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Abstract: Genetic consequences of production of Pacific oyster larvae in
hatchery: drift and selective pressures related to rearing practices. Previous
studies have shown heritable variation in larval developmental traits in the Pacific
oyster Crassostrea gigas. In order to study the genetic consequences of production of
oyster larvae in hatcheries, two factors, specific to hatcheries, were examined: the
effect of discarding the smallest larvae ( i.e. culling) and the effect of temperature
(20°C versus 26°C). A mixed-family approach was used in order to infer the genetic
composition of larval populations and family assignment, limiting possible envi-
ronmental bias and allowing the study of a relatively large number of families using
a limited number of larval tanks. Our results show that three multiplexed highly
polymorphic microsatellite markers are a powerful tool for family assignment and,
consequently, for the study of bivalve larvae genetics. Culling, by selective sieving of
the smallest larvae is an advantageous practice at a phenotypic scale as it reduced
variance in larval size, variance of developmental rate and time to settlement. Cull-
ing of 50% of the larval population only led to 15% less spat, showing a positive
phenotypic correlation between larval growth and settlement success. However,
culling represents a substantial risk for diversity loss, because it increases the vari-
ance of reproductive success among parental oysters. The effective population sizes
of early settling cohorts of settlement were lower than those of later ones. Our
results show that the settlement of slow growing larvae significantly contributes to
minimizing the variability of reproductive success and therefore to maximizing
genetic diversity. These results corroborate the low estimations of variability of
broodstocks sampled in several French commercial hatcheries, relative to natural
populations. The genetic composition of the larval population and the resulting spat

* Correspondance et tirés à part : pierre.boudry@ifremer.fr

fmerceur
Archimer

http://www.ifremer.fr/docelec/


N. Taris et al.

522

was significantly different between the two tested temperatures, revealing genotype
x environment interaction for survival. Similarly, genotype x environment interac-
tion was also observed for larval growth as a higher temperature exerted a positive
influence on the expression of genetic variability for this trait. Consequently, we can
conclude that a temperature of 26°C coupled with culling, to common practice in
oyster hatcheries, is likely to amplify the selection pressure for fast growing larvae.
To test for this hypothesis, we compared larval developmental traits in the progeny
of a hatchery broodstock closed for 7 generations, with the progeny of wild oysters
and the two possible hybrids. Our results show that selection of fast growing larvae
can counteract presumed inbreeding depression, due to higher mean relatedness
among hatchery broodstock than in the wild. Genetic effects of intensive rearing
conditions at larval stage are significant and should be taken into account in hatch-
ery practices, especially in terms of genetic diversity management.

/ larvae/ selection-domestication/ genetic diversity/
hatchery

Résumé : Afin d’étudier les conséquences génétiques des pratiques de production
en écloserie d’huître creuse, deux facteurs ont été examinés : l’élimination des peti-
tes larves et la température. Nos résultats montrent que l’assignation de parenté par
marqueurs microsatellites est un outil performant pour les études génétiques en
phase larvaire de familles élevées en mélange. Bien qu’avantageux d’un point de vue
phénotypique, le tamisage sélectif représente un risque de perte de diversité. La
fixation des larves à croissance lente permet en effet de minimiser la variabilité du
succès reproducteur et de fait, de maximiser la variabilité génétique. Ces résultats
corroborent les estimations de variabilité sur les stocks d’écloseries françaises où
l’on constate une diversité allélique inférieure à celle de populations issues du milieu
naturel. La température exerce également une influence sur la précocité de
l’expression de la variabilité génétique pour la croissance larvaire. Ainsi une tem-
pérature élevée associée à une procédure de tamisage peut amplifier l’effet sélectif.
Enfin, la sélection de larves à croissance rapide semble démontrée, s’opposant à la
dépression de consanguinité présumée. Les conditions d’élevage peuvent donc avoir
un effet génétique significatif qui devrait être pris en considération dans les
pratiques d’écloserie, notamment dans la gestion de la diversité génétique.

/ larve/ sélection-domestication/ diversité génétique/
écloserie

1. INTRODUCTION

Les mollusques marins occupent une place particulière au sein des ani-
maux d’élevage. A l’instar des poissons, la plupart des espèces sont encore
peu voire pas domestiquées, au sens zootechnique du terme [43]. En effet, la
particularité du cycle de vie, alternant phase larvaire libre et adulte benth i-
que, ne permet pas toujours une maîtrise complète des cycles d’élevage et de
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reproduction. Cette phase larvaire, généralement synonyme de forte fé-
condité [45] est aussi associée à une forte mortalité [42], [35].

Pour l’huître du Pacifique Crassostrea gigas, mollusque le plus produit à
l’échelle mondiale (4,4 millions de tonnes en 2003 [13]), les techniques de
reproduction en milieu contrôlé sont aujourd’hui bien maîtrisées grâce à un
savoir-faire développé depuis plusieurs décennies, permettant désormais
d’alimenter de manière croissante une production dominée en France par le
captage naturel [23]. Que la reproduction soit issue d’écloserie ou du milieu
naturel, le reste du cycle d’élevage est néanmoins réalisé dans le milieu natu-
rel. La phase larvaire est donc la seule particulièrement « sensible » aux effets
potentiels de la production en milieu artificiel.

Compte tenu d’une demande de production de naissain d’écloserie sans
cesse croissante, la question des conséquences de cette domestication zoo-
technique en phase larvaire se pose pour cette espèce, à la fois sur un plan très
pratique de maintien de la variabilité génétique, mais également en terme de
sélection de caractères pour un élevage performant.

L’objectif général de ce travail a été d’identifier les conséquences généti-
ques de certaines pratiques zootechniques d’élevage larvaire. Notre étude a
plus particulièrement porté sur deux éléments :

- le tamisage sélectif (sélection sur le taux de développement larvaire),
appliqué afin d’éliminer les plus petites larves pour ainsi homogénéi-
ser et réduire les temps d’élevage.

- la température, facteur majeur de l’environnement d’élevage ayant
une implication directe dans le taux de développement et donc la du-
rée de la phase pélagique chez de nombreux invertébrés benthiques
marins [1].

Nous avons également suivi la descendance de deux populations de géni-
teurs, l’une issue d’écloserie, l’autre sauvage, afin de tester l’hypothèse d’une
sélection de larves à croissance rapide en écloserie.

En parallèle, nous avons échantillonné différents lots de géniteurs afin
d’obtenir une image de la diversité génétique de stocks issus d’écloseries
commerciales en France.

2. MATÉRIEL ET MÉTHODES

2.1. Estimation de la variabilité génétique des stocks en écloserie
commerciale

Le niveau de diversité génétique de différents lots d’écloserie commer-
ciale (4 écloseries ici nommées A, B, C et D) a été évalué sur la base de trois
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marqueurs microsatellites (CG49, CG108 [27] et L10 [20]) et comparé à
celui de deux populations sauvages de référence d’effectifs équivalents (tou-
tes deux issues de captage naturel en bassin de Marennes-Oléron). Pour
chacun des lots, plusieurs paramètres ont été estimés : le nombre d’allèles
par locus, l’hétérozygotie observée (Ho) ainsi que l’hétérozygotie attendue
sous l’hypothèse de l’équilibre de Hardy-Weinberg (Hn.b.), estimateur non
biaisé d’hétérozygotie [29] tel que :

Hn.b. = [2n/(2n-1)].[(1- xi²)]

avec xi la fréquence du ie allèle, n étant la taille de l’échantillon.

Le Fis a également été calculé comme indice de fixation [44]. Les calculs
de ces paramètres ont été réalisés à l’aide du logiciel GENETIX (version 4.05,
[3]). Enfin, la fréquence des allèles nuls a été déterminée selon les méthodes
de Chakraborty [8] et Brookfield [7].

2.2. Protocoles expérimentaux d’élevage

Afin d’étudier les effets d’une sélection des larves à croissance rapide par
tamisage, différents caractères phénotypiques (croissance, survie, succès à la
métamorphose) ont été suivis pour une population larvaire issue d’un croi-
sement factoriel (3 femelles x 10 mâles, soit 30 familles). Nous avons utilisé
une approche de familles élevées en mélange afin de réduire les éventuels
biais environnementaux [17]. Cette méthode implique une assignation ré-
trospective des individus aux familles. Pour cela, nous avons utilisé le jeu de
trois marqueurs microsatellites précité en multiplexage [41]. Deux types
d’élevage ont été suivis en parallèle (trois bacs de 50 litres pour chaque éle-
vage). Pour le premier, les plus petites larves ont été progressivement élim i-
nées par tamisage sélectif. Pour le second, la totalité de la population a été
conservée jusqu’à métamorphose. L’intensité du tamisage sélectif a été ajus-
tée de façon à éliminer 50 % des larves et ce de manière progressive sur
toute la durée de l’élevage. Lorsque les larves ont atteint le stade pédivéli-
gère, une fraction a été prélevée pour analyse génétique. La « taille efficace »
de population a ainsi été calculée d’après les données de contribution des
fractions de larves pédivéligères échantillonnées. La formule utilisée est celle
de Robertson [34] :

Ne = ( nij)²/ n²ij

où nij est le nombre observé de descendants issus du mâle i et de la fe-
melle j dans un échantillon donné.
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Afin d’étudier l’effet de la température, une même approche de famille en
mélange a été mise en oeuvre. La descendance issue d’un croisement factoriel
(4 femelles x 12 mâles, soit 48 familles) a été répartie en bacs d’élevage main-
tenus à 26 °C et 20 °C (trois bacs par condition). L’ensemble des larves a été
conservé pour cette expérience (pas de sélection par tamisage). Des mesures
individuelles de taille de larve ont été effectuées 22 jours après fécondation
pour les deux conditions et 30 jours après fécondation à 20 °C. Les larves
mesurées ont été génotypées puis assignées. Des mesures de taille sur naissain
génotypé ont aussi été réalisées 80 jours après fécondation. Ce naissain est issu
de cohortes de larves fixées précocement ou tard ivement.

Deux populations de géniteurs ont été utilisées pour cette expérience : la
première composée des 47 individus de la population témoin sauvage 2, la
seconde représentée par les 37 individus du lot 2 de l’écloserie A, issus de
sept générations de reproduction et de sélection massale. Les larves produi-
tes selon quatre types de croisement (femelles sauvages x mâles sauvages,
(SxS), femelles d’écloserie x mâles d’écloserie (ExE), et les croisements hy-
brides correspondants (SxE ; ExS)) ont été suivies au travers de différents
paramètres : croissance, survie et succès à la fixation (ou métamorphose). La
distr ibution des fréquences de taille des larves a été examinée par analyse des
progressions modales. La décomposition modale a été déterminée sur la
base des méthodes de Bhattacharya [4] et NORMSEP [17] via le logiciel FI-
SAT [14]. Des estimations de parenté ont également été déterminées selon la
méthode des moments [33] entre tous les couples potentiels de géniteurs
(340 paires dans le cas de la population d’écloserie (20 femelles, 17 mâles) et
462 pour la population sauvage (33 femelles, 14 mâles)).

2.3. Analyses statistiques des données

Les analyses statistiques relatives aux données phénotypiques et généti-
ques des différents protocoles expérimentaux impliquent deux types d’effets
qualifiés de fixes (exemple : effet du traitement) et aléatoires (exemple : effet
d’interaction). En conséquence, les données suivant une distribution nor-
male ont été analysées en utilisant le principe des modèles linéaires mixtes
(Proc MIXED, SAS/STAT® software [37]). Les données suivant une loi
binomiale ou de Poisson ont été analysées sur le modèle mixte généralisé
suivant la Macro-procédure GLIMMIX (équivalent à MIXED pour les
données ne suivant pas une normale) du logiciel SAS [25]. Pour les deux
procédures, les tests de significativité pour les effets fixes sont basés sur une
statistique F. Pour les effets aléatoires, les tests sont basés sur les rapports de
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vraisemblance entre sous-modèles, lesquels suivent de manière asymptotique
[25].

3. RÉSULTATS

3.1. Variabilité génétique des stocks en écloserie commerciale
(tab. I)

Comparées à la moyenne des deux populations témoins (32 allèles multi-
locus), les populations des écloseries A, B et D présentent environ 60 % de
leur diversité allélique (50 à 77 % selon les loci). En moyenne, elles présen-
tent entre 10 et 15 allèles par locus (contre 30 et 34 pour les populations
sauvages). Considérant 7 générations de sélection (lots 1 et 2 de l’écloserie
A), la diminution moyenne par génération à partir d’une population sauvage
comparable à nos témoins serait donc sensiblement inférieure à 10 %. Seuls
les lots de l’écloserie C montrent une diversité allélique comparable à celle
des témoins sauvages.

Les lots des écloseries A, C et D présentent une hétérozygotie multilo-
cus, respectivement 21 %, 17 % et 6 % inférieure aux populations témoins,
passant d'une valeur moyenne de 0,84 à des valeurs comprises entre 0,66 et
0,79. Par ailleurs, une forte variance est observée entre les loci : L10 présen-
tant jusqu’à 50 % de baisse d'hétérozygotie et CG49 une augmentation de
19 % pour les lots de l’écloserie D. A contrario, les lots de l’écloserie
C présentent des valeurs observées très élevées. En analyse multilocus, près
de 99 % des individus sont observés comme hétérozygotes. Concernant les
valeurs de Fis, les valeurs multilocus sont significativement supérieures à 0
pour l’ensemble des populations échantillonnées, exception faite de la popu-
lation écloserie B dont l’hétérozygotie observée est systématiquement plus
élevée que l’hétérozygotie attendue non biaisée.
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Tableau I : Paramètres généraux de l'analyse de variabilité génétique des popula-
tions échantillonnées (pour les écloseries A, C et D, deux lots correspondants à
différents stocks de géniteurs ont été analysés).

Témoin 1 Témoin 2 Écloserie A Écloserie B Écloserie C Écloserie D

Lot 1 Lot 2 Lot 1 Lot 2 Lot 1 Lot 2
N 50 47 49 37 65 50 50 50 50

Cg108 Nb individus 50 46 49 37 64 49 50 50 46
Nb allèles 32 37 13 9 13 29 26 9 17
Hobs 0,880 0,891 0,796 0,590 0,984 0,714 0,680 0,840 0,804
Hn.b. 0,957 0,974 0,719 0,610 0,868 0,958 0,953 0,817 0,905
F is 0,085 0,086 -0,108 0,028 -0,135 0,256 0,288 -0,028 0,112

* * ns ns ns ** ** ns *
rC 0,04 0,04 -0,05 0,02 -0,06 0,15 0,17 -0,01 0,06
rB 0,04 0,06 0 0,01 0,02 0,14 0,14 0,00 0,05

L10 Nb individus 50 47 49 37 65 50 50 50 46
Nb allèles 33 37 10 8 11 32 30 9 15
Hobs 0,900 0,894 0,449 0,65 1,000 0,500 0,580 0,913 0,747
Hn.b. 0,965 0,969 0,801 0,80 0,844 0,960 0,960 0,500 0,587
F is 0,068 0,079 0,442 0,198 -0,186 0,481 0,398 0,333 0,359

* * ** ** ns ** ** ** **
rC 0,04 0,04 0,28 0,10 -0,09 0,31 0,25 0,20 0,22
rB 0,03 0,04 0,20 0,08 0,00 0,23 0,19 0,14 0,17

Cg49 Nb individus 50 46 49 37 65 50 50 50 46
Nb allèles 25 28 13 13 13 30 30 11 13
Hobs 0,640 0,804 0,735 0,712 0,985 0,860 0,880 0,880 0,913
Hn.b. 0,939 0,944 0,888 0,900 0,888 0,961 0,961 0,838 0,872
F is 0,320 0,150 0,174 0,198 -0,110 0,105 0,085 -0,050 -0,046

** * ** * ns ** * ns ns
rC 0,19 0,08 0,09 0,11 -0,05 0,06 0,04 -0,02 -0,02
rB 0,15 0,09 0,08 0,09 0,00 0,05 0,04 0,00 0,00

Multilocus Nb allèles 30 34 12 10 12 30 29 10 15
Hobs 0,807 0,863 0,660 0,66 0,990 0,691 0,713 0,801 0,768
Hn.b. 0,954 0,962 0,803 0,77 0,867 0,960 0,958 0,793 0,897
F is 0,155 0,104 0,180 0,15 -0,144 0,282 0,257 0,077 0,145

** ** ** ** ns ** ** * **

Les indices Fis sont suivis d'un test de significativité en effectuant un certain nombre de
permutations (1 000) sur le fichier de données, l'idée sous-jacente est d'obtenir la distribution
de l'estimateur sous l'hypothèse nulle Ho, la valeur observée sur les données réelles est
ensuite comparée à la distribution obtenue, et permet d'obtenir une estimation de la
probabilité avec une valeur > ou = à la valeur observée sous Ho ; (ns) correspond à des
valeurs non significatives de p,* de p < 0,05 et ** p < 0,01 après correction de Bonferroni sur
les locus.

3.2. Effets sélectifs du tamisage

La procédure progressive de tamisage sélectif a abouti à une réduction
moyenne de l’effectif de la population d’environ 50 % (pourcentage cumulé
sur la durée de l’élevage) par rapport au témoin. Conséquence de cette prati-
que sélective, la proportion de larves restantes 17 jours post-fécondation est
de 46,8 ± 9,2 % pour le témoin contre 30,5 ± 5,3 % pour la condition avec
tamisage. A partir de ces résultats, il est possible de déduire que la mortalité
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non liée au tamisage est de 14,2 % plus importante dans la condition témoin
après 17 jours. Ceci repose sur le postulat que dans la condition « tamisage »,
considérant 50 % d’élimination, 61,1 % de larves devraient être présentes 17
jours post-fécondation (signifiant aussi que cette fraction de larves éliminées
par tamisage ne serait pas morte « spontanément » à cette date si elle n’avait
pas été éliminée).

Cette sélection sur la taille a également un effet sur la croissance larvaire
moyenne ( ² = 427,2 ; p < 0,001) et sur le coefficient de variation des lon-
gueurs moyennes ( ² = 14,7 ; p < 0,001) calculés sur l’ensemble de l’élevage.
Les ANOVAs réalisées aux différentes dates de filtration montrent que le
coefficient de variation des longueurs moyennes diffère entre traitements à
partir du 10e jour d’élevage (F = 12,6 ; p < 0,001), même chose pour la taille
des larves mais à partir du 13e jour (F =12,5 ; p < 0,001). La taille moyenne
larvaire qui en résulte est de 222,7 ± 29,3 µm (coefficient de varia-
tion = 7,5 %) pour la condition sélective contre 204,1 ± 29,3 µm (coeffi-
cient de variation = 14,4 %) pour le témoin.

Pour les deux conditions, les premières larves pédivéligères apparaissent
20 jours post-fécondation. La mortalité larvaire reste négligeable après cette
date dans tous les bacs. Dans les bacs avec tamisage, les larves ont atteint le
stade pédivéligère dans le temps moyen de 21 jours contre 24 jours pour les
larves des bacs témoins.

En accord avec la tendance observée pour le coefficient de variation sur
la taille, le tamisage sélectif mène à définir une fenêtre temporelle de fixation
plus courte (5 jours contre 11, fig. 1). D’autre part, les trois premiers jours
de fixation représentent environ 89 % des larves pédivéligères pour la condi-
tion sélective. Pour le témoin, les effectifs de larves arrivant à fixation sui-
vent un schéma beaucoup plus progressif, étalé sur une durée plus longue.

Le nombre total moyen de larves atteignant le stade pédivéligère est logi-
quement plus faible avec tamisage (164 860 contre 240 000). Cependant, le
nombre relatif de larves présentes le premier jour qui atteignent ce stade est
plus élevé (61,1 % contre 48,8 %). Finalement, le succès à la métamorphose
est aussi plus élevé en condition de tamisage (61,8 ± 3,9 % contre 48,6 ±
16,0 %), menant à un nombre de juvéniles quasi-équivalent entre les condi-
tions dix jours après fixation.
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Figure 1 : Évolution temporelle du nombre de larves pédivéligères et estimations
des tailles efficaces aux jours 20, 25 et 28 post-fécondation pour les deux conditions
d’élevage exprimées en perte de diversité (%) par rapport à la valeur initiale de refe-
rence. Témoin, sans tamisage ; avec tamisage.

L’ensemble de l’échantillonnage pour analyse des contributions parenta-
les représente 1440 larves. En effet, 96 larves par réplicat de chaque condi-
tion ont été génotypées 20, 25 et 28 jours post-fécondation. Ainsi, 90 % des
larves ont été assignées à un couple parental.

Au travers des effets significatifs d’interaction mâle/temps et femelle/temps
(respectivement ² = 28,6 ; p < 0,001 et ² = 17,7 ; p < 0,001), les contribu-
tions parentales ont une évolution significative dans le temps. Nous obser-
vons ainsi un différentiel des contributions parentales entre larves prêtes à
fixer précocement (20 jours post-fécondation) et tardivement (25 ou 28
jours post-fécondation selon la condition d’élevage). Par ailleurs, pour les
cohortes de larves arrivées à métamorphose 20 jours post-fécondation, que
ce soit en condition de tamisage sélectif ou pour le témoin, il existe un diffé-
rentiel significatif entre contributions paternelles ( ² = 16,7 ; p < 0,001 en
condition tamisage ; ² = 8,3 ; p< 0,004 pour le témoin) et maternelles
( ² = 30,3 ; p < 0,001 en condition tamisage ; ² = 4,2 ; p < 0,04 pour le
témoin). Au 25e jour post-fécondation, le différentiel de contributions pré-
cédemment décrit disparaît, pour laisser place à une homogénéisation des
données de contribution. De même, pour la cohorte fixée 28 jours post-
fécondation (condition témoin uniquement), les contributions sont plus
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homogènes (pas de différences significatives par la voie femelle, ² =0 ;
p = 0,99). Par conséquent, la forte variance du succès reproducteur pour les
cohortes précoces n’est pas retrouvée pour les cohortes tardives éliminées
par le tamisage.

Ces données sont appuyées par l’évolution de l’effectif efficace « instan-
tané » calculé à chacune des trois dates d’échantillonnage, exprimé en perte
de diversité (%) par rapport à la valeur initiale de référence (à la fécondation,
fig. 1). Au 20e jour post-fécondation, la perte de Ne atteint 68,7 % et
59,4 %, respectivement pour le témoin et la condition sélective. Au 25e jour
post-fécondation, les Ne augmentent puisque la perte par rapport à la valeur
initiale n’est plus que de 24,8 % pour l’élevage sans tamisage contre 43,5 %
avec tamisage. Au dernier point d’échantillonnage, seul le témoin reste, affi-
chant une valeur de l’ordre de la précédente date ( -21,7 %).

3.3. Effets de la température

Dès le premier jour d’élevage, la température influence de manière signi-
ficative le taux de croissance larvaire (F = 182,8 ; p < 0,001). Durant
l’élevage, le diamètre moyen des larves placées à 26 °C a toujours été supé-
rieur à celui des larves placées à 20° C. Il existe un effet significatif du trai-
tement sur le taux de croissance larvaire pour l’ensemble de la période
d’élevage ( ² = 401,4 ; p <0,001).

L’effet de la température est significatif sur la survie pour l’ensemble de
la durée d’élevage ( ² = 8,1 ; p = 0,004). A 26 °C, les premières cohortes de
larves pédivéligères sont apparues au 23e jour d’élevage. La fenêtre tempo-
relle de fixation s’est étendue sur 9 jours selon les lots. Nous avons groupé
l’ensemble de larves mises en fixation en 3 cohortes de 3 jours. Les premiè-
res pédivéligères à 20° C ne sont apparues que 33 jours après fécondation.
Pour chaque lot, 9 jours de mise à fixation ont également été observés (divi-
sés en 3 cohortes de 3 jours).

Pour la condition 26° C, 44,0 ± 4,8 % des larves présentes 3 jours après
fécondation ont atteint la fixation, contre 5,4 ± 4,2 % pour la condition
20° C.

A 26° C, le taux moyen de fixation (sur l’ensemble des trois cohortes
temporelles) a été de 38,1 ± 6,0 %. A 20° C, le taux moyen a été de
6,8 ± 5,2 %.

Sur les 2592 larves échantillonnées (3 points d’échantillonnage : 22 jours
après fécondation pour les deux conditions et 30 jours après fécondation à
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20° C), 2073 ont été génotypées et assignées sans ambiguïté à un couple de
parents (80 % d’assignation).

3.3.2.1. Contributions parentales

Les contributions (mâles et femelles, fig. 2 et 3) sont distinctes pour le
point J22-20 °C des deux autres (comparaison J22-20 °C vs J22-26 °C : mâles

=22,8 ; p < =8,6 ; p< 0,001 ; comparaison J22-20° C vs
J30-20° C : mâles = 39,6 ; p < = 8,2 ; p < 0,001). Les
deux échantillons précédant la phase de fixation sont beaucoup plus proches
en terme de contribution (mâles = 4,1 ; p < 0,04, fe = 0 ; ns).
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15

81 160 9 164

J22 20°C

J22 26°C

J30 20°C

Femelles
Figure 2 : Différentiel des contributions maternelles entre valeurs observées et
attendues en fonction des taux d’éclosion.
No=contribution observée.
Na=contribution attendue.
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Figure 3 : Différentiel des contributions paternelles entre valeurs observées et
attendues en fonction des taux d’éclosion.
No=contribution observée
Na=contribution attendue

3.3.2.2. Croissance

Concernant les mesures de larves génotypées, il n’existe pas de différence
entre les points précédant la phase de fixation dans les deux conditions (mâ-
les = 0,1 ; p = =3 ; p = 0,08). Autrement dit, les familles
de demi-frères (voie paternelle et maternelle) ont globalement les mêmes
tailles pour ces deux points. A contrario, le point J22-20° C se distingue du
point J22-26° C via une différence significative par la voie mâle ( = 11,7 ;
p < 0,001) et du point J30-20° C via une différence significative par la voie
mater = 10,8 ; p < 0,01).

Le naissain issu de cohortes de fixation tardives présente des tailles infé-
rieures au naissain issu des cohortes plus précoces (fig. 4). Cependant, à
26 °C, la différence entre cohorte tardive et précoce n’est pas statistique-

= 0,01 ; ns). Par contre, à 20° C, le retard reste signifi-
ca = 21,1 ; p < 0,001).

Mâles
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Figure 4 : Taille moyenne du naissain par cohortes de fixation et température
(« cohortes précoces », correspond à des individus fixés durant les premiers 3 jours
de la période de fixation (sur 9 jours au total) ; « tardives», correspond à des indivi-
dus fixés durant les derniers 3 jours).

Pour la condition 20° C, l’analyse statistique indique une différence signi-
= 25,9 ; p < 0,001, voie mâle = 25,3 ; p < 0,001)

entre contributions des juvéniles issus de cohortes de fixation précoce et
tardive. La condition 26° C montre également une différenciation entre

= 6,1 ; p < 0,05, voie mâle = 0,7 ; p < 0,01). Les
contributions des juvéniles issus de cohortes précoces à 20 et 26° C sont
significativement différentes (voie fe = 17,2 ; p < 0,001, voie mâle

= 25,5 ; p < 0,001), même résultat pour la comparaison entre cohortes
= 17,2 ; p < 0,001, voie mâle ² = 14,1 ; p < 0,001).

3.4. Réponse à la sélection sur la taille en phase précoce

Du fait des différences de taille efficace mises en évidence précédem-
ment, la parenté moyenne de la population issue d’écloserie est supérieure
(près de six fois) (r = 0,068 ± 0,005 contre r = 0,012 ± 0,001) à celle de la
population sauvage.

La distribution des fréquences de taille des larves varie nettement au
cours de l’élevage larvaire en fonction de l’origine du croisement. Afin
d’éviter le biais dû à un effet de densité, nous avons choisi de ne représenter
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que les réplicats des conditions ExE et SxS dont les nombres de larves
étaient équivalents 3 jours post-fécondation (fig. 5).
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Figure 5 : Histogrammes de distribution des tailles de larves pour les descendants
des croisements Écloserie x Écloserie et Sauvage x Sauvage, 10 et 17 jours post-
fécondation (chaque flèche signale la presence d’un mode).

Le lot ExE tient une place particulière dans la mesure où une décompo-
sition bimodale de la distribution de classe de taille dès le 10e jour post-
fécondation est observable. Cette bimodalité se distingue encore plus nett e-
ment par la suite. En parallèle, les larves issues des trois autres types de cro i-
sements montrent une distribution unimodale. La structure plurimodale est
confirmée pour le reste des dates d’échantillonnage pour le croisement ExE.
Ainsi après 17 jours d’élevage, trois modes sont observables (fig. 5).

En relation avec les distributions de fréquence de taille précédemment
décrites, l’évolution temporelle des coefficients de variation sur la taille dé-
marque le croisement ExE des trois autres.

La survie des larves issues du croisement ExE est significativement la
plus faible (SxE, F = 9,41, p = 0,05 ; SxS, F = 11,25, p = 0,028), sauf com-
parée avec la survie des larves SxE. En cause, la mortalité des larves issues
du mode dont la croissance est la faible, par opposition au groupe de larves
à croissance plus rapide. Les larves SxS montrent le meilleur taux de survie
après 20 jours, mais ne diffèrent cependant pas statistiquement des valeurs
obtenues pour les descendants hydrides (p = 0,38 et p = 0,72).

Pour l’ensemble des lots, la fenêtre temporelle de fixation s’étend sur 12
jours (entre 20 et 32 jours post-fécondation). Pour le croisement ExE, 90 %
des larves pédivéligères sont présentes dans les six premiers jours. Les effec-
tifs observés après cette période restent résiduels (moins de 10 %). La dis-
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tribution des effectifs pour les autres croisements est plus progressive et se
rapproche d’une normale. Par ailleurs, les résultats de l’estimation globale du
taux de fixation donnent les valeurs respectives suivantes : 90,7 % (ExE),
72,3 % (SxS), 78,1 % (ExS) et 68,7 (SxE).

4. DISCUSSION

4.1. Pertinence de l’approche « famille en mélange »

L’élevage des larves en mélange constitue une approche originale de la
problématique. Déjà fréquemment utilisée pour certaines espèces de pois-
son, elle est en revanche relativement nouvelle pour les bivalves [6]. Malgré
un coût initial lié aux génotypages, elle permet d’augmenter le nombre de
familles étudiées (donc la puissance de l’analyse génétique) et de s’affranchir
des hétérogénéités environnementales qui biaisent les est imations des effets
génétiques. Grâce à seulement trois marqueurs dont la variabilité allélique
est d’environ 30 allèles en populations sauvages, l’assignation de parenté
offre des résultats satisfaisants. Ainsi pour l’ensemble des expériences me-
nées, sur les 4 032 larves individualisées pour génotypage, 3 369 ont pu être
assignées avec certitude à un couple de géniteurs (soit 84 %). La difficulté
d’extraction d’ADN sur ce type de matériel explique les 16 % manquants.
En cela, les méthodes de conservation des larves paraissent perfectibles.
Malgré cela, la méthode d’extraction couplée au multiplexage permet une
analyse simple et efficace pour optimiser les assignations de parenté.
Concernant la capacité d’analyse de la diversité des stocks de géniteurs, ce
jeu de marqueurs constitue également un outil précieux car rapide et infor-
matif. Il existe désormais un nombre de marqueurs microsatellites suffi-
samment abondant ([27], [20], [24], [38], [19], [46]) pour déterminer d’autres
jeux de marqueurs afin d’améliorer cette résolution, mais cela sera associé à
un coût de génotypage forcément supérieur.

4.2. Conséquences pratiques des pressions de sélection en phase
larvaire

Considérant dans un premier temps l’effet du tamisage, nous sommes
confrontés à deux résultats (phénotypique et génétique), qui considérés l’un
sans l’autre, peuvent mener à des interprétations différentes. D’un point de
vue phénotypique, la sélection sur la taille a un effet plus important sur la
variabilité des tailles de larves, homogénéisant ces dernières, que sur la crois-
sance moyenne. Ceci suggère que le tamisage sélectif induisant une élimina-
tion des petites larves, est une procédure permettant un gain de temps à la
fixation, aboutissant à une réduction de production relativement limitée du
fait de la meilleure survie relative et du meilleur succès à la fixation des lar-



N. Taris et al.

536

ves à croissance rapide. D’un point de vue génétique, il y a cependant un
risque substantiel de perte de diversité lié à cette pratique dans le cadre de
programmes de sélection massale. Laing et Earl [23] avaient déjà souligné
l’importance des cohortes tardives dans le but de minimiser les effets de
dérive génétique dans les stocks d’écloserie et ainsi proposé le maintien de
l’ensemble de la population larvaire pour la production de naissain. Nos
données confirment leurs hypothèses. Le maintien de ces cohortes tardives
pourrait être important car il permettrait de minimiser la variabilité du suc-
cès reproducteur et de fait, de maximiser la variabilité génétique des lots
résultants.

Ces résultats font écho aux estimations de variabilité sur les stocks
d’écloseries commerciales où l’on peut constater (sauf exception, écloserie
D) une diversité allélique inférieure à celle des populations témoins échantil-
lonnées en milieu naturel. A noter que pour la population de l’écloserie B,
99 % des individus sont observés comme hétérozygotes. Ces données sem-
blent nous renseigner sur le mode de gestion du stock et sont vraisembla-
blement le résultat d’une procédure de sélection en population semi-fermée.
On peut aussi légitimement penser qu’il s’agit d’une population ayant subi
un goulot d’étranglement (suivi d’un croisement avec des individus d’une
population sauvage), expliqué par le fait que la diversité allélique diminue
plus vite que l’hétérozygotie après un tel événement [28].

Ces éléments renvoient également à la troisième expérience menée, révé-
lant l’expression supposée d’un fardeau génétique en phase larvaire au tra-
vers de la sous-population (ExE) de larves à croissance lente dont la survie
est quasi-nulle en fin d’élevage. Les effets négatifs de croisements entre ap-
parentés (dépression de consanguinité) sont présumés, non plus cette fois
dans des croisements expérimentaux visant à générer de la consanguinité [5],
[22], mais dans un cadre concret d’une population d’écloserie commerciale.
L’effet positif de la sélection sur la taille (meilleur succès à la métamorphose
de la sous-population à croissance rapide issue du croisement ExE)
s’oppose à l’expression présumée du fardeau génétique. Par ailleurs, le béné-
fice apparent de la sélection des larves à croissance rapide peut aussi être
discuté. Différentes études rapportent une corrélation positive entre caractè-
res au stade larvaire (croissance le plus souvent) et post-larvaire permettant
d’envisager positivement une pratique de tamisage (C. gigas : [9], C. virginica :
[31], [15], [26]). Newkirk et Haley [32] et Newkirk [30] discutent cependant
le fait que cet avantage en phase précoce de développement tend à disparaî-
tre avec le temps, même si ce dernier peut se retrouver dans les premiers
mois après métamorphose. De plus, l’existence d’une corrélation génétique
négative entre croissance larvaire et succès à la métamorphose [12], ne
plaide pas en faveur d’un tamisage sélectif en sélection.
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L’influence de la température, au travers d’une expression plus précoce
(en condition chaude, 26 °C) de la variabilité génétique sur un caractère
comme la croissance, doit également être prise en compte. La variabilité
génétique pour la croissance larvaire s’exprimant précocement à 26 °C
(température proche de celles appliquées en conditions contrôlées
d’écloserie), l’effet du tamisage au cours du développement larvaire est
d’autant plus significatif sur la perte de diversité.

On peut conclure que le tamisage sélectif ne semble pas trouver de véri-
table appui en terme de pratique systématique, en tout cas du point de vue
de la diversité génétique. Car il est aussi évident que l’élimination des
« queues de lot » peut, dans un contexte sanitaire, être utile de façon à éviter
le développement d’éléments pathogènes ou une dégradation du milieu
d’élevage liés à la décomposition des larves mortes. Il reste à déterminer la
limite entre un tamisage « trop sélectif » pour la diversité génétique des
stocks et un tamisage préservant cette diversité et permettant aux écloseries
de réaliser un élevage dans des délais compatibles avec les contraintes éco-
nomiques et/ou zoosanitaires de production.

Considérant l’effet de la température, il semble plus difficile de tirer des
conclusions claires. Nous avons vu que la variabilité génétique pour la taille
est exprimée plus précocément durant l’élevage des bacs maintenus à 26 °C.
Cette température est, comme montré à de nombreuses reprises, favorable à
un développement larvaire optimal de l’espèce. Ainsi, les taux de survie et de
fixation à 20 °C sont nettement plus faibles. De surcroît, la température en
phase larvaire interagit avec la croissance des juvéniles et l’hypothèse d’une
corrélation positive entre croissance larvaire et juvénile est partiellement
soutenue puisque uniquement démontrée à 20 °C. C’est incontestablement
en association avec une pratique de tamisage sélectif que l’influence de la
température est intéressante tant celle-ci permet une expression supérieure
de la variabilité.

5. CONCLUSION

Ces travaux apportent des éclaircissements sur les processus sélectifs ap-
pliqués en écloserie. Il apparaît de façon assez cl aire que les conséquences
des pressions de sélection que nous avons envisagées sont importantes en
terme de gestion de la variabilité. Des études supplémentaires seraient n é-
cessaires afin de définir un ratio optimal d’élimination, qui à la fois pourrait
minimiser la perte relative de naissain et maximiser la réduction de var iabilité
dans la fenêtre temporelle de fixation. La répétabilité de certains résultats
reste à examiner.



N. Taris et al.

538

La partie concernant une réponse à la sélection mérite aussi d’être appro-
fondie avec la mise en place de protocole incluant des points
d’échantillonnage plus tardifs dans le temps, comme par exemple 1 an après
métamorphose de façon à confirmer l’avantage sélectif sur la croissance.

Les résultats obtenus dans ce contexte très particulier de domestication
pourraient également être confirmés et développés, suivant cette fois une
approche plus fondamentale de génétique quantitative, focalisée entre autre
sur les bases génétiques (et leur plasticité) de caractères larvaires d’intérêt.
L’approche famille en mélange doit permettre de considérer ces éléments
dans un contexte environnemental « standard ».

De façon plus générale, il serait important d’envisager un effort supplé-
mentaire sur le développement de nouveaux jeux de marqueurs. Le jeu de
trois marqueurs ici utilisé est un outil intéressant qui pourrait aisément être
complété compte tenu de la centaine de marqueurs aujourd’hui disponibles.
Leur intérêt tiendrait notamment dans la possibilité de choisir au mieux les
géniteurs à l’origine de nouveaux stocks en minimisant leur apparentement.
Cela fait écho au concept de « parenté minimale » (« minimal kinship ») envi-
sagé pour les élevages de poissons par de nombreux auteurs [2], [11], [40],
[36], [39] et utilisé par les sélectionneurs piscicoles français depuis 1997 [16].
Le principe est de déterminer et de privilégier les ind ividus présentant une
« parenté » minimale, minimisant l’effet de dérive et de consanguinité. Cette
approche repose sur le calcul des coefficients du type de ceux employés
dans la troisième expérience.

Enfin, l’approche famille en mélange, qui dans ce projet a été focalisée
sur le stade larvaire, pourrait cette fois-ci être mise en oeuvre pour d’autres
stades. Elle constituerait une « première » chez C. gigas, permettant de com-
pléter les données issues des approches plus classiques d’élevage en familles
séparées [10]. La faisabilité de cette démarche reste à démontrer chez les
bivalves. A quel point le fort déséquilibre de contribution parentale est-il le
plus faible pour envisager de mélanger les familles sans déséquilibrer cette
répartition une fois les huîtres placées sur les parcs d’élevage ? Nous avons
vu que l’espèce est caractérisée par une forte variance du succès reproduc-
teur, associée à la possibilité d’expression du fardeau génétique. Le maintien
d’un niveau important de diversité génétique afin de minimiser les effets de
consanguinité, est essentiel pour une gestion durable et efficace des stocks
d'huîtres d’écloserie.
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