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PREAMBULE 

Nous tenons à remercier l' Institut Français de la Biodiversité pour le soutien qu 'i l nous a 
apporté dans le cadre de notre projet. Ce rapport a pour but de faire le point sur les résultats 
que nous avons obtenus en relation avec les objectifs que nous avions annoncés. 

Pratiquement, ce projet a été réalisé en étroite collaboration entre les trois laboratoires 
impliqués. Le travail d 'échantillonnage a eu lieu lors du printemps et de l'été 2001 et de l'été 
2002 par les laboratoires B et C. Le travail d'analyse microsatellite a été réalisé en partie 
dans le cadre du DESS de Nicolas TARIS co-encadré par les laboratoires A et B: 
Nicolas TARIS, 2002. Diversité Génétique et dynamique du recrutement chez l'huître creuse 

plate Ostrea edulis L. DESS Gestion de la biodiversité, méthodologies et valorisation des 
ressources génétiques, Université Pierre et Marie Curie, Paris VI. 

Le projet se poursuit actuellement en ce qui concerne l'augmentation du nombre de femelles 
incubantes dans le cadre du DES de Delphine Lallias (septembre 2002 - juin 2003). Les 
pontes recueillies de la population expérimentale étudiée en 2002 n'ont pu être étudiées 
correctement à cause de problèmes techniques de conservation des larves. Cette expérience 
est renouvelée en 2003 dans le cadre de ce même DES. 

Les résultats de ces travaux ont fait l'objet de deux communications: 
S. Lapègue, P. Boudry, S. Mira, N. Taris, F. Bonhomme. Diversité génétique et dynamique 

du recrutement chez l'huître plate Ostrea edulis L.. Poster, 23ème Colloque de Biologie et 
Génétique des Populations, Montpellier, 27-30 août 2002. 

P. Boudry, S. Launey, E. Diaz Almela, Y. Naciri-Graven, C. Ledu, S. Mira, N. Taris, F. 
Bonhomme and S. Lapègue. Population genetics of the European flat oyster (Ostrea 
edulis): from larvae to populations. ICES, Copenhague, Octobre 2002. 

Et d'une publication (actes de colloque) : 
Boudry P, Launey S, Diaz Almela E, Naciri-Graven Y, Ledu C, Mira S, Taris N, Bonhomme 
F, Lapègue S. Population genetics of the European flat oyster (Ostrea edulis): from larvae to 
populations. ICES CM 20021U:09. 

Deux publications sont prévues relatives à ce projet: l' une concernant les cohortes de 
recrutement (en cours de préparation), l'autre concernant les femelles incubantes. 

1. INTRODUCTION 

Le milieu marin est un milieu difficile à appréhender car composé d'un ensemble 
d'organismes et d 'écosystèmes caractérisés par des conditions de fonctionnement tout à fait 
originales et souvent diffici les d'accès. 

Ces spécificités peuvent être attribuées à la structure spatiale du milieu marin, qui à 
bien des égards, diffère du milieu terrestre. En effet si les notions de barrières géographiques 
sont une réalité concrète pour les organismes terrestres, elles restent rarement identifiées en 
milieu marin (PALUMBI 1994). Dans un tel environnement, les organismes présentent des 
cycles de vie souvent mal connus, notamment ceux qui associent phase benthique et phase 
planctonique. 

L'étude de la structure génétique des populations, dans un espace aussi ouvert aux 
échanges et aux flux migratoires permet de mieux comprendre l'histoire biologique d'une 
espèce. Il apparaît en effet qu'une description de la variabilité génétique des populations 
naturelles et de son organisation permet d'approfondir considérablement la connaissance de 



mécanismes directement liés à l'organisation et l'évolution des espèces (migration, mutation, 
sélection, dérive). D'autant qu'il est désormais possible de s'appuyer sur des marqueurs 
moléculaires neutres et hautement polymorphes comme les microsatellites. D'une manière 
plus globale, la caractérisation de cette variabi lité intervient au sein même des 
problématiques de gestion des ressources génétiques concernant notamment les populations 
soumises à une exploitation économique. 

Par l'originalité de leur cycle de développement, les bivalves marins représentent 
pour le généticien des populations un modèle unique. Il s font partie des organismes alternant 
deux phases distinctes: phase adu lte benthique fixée puis phase larvaire libre planctonique 
(Figure l , cycle de l'huître plate Ostrea edulis). La libération gamétique en pleine eau 
devrait pouvoir entraîner une fécondation intrapopulationnelle aléatoire assimilable au 
modèle panmictique. D'autre part, la phase larvaire planctonique s'accorde avec une 
dispersion à longue portée impliquant des flux géniques suffisamment importants pour 
maintenir une homogénéité génétique sur de grandes distances (FERAL 2002). Enfin, ces 
mollusques présentent des effectifs raisonnablement importants pour minimiser l'effet de 
dérive génétique (DAVID 1996, LAUNEY 1998). 

Autant de caractéristiques qui, réunies, en font des candidats désignés pour adhérer 
au modèle théorique de HARDy-WEINBERG. Cependant de nombreuses études rapportent 
l'existence de deux phénomènes souvent conjoints, à savoir: 

- ( 1) l'existence d'une relation positive, au niveau individuel , entre l' hétérozygotie 
aux marqueurs génétiques (en général enzymatiques) et des traits associés à la valeur 
sélective (survie ou croissance). 
- (2) et l'existence de déficits d'hétérozygotie marquant un écart à l'équilibre de 
HARDy-WEINBERG. 

0( 1) Si dans le passé de nombreuses corrélations ont été établies entre hétérozygotie 
et valeur sélective chez différents bivalves marins (KOEHN & SHUMWA y 1982 sur l'huître 
creuse, DIEH L & KOEH 1985, GAFF EY et al. 1990 sur la moule, POGSON & ZOUROS 1994 
sur la coqui lle Saint-Jacques, DAVID 1996 sur la spi suie, BIERNE et al. 1998 sur l'huître 
plate), la signification génétique en reste obscure. Les théories avancées pour expliquer les 
mécanismes du phénomène sont souvent controversées (SMOUSE 1986, POGSON & ZOUROS 
1994, DAVID 1996). 

Une première hypothèse définit un avantage sélectif des hétérozygotes aux locus 
considérés mettant directement en cause la neutralité des marqueurs (allozymes) (SMOUSE 
1986, POGSON & ZOUROS 1994). On parle de superdominance " directe" . Plus récemment, 
ces corrélations ont également été observées en utilisant des marqueurs non-codants 
(microsatellites) (BIER E et al. 1998,2000, POGSON & FEVOLDEN 1998). Ces derniers sont 
cependant considérés comme sélectivement neutres (BIERNE et al. 2000), ce qui laisse 
supposer une seconde hypothèse explicative. 

Cette seconde hypothèse met en avant un mécanisme de superdominance 
"associative". Selon celle-ci, les marqueurs sont neutres mais en déséqui libre avec les gènes 
"agents" responsables de la corrélation (OHTA 1971). Dans ce cas, les modèles considèrent 
deux types possibles de corrélation: un premier caractérisé par une association non aléatoire 
des allèles du marqueur et de l'agent dans un même gamète (déséquilibre de liaison) et un 
second définissant une association non aléatoire entre les génotypes des deux locus dans un 
même zygote (déséquilibre d'identité) (DAVID 1996). Les sources d'apparition de ces 
déséquilibres sont différentes. Les déséquilibres de liaison peuvent se manifester dans des 
populations panmictiques par suite d'effets de dérive génétique dus à un effectif fini. Les 
déséqui li bres d ' identité ne sont présents que dans les populations partiellement consanguines 
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et restent peu sensibles à la liaison physique entre locus (WEIR & COCKERHAM 1973, DAV ID 
1996). 

o (2) l'observation d ' un déficit en hétérozygotes (par rapport aux fréquences 
théoriques attendues sous l' hypothèse d'équilibre de HARDy-WEINBERG) est un phénomène 
fréquent chez les bivalves marins (BORSA 1990, DAVID et al. 1997, GAFFNEY 1990, 
GARD ER 1992, ZOU ROS & FOL TZ 1984) et pour le moins inattendu puisque les bivalves 
présentent des caractéristiques de cycle de vie quasi idéa les pour satisfaire à la réalisation de 
l'équilibre de HARDy-WEINBERG. 

Les principales explications concernant ce déficit s 'articulent autour de trois 
points (BORSA 1990, DA VID 1996) : 
- effets populationnels: les individus considérés ne proviennent pas d 'un pool unique de 
gamètes fécondés au hasard . Il est alors possible de considérer une réassociation non 
aléatoire des gamètes (consanguinité) ou bien qu ' il existe un mélange de groupes 
différenciés à l'i ntérieur de l' échantillon (effet WAHLUND). 
- effets sélecti fs : la sélection élimine une parti e des hétérozygotes au cours de la phase 
larvaire ou embryonnaire. En effet les larves peuvent être soumises à un régime de sélection 
largement di fférent de celui des adultes (HAAG & GARTON 1995). Quelques analyses portant 
sur des mortalités différentielles pendant ces stades montrent cependant que les homozygotes 
(et non les hétérozygotes) sont contre-sélectionnés (BIERNE et al. 1998, LAUNEY & 
HEDGECOCK 200 1). D'une manière générale, cette hypothèse sélective est adoptée par 
défaut, après élimination des autres possibilités (DAVID 1996). 
- non-détection du polymorphisme introduisant une sous-estimation de 1 ' hétérozygotie 
observée. On di stingue di fférentes possibilités de non-détection : 

./ ex istence d 'all èles nuls (non visuali sés) (FOLTZ 1986, GARDNER 1992) 

./ aneuploïdie (THI RIOT -QUEVREUX el al. 1992) 

./ ou même artefacts de lecture des gels. 

L'huître plate européenne Oslrea edulis est un bivalve marin dont la structure 
génétique des populations a été largement étudiée au niveau de son aire de répartition 
naturelle, qui s'étend de la Norvège au Maroc dans un axe nord-sud et du Maroc à la Mer 
Noire dans un axe ouest-est (Figure 2). Les premières études génétiques (BLA NC el al. 1986, 
JAZIRI el al. 1987, JOHANNESSON et al. 1989, LE PENNEC el al. 1985, SAAVEDRA el al. 1987, 
WI LKINS & MA THERS 1973) avaient mis en évidence un fa ible polymorphisme 
intrapopulation et une fa ible différenciation interpopulation. Par la suite, des études 
allozymiques sur toute l 'aire de répartition ont conclu à une divergence significati ve entre les 
populations méditerranéennes et atlantiques, et ce, malgré une faible différenciation globale 
(JAZIRI 1990, SAAVEDRA el al. 1993, 1995). JAZIRI (1990) a observé une plus fa ible 
variabilité dans les populations atlantiques et a suggéré que les populations atlantiques 
avaient pu provenir d' un refuge qu 'aurait constitué la Méditerranée pendant les périodes 
glaciaires du pléistocène. SAAVEDRA et al. (1993, 1995) ont observé des c1 ines de fréquences 
alléliques à certains locus de part et d 'autre du détroit de Gibraltar et en ont conclu que ceci 
était dû à un contact secondaire entre les stocks méditerranéens et atlantiques après leur 
séparation pendant la période glaciaire. Plus récemment, deux études, toujours à l 'échelle de 
l' aire de répartition (LA UNEY el al. 2002, DIAZ-ALMELA et al. , soumis), ont été réalisées 
respectivement avec des marqueurs microsatellites et mitochondrial. Elles mettent en 
évidence des schémas de va riations similaires entre elles et avec les marqueurs 
allozymiques, qui correspondent à un modèle d ' isolement par la distance. Cependant, au 
contraire des conclusions de SAA VEDRA el al. (1995), l'étude basée sur les microsate llites et 
une nouvelle analyse des données allozymiques n'ont pas permis de mettre en évidence une 
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discontinuité génétique entre les populations d 'huîtres atlantiques et méditerranéennes. Si 
l 'on compare les données microsatellites et mitochondriales, une plus grande variabilité a été 
observée entre les populations en ce qui concerne la diversité mitochondriale (Figure 3). De 
plus, un facteur \0 a été mis en évidence entre la différenciation génétique calculée à partir 
du marqueur mitochondrial (Fst = 0.224) par rapport à la différenciation calculée à partir des 
microsatellites (Fst = 0.019). Les mitochondries possèdent un génome haploïde et sont 
transmises de façon maternelle. Les données mitochondriales fournissent des informations 
sur la structuration génétique via la transmission maternelle, alors que les microsatellites 
renseignent sur celle s'opérant par transmission biparentale. Ainsi, il semblerait que le 
succès reproducteur relatif entre mâles et femelles, ainsi que leur variabilité, joue un rôle 
important dans l'observation de la structure actuelle de la diversité génétique des différents 
génomes à l'échelle de l'aire de répartition. 

Nous nous sommes intéressés à une échelle plus fine, celle de la population, et plus 
particulièrement à sa dynamique de reproduction afin de mieux comprendre les facteurs qui 
peuvent participer à la mise en place d'une structuration génétique permettant d'observer les 
phénomènes précédemment cités de déficit en hétérozygotes et de relation hétérozygotie 
croissance. Nous avons voulu en particulier tester l'hypothèse d ' une réassociation non 
aléatoire des gamètes (consanguinité) dans le cas du déficit en hétérozygotes, qui rejoint 
celle du déséquilibre d'identité (possible dans les populations partiellement consanguines) 
dans le cas de l'hypothèse d'une superdominance associative pour expliquer la relation 
hétérozygotie-croissance. Cette possible consanguinité à l'échelle locale est corroborée par 
l 'observation d'une faible variabilité génétique (et donc d 'effectifs efficaces locaux réduits) 
observée dans une cohorte recrutée en 1994 sur une courte période en Méditerranée 
(LA UNEY et al. , en préparation). De plus, une étude réalisée elle aussi en Méditerranée en 
200 l , a mis en évidence qu'un faible nombre de pères contribuait à une descendance 
femelle (MIRA 2001). En effet, la présence de consanguinité suppose plusieurs conditions: 
d'abord que des individus soient issus d'un nombre restreint de géniteurs (effectif efficace 
local réduit), ensuite que ces mêmes individus se soient fixés au substrat relativement près 
les uns des autres (implique une cohésion du nuage larvaire avant fixation) , forment une 
cohorte et se reproduisent enfin entre eux (effet W AHLUND temporel ou spatial entraînant de 
la consanguinité à la génération suivante). 

Afin de savoir si de tels cas peuvent être rencontrés, nous avons réalisé une étude 
plus large (échantillonnage sur davantage de cohortes et de descendances femelles) à 
l'échelle d'une population naturelle d 'huîtres plates (en Méditerranée et en Bretagne) et ce, à 
troi s stades de développement: larves, juvéniles (naissain) et adultes. Nous nous sommes 
attachés à définir: (1) la variance des fréquences alléliques au cours d'une saison de 
recrutement (période estivale 2001) en comparant la variabilité observée dans quatre 
cohortes recrutées à celle observée chez les adultes, (2) les contributions paternelles en 
réa li sant des échantillonnages de larves encore non émises de femelles incubantes, (3) 
l' effectif efficace. 

Nous tâcherons d ' infirmer ou confirmer les observations précédentes, l'objectif 
principal de ces analyses étant de mieux comprendre comment la diversité génétique des 
populations se constitue au gré des aléas du recrutement. 

II. MATERIEL ET METHODES 

Echantillonnage 
L'huître plate est une espèce hermaphrodite asynchrone à sexualité consécutive 

rythmique. Elle est généralement protandre mais peut changer de sexe plusieurs fois dans 
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une même saison de ponte. C'est un mollusque larvipare dont la fécondation des ovules par 
les spermatozoïdes, contrairement à l'huître creuse, s'effectue dans la cavité palléale (période 
de reproduction: été et automne). Les larves sont incubées pendant 8 à 10 jours. Le nombre 
de larves émis à chaque ponte est de 500 000 à 1 500 000. Blanchâtre lors de la fécondation , 
ces mêmes larves deviennent progressivement grises et sont lâchées dans le milieu 
environnant. La phase planctonique s'échelonne sur une durée de 5 à 14 jours, au terme de 
laquelle les larves se fixent sur un substrat dur. Les juvéniles fixés sont capables de se 
reproduire dès le premier été et les individus peuvent vivre 5 à 10 ans (QUERO & VA YNE 
1998) (résumé du cycle en Figure 1). 

Des lots de collecteurs (filets remplis de coquilles de moules, maintenus dans des 
cages métalliques) ont été placés sur une zone de recrutement naturel située en baie de 
Quiberon durant plusieurs périodes distinctes (Encadré-Figure 4) : (1) du 18 juin au 3 juillet 
2001, (2) du 3 juillet au 16 juillet 2001, et (3) du 16 juillet au 13 août 2001. A ces trois 
périodes de collectes correspondent respectivement les cohortes l, 2 et 3. Un quatrième lot 
de collecteurs a été installé et laissé durant toute la période d'expérimentation, et jusqu'au 
début de l'hiver où les collecteurs ont été retirés (Encadré- Figure 5). Ces animaux fixés 
correspondent à la cohorte 4. Les lots de collecteurs ont été mis en claires pour être ensuite 
transférés au laboratoire de La Tremblade et placés dans 2 bacs de 800 litres dans lesquels 
les huîtres ont poursuivi leur croissance. 

En février et mars 2002, les cohortes ont été échantillonnées. Un fragment de 
branchie de tous les animaux sur les coques de moules a été prélevé. Ont été récupérés pour 
les quatre cohortes respectivement 167, 198, 115, et 192 individus. Par ailleurs, sur le même 
site de recrutement ont été échantillonnées des branchies de femelles "ardoisées" (nommées 
ainsi à cause de la présence de larves elles-mêmes de couleur ardoisée) ainsi que leurs larves 
contenues dans la cavité palléale: 

- le 26/06 : 2 femelles: FA 1 et FA2 
- le 03/07 : 1 femelle: F A3 
-le 10/07: 5 femelles : FA4, FA5, FA6, FA7, FA8 
-le 17/07 : 2 femelles : FA9, FAlO 
-le 24/07: 3 femelles: FAII, FAI2, FA 13 
-le 31 /07: 5 femelles: FAI4, FAI5, FAI6, FAI7, FA18 
-le 08/08: 3 femelles: FA 19, FA20, FA21 

Au total , 21 femelles et leurs larves ont été échantillonnées. De plus, le 24/07 les 
branchies de 47 adultes de la zone d'étude ont été récoltées, portant à 68 le nombre d'adultes 
(géniteurs potentiels) (Encadré-Figure 6). Il n 'a malheureusement pas été possible d'obtenir 
du naissain fixé en Méditerranée, rendant impossible les comparaisons avec les observations 
précédemment faites dans ce même site. 

Génotypage 
Les adultes et les juvéniles ont été soumis à une extraction classique au phénol­

chloroforme (MOORE et al., 1993). La méthode précédemment décrite peut difficilement 
s'appliquer à l'extraction sur des organismes dont la taille n'excède pas 300~m, ce qui est le 
cas des larves. C'est pourquoi nous avons eu recours à une technique utilisant un tampon 
d'extraction composé de buffer XIO, de détergent Tween 20 et d'eau distillée. A chaque 
larve individualisée et préalablement broyée est ajouté 50~1 du tampon précité ainsi que 5 ~I 
de protéinase K (1 O~I/mg). Les larves sont ensuite mises à incuber 60 minutes à 55°C puis 
20 minutes à 100°C. 

Les marqueurs microsatellites (Oedu U2, Oedu T5, Oedu 112, Oedu H15, voir 
Annexe Tableau A) utili sés dans ce travail ont été identifiés et mis au point par LA UNEY 
(1998). La réaction de PCR se fait dans un volume final de lOfil contenant 5 fil de solution 
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d'ADN et 5111 de mélange réactionnel (dNTP (2 mM), MgCh (50mM), Taq polymérase, 
tampon (IX), amorces (1 pM) voir Annexe, Tableau B). Le programme d'amplification se 
compose des étapes suivantes: 5 minutes à 95°C pour une dénaturation initiale, 30 cycles 
successifs (20 secondes à 95°C pour la dénaturation, 20 secondes à 53 ou 50°C selon les 
locus microsatellites pour la phase d'appariement et 30 secondes à n oc pour l'élongation) 
puis une dernière étape de 3 minutes à n oc pour l'élongation finale (annexe Tableau C). La 
migration des produits amplifiés se fait sur un gel d'acrylamide (20 ml gel matrix 6,5%, 15 
III TEMED sigma, 150 III APS (10%) à l'aide d'un séquenceur de type LICOR ® . La solution 
tampon d'électrophorèse est du TBE 1 X (Tris (89mM), Acide Borique (89mM), EDT A 
2mM), ddH20). La lecture des génotypes est ensuite réalisée par l' intermédiaire du logiciel 
GENE PROFILER 4.0. 

Mesure de la variabilité et de la différentiation génétique 
Plusieurs paramètres ont été mesurés afin d'estimer la variabilité génétique au sein 

des différents groupes d'individus: le nombre d'allèles par locus et par échantillon, 
l' hétérozygotie observée (Ho) et l'hétérozygotie attendue sous l' hypothèse de l'équilibre de 
HARDY-WEIN BERG (Hn.b.). Le calcul de ces paramètres a été réalisé par locus et pour tous 
les locus des populations considérées à l'aide du logiciel GENETIX (BELKHIR et al. 1996). 

Afin de comparer la variabilité génétique entre les échantillons au travers de ces 
paramètres, nous avons utilisé une méthode qui reconstitue l'ume d 'EWE S (considère une 
population à l'équilibre mutation/dérive telle que prédite par la théorie de l' échantillonnage 
d'EwENS (19n» dont pourrait être issu l'échantillon observé et qui rééchantillonne des 
pseudo-échantillons dans cette urne. Pour que les résultats soient comparables d ' un groupe à 
l'autre, la taill e de sous-échantillonnage correspond à la taille du groupe le plus petit 
(population adulte composée de 68 individus). Ces résultats sont ensuite testés pour 
l' hypothèse nulle d 'égalité des moyennes (cas d 'échantillons de grande taille de variances 
inégales) (SOKAL & ROHLF 1995). 
Deux indices ont été calculés pour caractériser la différenciation génétique: Fis et Fst 
(estimés selon WEIR & COCKERHAM 1984). Ces calculs ont nécessité l' utili sation du logiciel 
GENETIX (http://www.univ-montp2.fr/-genetix/genetix.htm). Pour tester l' hypothèse nulle 
Fis=O, on effectue une permutation des allèles à l' intérieur des populations. Pour tester 
l' hypothèse nulle Fst=O, on effectue des permutations des individus sur l' ensemble des 
échantillons. Les génotypes sont conservés, ce qui permet de s'affranchir de la non­
dépendance des allèles à l' intérieur des individus quand le Fis est différent de O. Les tests ont 
été effectués avec 1000 permutations. 

Enfin, nous avons calculé la fréquence des allèles nuls selon CHAKRABORTY et al. 
(1992) mais aussi BROOKFLELD (1996) qui prend lui en compte l'existence des individus non 
amplifiés, considérés comme homozygotes pour l'allèle nul. 

Analyse de paternité 
Afin de déterminer le nombre de pères potentiels intervenant dans un événement de 

reproduction, une procédure de calcul sous logiciel PARENTAGE (EMERY et al. 2001) a été 
utilisée (http://www.maths.abdn.ac.uk/- ijw). Ce logiciel s'appuie sur le paradigme Bayésien 
dont les modèles probabilistes sont associés à des données définissant une distribution "à 
priori". Cette méthode consiste à attribuer avant toute connaissance sur la paternité 
différentes valeurs "a priori" . Connaissant les génotypes de l'huître femelle et d 'un certain 
nombre de ses larves, cette probabilité "à priori" peut être réestimée en probabilité "à 
posteriori". Il s'agit d' ailleurs de l' intérêt majeur du logiciel qui , contrairement à d'autres 
méthodes plus classiques (détermination de paternité par vraisemblance MARSHALL el al. 
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1998), ne nécessite la connaissance que d'un seul des génotypes des parents potentiels 
(génotype de la mère dans notre cas). 

Estimation de la taille efficace 
Nous nous sommes appuyés sur la méthode dite" temporelle" utilisant les 

changements temporels des fréquences alléliques dans des générations successives. 
Cette méthode repose sur le concept suivant (LA UNEY 1998) : le changement des 

fréquences alléliques au cours du temps sous l'effet de la dérive permet d'estimer la taille 
efficace d'une population, à partir de l'observation des variances temporelles pour des locus 
sélectivement neutres. Le logiciel EPS (source : D. HEDGECOCK et V. CHOW, Bodega 
Marine Laboratory, UC Davis, USA) a été utilisé pour calculer les Ne selon cette méthode. 
Ce logiciel donne une estimation de la taille efficace en se basant sur un nombre maximum 
de 15 allèles. Cette estimation a été réalisée entre les adultes présents en 2001 et les 
juvéniles de la cohorte 4 recrutés en 2001. 

III. RESULTATS 

Au total, 672 individus juvéniles, 68 adultes et 320 larves ont été analysés. A partir 
de témoins dont on connaît la taille du microsatellite, les allèles aux différents locus ont été 
déterminés. 

Variabilité génétique 
Le Tableau 1 ci-contre récapitule l'ensemble des paramètres généraux de l'analyse de 

variabilité. 

Polvmorphisme allélique 
Le nombre d'allèles par locus est élevé quel que soit le locus envisagé, s'échelonnant 

de 21 à 31. Seul le locus HI5 présente des nombres d'allèles sensiblement plus faibles (14 à 
19). 

La population adulte dont l'effectif échantillonné est le plus petit semble montrer un 
plus faible nombre d'allèles que les quatre cohortes qui entre elles ne semblent pas 
dépareiller. Ce résultat est observable à tous les locus ainsi qu'à l'analyse multilocus (le 
nombre moyen d'allèles est de 20,5 pour les adultes contre de 23,2 à 26 pour les cohortes). 

Afin de pouvoir comparer rigoureusement les groupes d'individus sur la base du nombre 
d'allèles et de l 'hétérozygotie attendue, nous avons procédé à un rééchantillonnage dont la 
taille correspond au groupe le plus petit (population adulte composée de 68 individus). 
Rééchantillonnage qui dans le cas présent correspond donc à un sous-échantillonnage 
(Tableaux 2 et 3). 

La comparaison du nombre d'allèles rééchantillonnés (Tableau 2) ne montre aucune 
différence significative entre groupe d'individus. En effet, nous n'observons aucune 
différence entre adultes et cohorte de captage (quelle que soit la cohorte), pas plus qu'entre 
cohortes elles-mêmes. 

Hétérozygotie 
Concernant les valeurs de Hn.b. , celles-ci varient de 0,909 à 0,944 aux locus T5 , Jl2 et 

U2 et de 0,816 à 0,886 au locus H15. Sur l'analyse du tableau 1, la population adulte semble 
présenter une hétérozygotie observée inférieure aux quatre cohortes. Cette différence paraît 
sensiblement plus marquée sur les locus J12, HI5 et U2 (analyse multilocus comprise) que 
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sur le locus T5. Le tableau 3 visant à comparer les groupes d ' individus sur la base de 
l' hétérozygotie attendue ne montrent cependant aucune différence significati ve. De la même 
façon que pour les nombres d'a llè les, nous n'observons aucune di fférence entre adultes et 
cohorte de captage (quel que soit la cohorte), pas plus qu 'entre cohortes elles-mêmes. 

Visant à mettre en évidence la notion de défi cit en hétérozygotes, les valeurs de Fis 
(estimées selon WEIR & COCKER HAM, 1984) sont proposées. Celles-ci sont suivies d ' un test 
stati stique permettant de savoir si ell es significativement différentes de O. Sur l' ensemble des 
locus, tous les groupes d ' individus observent un défic it. Ce défi cit en hétérozygote est 
largement signifi catif pour le locus Hl 5 et l'analyse multilocus et ce sur tous les groupes 
échantillonnés. Si nous nous intéressons maintenant aux groupes d 'individus, il est diffici le 
de déterminer un tendance puisque chaque groupe montre un Fis non significatif pour au 
mo ins un locus. 

Fréquences d'allèles nuls 
Les deux méthodes de calcul proposées défini ssent des estimations respecti vement 

minimales et max imales de ces fréquences. Aux locus T5, JI 2 et U2, les valeurs de (r) 
s'échelonnent entre 0 et 7% selon la méthode de CHAKRABORTY et al. ( 1992) et entre 5 et 
13% selon la méthode de BROOKFIELD ( 1996). Les fréquences au locus H 15 sont 
re lati vement plus élevées, avec une moyenne de II % selon CHAKRABORTY et de 17% selon 
BROO KFIELD. 

Différenciation génétique 

Les va leurs de Fst par paire de groupes d ' individus n ' indiquent aucune di ffé renciation 
entre cohortes ou même entre adultes et cohortes. Ces valeurs ne sont pas significati vement 
différentes de O. 

Contribution parentale sur un événement de reproduction 

A nalvse de paternité 
Le typage des larves de femelles incubantes initialement échantillonnées n 'a pu 

dOim er de résultats satisfaisants. Certainement dû à un problème de conservation, le typage 
n 'a abouti qu 'à de trop rares et fa ibles signaux d'une présence d 'ADN. D 'autres femelles 
incuban tes "ardoisées" ont alors été prélevées au mois de juillet 2002 sur le même site 
d 'étude en baie de Quiberon . Malgré un protocole identique d'échantillonnage, le 
génotypage des larves s'est cette fois-ci révé lé concluant. Il semblerait donc que ce soit le 
mode de conservation des tissus qui so it en cause. Ainsi 4 femelles (F l , F3, F5 et F7) 
accompagnées de 80 de leurs larves ont pu être analysées et ce pour 3 locus microsatellites 
(J 12, H 15 et U2). Le nombre d'allèles trouvé chez les larves de ces 4 fe melles est résumé 
dans le tableau ci-dessous. 

JI2 U2 HI5 
Larves de FI 18 18 10 
Larves de F3 5 7 6 
Larves de F5 7 9 5 
Larves de F 7 5 4 4 

Tableau 4: Nombre d 'all èles des larves de fe melles incubantes aux 3 locus cons idérés. 
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Ce nombre d 'a llèles est variable d ' une femelle à l'autre. Les larves de la femelle FI 
présentent un nombre d 'allèles compris entre 10 et 18 selon le locus envisagé, contre 4 à 9 
allèles pour les larves des troi s autres femelles. L'utilisation du logiciel PARENTAGE a permis 
de définir une estimation du nombre de pères potentiels pouvant intervenir dans un 
événement reproductif pour chacune des 4 femelles (Tableau 5). 

Larves deFl 
Larves de F3 
Larves deF5 
LarvesdeF7 

la 
7-8 
4-7 
2 

otelltiels 

Tableau 5 : Nombre de pères impliqués dans un événement reproductif. 

Conformément aux nombres d'allèles, les résultats affichés par le logiciel sont 
variables d'une femelle à l'autre mais attestent pour l 'ensemble d ' un nombre relativement 
faible de pères puisque n 'excédant pas (pour la femelle FI) le nombre de 10. Pour la femelle 
F7 au contraire, l 'ex istence de 4 à 5 allèles ne s'accorde qu'avec la présence de deux pères. 
Pour les deux autres femelles, le résultat n'est pas aussi tranché et n 'offre qu'un intervalle 
établi entre 7 et 8 pères pour les larves de F3 et entre 4 et 7 pères pour les larves de F5. 

Estimation de la taille efficace 
Nous avons estimé la taille efficace de la population se lon la méthode de W APLES 

(1989) . Le logiciel EPS prenant en compte un maximum de 15 allèles et dans la mesure où 
pour chaque allèle le nombre d'allèle observé dépasse 15, nous avons "poolé " certains de 
ces a llèles. Nous avons ainsi choisi d'estimer la taille efficace en considérantles 15 allèles les 
plus fréquents. Les estimations de Ne sont données dans le tableau 6. La valeur multilocus 
est suivie d'intervalle de confiance à 95%. Une valeur négative est interprétée comme 
infinie. 

Jl2 76.15 
U2 74.20 

HI5 157.49 
T5 -299.76 

a multtlocus : Ne=135.03 [44.14 ; -924.38] 

Tableau 6 : Estimations de Ne pour chaque locus et l 'ensemble des locus. 

IV. DISCUSSION 

Intér êt des marqueurs microsatellites dans le cadre d'une étude de variabilité 
génétique intrapopulation 

Déjà souligné par VIARD et al. ( 1996) pour de nombreuses espèces, l' intérêt de 
l' utilisation des marqueurs microsatellites dans la caractérisation de la variabilité génétique 
intrapopulation est particulièrement grand. En effet, ce type de marqueurs révèle une 
variabilité plus importante que les locus enzymatiques classiquement utili sés . Pour preuve, 
JAZIRI et al. ( 1987) ont mis en évidence sur la base d ' une étude de 10 populations d'Ostrea 
edulis avec 10 locus enzymatiques un polymorphisme de 3 allèles par locus en moyenne. 
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Plus récemment, SAAVEDRA et al. (1995) ont trouvé un nombre moyen d'allèles compris 
entre 1,8 et 2,8 pour des locus allozymes chez cette même espèce. Au cours de notre étude, 
nous avons révélé un nombre moyen de 23 ,7 allèles par locus microsatellites et par 
population. Résultat dont l'ordre de grandeur confirme les données déjà recueillies par 
LAU NEY (1998) et MIRA (2001). Parallèlement, les taux d ' hétérozygotie (Hn.b.) sont 
également plus élevés pour les marqueurs microsatellites. 

Les marqueurs microsatellites possèdent par conséquent les caractéristiques attendues 
de "bons" marqueurs en génétique des populations. Ils cumulent en effet différentes 
propriétés: transmission mendélienne, codominance et neutralité mais auxquelles s'ajoute la 
détection d'un fort polymorphisme. Grâce à ce polymorphisme, les microsatellites sont un 
outil puissant pour l'identification des individus et par conséquent pour les analyses de 
parenté. 

Implication de la notion de consanguinité pour la compréhension des relations 
hétérozygotie / valeur sélective et des déficits en hétérozygotes dans les populations 
naturelles de bivalves marins 

Cette étude, appliquée à une problématique de génétique des populations a pour 
objectif de compléter la connaissance des mécanismes biologiques (reproductifs) dans les 
populations de bivalves marins et plus spécifiquement dans les populations d ' huîtres plates. 

Elle fait suite à des travaux effectués en 2001 par MIRA sur une population issue de 
Méditerranée dont les objectifs étaient déjà d 'observer et de comprendre l'implication du 
phénomène de consanguinité. Consanguinité souvent énoncée (au moins de façon 
hypothétique) dans les processus décrivant l'existence d'un déficit d'hétérozygotie et d'une 
relation positive entre hétérozygotie et valeur sélective. 

Dans le cas d'espèces à sexes séparés, une consanguinité partielle peul être produite;: 
par croisement d'individus apparentés (HEDRICK & COCKERHAM 1986). Une conséquence 
directe de ce régime particulier de reproduction est l'apparition d'un déficit d'hétérozygotie 
et une augmentation de l 'homozygotie pour des allèles délétères récessifs. Ceci conduit à une 
relation positive entre hétérozygotie individuelle et valeur sélective (fitness). En résumé, 
l 'homozygotie provoquée par la consanguinité entraîne celle d'un certain nombre de gènes 
délétères récessifs offrant un désavantage sélectif aux homozygotes (LA UNEY 1998). 

Les caractéristiques de la reproduction des espèces de bivalves marins (huîtres plates 
comprises) ne semblent pas, à priori , favori ser la présence de consanguinité (en population 
naturelle). 

Or les études menées par LAU NEY (LAUNEY et al. , sous presse) et MIRA (2001) sur 
une population méditerranéenne ont montré, de part l'implication d ' un faible nombre de 
géniteurs efficaces à la base d'un événement de reproduction des conditions favorables à la 
présence de consanguinité offrant ainsi un appui à la notion de superdominance associative. 

L 'étude de la variabilité intrapopulation ne nous a pas permis de déceler une perte de 
diversité chez les cohortes recrutées durant l 'été 2001 par rapport à l'échantillon d'adultes de 
référence (contrairement à l'observation de LAUNEY sur une population de 1994). Cette 
diversité, que ce soit au niveau du nombre d 'a llèles que de l'hétérozygotie (Hn.b.) n ' est pas 
significativement différente d ' un groupe d'échantillonnage à l 'autre (pas d'effet WAHLUND 
temporel visible). Nous aurions pu nous attendre à ce que la cohorte correspondant à la 
période totale de captage ait une plus grande variabilité génétique que chacune des autres 
cohortes, or ce n'est pas le cas. 

Aucune structuration temporelle n' est également apparue. Les valeurs de Fst 
calculées par paire de groupe d'individus sont négligeables. Autant de paramètres qUi 
n' indiquent pas un faible nombre de géniteurs à l 'origine d ' une cohorte de recrutement. 
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Même si le Ne estimé de 135 est relativement important, il est difficile de conclure 
car l ' intervalle de confiance estimé est très grand (de 44 à l' infini! ). Dans une publication 
de 2001, LAUNEY et al. ont estimé un Ne de 464 entre deux populations adultes de 1989 et 
1993 issues du même site en baie de Quiberon. Comparé à ce Ne de 464, le Ne de 135 de 
notre étude offre une estimation supposée sous-estimée dans la mesure où il n'est pas 
possible entre adultes et descendants directs de prendre en compte la notion de génération 
chevauchante et le fait que des individus peuvent se reproduire plusieurs fois. 

Il apparaît intéressant de di scuter de la validité de cet estimateur. En effet, cette 
méthode reposant sur les changements temporels des fréquences a lléliques dans des 
générations successives ne s'applique que dans la mesure où la population est isolée, ne 
subissant pas de migration (W APLES 1989). Enfin, ce type de méthode ne tient pas compte de 
situations comme les cas de générations chevauchantes. Récemment, de nouvelles analyses 
incorporant les nombreuses informations fournies par les microsatellites permettent 
d 'estimer conjointement la taille efficace d ' une population et le rythme de migration (BEER LI 

& FELSENSTEIN 1999, VITA LIS & COUVET 2001). Ce type d 'analyse basée sur le maximum 
de vraisemblance pourrait être appl iqué dans une prochaine étude afin de mieux apprécier 
l' estimation de la taille effi cace. 

Enfin , il est intéressant de constater que l' analyse de paternité définit un nombre 
restreint de mâles susceptibles de féconder une même femelle (ce nombre est comparable à 
celui de la population méditerranéenne (MIRA 2001) où 3 femelles ont été étudiées). Il ne 
s'agit ici que d 'une analyse portant sur 4 femelles. La représentati vité de celles-ci peut donc 
être mise en cause, d ' autant qu ' il s'agit de femelles incubantes prélevées au cours de la 
saison de reproduction 2002, saison au cours de laquelle l ' impact de la reproduction peut 
avo ir été différent sur le naissain recruté en 2002 par rapport à 200 l. Ce résultat reste donc à 
confirmer. Il suggère que la di spersion des gamètes mâles peut être limitée sur la distance ou 
bien, que les mâles participent à la fécondation de façon asynchrone dans le temps. Il est 
aussi possible que cette faible dispersion gamétique soit compensée par une dispersion 
larvaire importante. 

Excepté sur la base de l'analyse de paternité, la notion de consanguinité évoquée est 
diffi cilement identifiable chez les groupes adultes et juvéniles de cette étude. L'hypothèse 
d'un effet W AHLUND temporel est également réfutée (valeurs de Fst inter-cohortes trop 
fa ibles). Les résultats obtenus sur la population d 'huîtres plates méditerranéennes (1994) 
semblent revêtir un caractère exceptionnel. Il est également probable qu'il ne s'agisse que 
d'un effet très local. Quoi qu ' il en soit, d ' autres explications aux déficits d ' hétérozygotes 
observés peuvent être évoquées. Notamment comme l'ont déjà souligné LA UN EY (1998) et 
MI RA (200 1) la présence d 'allèles nuls. Nous avons ici déterminé des fréquences élevées 
pour ces allèles et particulièrement pour le locus HI 5 (Il à 17% sui vant les popuIations). 

v. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L 'étude d ' une population naturelle d ' huître plate à trois stades de développement a 
permis au cours de cette étude d 'aborder une problématique de génétique des populations 
liant diversité génétique et dynamique de recrutement. Les biva lves marins constituent un 
modèle unique de biologie. L'outil moléculaire (les microsatellites) permet d ' approfondir 
considérab lement les connaissances à ce sujet. L'hypothèse de croisements consanguins à 
l 'ori gine d' une relation positive entre hétérozygotie et va leur sé lective ou encore de défi cits 
en hétérozygotes n 'a pu ici trouver les mêmes appuis qu 'au cours de l' étude précédente sur 
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une population méditerranéenne. Il est difficile de généraliser l'une ou l'autre des études. Il 
ressort cependant que la dispersion gamétique (mâle) reste limitée, et dans le cas où cette 
dernière n'est pas contre-balancée par une forte dispersion larvaire, les conditions de 
consanguinité semblent renforcées. 

Afin d'approfondir ces résultats, il serait souhaitable de retravai ller sur ces 
populations avec un effort particulier sur les stades larvaires. L'objectif étant de confirmer le 
nombre de mâles intervenant dans un événement reproductif. 

Egalement envisageable, l 'intégration d'une expérience visant à montrer l' existence 
d'une corrélation positive entre hétérozygotie et valeur sélective (croissance). Enfin, il 
pourrait être intéressant de sui vre les mécanismes reproductifs d'une population en 
laboratoire (écloserie) et de les comparer aux populations naturelles. fi est en effet possible 
en écloserie de maîtriser certains paramètres, notamment le génotype des géniteurs 
potentiels. Ceci permettrait à double titre: de déterminer combien de parents contribuent à 
un événement reproductif, et de diminuer les efforts de typage en optimisant le nombre 
d'a llèles différents dans la population. 
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ANNEXE FIN AN ClERE 

Les crédits attribués par l' IFB, soit 34475 euros ont été utili sés de la façon sui vante : 

Equipement 
Séquenceur (sur un total de 89 182) 

Fonctionnement 
Analyses moléculaires 
Echantillonnage 

Déplacements 
Total 

15245 

18230 
1 858 

640 
35 973 

II est à noter qu 'aucune vacation n'a finalement été financée. Le second versement (soit 
8372 euros) permettra l'achat de produits de biologie moléculaire nécessaires à l'étude qui 
ont été achetés sur d'autres crédits. 
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