des corrélations génétiques négati ves entre 

taux de développement larvai re et succès à la métamorphose, permettant la coexistence de 

différentes stratégies de déve loppement précoce (figure 1). Mais, l' influence des conditions 

environnementa les sur cette vari abi lité génétiq ue, son expression phénotypiq ue et 

d' éventue ll es interacti ons génotype - environ nement restaient à étud ier. 
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Figure 1 : représentation schématique des différentes stratégies de développement en 

phase larvaire chez Crassoslrea gigas (d'après Ernande el al., 2003) 

L'étude de l 'effet de différents environnements sur la di versité génétique au sein de 

nombreuses fa milles élevées séparément est diffi cilement réali sable. En effet, ce type d 'étude 

ex ige des moyens zootechniques très importants et des biais expérimentaux sont inév itables . 

Afin de s'a ffranchir de cette contrainte, l'é levage de famill es groupées est une so lution 

poss ible. Suite à la fécondati on, les fa milles sont mélangées pui s réparti es équitablement entre 

les di fférentes conditions d 'élevage. Dans l'étude des variations de performance de traits tel 

que le taux de cro issance, ce la permet de di stinguer l'effet génétique de l' effet 

environnemental (Selvamani el al., 2001 ). En effet, é lever en commun des larves issues de 

parents multi ples par le biais de cro isements factori els (où chaque mâle est croisé avec chaque 

feme ll e) permet de mieux évaluer l 'e ffet génétique sous j acent à la performance d ' un trait tout 

en di stinguant l'effet environnemental sur ce même trait (Herb inger el al., 1999). 

Jusqu 'à présent , aucune étude n 'avait considérée l'effet que pourra it aVO ir les 

variati ons des conditions environnementales (notamment la température) durant la phase 

larva ire sur la cro issance et la survie. Cette étude ava it donc pour but principal de mieux 

comprendre l 'effet des conditions environnementales appliquées lors du déve loppement 

larva ire sur la d iversité génétique chez C. gigas. Ainsi, deux conditions environnementales 
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correspondant, d ' une part, à l' élevage extensif en milieu nature l (traitemen t 1: 20°C) et, 

d ' autre part, à l'élevage intensif en éc loseri e (traitement 2 : 26°C) ont été appliquées à une 

populati on de larves issues d ' un croisement factoriel. L'effet attendu sur la croissance et la 

survie larvaire est présenté en fi gure 2. L'effet sur la di versité génétique a été évalué via 

l' utili sation de marqueurs moléculai res neutres que sont les microsatellites' (voi r définit ion 

dans le lex ique), permettant l'ass ignation de parenté des larves. Afin d 'optim iser l' uti lisati on 

de ces marqueurs, l'ampli fi cation simultanée (ou « multiplexage ») de trois loci' a été 

réali sée. L'estimati on des contributions parentales dans les deux élevages, a permis l' étude de 

la va riabi li té génétique et des interactions génotype* 1 environnement. Plus concrètement, des 

prélèvements de larves ont été effectués dans chaque environnement d'élevage, puis, ces 

larves ont été mesurées indi vidue llement et génotypées. 

Au final, les résultats obtenus permettront de quanti fie r l'e ffet des pratiques 

d'é levage intensives sur la di versité génétique des populations élevées en éc loseries, de 

décrire la composition de la population au début de la fi xation des larves les plus précoces, 

mais auss i d 'étudier l' interaction génotype - environnement sur la survie et la cro issance. 
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II. Matériel et Méthodes 

Il. t. Choix des géniteurs 

Sur un ensemble de 200 individus adultes prélevés en mili eu natu rel (Port des 

Barques, Charente-M aritime), une sé lecti on a été effectuée en vue de conserver des mâles et 

des fe mell es présentant un max imum d' hétérozygotie a fin de fac iliter l' assignati on de parenté. 

Ces 200 huîtres ont été sexées et génotypées aux 3 loc i microsatellites utili sés dans cette étude 

(voir note technique en annexe). Les individus hermaphrodites ont été éliminés de la 

sé lection. Par la suite, les indi vidus sélectionnés ont été placés dans un racewayl alimenté par 

de l'eau de mer filtrée et maintenus dans des conditions trophiques et à une température 

optimales, dans l' attente de leur maturation sex uell e durant environ 2 mois. 

11.2. Réalisation du cro isement 

1/.2.1. Obtention {les gamètes 

Le cro isement a eu li eu le 2 mars 2004. Les gamètes ont été obtenues par strippi ng de 

la gonade. Cette technique consiste à récupérer manuellement les gamètes. Tout d'abord, les 

géniteurs sont ouverts proprement afin de ne pas endommager la gonade. Puis à l'a ide d ' un 

sca lpel, la gonade est dilacérée et rincée à l' eau de mer afin de récupérer les gamètes. Ains i, 

ces gamètes mâles et femell es sont récupérés séparément et filtrés sur un tamis de 25flm pour 

les mâles et de 60flm pour les femell es, a fin d ' éliminer les débris de ti ssus provenant de la 

scarifi cation. Enfin , un comptage pour déterminer la concentrati on optimale de gamètes à 

utili ser lors de la fécondati on a été e ffectué. Ce comptage est réali sé grâce à des ce llules de 

Malassez2 pour les ovocytes et de Thoma pour les spermatozoïdes et ass isté par un logiciel 

d'ana lyse d' images SA MBATM. En foncti on des concentrations, une dilution peut être 

réa li sée. 

1/.2.2. Lafécondatioll 

Le nombre d 'ovocytes désiré est mis en suspension dans de l'eau de mer à rai son de 

15000 ovocytes par ml. Cette concentration élevée est maintenue pour fac iliter le 

rapprochement des gamètes pendant les premières minutes suivant la fécondati on. Puis, la 

quantité de suspension de sperme nécessaire pour avo ir un rati o de 100 spermatozoïdes / 

ovocytes est ajoutée. C'est le ra ti o opt imal pour réa li ser la fécondati on car en deçà de 50 

1 Enceinte dans laque lle l'eau ci rcule dans un sens el permet l'alimentation en phytoplancton des animaux. 
2 Les cellu les de Malassez et de Thoma sont des lames de plastique ou de verre quadri llées permettant un 
COmpl<lge. 
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spermatozoïdes/ovocytes, le taux de fécondation diminue et au delà de 500 

sperm atozoïdes/ovocytes, le ri sque de polyspennie dev ient significatiF. 

Les 48 cro isements fac toriel s ( 12 mâles par 4 fe mell es) ont été réa li sés séparément 

dans des béchers de 500ml ce qui év ite la compét ition spermatique et max imi se la di versité 

génétique (Boudry el al., 2002). Les embryons n 'ont été mélangés que 3 heures après la 

féco ndation constituant ainsi des fam illes en mélange. 

Afi n de déterminer le taux d 'éc losion, troi s prélèvements (333ft!) post- Fécondat ion 

pour chaq ue croisement ont été réa li sés à 24hrs et chacun des prélèvements a été compté tro is 

foi s. Ce taux est déterminé par le rati o Nombre de larves / Nombre total d 'ovocytes . 

11.3. Elevage larvaire 

Une fo is mélangés et homogénéisés, les embryons ont été réparti s de manière éga le 

dans 6 jarres contenant 150 litres d ' eau de mer filtrée. Trois jarres ont été placées dans une 

sa ll e à 20°C, et les tro is autres placées dans une autre sa ll e à 26°C. La température de l'eau est 

maintenue constante par le chauffage de l'a ir amb iant des sa lles. La nourriture di stribuée est 

un mélange de troi s algues phytoplanctoniques habituell ement utili sées dans le cadre des 

élevages au se in de l' éc loseri e de La Tremblade. 11 s'agit d ' une ration journali ère évo luti ve au 

cours de l'é levage (tab leau 1). 

Espèces d'a lgues distrib uées (n b de Ce11u les/mLlj) 

Cluœtoceros Volume Diamètre 
Phase Isocltrysis ca/citralls Gracilis distribué par des larves 

d'élevage taltiti forll/a ga/bana espèce d'huîtres 
p 1/11/ ill/Ill (en L) (/lm) 

1- JI à J6 18 25 16 0,34/ 0, 125/ 0,19 40 

2-J7àJ12 20 26 12 1,7/ 0,76/ 0,97 11 0 

3-J l 3àFin 20 25 18 2,6/ 1,3 15/ 1,82 2 10 

Tableau 1 : Description de la ration alimentaire distribuée 

Suite à la fécondation , un réaj ustement de densité des larves est nécessa ire. Après 24 

heures d ' incubat ion, la concentration a été ramenée à 100 individus par ml. Cela se réa li se 

se lon la méthodo logie sui vante: 
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• Filtration sur tamis de 45 I1m, 

• Transvasement dans une éprou vette graduée qsp 500ml , 

• Echantill onnage pour comptage et estimation de la survi e se lon la méthode 

développée par Utting ( 199 1), 

• Estimation de la croissance via le logiciel d' analyse d ' images SAMBATM . 

Lors de chaque fi ltrati on (tous les 2 à 3 jours), une maill e de tamis non sélecti ve, 

c ' est-à-dire retenant l' ensemble des larves, a été utili sée perm ettant ainsi de conserver 

l'ensemble de la vari abi lité de taill e. Durant les 42 jours d ' élevage larva ire, la température de 

l'eau a régulièrement été relevée a fin de mai ntenir une di fférence de température d 'au moins 

6°C entre les sa ll es d 'élevage. De plus, un prélèvement quotidien de larves a éga lement été 

effectué afi n d 'en mesurer la tai lle moyenne et ainsi adapter la rati on trophique. Pour les 

analyses ADN , des échantillonnages ont été réa lisés: les larves prélevées ont été conservées 

dans de l' éthanol à 70% et stockées à température ambiante. 

Il .4. Fixation 

Quelques j ours avant la fin de la phase larva ire, l' organe sensoriel des larves apparaît 

sous forme d ' un point noir ou « œil » correspondant à un épaiss issement de l'épithélium de la 

cav ité branchia le. Ensuite, ces larves, dites « œ illées», déve loppent un pied qui leur permettra 

de se fi xer sur un substrat propice. Celles-ci mesurent alors environ 300-350l1m et 

caractéri sent le stade pédi vé li gère. Lorsqu 'ell es ont atteint ce stade, la fraction de la 

population retenue sur un tamis de 220l1m est placée en micro-nurseri e pour fixati on. Les 

larves sont alors di sposées dans des tamis de 150l1m, dont le fond est tapissé de microbri sure 

de coquill es d ' huîtres, constituant un substrat adéquat pour se fi xer. 

Chaq ue cohorte de fixation est ai nsi dirigée vers la micro-nurserie et di sposée dans 

des tamis avec un effectif maximal de 50000 individus par tamis. Ces tami s sont di sposés 

dans des raceways dont l'a limentation est assurée par un flu x continu d 'eau de mer filtrée et 

en ri chi e en phytoplancton. 

Environ 10 jours après la fi xati on, une estimati on de l' effectif du nalssa lll a été 

réa li sée (Ernande e l al., 2003). Une règle de troi s est réa li sée à parti r du poids total de la 

cohorte et du poids moyen de 3 échantillons dont les effectifs sont mesurés. Enfin, l'ensemble 

des cohortes a été réduit à un effectif de 5000 indi vidus par tamis pour év iter un impact sur la 

vitesse de cro issance li ée à la densité des individus dans chaq ue tamis. En comparant le 

nombre de juvénil es fix és au nombre de larves placées en micro-nurseri e, le succès à la 

métamorphose est calculé. Ce matériel bio logique sera ex plo ité pour des analyses ultérieures. 
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11.5. Mesures individuelles des larves 

Les larves prélevées pour les analyses ADN larves ont été individualisées à l' aide 

d ' une pipette puis mesurées précisément (d ixième de micron) grâce à un projecteur de profil 

(N ikon) équipé de vis micrométriques. Ensuite, ces larves ont été placées dans 3f1L d'éthanol 

à 70% dans l 'attente de l'extraction de l'ADN. 

Les différents paramètres mesurés durant les phases d' élevage larvai re et de micro 

nursage sont résumés par le schéma sui vant : 

o D Fécondation 

Début de 

fixation 
à 26°C 

Fin de 

fixation 

à 20°C 

Caractères quantitatifs Données binaires 

-------1-------

Croissance 

larvai re 

1 
1 Taux d ' éclosion 

1 

1 

1 
1 

Survie 

-------r------

Croissance 

larvaire 

1 

1 

1 

1 
1 

Taux de fixation 

Il.6. Protocole d'extraction de l'ADN et de PCR 

Il.6.1. Extruction d 'A DN 

Un protocole d ' extracti on de l' ADN à « haut débit » a été mis au point se lon le protocole 

sui vant : 

1. Individual isation des larves sur plaques PCR de 96 tubes 

2. Pour chaque échantillon , ajout de 30flL de tampon d ' ex traction composé de 

Buffer PCR sans MgCIz 10X ( 1 mL - Fermentas), 0. 1% de Tween 20 (50flL

Promega) et d'eau di stillée qsp 15mL. 

3. Passage au thermocycJeur : 1 heure à 55°C et 20 minutes à lOO°e. 
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L' ADN ainsi obtenu est directement utili sable pour effectuer l'étape d 'amplification ou PC R 

(Polymerase Chain Reacti on). 

Il.6.2. L 'amplijica/ion par PCR ellmllltiplexage 

La PC R en multiplexage est une variante de la PCR dans laquell e deux ou plusieurs 

loci sont amplifi és simultanément. La principale difficulté rencontrée lo rs du protoco le est la 

non amplifi cation de certains loci . Ce la est princ ipal ement dû à deux paramètres: la 

concentration en primers ou amorces et la température d 'annea ling3 (Henegariu et al., 1997). 

De plus, de part le fardeau génétique mis en év idence chez C. gigas (Launey et al., 200 1), le 

site peut aussi être affecté par une mutati on ne permettant pas l'amplifi cation du locus. Des 

tests ont été entrepri s dans le but de déterminer le volume de réacti on, la concentration de 

pri mers et la température d ' annea ling optimaux. L' ensemble du protoco le ex périmental final 

ra it l' objet de la rédaction d ' une note technique actuell ement soumise. Ce ll e-ci est reportée en 

annexe et comporte des références bibliographiques justifi ant l' utili sati on de microsatellites, 

comme marqueurs molécul aires, pour réaliser les analyses de parenté. 

A l' issue du protoco le d 'ex tracti on, la quantité d ' ADN n' est pas suffi sante pour 

assurer directement le génotypage. C'est pourquoi l' étape d 'amplificati on par PC R en 

multiplexage des loci concern és est nécessa ire a fin d ' obtenir une quantité d 'A D suffi sante 

sur laquell e les analyses des microsatellites pourront être effectuées. Un vo lume de 1.21l L de 

chaque échantill on d ' AD N est mélangé à 13.8,t! d'un « mi x de PCR » (tableau 2). 

1 écho ICi 96 éc ho 
Multiplex 4 couleurs Volume fina le Volume 

en I!L en I!L 

Buffer IOx 1,5 l x 144 

dNTP (2 mM ) 1,5 0,2mM 144 

MgCl2 (25mM) 1,2 2mM 115,2 

Primers Mix 1,44 138,24 

cg49 R+F (0, 18+0, 18) NED' 0,36 0,151l M 34,56 

cgl08 R+F (0,36+0,36) FA M 0,72 0,31lM 69,12 

"0 I? +F (0.18+0, 18) I-IEX 0,36 0, 151l M 34,56 

Taq polymérase 0,3 28,8 

H,O 7,86 754,56 

ADN 1,2 

Tota l 15 1324,8 

Tableau 2 : Composition du Mix PCR en multiplexage 

1 Température à laq ue lle l' hybridation entre l'amorce et le brin d'ADN est possible. 
~ NF:[) (noir) , FAM (bleu) et HEX (vert) sont les 3 nuorochrol11es des amorces uti lisées pour le génot ypagc. 
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Une fois l'échanti ll on d ' ADN ajo uté au Mix, le cyc le de PC R en multiplexage se déroule 

comme suit : 

( 1) Phase de dénaturation initiale de l'ADN (5 min) 

(2) Phase de dénaturation de l'ADN (1 min) 

(3) Phase d'Annealing ou de liaison d es amorces (1 min) X 30 cycles 

(4) Phase de polymérisation en chaîne de l'ADN ( 1 min) 

(5) Phase d'élongation terminale (30 min): évite la formation de chaînes poly A 

(Fishback el al. , 1999) 

Il.6.3. Choix {les marqueurs microsalelliles 

Plus d ' une centa ine de marqueurs microsate llites sont désormais di sponibles chez 

l' huît re creuse Crassaslrea gigas (Magoulas el 01., 1998; Hu vet el al., 2000 ; Li el al., 2003; 

Sekino el al., 2003). otre choix s'est porté sur CG49, CG 108 (Magoul as el al. , 1998) et L lO 

(Huvet el al., 2000), car ceux-ci sont particuli èrement polymorphes (4 1, 41 et 40 

all è les*/locus respectivement ; Huvet el 01. , 2004) Des amorces* spécifiques à ces loc i ont été 

utili sées pour la PC R en multiplexage (tab leau 3). 

Taille 

Séquence Température moyenne 
Locus Amorces utilisées du 

répétée d'annealing 
produit 
de PCR 

CG49 (CA)35 CATCAGGGGTAAATTAAAGTAAGC 53°C 162 pb 

CCACAGACGATTTCATATATCCTG 
CG 108 (CA)1 8 ATATGTAATGATTACGAAACT 55°C 147 pb 

GTATGAGATTTGGTTCCACC 

LlO (AGb GGTCAATTCAAAGTCAATTTCCC 55°C 136pb 

CATGTTTTCCCTTGACTGATCC 

Tableau 3 :Description des amorces de PCR 

Il.6.4. Gél/olypage 

Afi n de réa li ser le génotypage des larves d ' huîtres aux trois loci considérés, 1 flL de 

produ its de PCR de chaq ue échantillon est mélangé avec 12flL de formamide et 0.25flL de 

standard de taill e Genescan™ ROXTM (A pplied Biosystems). Toutes les analyses ont été 

réa li sées sur un séquenceur à capi ll aires de type ABI PRISM 3 100 Avanl (Applied 

Il 
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Biosystems) utili sant du polymère POP4 et un j eu de 4 cap ill aires de 36 cm. Des conditions 

ont été respectées a fin de limiter la va ri abilité du gé notypage entre les « runs». La sa ll e a été 

ma intenue à 23°C car une vari ati on de température d ' au moins 5°C affecte significati vement 

les résultats (l ssaq et al. , 2000), la température de foncti onnement du laser et le vo lt age 

appl iqués lors de l'é lectrophorèse étaient respecti vement de 60°C et ISkV. Enfin , les données 

brutes ont été co ll ectées via le logic iel Foundati on Data Co ll ecti on v2 .0 (A ppli ed 

Biosystems) . 

11.7. La catégorisation des groupes d'allèles ou « Binning » 

Afin , de caractéri ser et de co rri ger les groupes d 'a ll è les, c'est-à-dire de ne retenir que 

les a ll è les parentaux qui apparaissent dans le génotype des larves, puis d ' ass igner chaque 

larve à un couple de parents de manière exacte, l'étape de Binning est indi spensab le. 

L' utili sati on du logiciel GENEMA PP ER® perm et de déterminer les a ll è les réell ement 

transm is à la descendance, tout en occultant les artéfacts de lectu re sur chaq ue 

électrophérogramme et les vari abilités observées entre chaq ue « runs» d 'analyse 

microsatellite. Chaque a ll èle se ca ractéri sera par une taill e en pai res de bases et dés igné par un 

nombre enti er. L' utili sation du logiciel se décompose se lon les étapes sui vantes: 

1. Importati on des données brutes obtenues grâce au séquenceur à capillaires AB I 

Prism 3 100 Avant 

2. Créati on d ' un Panel comportant des « Bins de références», un jeu de données 

ré férences (pro fil s microsatellites des parent s utili sés lors du croi sement) et les 

caractéri stiques des marqueurs utili sés (gamme de taill e et coul eur des marqueurs 

CG49, CG 1 08 et LI 0). 

3. Création d ' un standard de tai ll e 

4 . Définiti on d ' une méthode d ' analyse 

5. Analyse des pro fil s brut s avec la méthode précéde mment défini e 

6. Exportat ion de la tab le de don nées vers le logiciel Microso ft Excel 

S Ces bins sont des segments de taille insérés manue llement et dé fin issant un allèle. Il s sont dé fini s par une taille 
et un interva lle de confiance. Le logicie l ne peut défi nir des allè les que lorsque les pics des microsa tc ll ites se 
supe rposent :lUX « hins de référence ». 

12 



Sélection en phase larvaire chez C rlIJJQJlre(l gig llJ - lmll:lct des conditions environnemelliaies 

Cependant, les taill es d 'a ll èles déduites par l'analyse ne sont pas toutes exactes et doivent être 

corri gées manuell ement. Lorsque l'ensemble du j eu de données est corrigé, son exportati on 

est alors poss ible afi n de réa li ser l'ass ignation de parenté. 

11.8. Assignation de Parenté 

Le déve loppement de marqueurs molécul aires hypervari abl es, tels que les 

microsatellites utili sés lors d 'analyses de parenté au sein de populati ons naturell es ou 

expérimentales, se générali se en aquaculture (Jerry el al., 2004). Il ex iste une li ste non 

exhausti ve de méthode d 'analyse de parenté que Jones et Ardren (2003) passent en revue. 

Tro is principales méthodes d 'anal yse de parenté se dégagent : 

• Méthode d 'exclusion 

• Allocation catégorique 

• Allocation fracti onnée 

La méthode d'exclusion utili se les incompatibilités entre parents et descendance, et 

rejette l' hypothèse qu' un indi vidu est issu de ce couple de parents. Par exemple, si une mère 

et sa descendance possèdent respecti vement les génotypes diploïdes AI A et AIB, alors les 

mâles dont le génotype est AIC sont exclus de l ' hypothèse. Cette technique est avantageuse 

lorsqu ' un petit nombre de parents sont candidats à l'ass ignation et un nombre conséquent de 

marqueurs moléculaires très polymorphiques sont di sponibles (Jones et Arden, 2003). 

Cependant, cette méthode est inadaptée lorsque le poo l de parents potenti e ls est très large . 

Dans ce derni er cas, une simple erreur de génotypage suffit à exc lure un parent. 

Puisque la méthode d 'exc lusion n'est pas adaptée à tous les cas de fi gure, d 'autres 

méthodes ont été déve loppées afin d 'assigner la descendance. L'allocation catégorique et 

l'a llocation fracti onnée palli ent aux limites de la méthode d'exc lusion. Plus précisément, 

l'allocation catégorique repose sur une approche du max imum de vraisemblance a fin de 

déterminer le parent le plus probable parmi un pool de parents. Cette méthode impl ique de 

ca lcul er le logarithme de rapport de vraisemblance ou LO D score. Ce LOD score correspond 

à la vraisemblance d ' un ind ividu ou d ' un couple à être le ou les parents de l' ind ividu que l'on 

cherche à assigner. Il ex iste différentes formulations du LO D score selon les connaissances 

que l'on possède sur le génotype des parents (identi fi cati on d ' un des deux parents lorsque 

l'autre est connu ou identifi cati on du couple de parents). 

13 
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Cette méthode s' avère plus souple vis à vis des erreurs de génotypage, aux mutations ou la 

présence d ' allè les nul s, car un parent n 'est pas directement exclu si son génotype n'est pas 

correct. 

L'autre méthode d ' assignati on est l'allocation fractionnée . Cette méthode assigne 

des fractions compri ses entre 0 et 1 de chaque descendant sur un pool de parents candidats. La 

proportion d ' un descendant alloué à un parent est proportionnelle à la vrai semblance de 

parenté de ce descendant comparée à ce lle de tous les autres parents candidats. La 

vraisemblance d'un parent ou d ' un couple de parent est calculée selon la même méthode que 

l' allocation catégorique. 

Dans le cadre de notre étude, le génotype complet des parents aux trois loci 

considérés est connu. Grâce au guide établi par Jones et Ardren (2003), notre choix s'est porté 

sur le logiciel PAPA 6 (PArentage Pair Allocation) car il apparaît comme le plus adapté 

puisqu ' il utili se l' allocation catégorique, permet un contrôle sur les erreurs de transmission de 

va leurs a ll èliques et considère les al lèles nul s comme une quelconque mutation (Duchesne el 

al. , 2002). En effet, concemant les erreurs de transmission, deux paramètres sous contrôle 

sont di sponibles. Il s ' agit, tout d ' abord , du ni veau global d 'erreur « e » considéré comme la 

somme de toutes les probabilités qu ' un all èle « a» transmis devienne « b » suite à une 

mutation ou une erreur de génotypage. Il ex iste donc une probabilité (I -e) que l' all èle « a » 

reste « a » au sei n de la descendance après sa transmission par un parent et son génotypage. 

« e » apparti ent à l' interva ll e [0; 0.1]. 

L' autre paramètre « S » contrôle la di stribution de l' erreur qui se définit comme la 

vi tesse de perte de probabilité d 'erreur vis-à-v is des all èles vo isins. Soit l' a ll èle parental « a », 

la probabil ité d'erreur de l' attri buer à «b» est proportionne lle à I/Ds où D est égal à 1 a-b 1. 

Lorsque S est é levé, seul s les all èles proches de «a » seront recherchés comme porteurs 

potenti els de l' erreur de génotypage ou de mutati on. 

De plus, l' exce ll ente interface et la faci lité d ' utili sati on de PAPA constitue un atout 

majeur comparati ve ment aux autres logiciels d 'ass ignation de parenté 

Il.9. Analyses statistiques 

L'ensemble des tests stati stiques de cette étude sont réa li sés grâce au logic iel de 

programmation SASTM 

(, h t t r :l / wW\V . h in. ula va I.ca/hw i sbcrnatche71do wn I()ads_ rr . h ( 111 
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Il.9. 1. Tau:o:tl'éclasion 

Le taux d 'éclosion pour chaque femelle, chaque mâle et de chaque couple a été 

déterminé se lon la formule suivante : Nombre d 'ovocytes fécondés observés / Nombre total 

d 'ovocytes. Des comparaisons de ces taux ont été réali sées par régression logistique pour des 

données binomiales sous le logiciel SAS® (SAS Institute Inc. , 1989, procédure GENMOD, 

model nbfinal/nbini t , avec transformation Logit correspondante, (Littell el 01.,2002)). 

La régress ion logistique et les méthodes assoc iées, comme l'analyse Probit, sont en e ffet très 

utiles lorsque nous souhaitons comprendre ou prédire l'effet d'une ou plusieurs variables sur 

une variable à réponse binaire. 

Il.9.2. Croissance larvaire 

A chaque jour d 'é levage, un prélèvement a été effectué afin d 'estimer la taill e et le 

taux de croissance actuels des larves. Afin de mettre en évidence une différence de di amètre 

maximum entre les deux conditions, les va leurs obtenues ont été transformées en données 

logarithmique (IoglO) dans le but d 'augmenter la norma lité des données et l' homoscédasc ité 

des va riances. Les données de croissance ont d ' abord été traitées par analyse de covariance 

(ANCOVA) pour déterminer l' effet global de la température (procédure GLM de SAS~ . En 

e ffet, dans notre cas, l' ANCOVA a pour but de tester les e ffets d ' une variab le quantitati ve 

(temps) et d ' une variable qualitative (température) sur une variable quantitative (d iamètre des 

larves). 

Modèle: Log (diamètre max)= trait repl(trait) jour jour*trait jour*repl(trait) 

(trai t= traitement (température), repl=réplicat, jour=date) 

Dans un second temps, une analyse de variance (ANOVA) a été réa li sée (procédure 

GLM de SAS®). Contrairement à l' ANCOVA, l'ANOVA nous permet de tester l'effet de la 

température d 'é levage sur le diamètre des larves et ceci pour chaque jour a fin de déterminer la 

date, à partir de laquelle, il ex iste une différence significati ve de diamètre entre les deux 

conditions. 

Modèle: Log (diamètre max)= trait repl(trait) 

Il.9.3. Survie larvaire 

Les données de survie larvaire ont été analysées par régress ion logistique pour des 

données binomiales (procédure GE MOD, modèle nbfinallnbinit, transformation Logit). 

Selon ce modèle, le nombre initial correspond au nombre d ' indi vidus à J3 (date à laquell e une 

remise à densité dans chaque lot a été effectuée pour obtenir le même effectif par lot). Le 
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nombre " final " correspond au calcul du nombre d'individus pour les autres jours (de J6 à 

J20). 

Il.9.4. Composition de la population à J22 

Afin d'estimer la composition de la population lors de l'échantillonnage, l'effectif 

des descendants de chaque géniteurs a été déterminé. C'est par l' intermédiaire d'un G-Test 

(Procédure ProcFreq sous SAS) que les ana lyses stati stiques de composi tion de la population 

ont été menées. 

Le schéma suivant résume le déroulement global de l'expérience: 

D 

D 
Choix des géniteurs 

1 

Fécondation in vitro 

Élevage larvaire 

Échantillonnage 

1 

Mesures individuelles 

1 

Extraction d 'ADN 

PCR en multiplexage 

1 

Analyse microsatellites 
« Binning » 

Analyse de parenté 

1 

Traitement stati stique 

(Optimisation de 
l' analyse de parenté) 

(Équilibrage des 
contributions 

gamétiques) 

(Mesure de la 
croissance et 
de la survie) 

Fixation 

Naissain 

(Analyses 
de parenté et 
mesures de taille 
ultérieures) 
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III. Résultats 

111.1. Taux d'éclosion 

Une fois le comptage réalisé, les résultats obtenus sont les sui vants (voir figure 3) : 

pour les mâles, les taux d 'éclosion sont compri s entre 66.22% et 75 .78% et pour les femelles , 

ces taux sont compris entre 27.77% et 84.43% . 

0,11" 

0,2" 

-.-

• 
160 164 81 9 

Femelle 

1,0-

0,8-

.~ 0,6 -

] 

" . 
~ 

1 

1 1 1 1 1 
168 179 180 199 2 40 55 58 71 74 89 90 

M âle 

Figure 3 : Représentations en Box plots* des taux d 'éclosion des géniteurs. 

Parmi les quatre femel les, l' une des tro is présente un taux d ' éclos ion anormalement 

bas. Cec i est confirmé par l'anal yse stat istique (X'=5037 .50, p<.OOO I). De même, il ex iste une 

différence signifi cati ve entre les mâles (X'=86.23 , p<.OOO I) et entre les fam ill es (x'=6545 .83 , 

p<.OOOI). Si l'on se réfère aux taux d 'éc losion habituell ement observés à l'écloserie de La 

Tremblade (59,2± 3.2% entre 1992 et 1996; Robert el al. , 1999), les va leurs obtenues pour 

cette expérience sont relativement é levées, à l'excepti on de la feme lle 160, créant une 

déséqui 1 ibre dans l' effecti f des descendants. 
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111.2. Génotypage et assignation de la génération F I 

Après les mesures individuelles des larves, il était initi alement prévu de déterminer le 

génotype de 288 larves par réplicat (c'est à dire 3 plaques de 96 puits), so it un total de 1728 

larves d ' huîtres. L 'objecti f a été presque atte int avec 17 16 larves génotypées pour les 3 

marqueurs microsatellites. Suite à cette étape, des données ont été éliminées, ca r pour certa ins 

individus, l' assignation fut ambiguë. Au final, ce sont 80% des la rves (l 359f17 16) qu i ont 

été ass ignées de façon non ambiguë à un seul couple de parents. Les 20% non ass ignés sont 

imputables à des difficultés d ' ampl ification de l'ADN, des erreurs de génotypages . 

111 .3. Croissance la rvaire 

Dès le premier jour d 'é levage, la température influence de manière signifi cati ve le 

taux de croissance larvaire (F=663 .60, P=<O.OOO I). Durant l'élevage larvaire, le diamètre 

moyen des larves placées à 26°C a toujours été supérieur à celui des larves placées à 20°C 

(Figure 4). Cela est confirmé par l'analyse de covariance. En effet, il ex iste un effet 

signifi catif du tra itement sur le tau x de croissance la rva ire sur l'ensemble de la période 

d 'élevage (F=4.69, P<O.OOOI). 
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Figure 4 : Evolu tion du dia mètre maxi mum des larves par réplicat selon chaq ue condition. 
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Source DDL 
Ca rré 

F P 
Moyen 

Effet Mâle sur la croissance I l 2,4739 0,92 NS 
Effet Femel le sur la croissance 

, 
6,479 1,99 NS J 

Effet Famille sur la croissance 32 1,216 1 1,33 NS 
Di ftërence entre Traitements 53,5913 4,69 •• 
Différences entre Rép licats 4 16,4917 25,06 ••• 
Interaction Mâle - Traitement Il 2,6756 5,3 • 
Interaction Femelle - Traitement 3 3,1 4,56 • 

NS~P>0 . 05 ; • P<0.05 ; •• P< 0.0 1 ; ••• P<O.OO 1 

Tableau 4 : Résultats de l'analyse de va riance 

En ne considérant que les mâles, aucun « effet mâ le » sur les ta illes des larves 

n 'est obse rvé (figure 5). En effet, les tailles moyennes des larves issues de chaque mâle 

sont significativement différentes ( P~O. 5467). Cependant, l' interaction température - mâle 

est significative (P=O.0210) : selon le traitement, les mâles produisent des la rves de ta ille 

significat ivement différentes. De même, les femelles ont été traitées séparément. Aucun 

« effet feme lle » sur la taille moyenne des la rves n 'est mis en év idence (P=O.2740, figure 

6). Cependant, l' interaction température - feme lle est significative (P=O.0476). De plus, 

l' ana lyse de variance met en év idence des d ifférences significatives de ta ille moyenne des 

la rves entre réplica ts (Tableau 4). 
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Figure 5: Représentation graphiq ue de la ta ille moyenne des larves issues de chaque mâle selon 

la condition d' éleva ge. 
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Figure 6: Représentation gra phique de la taille moye nne des larves issues de chaque 

femelle selon la condition d'élevage. 

Enfin, l' anal yse de vari ance nous confirme qu ' il n'existe pas de di fférence 

sign ificative de taille moyenne des larves entre les 48 fam illes (P=0.2084, figure 7) . 

Analyse {les données par traitement 

En analysant séparément les données de chaque traitement , des différences 

significati ves de croissance larvaire ont été observées. En effet, pour le traitement (2)

T=26°C, il ex iste un effet mâle (P=O.O 1 07) et un effet femel le (P=0.0298) sur la croissance 

larvai re mais aussi des différences sign ificatives de tai ll e des larves entre réplicats 

(P=0.0007). Cependant , à 20°C (traitement 1) aucun de ces effets n 'est sign ificatif. 

111.4. Survie larvaire 

Les données de survie larva ire ont été ana lysées par régression logistique pour des 

données binomia les (procédure GEN MOD, modèle nbfinal/nbinit, transformation Logit). 

Selon ce modèle, le nombre initia l correspond au nombre d 'indi vidus à J3 (qui est considéré 

comme jour initial à cause de la remise à densité effectuée). Le nombre " final " correspond au 

ca lcul du nombre d ' individus pour les autres jours (de J6 à J20). Il ex iste un effet signifi cati f 

de la température sur la survie visible à J 8 (P=O.O 1 07), JI 0 (P=0.0322) et surtout à J20 (P= 

0.0020). 
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111.5. Co mpos it ion d e la population à J 22 

L'échantill onnage des larves a été réa lisé au 22éme jour d 'élevage c'est-à-dire avant 

que les larves les plus précoces ne commencent à fixer. C'est par l'intermédiaire d ' un G-Test 

(Procédure ProcFreq sous SAS) que les analyses statistiques de composition de la population 

ont été menées (Tableau 6). 

Source 

Déséquilibre entre Mâles 

Déséqui libre entre Femelles 

Déséquil ibre entre Familles 
Interacti on Mâles - Traitement 

Interacti on Femelles - Traitement 

Interaction Fam il les - Traitement 

NS=P>0.05 ; * P<0.05 ; ** P< 0.0 1 ; *** P<O.OO 1 

DO L 
Il 

3 

47 
Il 
, 
j 

47 

x' 
76,973 

224,31 1 

464,207 
32,701 

23,486 

95,164 

Tableau 6 : Résultats du C-Test sur la composition de la popula tion à J 22 

P 

*** 
*** 
*** 
*** 
*** 
*** 

Dans chacune des conditions, l'e ffectif attendu des descendants (Na) pour chaq ue 

mâle est éga le à 1112 (soit 8.33% des descendants) dans l' éventualité où les taux d 'éc losion de 

ces mâles étaient égaux. Or ce n 'est pas le cas (P<O.OOO I). En terme d 'e ffectifs de 

descendants, il ex iste donc des différences significatives d e contr ibution d es mâ les et des 

fe melles à J 22 . ous constatons un déséqui libre de contribution des mâles (5.94 à 13.5 1 %) et 

des femelles (9 .73 à 38.3 1%) qui entraîne un déséquilibre de contribution entre les familles 

(0.37 à 6.6 1 %). Les interactions mâ les - tra ite ment et fe melles - tra itement sont 

significatives ce qui induit des in ter actions fa milles - tra ite ment éga lement signifi catives. 

Cec i signifi e que certains mâ les et certaines feme ll es ou certaines fami ll es ont plus de 

descendants à J22 dans une condition que dans l'autre. Par exemple, le mâle 90 génère, à lui 

seul , 17.35% des descendants à 20°C, alors qu ' il ne génère que 9.8% de ces dern iers à 26°C. 

Ce déséqui libre a des conséquences sur la contribution des familles entre les deux traitements 

(fi gure 8). En effet, la famille 32 (mâle 90 x femelle 164) génère, à e ll e seul e, 11.01 % de la 

population à 20°C mai s 2.34% à 26°C. 

Il est donc nécessaire de pondérer l'e ffectif observé des descendants (No) par le taux 

d ' éc los ion afi n de corriger cet effectif et de comparer correctement l'e ffectif observé des 

descendants entre les mâles et entre les trai tements. Il existe une différence entre l'effectif 

attend u de descendants et l' effectif observé de descendants pour chaque mâle dans les deux 

traitements (Figure 8). 
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Figure 8: Représentation graphique de la différence entre la propor tio n attend ue de 

descendants (Na) et la propo rtion observée de descendants (No) pour les mâles, da ns la 

composition de la population à J22. 

Par exemple, pour le mâle 90, la proportion observée de ses descendants est 

supérieure à ce ll e attendue pour les deux traitements. Par contre, pour le mâle 2, la proportion 

observée de ses descendants est inférieure à celle attendue pour les deux traitements. 
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TV. Discussion 

D EROULE M ENT DE L'E LEVAG E LARVAIR E 

La première étape de cette étude était de mener un élevage larvaire sous deux 

condi tions de température (20 et 26°C) afin d ' induire des différences sur les caractères sui vis 

(survie et croissance, fi gure 2). Suite au cro isement fac tori el entre 4 Femell es et 12 mâles, le 

taux d 'éc losion moyen a était relati vement bon (69.5%) puisque supérieur à ceux 

habituell ement observés au sein de l'éc loseri e de La Tremblade (moyenne de 59.2±3.2% entre 

1992 et 1996, Robert el al., 1999). Dans notre étude, seule la femelle 160 a présenté un fa ible 

taux d 'éclosion (27.8%). Ce résultat suggère une mauvai se qualité des gamètes produits par 

cette femell e plutôt qu ' un effet génétique. En effet, le taux d 'éclosion est essent iell ement 

déterminé par la qualité et la quantité de réserves conditionnées pendant la période de 

maturati on (Collet, 1998). En conséquence, le taux de fécondation moyen, relati vement 

constant pour les mâles, vari e fo rtement en foncti on des femell es ( fi gure 3). 

Suite à cette reproduction, les cro issances larva ires observées ont été plus lentes 

qu' attendues. 1\ est généra lement admis que la phase larva ire dure entre 15 et 28 jours pour 

des températures comprises entre 20 et 26°C (Héral el al. , 199 1). Par exemple, Co llet el al. 

( 1999) ont obtenu des fi xati ons dès le 1 i mc j our d ' élevage à une température de 23°C. 

Lorsque les conditi ons sont moins favorab les, cette phase larva ire peut atteindre 76 jours en 

éc loseri e pour une température de 14°C (Tari s, N., com. pers.). Dans notre expéri ence, en 

dépit de la température élevée, les larves pl acées à 26°C ont fixé plus tard que ce qui était 

attend u. En effet, ce n 'est qu'à partir du 23éme j our d ' élevage que ces larves ont commencé 

leur métamorphose. Le même constat a été e ffectué pour les larves placées à 20°C qui se sont 

fi xées à partir du 34ème j our. Cette métamorphose tardi ve n'a pas affecté la taill e des larves à 

métamorphose (environ 300 à 380flm , Dégremont, 2003). Nous pouvons supposer que la 

ration ali menta ire a peut être était lim itante, ralent issant ainsi la vitesse de cro issance des 

larves notamment à J7 et J 19, qui correspondent aux changements de rati on al imenta ire (voir 

tab leau 1). Cette hypothèse est ren forcée par la di fférence sign ificative de diamètre maxi mum 

des larves qui ex iste entre les deux cond itions notamment à J8 et J20 (P= 0.0 107 et P=0.002). 

Ces dates correspondent à une nette repri se de la croi ssance des larves à 20 et 26°C suite au 

passage à la ra ti on ali mentaire supérieure. Malgré la rati on alimentai re supposée li mitante à 

certa ins instants de l'élevage, une nette différence de cro issance et d ' âge à la métamorphose a 

été observée entre les deux traitements, permettant d 'étudier les interactions génotype -

environnement dans ces deux environnements. 
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G ENOTYI'AGE ET A SS IGNATION DE l' ARENTE 

Suite à l'échant ill onnage de larves effectué au 22eme jour d'élevage et l'extracti on 

d 'ADN, l'étape de génotypage à « haut débit » a été réa li sée. Les génotypes obtenus, par 

analyse sous GENEMA PP ER®, ont été co rri gés manue ll ement car il s comporta ient encore de 

nombreuses erreurs. Les sources d 'erreurs possibles sont di verses, particuli èrement pour des 

analyses sur des larves pour lesquell es l'ADN est extrait à partir de l ' individu enti er avec sa 

coq uill e. Tout d 'abord , un ADN de mauva ise qualité est difficil ement ampli fi able par PCR, 

part iculi èrement en multiplexage. Parfo is, l'A DN n'est pas access ible car l' étape 

d'écrasement de la coquill e de la larve n 'a pas été correctement effectuée (voi r annexe 2). 

Ensuite, lors de la mesure des larves et de leur indi viduali sati on, une erreur de mani pul ation 

peut avo ir pour conséquence l'absence de larve dans le tube donnant a posler iori un 

électrophérogramme vierge (Hu vet el al. , 2002). Une autre cause possible est un mauva is 

a li gnement ou une absence de marqueur de ta ille sur l'électrophérogramme qui le rend 

illi sibl e. De plus, certains profil s électrophorétiques montraient troi s a ll è les pour un même 

locus chez un indi vidu hétérozygote: l'explicati on possible de ces résultats inhabituels est 

une contaminati on sporadique entre les extra its d 'A DN ou produits de PCR lors de leur 

manipulation. L'a ll èle supplémentaire présent mais non transmi s est alors dé finit comme 

« fa ux a ll èle ». Le phénomène de« fa ux a ll èles» est dü aux artéfacts de «slippage7 » générés 

du rant les premiers cycles de PC R. En e ffet, si une erreur de réplication intervient dans les 

prem iers cycles de PCR, le fragment néo formé peut être amplifi é d ' un facteur équi va lent aux 

a ll èles ciblés (Taberi et el al., 1996) . Ensuite, certains profi ls électrophorétiques présentaient 

un signal fa ible pour un locus donné. En effet, la quantité d ' ADN tota l contenu dans une larve 

d'h uître est fa ible et se situe juste au dessus de la limite de détecti on des méthodes de 

quanti ficati on employées (dosage par spectrométri e). De plus, à l' issue du protoco le 

d ' ex tracti on, l'ADN n'est pas pur mais en so lution avec des inhibiteurs de l'CR te ll es que les 

protéines. Cela constitue une diffi culté supplémentaire lors de l'étape de génotypage. Il est 

alors di ffici le de catégori ser un a ll èle lorsque sa Fa ible intensi té est confondue avec le bru it de 

fo nd inhérent à l'électrophorèse. Les a ll è les nu ls (non détectés en PC R par l' introducti on 

d ' une mutati on dans la séquence homologue du primer) ont été rapportés comme relati vement 

fréquen ts chez les huîtres (McGoldri ck el 01. , 2000; Hu vet e l al., 2004). Les gén iteurs utilisés 

pour le cro isement , ont été choisis de manière à être le plus hétérozygote possible, les a ll èles 

nuls sont, a priori, peu présents dans la descendance étudi ée (annexe 1). 

7 Sl ippage: mutation introduite dans la séquence d'ADN suite à une erreur de réplication due au dérapage de la 
polymérasc 
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Au final , ce sont 80% des larves qui ont été assignées à un seul couple de parents. 

C'est en dé finitive, un bon résultat comparé à ceux obtenu chez d 'autres espèces anima les 

(notamment chez les poissons: truites et saumons). Cependant, il n 'est pas rare de rencontrer 

des pourcentages d 'ass ignation plus é levés (tableau 7). 

Géniteu rs 
Pourcentage 

Nb 
Références 

Espèces (mâles x de 
femelles) 

d'assignation 
Loci 

bibliographiques 

Rainbow trout - Oncorhynchus mykiss 2 x 48 93 15 (Fishback et al. , 1999 ) 
red sea bream - pagrus major Ne" 73 4 (Perez-Enriquez et al., 1999) 
Atlantic Salmon - Salmo solar 2 x 10 98 8 (Norris et al., 2000 ) 

chinook Salmon - Oncorhynchus tshawytscha Ne' 92 14 (Olsen et al., 2001 ) 
Pacifie oyster - Crassostrea gigas 5x5 99.8 1 (Boudry et al., 2002 ) 
Atlantic halibut - Hippoglossus hippoglossus 13 x 14 98 5 (Jackson et al., 2003 ) 
Common Carp - Cypn"nus carpio 24 x 10 95,3 8 (Vandeputte et al., 2004) 

Kuruma shrimp - Penaeus japonicus 150 x 30 47 6 (Jerry et al., 2004 ) 

Ne· : non communiqué 

Tableau 7: Pourcentages d'assignation chez d ifférents espèces d' intérêt aquacole. 

PO UVOIR RESOLUTIF J)ES TROIS LOCI MICROSATELLITES UT ILI SES 

Afin d'optimiser le pourcentage d 'ass ignation, l' utili sation d ' un plus grand nombre 

de loci aurait pu être envisagé. Cependanl , notre ensemble de troi s marqueurs multiplexés 

possède un bon pouvo ir réso lutif pour les analyses de parenté par allocation catégorique. Ce 

pouvoir résolutif a été testé par l' intermédiaire du logiciel CERV US (Marshall , 1998) qui 

si mule son utilisation en population naturell e (annexe 2) , Les fréquences a ll èliques de 88 

huîtres, échantillonnées en population naturelle, ont élé utili sées pour simuler des croisements 

entre 2 à 100 géniteurs, Selon ces simulations, 60% d 'assignation peut être obtenue pour 16 

géniteurs tirés au hasard au sein d ' une population naturelle. D' autre part , dans un croisement 

factorie l de 3 femelles par 10 mâles, choisis de manière identique à la présente étude, cet 

ensemble de marqueurs multiplexés a permis, en théorie 100% d 'ass ignation (Fami ly 

Assignment Program software , J .B.Taggart , University of Stirling, unpubli shed) et en 

pratique, 93% d ' assignation (voi r annexe 2), Ce la démontre que les trois marqueurs utili sés 

ont, a priori, un pouvo ir réso luti f élevé et que les 20% d 'indi vidus non assignés, sont 

essentiellement dus à des erreurs de manipulations et des incertitudes de génotypage. 

L'optimisati on des différents étapes du protocole reste donc souh aitable, ce qui réduirait le 

ri sq ue de biais li é à l' absence du j eu de données analysées de 20% de la popul ation , Cette 

optimisation paraît cependant difficil e à réa li ser sur des larves, 
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I NTERACTION GENOTYI'E - ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE 

Par dé finition , une interaction génotype - environnement est caractérisée lorsqu ' une 

condition du mi lieu affecte différentie llement un caractère chez des génotypes et donc que 

l' écart entre ces génotypes n 'est pas le même selon les condi ti ons du milieu . Dans notre 

ex périence, nous observons ce type de phénomène pour les descendants de certains géniteurs 

notamment ceux du mâle n074 ou de la femelle nO 160. En effet, les larves de ces deux 

ind ividus présentent des diamètres bien différents (30 à 40 ~m) entre les deux traitements . 

Cependant, un tel écart de diamètre moyen n 'est pas constaté pour tous les descendants des 

géniteurs. Il ya donc clairement une interaction génotype - env ironnemen t pour ce caractère. 

D 'autre part, nous remarquons que les effets mâle et fem ell e sur la ta ill e des larves ne sont pas 

significatifs à 20°C alors qu 'i ls le sont à 26°C. Nous pouvons supposer que la vari ance 

génétique observée à 26°C ne s 'exprime donc pas en milieu naturel, ce qui pennettra it plus 

faci lement son maintien . Récemment, Ernande (2003) a proposé deux hypothèses exp licatives 

au maintien d ' un telle variabilité génét iq ue pour les caractères précoces chez C. gigas. La 

prem ière hypothèse suppose que des trade-offs8 entre caractères indu isent le maintien d ' un 

po lymorphi sme pour des caractères corré lés négati vement, et la seconde suppose que le 

ma intien du po lymorphi sme résulterait de stratégies plus ou moins favori sées sous diffërentes 

conditions (variable dans le temps ou dans l'espace) . L'ex istence d ' interaction génotype -

environnement pour la croissance renforce cette seconde hypothèse. En effet, en milieu 

naturel, la large dispers ion des larves dans différent s environnements pourrait permettre le 

maintien d ' un po lymorphi sme grâce à des interacti ons entre génotype et environnement. De 

plus, la très grande fécondit é et la di spersion aléatoire des larves, caractérisant l' huître creuse 

Crassas/rea gigas, peuvent être considérées comme une stratégie dont l'objectif est de 

max imiser la fitness* par un ni veau de polymorphi sme important permettant de « s'adapter » 

à différents environnements. 

D 'autre part, en éc loseries, dans le but d ' homogénéiser les lots, le tamisage des 

larves est une pratique courante induisant l'é limination des individus à croi ssance lente. La 

variabilité génétique pour la croissance larvaire s ' exprimant à 26°C (température 

habituell ement appliquée en écloserie), nous pouvons en conclure que le tamisage peut 

représenter une pression de sé lection significative. De plus, Tari s e/ al. (En prep.) ont 

démontré que ces pratiques de tamisage d iminuaient signifi cati vement la diversité génétique 

au sein des popu lations en é levage. Cette ba isse de diversité peut donc s' interpréter comme 

une contre sé lection des génotypes à croissance lente. Il pourrait être intéressant de comparer 

!( Trade-o rr: Stratégie d'allocation d'énergie 
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la croissance larva ire de lots reproduits depui s plusieurs générations en écloserie à ce ll e 

d' huîtres «sauvages» afi n de tester notre hypothèse de sélection pour la cro issance larva ire 

en éc loseri e. 

INTERACTION GENOTYPE - ENVIRONNEM ENT SUR LA SURVIE 

Contrairement à la croissance, les déséquilibres d 'effec ti fs de descendants (et donc 

leur surv ie) entre mâles, entre fe mell es et entre fa milles ont été constatés dans les deux 

environnements. De plus, les descendants de certains mâles (notamment le mâle 90) et 

certa ines fe mell es (femell es 9 et 164) appara issent plus adaptés à une condition 

environnementale plutôt qu 'à une autre, montrant une interaction génotype - environnement 

pour la survie. La température de l' eau est donc une press ion de sé lection di fférentiell e en 

mi 1 ieu naturel (20°C) et en écloserie (26°C). 

Des échantillonnages aya nt été réa li sés, il sera intéressant d'étudier la compos ition 

de la populati on larva ire en début de fixation pour le lot élevé à 20°C (c'est-à-dire au 33ème 

jour d'élevage) a fin de comparer les contributions re lati ves des descendants des mâles, des 

fe me ll es et des fa milles à ce même stade de déve loppement à 20 et 26°C. Cela nous permettra 

de déterminer si le phénomène de sé lection diffé renti ell e en fo ncti on de la température s'est 

am plifié avec le temps. 

Il est intéressant de noter que dans notre expéri ence, réa li sée sans tamisage, les 

déséquilibres de contribut ions parentales sont plus importants à 20°C qu 'à 26°C. Dans des 

conditions standards d'élevage (26°C et éliminati on par tamisage des plus petites larves), 

nous pouvons donc supposer que le tamisage représente une press ion de sélect ion plus 

importante que la température. L' étude combinée de l'e ffet du tamisage et de la température 

pourrai t permettre de confi rmer cette hypothèse. 
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V. Conclusion générale 

D' un point de vue technique, la PC R en multiplexage est un outil puissant pour 

l' assignation de parenté via les marqueurs microsatelli tes, mais à cond iti on que les loci 

cho isis so ient très po lymorphes. Cependant , même puissant, cet outil ne garantit pas des 

analyses de parenté aisées notamment du fa it de la petite taill e des larves et donc de la fa ible 

quanti té et qualité d ' AD utili sable. De plus, la maîtri se des conditions environnementales 

dura nt l'é levage restent re lati vement di fficil e (c f. effet répli cat signifi cati fsur la cro issance). 

Cependant, au terme de cette étude, nos résultats montrent qu ' il ex iste une vari ance 

génétique pour la croissance et la survie au stade larva ire chez Crassoslrea gigas, ce qui 

confi rme les résultats obtenus par Ernande el al. (2003) en familles séparées. De plus, nous 

démontrons l'ex istence d ' interactions génotypes - environnements pour la croissance et la 

survie en phase larva ire chez C. gigas. La température appliquée lors de l' élevage larva ire 

intensif permet l'ex pression de la vari abilité génétique pour la cro issance. Dès lors, les 

pratiques de tamisage représenteraient une pression de sélection significati ve favori sant les 

génotypes à croissance rapide. Dans un but de maxi mi sati on de la di versité génétique des lots 

issus d 'éc loseri es, nous pourrions donc recommander des cond iti ons d 'é levage à 26°C sans 

tami sage. 

Cene étude se poursui vra par l' analyse future de matéri el échantillonné à des stades 

ultéri eurs. Cela permettra, notamment , de rééva luer l ' hypothèse, émise par Ernande el al. 

(2003), concernant les corré lati ons génétiques négati ves entre taux de déve loppement et 

survie post-larva ire, la métamorphose étant une phase critique du cyc le de vie chez les 

biva lves. 
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LEXIQUE 

ALLE LE 

L'une des séquences a lte rnati ves possible de l'A D N à un loc us donné. C haque forme a ll è lique 

peut e ntraî ne r un phénotype pa rti culi er. 

AMORCE 

Ol igonuc léotide qui , hybridé à un brin d 'A D serva nt de modè le (matri ce), pe rmet sa propre 

é lo ngati o n pa r l'A DN po lymérase . 

BOX PLOTS 

Les box plot (o u bo ites à mo ustaches) me ttent en év idence les qua rtil es d'une di stributi o n. Il s 

do nnent une bo nne idée cie la va leur centra le et de la di spersion d 'une di stributi on . Il s 

permett ent de repére r les d ifférentes va le urs a be rrantes et fac ilitent les compara isons entre 

p lusie urs di str ibut ions. La lo ngue ur de la boi te correspond à l'écalt interquart il e (Q3-Q I). 

L'étendue (max-min) de la cli stributi on à chacune des extrémités est indiquée pa r de ux li gnes 

ho ri zonta les. La médi ane M est indiquée pa r la verti ca le proche en généra le clu mil ieu . 

FlTNESS 

Contri buti on génétique d ' un indi vidu à la géné ra ti on sui va nte, généra lement exprimée en 

termes clu no mbre de descendants produi ts pa r indi vidu et ca pables de se re produi re à 

no uvea u. 

GENOTYPE 

Ensem ble de l'info rma ti o n génétique d 'un virus, d 'une cellul e, d'un o rga ni sme, identifiabl e par 

l'a na lyse génétique. 

LOCUS 

Point préc is du chromosome occupé par un gène donné. 

MICROSATELLITE 

li ex iste, di spersées dans le génome, des régions constituées cie courtes séquences ré pétées 

do nt la lo ngueur est hype rvari ab le en ra ison des changements d u nombre d'unités de répétiti o n 

qu i les constituent. Ces mi c rosate ll ites, do nt l'unité de répétiti on est de 1 à 5 pai res de bases, 

ont une lo ngueur tota le souvent infé ri eure à 200 pb. 
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Annexe 1 

Génotype des géniteurs aux troi s loci microsatellites utili sés. 

Sexe Numéro Marqueurs microsatellites 

CG 108 L10 CG49 
F 9 140 150 138 156 137 145 
F 81 154 161 133 163 161 196 
F 160 123 147 116 172 128 159 
F 164 125 141 136 145 145 184 
M 2 136 149 129 163 145 147 
M 40 132 138 145 145 142 167 
M 55 134 140 141 152 145 165 
M 58 127 134 143 154 146 192 
M 71 130 153 126 137 152 167 
M 74 133 146 120 171 132 142 
M 89 127 163 115 135 136 165 
M 90 119 150 131 147 132 140 
M 168 125 141 111 171 126 148 
M 179 117 151 125 129 167 176 
M 180 125 135 148 188 155 176 
M 199 125 177 127 170 159 173 
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Annexe 2 

Manuscrit soumis en tant que « Short communicati on » à Aquaculture Resea rch. 
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A co mbincd mierosatellite multiplex ing and boiling DNA extrac tion method for high 

throughput parcntage analyses in the Pacine Oyster (Cm ssosl/'ea gigas). 
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Abstract : 

The analysis of parentage using microsatellite markers is of increasing importance, notabl y in 

aq uaculture geneti c resea rch where communal rea ring ofm ixed fami li es can be used to reduce 

un wa nted environmcntal va ri ance. We present here an optimization of parenta l genotype 

assessment for larvae or adu lts of the Paci fic oyster, Crassostrea gigas, using a mu ltip lex 

system of three microsate llite loc i. In conjunction with a simple DNA extracti on protocol, thi s 

method enab les high throughput analyses of parentage in C. gigas. Using thi s method, we 

succcssfull y detennined the paren tage of 93% ( 1224 out of 13 18) of the progeny in a fac tori a l 

cross betwccn 3 fema les and 10 males. The inability to genotype the remaining 7% was due to 

DNA dcgradation of larvae rather than assignment uncertaint y. 
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Microsatellites are ideal markers for geneti c mapping studies, ana lyses of populati on 

structure and the assessment o f parentage (Ja rne & Lagoda 1996). When anal ysed in a 

mult iplex fas hion, microsatellites provide rapid-turn around time with re lati ve ly low materi a l 

cost for the user (Neff el al. 2000). In aquaculture resea rch , they are espec iall y powerful for 

parentage determinations in quanti tative genetic studies (Mousseau el al., 1998, Va ndeputte el 

al. 200 1) and for the assessment of genetic diversity in hatchery populations (e.g. Boudry el 

al. 2002 , Hara el al. 2003). The foll owing technical note describes a high-throughpu t method 

composed of a bo iling DNA ex tractio n protoco l, an optimised tripl cx microsate llite system, 

and its applicati on to parentage analyses of Pacific oyster larvae (Crassoslrea gigas) . The 

three loci \Vere taken From the literature (CG49 and CG 1 08 fro m Magoulas el al. 1998; LI 0 

from Hu vet el al. 2000), and were chosen because they were highl y po lymorphic (z 40 alle les 

pel' locus, Huvet el al. 2004), and eas il y scored. 

Considering the diffi cul ty of larva l DNA ex traction due to their small size (from 70 to 

300,lm) and the presence of a hard closed shell , our DNA extraction protocol represents a 

potentia ll y simp le and inexpensive method for large sca le studies. It is based on a Chelex

boi ling extract ion procedure (Estoup el al. 1996, Launey & Hedgecock 200 1), but does not 

require Che lex res in . Individua l larvae which had been preserved in 70% ethano l were 

co ll ected by pipetting 3111 of ethanol into a 0.2 ml Eppendorf tube, crushed using the point of 

a c1ean needle under a di ssecti on microscope, and then dri ed down in a vacuum centrifuge 

(Gyrovap, VA Howe) For 15min at 35°C or at ambient temperature, although thi s takes more 

time. Our initi al tri als using uncrushed larvae produccd variable results, and hence the 

addition of the crushing step greatl y increases the quality of the genotyping resu lts. A 30 ,Li 

vo lu me of Iysa te buffer (670 mM Tris-HCI pH 8.8, 166 mM am monium sulfate, 0. 1 % 

Tween-20) and 5,Li ofp roteinase K ( ImgI,Li) were added to each sample, fo llowed by a short 

centrifugation step to ensure the larvae were at the bottom of the tube. The tubes were 
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incubated at 55°C for 1 h in a PC R machine (Programmab le Thermal Controller- I 00 rM MJ 

Rcsea rch, Inc.), centrifuged briefly and then heated aga in at 100°C for 20min. The sam ples 

were finall y transfe rred From Eppendorf tubes to a 96-wel l microtiter plate, and sto red at -

20°C before the PC R procedure. DNA o f adult oysters was extracted From a very small gill 

samples (- 1 O,lg) using the same protocol , but using a 150 >lI volume of Iysate buffer. 

Opti mal conditions fo r a PCR-multiplex reaction ma y differ markedl y From those 

developed for uniplex react ions (Henegariu el al. 1997, Masi el al. 2003). Consequently, we 

tested a range of PCR-mu ltiplex conditions by va ryi ng primer concentrations, annea ling 

tem peratures and reacti on vo lumes (Table 1). Fo llowing our initi al tests, we adopted the 

fol lowing protocol (reacti on volume 1 5 ~d ): dNTP (200~lM), MgClz (2mM), Taq DNA 

polymerase (New England Bio labs, 1.5 U/ 1 5~d) and template oyster DNA ( 100 ng oftemplate 

D A for ad ults and - 50 ng for larvae in volume of 1,2 ~d). An annea ling temperature of 55° 

C gave optimal resolution, although locus LlO cou ld be ampli fied at 59° C. 

The cycl ing conditions used for the PC R amplification were as follows: pre

denaturat ion (94°C-2 minutes), fo llowed by 30 cyc les o f denaturation-annealing-extension 

(94°C- I min ; T" [optimal annea ling temperature for each pair of primers] =55°C- I min; 72°C_ 

1 min), and a final elongati on step (nOC-30 min) in o rder to reduce the double peaks 

associated with " plus A" phenomenon (Ziegle el al. 1992). PCR products ( I .O~d) were finally 

mi xed with 12pL deioni zed fonnamide and 0.25'lL GeneScan™ ROX'" size standard 

(Applied Biosystem), denatured for 5 m in at 95°C and then flash-coo led in a water ice bath. 

Ali anal yses were performed on a on AB I Pri sm® 3 100 automated sequencer (App li ed 

Biosystem) usi ng the POP-4 polymer with the 36 cm capi ll ary. 

The ex tracti on-multiplex procedure was performed on 131 8 ethanol prese rved larvae 

produced From a cross between 13 kn own adu lts (3 females ferti li zed by 10 males in a 

fac tori al design). We choose hi ghl y heterozygous parental genotypes from a poss ible 88 
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potentia l adu lts. To test the resolvi ng power o f our three loci in relati on to the 13 chosen 

pa rental genotypes, we used the FA P (Family Assignment Program) software (1. B. Tagga l1, 

Uni ve rsity o f Stirl ing; unpublished). This program, based on excl usion pri nc iples, revea led 

tha t our three mult ip lexed loc i provided 100% discrimi nation among the progen y of that cross 

(assuming no genotyp ing errors). In prac ti se, we were able to unambiguously determine the 

pa rentage in 93% of the larvae ( 1224/1 3 18). Dropouts in our genotyping procedu re are li ke ly 

to have been caused by DNA degradati on o f larvae preserved in ethanol or by hu ma n error 

du ring the in iti a l larvae sampling, rather than assignment uncertainty. 

Additionall y, in order to test for the genera l reso lving power o f thi s three locus 

multiplex system, i. e. without any prio r se lection o f the parenta l genotypes, we used the 

simul ation program CERVUS (Marshall el al. 1998). Thi s program uses all ele frequencies of 

a popu lation at given locus to estimate its resolvi ng powe r. The a llele frequenc ies of 88 ad ult 

oysters were used to run the simulati ons acco rding to the foll owing parameters: 10000 

replicat ion cycles, 100% of candidate parents sam pied and genotyped. We tested a num ber of 

candidate parents ra nging from 2 to 88 (fi g 1). Assignment to the true pa rents was successful 

in 98 .5 % of the cases when 2 parents were randomly chosen, and 57,9% when 88 parents 

were used. For 13 parents (i.e. ou r study case), the mean percentage of unambiguous parenta l 

assignment was 87 % (not 100%). This illustrates that, when feasible, the selection of highl y 

heterozygous parents can strongly ease paren tage analysis (e.g. Boudry el al. 2002). 

Despite the inevitable dropout of a sma ll percentage of genotypes due mostl y to larva l 

DNA quality factors, our method represents a signifi cant step in the development of parentage 

studies in C. gigas geneti cs, and could be ex tended to the many other microsatellite markers 

which are now ava ilable for thi s spec ies (Li el al. 2003). 
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(A) 

Fin a l r eaction vo lume 
(fIl) 

25 
20 
15 
JO 

55 
++ 
++ 
++ 
+ 

Ann ea ling te mperature (oC) 

58 
+ 
+ 
+ 

(-) no ampli fication; (+) non-speci fic ampl i ficarion; (++) sCOl'ab le genotype. 

(B) 

CG I08(6- FAM) L IO(H EX) CG49 (NED) 

O.5IlM eq ui molar 0 0 0 

0.21lM eq ui mola r + + + 

0. 15/0.3/0. 15/l M ++ ++ ++ 

(0) PCR prodllcts saturati on; (+) sCOl'able but uneven amplification; (++) scorable genotype . 

Table 1. Test of variations in multip lex PCR conditi ons for (A) PC R reaction volume and 

annea ling temperatllre and (8) primer concentrati on. 
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Figure 1. Assignmc nt of offspring in pa rentage under a number of candidate parents from 2 

to 88 , 
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