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Préambule : Contexte général



Evolution des techniques de l'ostréiculture

La production et 1’élevage d’huitres constitue aujourd’hui la deuxiéme activité d’aquaculture
(derriere la culture des algues brunes) de par le monde (4,4 millions de tonnes et 3,22 millards
de dollars en 2007), et I’huitre creuse représente a elle seule 98 % de celle-ci (FAO, 2009).

Avant d’atteindre cette importance, la culture de I’huitre a longtemps été une activité
traditionnelle, notamment au Japon et en Europe. Au Japon, la culture de I’huitre creuse est
rapportée dés le XVI™ siécle et les modes de culture ont considérablement évolué depuis
cette époque. Ainsi, la culture des huitres s’effectuait jusqu'au XVII™ siécle sur un substrat
rocheux (qui assurait le recrutement et servait de support a la croissance des adultes), et a
progressivement évolué jusqu’aux techniques modernes de captage et d’élevage sur des
radeaux flottants (Akashige, 2005). En Europe, les gisements naturels d’huitres plates, Ostrea
edulis, étaient exploités depuis 1’époque romaine. L’aquaculture, alternative a la cueillette,
s’est développée en France dans le courant du XVII®™ siécle avec I’utilisation pour 1’élevage
de bassins d’eau de mer creusés a terre, ceux-ci étant souvent d’anciens marais salants. La
découverte des techniques de captage' au cours du XIX™ siécle a grandement amélioré la
disponibilit¢ en naissain et a constitué une étape importante vers une domestication de
I’huitre. L’introduction en France de I’huitre portugaise Crassostrea angulata a ensuite été
réalisée & la fin du 19°™ siécle, afin de pallier a la demande croissante d’huitres plates. Cette
premiére introduction a été suivie de celle de I’huitre creuse du Pacifique Crassostrea gigas a
la fin des années 1970, afin de remplacer les stocks de C. angulata décimés par une €pizootie

(Grizel et Héral, 1991).

Ces changements d’especes furent accompagnés de profondes évolutions des pratiques de
culture et de commercialisation des huitres. La motorisation des embarcations ostréicoles, le
développement de ’¢élevage sur table, et le transfert de lots a grande échelle entre des zones
de recrutement, de pousse et d’affinage parfois trés éloignées les unes des autres constituent
autant de changements profonds des conditions de culture des huitres. La banalisation du
transport de produits frais a considérablement développé le marché de consommateurs

potentiels et grandement contribué a en faire un met festif, notamment en France.

' Collecte des juvéniles planctoniques dans le milieu, en leur offrant un support de fixation sur lequel ils
recrutent. Les individus ainsi « captés » sont ensuite placés en élevage.



Le développement des structures permettant 1’élevage a terre constitue probablement la
derniére ¢étape marquante de I’histoire des techniques d’ostréiculture. Les techniques
modernes d’écloserie et de nurserie permettent en effet 1’élevage hors-sol de 1’huitre pendant
les phases précoces, assurant aux ostréiculteurs une disponibilité en naissain durant les années
de faible recrutement naturel. La production de naissain d’écloserie est aujourd’hui un
maillon essentiel de 1’élevage de I’huitre creuse aux Etats-Unis, en Australie, en Chine, et en
France remplissant plusieurs missions distinctes. En France, le développement des écloseries
a d’abord permis de faire face a la variabilité inter-annuelle des taux de recrutement dans les
bassins naisseurs (Arcachon et Marennes-Oléron), et a ensuite (2 partir de la fin des années
1990) permis la diffusion de naissain triploide. Dans d’autres parties du monde, comme les
cotes Pacifique des USA ou du Mexique, le naissain d’écloserie est la base méme de
I’aquaculture de Crassostrea gigas, en I’absence de recrutement local. En Australie, les
écloseries privées participent aujourd’hui a la mise en place de plan de sélection génétique a
grande échelle, et en proposent des naissains améliorés aux ostréiculteurs (voir pour revue
Boudry, sous presse). Sur la cote est des USA, le réensemencement en naissain d’écloserie
triploide de Crassostrea gigas a été envisagé pour pallier au déclin des bancs naturels de
Crassostrea virginica, mis en danger par la surpéche, la dégradation de I’habitat et les
maladies (Rotschild et al., 1994).

Dans les années 1990, le développement général de I’aquaculture et I’'importance économique
croissante de ce secteur ont entrainé en paralléle 1’essor de 1’amélioration génétique des
especes concernées (Hulata, 2001). Le développement des techniques de reproduction
contrélées en écloserie a permis de commencer a appliquer a I’aquaculture les techniques
d’amélioration génétique développées en agriculture parmi lesquelles I’induction de la

triploidie (Boudry et al., 2004).
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Avant-propos

L’objectif du travail présenté dans cette thése était d’analyser les bases génétiques de la
variation de I’effort reproducteur chez les huitres creuses Crassostrea gigas triploides. Cette
analyse a ¢été faite en grande partie par [’observation comparée de la biologie de la
reproduction (et des caractéres phénotypiques associés) d’individus triploides et diploides.
Cette section propose de présenter les notions de la biologie de 1’huitre diploide nécessaires a
I’interprétation et a la discussion des résultats présentés ci-aprés (Sand-Jensen, 2007). Des
informations générales sur son écologie, sa stratégie d’histoire de vie et son anatomie seront
exposées et serviront de préambule a une revue de la littérature traitant de la reproduction
chez cette espéce. Une seconde synthese bibliographique sera ensuite présentée et traitera des
modifications induites sur la reproduction et la physiologie par la polyploidie en général, et,

par la triploidie chez Crassostrea gigas particulierement.
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. Eléments de Biologie générale

|.1. Aire de répartition

L’huitre creuse Crassostrea gigas, communément appelée « huitre du Pacifique » ou « huitre
japonaise » a été décrite par Thunberg en 1795. C’est un mollusque bivalve de la famille des
Crassostreidae, dont 1’aire de répartition originelle s’étendrait des rivages du nord-ouest de la
Russie au sud de la Chine, et incluant les cotes japonaises et coréennes. Sa présence naturelle
le long des cotes chinoises reste cependant a confirmer, puisque des introductions massives
d’individus ont eu lieu dans les années 1970 (Wang et al., 2004) et qu’il demeure difficile
d’identifier les différentes espéces d’huitres creuses en Chine (Reece et al., 2008). L’espéce a
¢été introduite par I’homme sur de nombreux littoraux de par le monde a des fins d’aquaculture
ou par accident, et s’est remarquablement implantée dans de nombreux cas. On la trouve ainsi
auyjourd’hui notamment en Europe, Afrique du Sud, Australie, Nouvelle-Z¢élande, U.S.A.
(Ruesink et al., 2005). Elle est qualifiée d’espéce invasive dans plusieurs régions du monde.
En Europe, ses peuplements sauvages ont progressé vers le nord au cours de ces dernicres
décennies, depuis I’estuaire de la Loire qui constituait la limite nord de son aire de
peuplement avant 1’été 1976 (date des premiéres observations de recrutement naturel en
Bretagne) (Meistertzheim, 2008). Aprés avoir colonisé la mer de Wadden (Pays-Bas), et les
cotes du Danemark dans le courant des années 1990, ses populations naturelles les plus
septentrionales sont aujourd’hui localisées sur les littoraux de la Norvége et de la Suéde
(Rohfritsch et al., 2008). Les principales causes évoquées pour expliquer cette récente
extension de I’aire de répartition de C. gigas en Europe du nord sont le réchauffement des
eaux cotieres, 1’ostréiculture et la possible adaptation génétique a de nouvelles conditions

environnementales (Meistertzheim, 2008 ; Rohfritsch et al., 2008).
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|.2. Ecologie

L’huitre creuse est un mollusque filtreur qui se nourrit principalement de phytoplancton. Son
cycle de vie comprend une phase adulte fixée et une phase larvaire pélagique, la fécondation
se produisant dans la colonne d’eau aprés 1’émission des gameétes. La durée de la phase
larvaire est variable, de 2 a 10 semaines selon les paramétres environnementaux (His et al.,
1989 ; Collet et al., 1999 ; Taris, 2005). Cette phase larvaire longue assure un fort potentiel
dispersif a I’espéce, mais constitue également une phase critique au cours de laquelle se
produisent des mortalités importantes, estimées aux alentours de 90% pour des populations en
expansion (Brandt et al., 2008) et probablement supérieures pour les populations implantées.
En écloserie, les taux de mortalités sont généralement inférieures (Robert et Gérard, 1999)
mais sont tres variables.

Les bancs naturels de Crassostrea gigas peuvent former des récifs denses dans les milieux
abrités (baies, estuaires et étangs cotiers) en zone intertidale. L’huitre y domine alors
largement les peuplements locaux (en abondance), formant un substrat dur qui abrite lui-
méme d’autres espeéces, et contrdle 1’environnement physico-chimique par son activité de
filtration. Cette action locale sur les communautés et les réseaux trophiques lui a valu le
qualificatif d’« ingénieur d’écosystéeme » (Crooks, 2002).

L’huitre creuse vit essentiellement en zone intertidale, un milieu soumis a une trés forte
variabilité a la fois spatiale (du haut en bas de I’estran) et temporelle (au fil des marées et des
saisons) pour ses parametres biotiques et physico-chimiques. Cette hétérogénéité des
conditions du milieu s’accompagne d’une forte plasticité phénotypique, traduisant le controle
prioritairement environnemental des fonctions physiologiques. Elle entraine également des
pressions de sélection locales, révélées par une différenciation génétique significative des
individus a une petite échelle spatiale (Meistertzheim, 2008). A plus large échelle, les flux
géniques naturels ou liés aux transports d’animaux d’élevage apparaissent trés importants et
expliquent la faible différenciation observée (Huvet et al., 2000).

Nous verrons que ’adaptation de Crassostrea gigas a un milieu soumis a une forte variabilité
spatio-temporelle a de profondes implications pour I’étude de la physiologie et de la
génétique de Crassostrea gigas. Cette variabilité, combinée a la sensibilit¢ de I’huitre creuse
aux conditions environnementales, entraine ainsi une forte variabilité spatio-temporelle des
mesures phénotypiques chez des individus de méme age et de méme génotype. Cette méme

variance révele également des corrélations phénotypiques (et parfois génétiques)
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significatives entre I’intensit¢ de I’effort de reproduction, la survie, et la croissance

somatique.

1.3. L’anatomie de 'huitre creuse

L’anatomie de I’huitre est caractéristique de celle des mollusques bivalves : son corps est
mou, non-segmenté, et protégé par une coquille constituée de 2 valves de forme tres
irréguliere (V.) (Figure 1). Epousant la forme de chacune de ces valves, le manteau (M.) est
une membrane qui entoure le corps de I’animal et assure la croissance coquilliére. La région
antérieure du corps est constituée d’une capsule céphalique (Cc.), repli du manteau qui
protége la bouche (B.) et les palpes labiaux (P1.). La partie dorsale est occupée par la masse
viscérale (Mv.) comprenant les glandes digestives, le stylet cristallin et I’intestin (I.) qui
s’enroule jusqu’au muscle adducteur postérieur (Map.) et débouche vers I’extérieur de la
cavité palléale. La gonade (G.) se forme autour de cette masse viscérale, et se prolonge par un
gonoducte (Gt.) qui aboutit quant a lui de 1’autre c6té du muscle adducteur, a I’intérieur de la
cavité palléale. Entre la masse viscérale et le muscle se trouve la cavité péricardique (Cp.).
Les branchies (Br.) s’étendent de la partie dorso-postérieure et remontent jusqu’a la bouche.
Elles sont constituées de quatre feuillets finement lamellés et assurent a la fois la respiration

et la collecte des particules de nourriture.

15



Figure 1 : Anatomie de I’huitre creuse Crassostrea gigas.

l. La reproduction de I'huitre creuse

I.1. La gonade : un organe transitoire et diffus

La gonade de I’huitre creuse adulte est un organe qualifi¢ de transitoire et de diffus:
transitoire car elle suit un cycle de développement et de résorption annuel, et diffus car elle ne
forme pas un organe indépendant, mais se développe dans le tissu conjonctif entourant la
masse viscérale a partir de cellules germinales souches (Germinal Stem Cells : GSCs)
disséminées en périphérie de la masse viscérale (Fabioux et al., 2004). En zone tempérée, le
cycle annuel est composé d’une phase de développement marginal en hiver puis d’une phase
de développement intense au printemps au cours de laquelle la gonade devient un organe
volumineux. L’émission gamétique (fraie, souvent improprement appelée « ponte ») se
produit au cours de 1’été dans les régions ou les conditions environnementales sont favorables

(température de 1’eau proche de 20°C). Une phase de résorption des produits sexuels non-
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émis commence en automne et se termine avec I’initiation d’un nouveau cycle de
développement au cours de I’hiver suivant. L huitre est un animal a croissance indéterminée
(Heino et Kaitala, 1999) : sa croissance se poursuit aprés la date de premiére maturité et peut
durer tout au long de la vie, ce qui implique également que la quantité de tissu gonadique
produite a chaque saison suit une relation d’allométrie. Le nombre de gamétes produits par un
individu varie ainsi grandement au cours de la vie de I’animal, de quelques dizaine de
millions d’ovocytes pour une femelle & premiére maturité jusqu’a 150 millions au cours de la

troisiéme année de reproduction (Royer et al., 2008).
I.2. La phase larvaire

Chez I’huitre creuse, la fécondation est externe et intervient peu apres 1’émission estivale des
gametes, dans la colonne d’eau. L’embryon donne rapidement naissance a une larve
trocophore lécitotrophe? pélagique (Figure 2). Les ovocytes de I’huitre creuse comptent parmi
les plus petits mesurés chez les invertébrés marins et contiennent peu de réserves nutritives,
ce qui oblige la larve a une vie pélagique autonome et longue pour un mollusque. Le stade
trocophore s’achéve 24 heures aprés fécondation (a 20°C) avec le développement de la
premicre coquille embryonnaire en forme de « D » et I’apparition du velum qui assure a la
fois la locomotion et la captation du phytoplancton, la larve nageuse est alors qualifiée de
véligere. Cette phase pélagique dure une vingtaine de jours, selon les conditions de nourriture
et de température, pendant lesquels la larve développe une second coquille embryonnaire et
passe de 70 um a 350 um. A la fin de la phase planctonique la larve change son
comportement : elle gagne le substrat et développe son pied (stade pédivéligere), cherchant a
se fixer avant d’entamer sa métamorphose. La métamorphose et le recrutement sur son
substrat définitif s’effectuent simultanément, et la jeune huitre acquiert alors les traits

physiologiques propres a 1’adulte.

2 , . . . ey . . , . .
Lécitotrophe : qui ne prend pas de nourriture dans le milieu mais puise dans ses réserves internes (ovocytaires)
pour assurer ses besoins métaboliques.
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— 30 mimn — 20 mm

Figure 2: Cycle biologique de [I’huitre creuse Crassostrea gigas (les temps de
développement sont donnés a titre indicatif en prenant pour référence un cycle de production
d’écloserie typique) : 1) Ovocytes et spermatozoides (Fécondation); 2) Embryon stade
morula (2 heures) ; 3) Larves D (24 heures) ; 4) Larves véligeres (14 jours); 5) Larves
pédivéligeres (18 jours) ; 6) Naissain post-fixation (1 mois) ; 7) Adulte (2 mois) ; 8) Adulte (6
mois) ; 9) Adulte (10 mois) ; 10) Adulte montrant une gonade mature (10 mois) (d’apres
Degrémont, 2003).
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lll. Le deéveloppement gonadique de [huitre
creuse : aspects qualitatifs

lIl.L1. Embryogenese et acquisition des caracteres sexuels

primaires

La différenciation des cellules de la lignée germinale (précurseurs des futurs gameétes de
I’adulte) intervient dés I’embryogenése (Figure 3). Les cellules germinales primordiales
(Primordial Germ Cells: PGCs) se différencient des cellules somatiques lors de Ia
gastrulation, sous I’action de déterminants cytoplasmiques et en fonction de leur
environnement proche (Wylie, 2000). Parmi ces déterminants cytoplasmiques, des granules
germinaux ont été identifiés chez de nombreuses espéces d’invertébrés (insectes, nématodes,
mollusques) et de vertébrés (amphibiens, poissons) (voir pour revue Wylie, 2000). Ces
structures qui associent ARN, protéines et mitochondries sont contenues dans le cytoplasme
ovocytaire. Des expériences de transplantation ont démontré que 1’importation du cytoplasme
germinal (contenant les granules germinaux) dans une autre partie de I’embryon induit ainsi la
différenciation de cellules normalement somatiques en précurseurs de la lignée sexuelle,
prouvant leur implication dans la différenciation des PGCs. Chez I’huitre creuse C. gigas, les
transcrits du geéne Oyvig (Oyster vasa-like gene) ont été identifiés comme déterminants
probables de la différenciation des PGCs (Fabioux et al., 2004).

Au cours du stade larvaire, les cellules précurseurs ainsi formées migrent pour atteindre
I’emplacement des deux futures ébauches gonadiques, situées de part et d’autre du tractus
digestif de la larve selon un axe antéro-postérieur. Elles donnent naissance aux cellules
souches germinales (Germinal Stem Cells : GSCs) qui constituent les ébauches gonadiques
chez I’huitre venant de subir la métamorphose. Elles sont alors positionnées dans la région
péricardique (Fabioux et al. 2004). La maturité sexuelle intervient trés tot chez 1’huitre creuse,
et les GSCs semblent susceptibles de produire une lignée germinale compléte atteignant le
stade gamétique des la métamorphose, comme le suggerent des phénoménes de maturation

précoce observés chez des individus de tres petite taille (< 3cm, Pouvreau et al., 2006).
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Figure 3 : Localisation et développement des lignées germinales, du gameéte a la gonade,

d’aprés Fabioux, 2004.

1.2 Un cycle de développement gonadique annuel

Chez I’huitre creuse, une méme cohorte de cellules de la lignée germinale mature au cours
d’un épisode de gonadogénése suivant un cycle de développement annuel en milieu tempéré.
Le développement gonadique peut étre divisée en 4 phases (voir Figure 4).

- La premiére phase consiste d’abord en une différenciation des GSCs en gonies suivie
d’une phase de prolifération mitotique de ces dernicres.

- Elle s’achéve avec I’initiation d’une seconde phase de différenciation de ces gonies
qui entrent en méiose pour donner finalement naissance aux ovocytes, et aux
spermatocytes. La maturation des cytes se poursuit également avec 1’acquisition des
caractéristiques cytologiques propres aux gametes : spermiogenese chez les males et
vitellogenése chez les femelles.

- Aprés une phase transitoire de maturité gonadique, la quatriéme et derniére phase voit
la fraie et la résorption des produits germinaux non-émis avant I’initiation d’un
nouveau cycle.

Nous verrons plus tard que le phénoméne est continu, que certaines phases sont parfois
chevauchantes (notamment chez les individus triploides), et que sa dynamique est trés

influencée par des facteurs environnementaux.

20



Développement
gonadique marginal

e

Epithélium périphérique

Criverticules intestinaux
Lignée Lignee
femelle

male b

o )] oo
'.'-I Tt ' ‘. - Spermatogonies

l Tigzus conjonetif !
Oogonies — K

GAMETOGENESE

Spermatogonies

Spermatocytes (I et IT)
. Spermatozaides
Cogonies
Docytes (1)

MATURITE
GONADIQUE

Spermatozoides

Fallicules en cours de —]
rézorption

RESORPTION

Produits séminaux __ﬂ———”_—"'r.'f ,_ h GONADIQUE

nor-g i s

Figure 4 : Planche histologique de la maturation gonadique chez I’huitre creuse Crassostrea
gigas.
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lll.2.a. 1ére phase : la prolifération mitotique

La gonadogenése s’initie a partir des GSCs présentes dans le tissu conjonctif, a la périphérie
de la masse viscérale. Celles-ci se divisent pour donner naissance a une premicre génération
de gonies qui proliférent rapidement par multiplication mitotique, induisant la formation des
tubules gonadiques qui envahissent le tissu conjonctif de la masse viscérale de fagon
centripete (Figure 4). Ces tubules gonadiques épars dans la masse viscérale gagneront en
volume a I’issue de la gamétogencse, devenant jointifs et formant une gonade acineuse
entourant les organes digestifs. Contrairement aux especes de vertébrés chez lesquelles le
genre sexuel est en général fixé dés ’embryogenése, chez C. gigas, la différenciation du sexe
se produit & chaque saison au cours de la gonadogenese et les GSCs peuvent donner naissance
aussi bien a des ovogonies qu’a des spermatogonies. Toutefois, et dés le stade gonial, toutes
les cellules d'une méme cohorte sont orientées vers un seul genre. Les ovogonies et
spermatogonies sont des cellules de petite taille (= 6 um) composées d’un gros noyau entouré

d’un fin cytoplasme.

lIl.2.b.  2¢me phase : la différenciation des cellules sexuelles et la

gamétogenese

Au début de la seconde phase de développement gonadique, les gonies diploides subissent
une multiplication de leur matériel chromosomique et deviennent des cytes primaires
tétraploides (2n = 2 chromatides), avant de subir les deux réductions méiotiques qui les
transformeront en gametes haploides (Figure 5).

Chez la femelle, ces ovocytes tétraploides restent bloqués en prophase 1 de méiose pendant
toute la gamétogencése et subissent une phase de vitellogenése pour acquérir les
caractéristiques cytologiques de I’ovocyte prét a étre fécondé. Ils accumulent ainsi une grande
quantité de réserves lipidiques qui assureront la survie larvaire pendant la phase 1écitotrophe,
ainsi que les protéines et les ARN nécessaires au bon déroulement de 1’embryogenése
(Fabioux, 2004). Cette étape de vitellogenése est donc caractérisée par une forte croissance de
I’ovocyte, qui atteint 40 a 50 pm a maturité (Fabioux, 2004). Les 2 réductions méiotiques du
matériel chromosomique seront finalement induites apres 1’émission gamétique par la

pénétration du spermatozoide, le matériel génétique excédentaire étant alors expulsé lors de
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I’émission successive de deux globules polaires (Eudeline et al., 2000) (Figure 5).

Chez le male, les spermatocytes primaires tétraploides sont soumis a 2 réductions méiotiques
la gamétogenese, acquérant le statut de spermatocytes secondaires (1n = 2 chromatides) puis
de spermatides (In = 1 chromatide). Ces spermatides subissent alors la spermiogenése,
caractérisée notamment par la compaction du noyau, et 1’acquisition d’un flagelle (Fabioux,
2004) (Figure 5).

C’est au cours cette phase de gamétogenése que la gonade devient un organe volumineux. A
maturité, les follicules sont jointifs et occupent la majeure partie de la masse viscérale (Figure
4). IIs sont remplis de cellules sexuelles libres, et communiquent entre eux par des lumiéres

qui aboutissent dans le gonoducte.

+—p === Spermatocyte IT Spermatide

Interphase: Réductions
réplication des de méiose =
chromosomes

w Lignée
(:> Sparmatozoides In = 1c A
O .
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Spermatocyte I |PROPHASE I || ANAPHASE I |
Goni
2:’:";: 2n = 2c Ovocyfz II Globule P0|Cli re I
\ Vitellogendse Globule polaire II |l Lignée
OB [E— |:’> I:> Ii> femelle
Ovocyte I Spermatozoide Gamete femelle In = 1c

2n = 2c

Figure 5: Réductions méiotiques des lignées male et femelle, la zone bleutée indique les
étapes qui se déroulent post-émission gamétique (dans 1’eau de mer).

lll.2.c.  3¢éme et 4éme phases : la maturité, 'émission gamétique et

['atrésie

Le stade de maturité sexuelle consiste en une phase transitoire aprés la fin de la gamétogenése
et avant le fraie, au cours de laquelle le tissu gonadique est constitué de gamétes matures et
jointifs.

L’émission des cellules sexuelles est prioritairement influencée par I’état de maturité de la
gonade, lui-méme sous le controle de la nourriture et de la température. Il est probable que
cette relation découle simplement du fait que seule une gonade proche de la maturité présente

des gamétes libres, et des follicules suffisamment développés pour permettre la libération
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desdits gamétes par le gonoducte. Dans le milieu naturel, la fraie est induite par un ou
plusieurs stimuli environnementaux supplémentaires. Ainsi, les chocs thermiques résultant de
I’alternance immersion-émersion lors de la marée montante et les forts coefficients de marée
coincident généralement avec la fraie (His, 1976). Enfin, des expériences de laboratoire ont
montré que certains peptides extraits de gonades d’huitres matures induisaient I’ovulation de
leurs congénéres matures lorsqu’ils étaient introduits dans le bac d’élevage, suggérant
I’existence d’une communication inter-individuelle permettant de synchroniser 1’émission
gamétique a 1’échelle d’un banc, ou d’un bassin (Bernay et al., 2006). La fraie s’accompagne
de violents mouvements valvaires, notamment chez les femelles, qui chassent les gameétes

s’écoulant du gonoducte dans la cavité palléale (Figure 6).
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Figure 6 : Enregistrement valvométrique de 1I’émission gamétique d’une huitre creuse,
illustrant I’augmentation de la fréquence des battements valvaires (I. Bernard, non publi¢).

Chez I’huitre creuse, 1I’émission des gametes est fréquemment partielle et peut donc avoir lieu
plusieurs fois au cours d'une méme saison de reproduction. La plupart des études
histologiques montrent la présence de tissus gonadiques en voie de résorption aprés la ponte,
y compris lorsque celle-ci est massive (Enriquez-Diaz, 2004). La résorption des tissus
gonadiques, ou atrésie, a ¢été précisément décrite chez les bivalves pectinidés (Pecten
maximus, Dorange et Le Pennec, 1989) puis chez Crassostrea gigas par Steele et Mulcahy
(1999). Elle est caractérisée histologiquement par une infiltration hémocytaire en lieu et place
des structures gonadiques (Delaporte et al., 2007), entrainant la dégénérescence des cellules
de la lignée sexuelle (Dorange et Le Pennec, 1989) qui conduit finalement a I’élimination

totale des tissus reproducteurs (Figure 4). Il est possible qu’une partie des réserves
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énergétiques consacrées a la production de tissus gonadiques puisse €tre re-métabolisée au
cours de I’atrésie pour assurer plus tard d’autres fonctions physiologiques (Pouvreau et al.,
2006). Une autre hypothése, non-exclusive, consiste a considérer la résorption gonadique
comme un phénoméne de «nettoyage» permettant [I’initiation d’un nouveau cycle

reproducteur dans les meilleures conditions (Lango-Reynoso, 1999).
11.3. Déterminisme sexuel et hermaphrodisme alterné

L’huitre creuse présente un déterminisme du genre sexuel particulier, que 1’on qualifie
d’hermaphrodisme (un individu peut présenter chacun des 2 genres sexuels au cours de son
existence) alterné (il ne développe simultanément qu’un seul genre) protandre (la premicre
maturation s’effectue en général par le développement de tissus males). Ainsi, une méme
cohorte d’individus présente une forte proportion de males au cours de la premiére saison de
maturation alors que la proportion de femelles augmente au cours du temps (Amemiya, 1929),
quoiqu’une femelle a I’année n-1 puisse également développer une lignée male 1’année n. De
rares hermaphrodites simultanés (présentant simultanément des cellules germinales des
lignées male et femelle) sont également détectés réguliérement au sein des populations (Coe,
1943, Galstoft, 1964).

La probabilité d’une huitre creuse a développer une gonade male ou femelle dépend soit de
son environnement, soit de facteurs génétiques, soit d’une action simultanée de ces deux
déterminismes. Le protandrisme (qui désigne un effet de 1’age, donc non-génétique) est décrit
dans toute la bibliographie traitant du sujet, et suggére que les facteurs génétiques ne jouent
qu’un rdle accessoire. Les mollusques montrent une grande variété de mode de déterminisme
sexuel (revue dans Yusa, 2007) et I’hypothése d’un déterminisme génétique secondaire chez
C. gigas, plus ou moins complexe, ne peut pas étre exclue. Plusieurs publications mentionnent
chez Crassostrea gigas des différences significatives entre individus présentant une gonade
male ou femelle pour certaines variables liées a 1’acquisition énergétique :

- Deslous-Paoli et Héral (1988) et Soletchnik et al. (1997) observent des taux de
réserves glucidiques et lipidiques supérieurs chez les individus développant une lignée
germinale femelle au cours de la saison de maturation ;

- Baghurst et Mitchell (2002) mettent également en évidence des taux de croissance

supérieurs des individus femelles.
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D’autre part, le budget énergétique est positivement corrélé a la probabilité de développer une
lignée germinale femelle :

- des huitres creuses du Pacifique soumises expérimentalement a un régime
phytoplanctonique enrichi montrent une plus forte propension a développer une gonade
femelle (Enriquez-Diaz, 2004),

- Le Dantec (1968), observe que des huitres portugaises (Crassostrea angulata) placées
en conditions favorables a la gamétogenese (c’est-a-dire une température printaniére €élevée et
nourriture abondante) présentent une sex-ratio nettement déséquilibrée en faveur des femelles.
Ces corrélations positives entre bilan énergétique individuel et probabilit¢ de développer la
fonction femelle ont conduit la plupart des auteurs a conclure a un déterminisme sexuel bas¢
sur le niveau de réserves énergétiques, les individus étant males par défaut, avec une
probabilité de développer leur fonction femelle d’autant plus grande que la nourriture est
abondante. Ce déterminisme physiologique peut &tre fort chez Crassostrea gigas puisque
I’espéce vit dans des environnements trés variables quant a leur productivité primaire, ce qui a
pour conséquence une variabilité spatio-temporelle importante du niveau de réserve
énergétique.

Un déterminisme secondaire de nature génétique a également été proposé a partir de plusieurs
modeles. Haley, (1977, cité par Yusa, 2007) propose un modele a 3 loci et 2 alleles, un
«male» et un « femelle » aux effets semi-additifs. Les individus portant de 3 a 6 all¢les
«males » sont des males obligatoires, alors que la probabilit¢ de développer une gonade
femelle des autres génotypes est inversement corrélée au nombre d’alleles « femelle » portés.
Guo et al. (1998) proposent un modele bi-allélique (M & F) simple avec 2 génotypes sexuels
possibles MM (male obligatoire) et MF (femelle potentielle). Selon ses auteurs, seuls les
individus MF pourraient devenir des femelles, sous le contrdle de circonstances

environnementales favorables.

Enfin, les dimorphismes sexuels sus-cités peuvent étre interprétés de deux manicres
différentes: considérant 1’hypothése d’un déterminisme sexuel prioritairement génétique,
Baghurst et Mitchell (2002) suggérent que les individus génétiquement femelles présentent
¢galement la plus forte densité énergétique. A I’opposé, d’autres auteurs (Galstoff, 1964, Le
Dantec, 1968, Lango-Reynoso, 1999) y voient un déterminisme « physiologique » du genre
sexuel, les individus de plus forte densité énergétique ayant alors plus tendance a développer
une lignée germinale femelle. Enfin, il faut noter que de récentes études ont fait la preuve

d’un déterminisme génétique pour certaines des fonctions physiologiques liées a I’acquisition

26



énergétique (Huvet et al., 2008a ; Ernande et al., 2004). Il est probable qu’une telle base
génétique pour la nutrition et la croissance puisse également impacter un déterminisme

physiologique du genre sexuel basé sur le niveau de réserve.

IV. Le développement gonadique: aspects

quantitatifs

IV.1. Effot de reproduction et allocation a |Ia

reproduction : Définitions

L’effort de reproduction ou effort reproducteur (ER) (Figure 7) est un concept théorique
central de 1’écologie, la biologie des populations et la physiologie. Il découle du postulat selon
lequel un organisme bénéficie d’une quantité d’énergie limitée (R), acquise par la nutrition et
allouée aux trois fonctions physiologiques principales que sont la maintenance, la croissance
somatique, et la croissance gonadique selon des coefficients déterminés (respectivement w, v,
u, avec w + v + u = I). L’investissement (énergétique) dans un trait phénotypique se traduit
donc par un « colt », payé par les autres fonctions (Stearns, 1976). Au sens strict, I’effort
reproducteur est alors défini comme la portion (# //v + w/ ) du budget énergétique global
dédiée aux processus liés a 1’accroissement du succés reproducteur a un instant ¢ (Todd et
Havenhand, 1983). Il intégre une large gamme de composants (allant des soins portés par les
parents a leur progéniture a la quantité d’énergie consacrée a la production des gametes).
L’allocation a la reproduction désigne la quantité d’énergie consacrée a la reproduction, et

intégrée dans le temps, correspondant au produit Ru x ¢ (Figure 7).

L’intérét biologique de cette formulation découle de I’interdépendance explicite entre traits
phénotypiques : la variation de 1’un d’entre eux entrainant de facto la variation des autres. Le
concept d’effort de reproduction trouve donc ses applications :

- en biologie évolutive, dont un des dogmes centraux prédit que la variation des structures de
corrélations entre traits phénotypiques (dont 1’effort de reproduction, qui est intrinséquement

lié¢ au succés reproducteur) repose sur un compromis en terme de fitness et renseigne sur les
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contraintes évolutive s’exercant, ou s’étant exercées sur un organisme (Voir pour revue
Stearns, 1976).

- dans les applications bio-énergétiques de la physiologie qui étudient les variations de
I’allocation a ces différents traits (voir Kooijman, 2000 pour une revue). La diminution de
I’allocation énergétique pour un trait aboutit dans ce cas a la ré-allocation de cette énergie

vers une autre fonction physiologique.

quantité

d'énergie
allouée a la
maintenance guantité

= Rwt d'énergie

Energie allouée ala
MAINTENANCE

allouée a la
quantité d'énergie reproduction
allouée a la = Rut

production de tissus
somatiques = Rvt

Energie allouée ala

Energie allouée ala REPRODUCTION

CROISSANCE
SOMATIQUE

Figure 7 : Fractionnement énergétique aux différents traits de vie.

En pratique, on considére chez les mollusques que les quantités de tissus somatiques et
gonadiques produites sont proportionnelles a I’investissement énergétique en croissance
somatique et gonadique. L’allocation a la reproduction (Rut) est donc estimée par une mesure
du volume ou de la masse de la gonade. L’effort de reproduction est souvent résumé a un
rapport gonado-somatique (Rut / Rvt), c’est-a-dire un ratio entre la quantité de tissus
gonadiques et somatiques produits a un instant #, et sert a estimer la variabilité de I’effort de

reproduction entre divers lots expérimentaux. Ainsi, la différence entre les lots 1 (ER.o ;1 = [u;
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/(vi + wy)]) et 2 (ERror 2= [u2/ (v2 + wy)]) est estimée par la différence entre les rapports
gonado-somatiques des lots 1 et 2 a un temps t :
RGSI —RGS2 = (R;.u;. tgonade1/Ri. V1. tsomar) - (R2. U2 tgonade2/R2. V2. tsomaz)

Avec tgonade = temps écoulé entre le début de la maturation et la date de la mesure d’allocation
gonadique et f,m, = age de I'individu ( = temps écoulé entre le début de la croissance
somatique de I’individu et la date de la mesure d’allocation somatique). Cette assertion repose
sur un certain nombre d’a priori implicites. Ainsi, les termes de maintenance et d’acquisition
énergétique et la période temporelle intégrée par la croissance sont suppos€s constants entre
les lots considérés :
La différence des efforts de reproduction :

ERiot1 - ERpoi 2= [ui/(vi + wi)] — [uz/(v2 + wy)]
est égale a la différence des ratio gonado-somatiques :

(Ri.u;. tgonader /Ri. Vi. tsomat) - (R2. U2. tgonade2/R2. V2. tsoma2)
Si, Wi = W2, teonadel = Lgonade? €t tsomai = Lsoma2.
Il faut noter par ailleurs que le terme d’allocation a la croissance somatique intégre en fait une
période de temps plus étendue que le terme de croissance gonadique (Zgonade < tsoma) Puisque la
croissance est continue (aux phases d’amaigrissement pres) tandis que la quantité de tissu
gonadique est renouvelée a chaque cycle de gonadogenése. Supposer que I’occupation
gonadique est une mesure de I’effort de reproduction repose donc implicitement sur
I’hypothése que le taux d’allocation a la croissance somatique (v) est constant au cours des
saisons de reproduction.
Enfin, le développement cyclique de la gonade de I’huitre rend concrétement difficile
I’analyse séparée de la dynamique de la maturation et de 1’allocation a la reproduction qui
sont intrinséquement liées. Une mesure de la masse gonadique effectuée au printemps — en
cours de maturation gonadique — ne peut évidemment pas étre considérée comme
représentative de 1’effort de reproduction annuel de I’individu. La comparaison de la quantité
de tissu reproducteur développée par deux lots expérimentaux d’individus a un instant ne peut
que donner une indication du différentiel d’investissement énergétique moyen pour ces lots a
cet instant donné (proportionnel a la masse de gonade produite a cet instant). Si ces mémes
lots présentent un différentiel dans leur dynamique de maturation ou d’émission gamétique,
I’allocation a la reproduction mesurée quelques semaines plus tard pour les mémes lots
pourrait montrer une tendance inverse... Les mesures d’occupation gonadique répétées au
cours d’un cycle reproducteur montrent d’ailleurs que le processus de maturation est plus

complexe qu’un simple développement continu de tissus reproducteurs : des pontes partielles
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sont couramment observées en cours de gamétogencse, ainsi que des signes de résorption
gonadique, y compris dans I’environnement naturel (Enriquez-Diaz, 2004). Ces phénoménes
conduisent tous deux a une diminution de facto du rapport gonado-somatique,
indépendamment de [I’investissement énergétique a la reproduction. En raison de cette
intrication de la dynamique de maturation et de I'intensité de I’effort de reproduction, une
mesure d’allocation gonadique ponctuelle est souvent (implicitement) ramenée a un effort de
reproduction. Au cours de nos travaux, nous emploierons des indicateurs qualitatifs de la
maturité, conjointement a des estimateurs de la quantité de tissus gonadiques synthétisés afin
de discerner les effets respectifs de ces deux composantes de I’allocation gonadique (voir la

partie « Méthodes pour la caractérisation du développement gonadique »).

V.2. Déterminismes environnementaux

L’influence des facteurs environnementaux sur 1’effort de reproduction de Crassostrea gigas
a été tres étudice, dans 1’espoir notamment de prédire le recrutement larvaire et d’améliorer la
disponibilit¢ en naissain pour I’aquaculture (His, 1976). Ces travaux ont montré un fort
déterminisme environnemental pour ’allocation aux fonctions physiologiques de 1’huitre par
I’analyse de séries de croissance dans le milieu naturel combinées a celles de paramétres
environnementaux. Ainsi, les températures automnales et printaniéres influent sur la
dynamique de la gonadogenése (Héral et al., 1986). La salinité serait également susceptible
d’impacter tout a la fois la gamétogenese et le déclenchement de 1’émission gamétique (cité
dans Marteil, 1976). Enfin, la composition biochimique des géniteurs, la quantité de gameétes
produite et la survie larvaire sont trés contrélées par les concentrations en phytoplancton
(Deslous-Paoli et al.,1982).

Le développement d’écloseries et de structures d’élevages a terre a permis par la suite de
controler les parametres d’élevages et d’étudier expérimentalement différentes modalités de
culture et leurs effets sur les fonctions physiologiques. Ces travaux ont a leur tour enrichi la
connaissance sur les déterminismes environnementaux s’exercant en milieu naturel sur
I’allocation énergétique aux différentes fonctions chez les mollusques bivalves. La encore, la
littérature sur le sujet est abondante, et nous nous bornerons ici a citer deux études qui
illustrent D’effet des deux paramétres environnementaux influencant prioritairement
I’allocation a la reproduction :

Chavez-Villalba et al. (2003) décrivent un effet trés significatif de la quantité de nourriture
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distribuée a des géniteurs d’écloserie sur la quantité d’ovocytes produits. Lors de leurs
expérimentations, la privation de nourriture des huitres pendant la phase de conditionnement
aboutit a une production de gameétes presque nulle alors que des individus issus du méme lot
et nourris durant la méme période produisent entre 7 et 45 millions d’ovocytes. Un effet
marqué de la quantité de réserves disponible a I’entrée en maturation a été également observé
sur la gonadogenese: les individus provenant de la Baie des Veys ont alors présenté des taux
de glycogene plus de deux fois supérieurs a ceux des géniteurs de Marennes-Oléron, et ce
taux de réserve important a trés probablement contribué a leur production d’ovocytes quatre a
cinq fois plus importante.

En 2005, Fabioux et al. soumettent des huitres creuses a différentes modalités d’élevage sur la
base de cycles de photopériode et température reproduisant 1) I’évolution saisonniére de ces
paramétres a Marennes-Oléron, 2) la méme évolution, mais accélérée deux fois, 3) des
conditions hivernales. Leurs observations confirment le contréle prioritaire de ces facteurs
dans I’initiation de la gonadogenése et le déclenchement des émissions gamétiques. Les
huitres soumises a un cycle accéléré connaissent ainsi deux épisodes de maturation gonadique
par an, et émettent deux fois leurs gameétes (voir Figure 8). A I'inverse, les huitres soumises
au conditionnement <« hivernal » développent effectivement une gonade mature aussi
volumineuse que pour les autres lots (= 60% d’occupation gonadique), en dépit de la
température trés basse de conditionnement (8°C). Elles présentent une dynamique de

gonadogeneése trés ralentie, et ne montrent aucun signe d’émission gamétique.

Un consensus a récemment émergé concernant les facteurs affectant de facon prioritaire
I’allocation a la reproduction chez Crassostrea gigas, en partie grace a la vision intégrée de la
physiologie des mollusques permise par le développement récent des modeles de croissance
dynamique (DEB : Dynamic Energy and Mass Budget) (Kooijmann, 2000). Il est admis que
les principaux déterminismes environnementaux influengant la croissance somatique et
gonadique de I’huitre creuse sont :

1°)  la quantité et la qualit¢ de la nourriture disponible (et ingérée), selon une relation
naturelle de conservation de la masse de carbone ingérée et ré-allouée a la croissance,

2°)  la température qui influe de facon générale sur la dynamique des processus

métaboliques.
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Dans leur gamme courante de variation, ces deux facteurs sont évidemment corrélés de fagon
positive a I’intensité du développement gonadique. Les modéles DEBs appliqués a I’huitre
creuse ne considérent d’ailleurs que ces deux seuls paramétres agissant en interaction comme
variables forgantes du systéme (Pouvreau et al., 2006 ; Ren et Schiel, 2008 ; Bourles et al.,
sous presse) et décrivent néanmoins de facon réaliste I'investissement en croissance
somatique et gonadique. Les autres facteurs environnementaux (salinité, polluants, etc.) sont
alors supposés n’avoir un effet sur I’allocation a la reproduction que lorsqu’ils dépassent les

limites de tolérance de I’espece.
IV.3. Covariation des traits physiologiques

L’huitre creuse présente un effort reproducteur pouvant atteindre 65% du budget énergétique
annuel, et donc trés supérieur aux efforts de reproduction estimés chez les autres especes de
bivalves filtreurs (Van der Veer et al., 2006). L’émission gamétique, quand elle se produit,
représente subséquemment une perte de masse de chair trés importante qui peut atteindre 62%

du poids frais (Deslous-Paoli et Héral, 1988). D’autre part, la quantité de tissus gonadiques
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produite subit elle-méme une forte variabilité spatio-temporelle du fait de I’hétérogénéité des
conditions de vie. Du fait de I’inter-dépendance entre traits phénotypiques, il n’est alors pas
surprenant que de fortes corrélations phénotypiques apparaissent entre 1’intensit¢ du
développement gonadique et les moyennes des autres traits.

Tout d’abord, il existe une relation évidente entre les taux de croissance somatiques et
gonadiques. Dans la mesure ou la disponibilité en nourriture controle la croissance gonadique
et somatique, la gamétogenese coincide avec une augmentation de la masse somatique (voir
Royer et al., 2008, pour une corrélation entre la masse de tissus et 1’effort reproducteur). A
I’inverse, une émission des gameétes incompléte ou absente du fait de conditions de milieu
défavorables permet la ré-allocation de cette énergie vers la croissance somatique (Pouvreau
et al., 2006). Cette ré-allocation est couramment évoquée comme une des causes principales
de la croissance supérieure des huitres triploides (Partie II de 1’Introduction).

La période de gamétogenése coincide également avec I’apparition de phénoménes de
mortalités estivales de masse dans le milieu naturel. L’existence d’une relation entre intensité
de I’allocation a la reproduction et survie estivale a été rapidement supposée : une forte
allocation a la reproduction étant supposée entrainer un stress résultant de « désordres
physiologiques » induits par 1’ « hypertrophie gonadique » (Mori, 1979). Cette relation a été
par la suite étudiée au cours de travaux expérimentaux qui ont mis en évidence :

- une déplétion des réserves €énergétiques somatiques, réorientées vers la gonade en
période de reproduction (Deslous-Paoli et Heral, 1988 ; Bacca et al., 2005 ; Soletchnik
et al., 2006 ; Lambert et al., 2008) ;

- une augmentation de I’activité respiratoire, avant (Moal et al., 2008) et aprés (Tran et
al, 2008) I’émission gamétique ;

- une diminution de [Dactivit¢ anti-microbienne de [I’hémolymphe pendant Ila
gamétogenese (Li et al., 2009a), ainsi qu’une augmentation de la concentration en
granulocytes et hyalinocytes (Delaporte et al., 2007).

Ces résultats ne constituent pas la démonstration d’une relation directe entre développement
gonadique et état de santé de I’huitre et ne devraient pas étre interprété comme tels. Ils
illustrent cependant la covariation des variables physiologiques au cours de la saison, et

I’orientation prioritaire du métabolisme vers la croissance gonadique.
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IV.4. Déterminismes génétiques

A T’ére de la génomique (Huvet, 2008), alors que de récents travaux ont mis en évidence
I’implication de différents génes dans la régulation de la gonadogenése de I’huitre creuse
(Fabioux et al., 2004 ; Boutet et al., 2008 ; Fleury et al., 2008, Naimi, 2009 ; Fleury et al.,
soumis), peu d’études se sont intéressées au déterminismes génétiques de I’intensité de
I’effort de reproduction (c’est-a-dire les déterminants familiaux reliés a un effort reproducteur
faible ou fort).

Chez I’huitre américaine, un déterminisme génétique pour I’allocation a la reproduction a été
suspecté par 1’observation de comportements reproducteurs différents chez des huitres issues
de plusieurs populations géographiquement éloignées. Des individus de Crassostrea virginica
collectés dans différents gisements naturels le long de la cote est des Etats-Unis, présentent
des dynamiques de maturation gonadique différente, y compris lorsqu’ils sont élevés dans un
méme environnement (Loosanoff; cit¢é dans Barber et al., 1991). L’hypothése d’un
phénomeéne d’acclimatation physiologique (par opposition a une adaptation génétique) a
I’environnement d’origine ne pouvant étre exclue, 1’auteur préconisait de reconduire la méme
¢tude en utilisant des huitres élevées en laboratoires, et issues de plusieurs générations de
croisements successifs a partir de géniteurs issus de sites de recrutement différents.

En 1991, Barber et al. ont suivi les conseils de leur prédécesseur, et étudié la maturation
gonadique de lignées génétiques résistantes au parasite Haplosporidium nelsoni (MSX-
syndrom), et issues de parents collectés sur les récifs naturels de Long Island Sound et
Delaware Bay. Afin de discriminer les effets d’acclimatation d’éventuelles adaptations
génétiques locales, des individus non-sélectionnés issus des mémes populations ont également
servi de témoins pour ces expériences. La conclusion de leurs travaux est étonnante : ils
montrent que les lignées sélectionnées ont gardé une mémoire génétique non seulement de
I’intensité de I’effort reproducteur, mais également de la dynamique de maturation gonadique
de leur population d’origine. Ces résultats valident 1’hypothése de Stauber qui mentionnait
deés 1950 T’existence de plusieurs «races » d’huitres en se basant sur des différentiels
physiologiques entre populations isolées géographiquement.

Chez Crassostrea gigas, un déterminisme génétique modéré a été démontré pour la moyenne
familiale de I’effort reproducteur, ainsi qu’une forte héritabilité pour sa plasticité (Ernande,

2001, Ernande et al., 2004):
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d’une part, la variabilité phénotypique observée pour I’effort de reproduction dans un
environnement donné est en partie liée a des différences entre familles,

- d’autre part, toutes les familles d’huitres ne sont pas égales dans leur capacité a ajuster

leur effort de reproduction en fonction de la variabilité environnementale.

Lors de cette étude, la forte interaction des déterminismes génétiques et environnementaux
s’est notamment traduite par une corrélation génétique négative entre environnements.
Autrement dit, les génotypes qui ont investi le moins d’énergie en reproduction dans un
environnement d’élevage ont présenté, au contraire, de forts efforts reproducteurs (supérieurs
a celui de la moyenne de la population) dans le second environnement d’élevage testé.
Enfin, une preuve indirecte de I’existence d’une base génétique a I’allocation a la
reproduction a été apportée dans le cadre du défi Morest. Ce programme pluridisciplinaire
s’intéressait a 1’étude des causes des mortalités estivales de I’huitre creuse, et incluait
notamment un volet génétique comprenant une sélection divergente de lignées (pool de
familles) présentant une réponse contrastée pour leur aptitude a la survie estivale (Boudry et
al., 2008). Les lignées produites ont ainsi montré en premicre génération un fort contraste
pour leur résistance, mais également un léger différentiel d’occupation gonadique a I’apex de
maturité et une dynamique d’émission gamétique trés contrastée (Huvet et al., 2008b) (Figure
9). Ce différentiel de dynamique de maturation gonadique a été observé a nouveau aprés deux
générations de croisements intra-lignée, démontrant la persistance dune base génétique

induisant des différences pour I’allocation a la reproduction (Huvet et al., en préparation).
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Figure 9 : Gonadogenéese des Lignées R et S. a) Occupation gonadique mesurée sur les
lignées sélectionnées pour leur résistance (R) ou leur sensibilité (S) aux mortalités estivales au
cours d’une saison de maturation dans le milieu naturel (Golfe du Morbihan) ; b) photo
montrant des individus issus des lignées R post-émission, alors que les individus S présentent
simultanément une gonade mature (d’aprés Samain et al., 2007).

35



IV.5. Le trade-off Survie / Effort de Reproduction

Chez Crassostrea gigas, 1'important investissement dans la reproduction entraine une
mobilisation des fonctions vitales vers la gamétogenése et la ponte et induit un stress
chronique qui fragilise les individus et contribue probablement aux mortalités estivales
récurrentes observées chez cette espéce (Samain et al., 2007). Cette corrélation phénotypique
négative (trade-off phénotypique) entre reproduction et survie traduit un phénomeéne de
compétition pour I’allocation entre ces fonctions : toute chose étant égale par ailleurs, la
quantit¢ d’énergie disponible pour assurer la survie estivale lorsque les conditions
environnementales se dégradent est inversement proportionnelle a I’effort de reproduction de
I’individu. Cette compétition entre fonctions peut avoir une base purement énergétique, ou
résulter de 1’inhibition d’une fonction indirectement induite par 1’augmentation de 1’allocation
a la seconde : chez I’huitre, la présence d’une gonade volumineuse en été pourrait ainsi
comprimer « mécaniquement » la cavité péricardique et influer sur certains parameétres vitaux
comme la pression partielle en oxygéne dissous dans I’hémolymphe (Tran et al., 2008).

Il existe également une part de variabilité génétique pour ce trade-off qui s’exprime par des
corrélations génétiques négatives entre la reproduction et la survie. Concrétement, il a été
démontré que les familles présentant les plus forts rapports gonado-somatiques montraient
¢galement les plus faibles survies, dans un milieu donné (Ernande, 2001). Ce trade-off
génétique ou micro-évolutif (Reiznick, 1985) résulte de contraintes influengant la sélection
des caractéres dans les populations naturelles : la persistance d’une variabilité génétique pour
le trade-off entre survie et effort de reproduction s’explique probablement par le fait que tout
changement évolutif d’un de ces traits qui pourrait améliorer la fitness (et a terme, se fixer
dans les populations) résulte en une réponse corrélée de I’autre caractére qui diminue la
fitness et contrecarre toute amélioration du degré d’adaptation (Reiznick, 1985 ; Ernande,
2001 ). Par ailleurs, la croissance indéterminée des mollusques bivalves entraine également un
trade-off entre la reproduction en cours, et la reproduction des saisons futures, d’autant que le
taux de croissance est également taille-dépendant (Heino et Kaitala, 1999). L’expression de ce
trade-off entre survie et reproduction a été documenté chez d’autres organismes (Drosophile :
Chippindale, 1993, Virus : De Paepe et Taddei, 2006) et pourrait constituer une réponse
évolutive générale a la sélection naturelle, déja prévue par les approches théoriques (Stearns,

1976).
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Par ailleurs, I’expression (physiologique) de ce trade-off est elle-méme dépendante de
I’environnement : un changement du signe de la corrélation entre reproduction et survie est
ainsi observé entre environnement riche / variable ou pauvre / peu variable (Figure 10). Il peut
s’agir la d’une réponse plastique adaptative de I’allocation aux différentes fonctions visant a
maximiser la fitness dans deux environnements différents : les génotypes capables d’ajuster
de manicre plastique 1’allocation a la reproduction lorsque la ressource est limitante voient
donc leur espoir de reproduction réduit pour I’année en cours mais leur survie améliorée (et
donc la chance de participer a d’autres saisons de reproduction accrue) (Ernande, 2001). La
variabilit¢ des structures de corrélation génétique révele 1’hétérogénéité des contraintes
environnementales qui s’exercent sur le développement des populations naturelles et cultivées
d’huitres : il existe non seulement une base génétique a la variabilit¢ de Deffort de
reproduction et la survie, mais des individus d’une méme famille montrent également des
performances variables pour leur fitness selon qu’ils recrutent, ou sont cultivés, en haut ou en

bas de I’estran, dans un écosystéme productif, ou pauvre, en milieu naturel ou en écloserie.

ER. ER.
o/
O
Survie Survie
Croissance Croissance
Milieu pauvre / Milieu riche /
Intertidal Subtidal
E.R. ER.
©
S
Survie Survie
Croissance Croissance
Milieu variable / Milieu peu variable /
Intertidal Subtidal

Figure 10 : Evolution des structures de corrélation génétiques entre les environnements,
d’apreés Ernande, 2001.
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IV.6. Effort de reproduction et stratégie adaptative de

I'espece

L’importance de I’allocation a la reproduction chez Crassostrea gigas génére des trade-offs
qui contraignent la réponse phénotypique de I’individu. Elle assure également une forte
fécondité a I’espece qui permet un fort potentiel dispersif encore favorisé par les émissions
gamétiques coordonnées a I’échelle d’un banc, et la relativement longue phase larvaire
pélagique. Le manque de structuration génétique observé a large échelle dans les populations
d’huitres creuses (Huvet et al., 2000, Meistertzheim, 2008) et chez différentes especes
d’ostréidés (Galindo-Sanchez et al., 2008) par I’utilisation de marqueurs neutres indiquent des
¢tats proches de la panmixie, y compris sur de trés larges échelles géographiques, et trahissent
un fort flux génique entre sous-populations (Huvet et al., 2000). Cette stratégie de dispersion
large contraint également la réponse a la sélection de I’espece, et sa stratégie adaptative a une
plus large échelle.

D’abord, le fort potentiel dispersif entraine un découplage entre 1’environnement de sélection
des géniteurs, et celui dans lequel se développe leur descendance. Ceci débouche tres
probablement sur un décalage entre le phénotype de ces derniers, et I’optimum local en terme
de fitness (Moran, 1992). Ainsi chez les coraux, certains bancs ne participent pas a la
population d’un bassin et voient leurs larves exportées hors des zones favorables au
recrutement, tandis que leurs propres effectifs sont alimentés par d’autres bancs (Warner,
1997). L’existence de tels bancs «stériles » peut étre également suspectée chez les
populations naturalisées de 1’huitre creuse (I. Bernard, non publié) et pourrait constituer un
autre exemple de la persistance de mésadaptation locale entretenue par le flux génique. La
variabilité spatio-temporelle rencontrée par les individus sauvages entraine des succes
reproducteurs différents entre génotypes et en fonction des environnements localement
rencontrés (Ernande et al., 2004 ; Ernande et al., 2001) (voir paragraphe précédent).
L’observation de survies différentielles entre familles et entre environnements d’élevage
(Langdon et al., 2003 ; Degrémont et al., 2005 ; Evans et Langdon, 2006) et d’une sélection
différentielle entre génotypes a des loci allozymiques a trés petite échelle spatiale chez
diverses especes de mollusques bivalves (Crassostrea gigas : Meistertzheim, 2008, Pinctada
margaritifera . Amaud-Haond et al., 2008, Mytilus edulis : Koehn et al., 1975) apporte

¢galement la preuve de la diversité des stratégies phénotypiques exprimées.
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L’interaction de 1’hétérogénéité environnementale avec le fort potentiel dispersif contraint trés
fortement la réponse sélective de I’espéce en contrecarrant I’adaptation locale : le brassage
génétique qui intervient a chaque émission gamétique dilue 1’adaptation sélectionnée
spécifiquement pour un environnement soumis a un régime de variabilité spatio-temporel
déterminé en permettant la fécondation croisée d’individus issus d’environnements différents
(variation spatiale) et d’age différent (variation temporelle) (Koehn et al., 1975, Mitton,
1997). La phase larvaire dispersive contribue également a ¢€loigner le site de recrutement du
descendant du site de vie de son géniteur. Le cycle complexe (Ernande et al., 2003) et le
recrutement sporadique (Warner, 1997) participent également du découplage entre
I’environnement « développemental » du géniteur et du descendant.

Le caractére hautement imprévisible, pour le géniteur, des conditions sélectives rencontrées
par sa descendance combiné a un important brassage génétique entraine 1’apparition d’une
variabilité phénotypique élevée, au détriment de 1’adaptation locale (Sultan et Spencer, 2002)
en favorisant des stratégies plastiques (Moran, 1992). L’hétérogénéité environnementale
combinée aux flux géniques confére un avantage a grande échelle spatio-temporelle a des
génotypes plus plastiques, donc plus généralistes, lesquels montrent par définition une forte
variabilité pour leurs traits phénotypiques lorsqu’ils sont soumis a une certaine hétérogénéité
spatio-temporelle.

L’effort reproducteur élevé de Crassostrea gigas constituerait donc une stratégie adaptative
visant a maximiser la dispersion et la colonisation de nouveaux habitats, en réponse a
I’imprévisibilit¢ des conditions expérimentées localement. Le décalage entre les optimums de
fitness sélectionnés a 1’échelle de la métapopulation, et ceux sélectionnés localement pour
chacune de ses sous-unités (« patch ») traduirait alors le colt adaptatif d’une telle stratégie. La
dynamique rapide des populations de Crassostrea gigas en Europe semblent accréditer une
telle théorie. Les taux de renouvellement (recrutement naturel) trés variables, et les mortalités
sporadiques affectant une proportion significative des géniteurs dans les populations d’Europe
du Sud traduiraient ainsi I’instabilit¢ locale des performances en réponse a la variabilité
environnementale. Inversement, I’expansion rapide de I’aire de répartition de I’espéce en

Europe du Nord découlerait naturellement de son fort potentiel dispersif.
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Avant-propos

Nous le verrons dans ce chapitre, les modifications phénotypiques induites par la triploidie (et
ses conséquences sur la transmission des caractéres génétiques) restent encore trés mal
connues, et sont trés dépendantes a la fois du niveau de polyploidie et de ’organisme
considéré. La synthése bibliographique proposée ici présentera donc d’abord quelques
considérations trés générales sur les modifications induites par la polyploidie chez divers
modeles animaux et végétaux, avant de faire 1’état des connaissances sur les perturbations de
la physiologie chez Crassostrea gigas. Un dernier chapitre s’intéressera particuliérement aux
conséquences génétiques de la polyploidie sur la transmission des valeurs génétiques des
géniteurs diploides afin d’introduire certaines notions de génétique quantitative qui seront

réutilisées dans les Chapitres II et III des résultats.
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. Généralités sur la polyploidie

|.1. Polyploidie, fitness et phénotype

Le terme générique de polyploidie est employé pour désigner 1’état d’un organisme possédant
plus de deux jeux haploides de chromosomes. La polyploidie est rencontrée a 1’état naturel
chez certaines populations de végétaux (Ramsey et Schemske, 1998) ou - plus rarement -
d’animaux (Orr, 1990), et le séquengage des génomes a mis en évidence des phénomenes de
redondance de geénes chez des organismes diploides qui trahissent vraisemblablement des
évenements de polyploidisation anciens survenus au cours de I’évolution des espéces (Otto et
Whitton, 2000, Panopoulou et Poutska, 2005). L’interprétation évolutive de ces phénoménes
reste trés discutée (voir Orr, 1990, Otto et Whitton, 2000, Mable 2004 et Comai, 2005):
I’existence méme de polyploides « naturels » suggere que la polyploidie pourrait conférer un
avantage adaptatif a long terme et sous certaines conditions. D’un autre c6té, I’apparition de
la polyploidie induit de nombreux bouleversements physiologiques chez les premiéres
générations de polyploides (Otto et Whitton, 2000) qui se traduisent trés généralement par une
baisse de la fitness en populations naturelles (Burton et Husband, 2000, Schranz et Osborn,
2004, Husband, 2004).

L’induction de la polyploidie altére certains processus biologiques fondamentaux dont
I’expression est dépendante du nombre de chromosomes (effet de dosage chromosomique).
Ainsi, les mécanismes de divisions cellulaires (mitose et méiose) (Gregory, 2001),
I’organisation du génome (Chen, 2007) et le niveau d’expression des genes (Birchler et al.,
2007) montrent tous des perturbations a 1’état polyploide, et celles-ci sont probablement
impliquées dans la divergence phénotypique observée entre individus polyploides et
diploides. La polyploidie « impaire » (3n, 5n, etc.), rarement rencontrée dans le milieu
naturel, semble également constituer un facteur aggravant (pour la régulation des effets de
dosage chromosomique) si I’on considére le fait que ses effets sur la fitness sont trés
généralement déléteres. La triploidie est létale chez les mammiferes, elle réduit fortement la
viabilit¢ des individus chez le poulet (Thormme et al., 1991). Elle a été induite
expérimentalement avec succés chez plusieurs especes de poissons, d’amphibiens et de
mollusques (Swarup, 1959 ; Purdom, 1972 ; Allen et Stanley, 1978), mais entraine tres

généralement la stérilit¢ des individus concernés. Chez les amphibiens, les reptiles et les
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poissons, la triploidie a parfois été observée en populations naturelles (Allen et Stanley,

1978 ; Zhang et Arai, 1999 ; Otto et Whitton, 2000).

L’induction de la polyploidie entraine de nombreuses modifications aux niveaux moléculaire,
chromosomique et cellulaire qui a leur tour résultent en une variation du phénotype
polyploide comparé au diploide (revues dans Otto et Whitton, 2000 ; Comai, 2005). Certains
traits phénotypiques présentent ainsi des valeurs transgressives (non comprises dans
I’intervalle de variation des valeurs des populations diploides) chez les nouveaux polyploides
(Levin, 1983). A [I’¢chelle évolutive, cette innovation phénotypique permettrait des
phénomenes de spéciation rapide sous I’action de la sélection. Des études menées sur des
végétaux modeles montrent qu’aprés [’apparition de la polyploidie, les lignées
«néopolyploides » subissent quelques générations d’instabilité physiologique, caractérisées
par une forte variabilité phénotypique (Comai et al., 2000 ; Ramsey et Schemske, 2002) au
cours desquelles la sélection agit pour ne conserver que les génotypes les plus adaptés
(Comai, 2005). S’ils évitent 1’extinction, les nouveaux polyploides entreraient alors dans un
processus de diploidisation de leur génome au cours duquel la redondance des genes serait
progressivement réduite, a travers I’acquisition éventuelle de nouvelles fonctions —
néofonctionnalisation et subfonctionnalisation® (revue dans Comai, 2005). L’apparition de la
polyploidie au sein d’un groupe résulterait alors en une augmentation du potentiel adaptatif
par la diversification a court et a long-terme des trajectoires évolutives possibles.

Dans le contexte de I’amélioration génétique des populations d’élevage, 1’induction
artificielle de la polyploidie permet également de générer en une seule manipulation de fortes
modifications du phénotype qui peuvent se montrer profitables pour le rendement de
production. Le gigantisme de certains organes chez les polyploides a été exploité chez les
plantes cultivées : certaines variétés tétraploides de plantes d’ornement présentent des organes
floraux surdéveloppés. De nombreuses patates et betteraves sont triploides car elles présentent
des tubercules ou des racines plus gros que ceux des diploides (Pomme de terre : Marks,
1966 ; Betterave a sucre: Smith et al., 1979 ; Manioc : Sreekumari et al., 1999). De
nombreuses céréales cultivées sont des tétraploides, généralement produits d’événements
d’hybridation inter-spécifiques (Paterson, 2005). L’induction de la triploidie permet

¢galement la production de fruits sans pépins (citrus : Gmitter et al., 1990, cucurbitacés :

*Néofonctionnalisation : acquisition d’une nouvelle fonction par un géne dupliqué.
Subfonctionnalisation : rétention par des génes dupliqués de différents composants génétiques d’une fonction
commune originale.
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McCuiston et Elmstrom, 1993 ; banane : Vandenhout et al., 1995 ) dont la valeur marchande
est ainsi améliorée. Enfin, chez de nombreuses espéces de poissons d’aquaculture et de
mollusques, I’investissement reproducteur se fait au détriment de la croissance, et I’induction
de la triploidie permet alors la castration des stocks exploités et une amélioration en

conséquence du rendement de production (Beaumont et Fairbrother, 1991).
|.2. La triploidie chez les especes d'aquaculture

Parmi les techniques d’amélioration génétique employées en aquaculture, la sélection de
lignées pour des caractéres d’intérét, la transgenése, 'utilisation d’hybrides inter-spécifiques,
le testage d’espéces non-autochtones et I’induction de polyploidie ont été utilisées chez
différentes espéces de poissons et de mollusques (Hulata ; 2001, Dunham, 2004). Chez les
mollusques toutefois, peu a été fait en termes d’amélioration génétique des performances
d’¢élevage par la sélection (Sheridan, 1997 ; Boudry et al., 2004). Chez ces especes,
I’induction de la triploidie est la technique la plus employée a ce jour, mais différents pays ont
initi¢ des programmes de sélection, ou au moins réalisé les études préliminaires a ceux-ci
(voir pour revue Boudry, sous presse).

L’induction de la polyploidie est particulicrement utilisée en aquaculture pour son fort
potentiel d’amélioration ramené a I’effort technique a fournir : elle consiste en effet en une
manipulation en une seule étape (contrairement a I’amélioration génétique par la sélection qui
met généralement en ceuvre plusieurs générations successives et nécessite 1’entretien de
lignées de géniteurs sélectionnés a plus long terme) qui génére de profondes modifications

des traits physiologiques et peut améliorer sensiblement les performances d’élevage.

Chez les poissons d’aquaculture, I’induction de la triploidie permet de limiter Ie
développement gonadique et les effets déléteéres de celui-ci sur la croissance et la survie.
L’utilisation en pisciculture de salmonidés triploides permet ainsi une amélioration de la
croissance sur des cycles d’¢levages longs, pour lesquels les individus diploides pleinement
fertiles connaissent un événement de maturation gonadique (Quillet et al., 1988). La triploidie
peut étre également étre employée comme moyen de castration génétique pour lutter contre
I’échappement d’espéces non-autochtones ou éviter la pollution génétique des populations

indigénes par hybridation avec des lignées aquacoles (revue dans Hulata, 2001).
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Chez les mollusques d’aquaculture, la triploidisation est la méthode d’amélioration génétique
qui a été la plus développée a ce jour. Elle a été testée dés la fin des années 1970 chez les
mollusques et a été appliquée a de nombreuses especes de bivalves, et quelques gastéropodes
(Beaumont et Fairbrother, 1991) (Tableau 1). La triploidisation induit chez toutes ces espéces
une réduction du développement gonadique. Selon les espéces et les environnements
d’élevage, la triploidie peut entrainer une amélioration de la croissance somatique et la survie
par ré-allocation énergétique de I’énergie consacrée chez les diploides a la croissance
gonadique. C’est le cas chez la moule Mytilus edulis dont les triploides montrent des
performances de croissance trés supérieures a celles des diploides apres le premier événement
de reproduction de ces derniéres (Brake et al., 2004). Chez les pétoncles Argopecten
subnudosus et Argopecten irradians, les individus triploides présentent un muscle adducteur
plus développé, et des niveaux de glycogéne supérieurs aux diploides (Tabarini, 1984 ;
Racotta et al., 2008).

Chez I’huitre, la réduction du développement gonadique participe encore plus directement a
améliorer la valeur commerciale: alors que les individus diploides sont sexuellement matures
en période estivale, présentant alors un aspect laiteux et un gout différent, les huitres
triploides sont de qualité plus constante au fil des saisons. Enfin, la stérilité partielle induite
limite également la dissémination des individus polyploides dans le milieu naturel. L’opinion
et les pouvoirs publics sont, en Europe et dans un nombre croissant de pays, de plus en plus
favorables a la préservation d’une certaine « naturalité » des écosystémes exploités. La
fertilité trés réduite des triploides permet leur contention génétique en élevage (Piferrer et al.,

2007), et apparait donc comme une condition nécessaire a son utilisation.

Chez I’huitre creuse, la part du naissain triploide dans la production mondiale est en
augmentation constante bien qu’il n’existe a notre connaissance aucune donnée publié¢e
permettant de chiffrer cette évolution. En France, I’amélioration des performances d’élevage
permise par la triploidie a entrainé une augmentation de la part de naissain triploide
commercialisé par les écloseries, atteignant 78,7% des ventes en 2008 (chiffres : Cultures

Marines n° 223, février 2009).
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Tableau 1 : Revue des especes de mollusques chez qui la triploidie a été induite

Groupe Espéces Référence
bibliographique
Huitres Crassostrea gigas, Crassostrea Beaumont et Fairbrother, 1991
virginica, Pinctada fucata
martensii
Crassostrea madrasensis Malia et al., 2006
Saccostrea commercialis Kesarcodi-Watson et al., 2001b
Ostrea edulis Hawkins et al., 1994
Pectinidés Argopecten irradians, Chlamys  Beaumont et Fairbrother, 1991
nobilis, Chlamys varia, Pecten
maximus
Argopecten ventriculosus Ruiz-verdugo et al., 2000
Argopecten purpuratus Lohrmann et Von Brand, 2005
Nodipecten subnodosus Racotta et al., 2008
Moules Mytilus edulis Brake et al., 2004
Palourdes et clams Mercenaria mercenaria, Mulinia Beaumont et Fairbrother, 1991
lateralis, Mya arenaria,
Ruditapes philipinarum,
Ormeaux Haliotis discus Beaumont et Fairbrother, 1991
Haliotis laevigata Dunstan et al., 2007
Haliotis asinina Norris et Preston, 2003
Haliotis rubra Liu et al., 2009

l. La triploidie chez I'huitre creuse
1.1. Méthodes d'induction

Les ovocytes des poissons a fécondation externe et ceux des mollusques achévent leurs
réductions de méiose aprés leur expulsion dans 1’eau de mer (voir Figure 5). L’inhibition de
ces réductions par choc thermique, les traitements hyperbares ou chimiques permettent une
induction relativement aisée de la polyploidie chez ces espéces, par la rétention d’un globule
polaire contenant un jeu haploide de chromosomes maternels (10 chromosomes chez I’huitre
creuse). La triploidie a d’abord été induite chez différentes espéces de poissons (Epinoche :
Swarup, 1959 ; Flet et plie : Purdom, 1972 ; Tilapia : Valenti, 1975). Chez I’huitre américaine
Crassostrea virginica, I’induction de la triploidie est rapportée dés 1981 (Stanley et al., 1981),
et les mémes méthodes sont appliquées a I’huitre creuse Crassostrea gigas quelques années
plus tard (Allen et Downing, 1986). Chez ces espéces, le blocage de 1’expulsion des globules
polaires s’effectue généralement par traitement chimique inhibiteur de la méiose (agents

cytobloquants) : cytochalasine-B et 6-Diméthylaminopurine (6-DMAP) (Gérard et al., 1999).
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Figure 11 : Schéma de la fécondation et de la ségrégation chromosomique :
a) lors d’un croisement 2n x 2n (A),
b) lorsque qu’un traitement chimique est appliqué pour I’obtention d’embryons
triploides par rétention du 2°™ GP (B), du 1 GP (C),
c¢) lors d’un croisement 2n x 4n (D).

La rétention du 2°™ globule polaire (GP2) (Figure 11.b) est préférée a la rétention du 1¢
globule polaire (GP1) (Figure 11.c) car elle améliore le succes de triploidisation et la survie
larvaire (Guo et al., 1992). Le traitement est appliqué par adjonction du cytobloquant dans le
bécher contenant les ovocytes fécondés en suspension dans I’eau de mer, juste apres la
fécondation pour une rétention de premier globule polaire, lorsque 50% des GPI ont été
expulsés pour une rétention du 2™ GP (Allen et al., 1989). Dans la mesure ou les individus
triploides obtenus produisent des gamétes de mauvaise qualité (aneuploides, voir paragraphe
suivant), le maintien de lignées triploides par croisements successifs est impossible et oblige a

reconduire les manipulations nécessaires a I’induction de la triploidie pour I’obtention de
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chaque génération successive d’individus. La dangerosité des produits cytobloquants, les
fortes mortalités qu’ils induisent en phase larvaire (Eudeline, 2004 ; Guo et al., 1996b), et les
succes d’induction variables ont encouragé le développement de nouvelles techniques
d’induction. Des lignées de géniteurs tétraploides (4n) ont ainsi été produites : croisés avec
des individus diploides, ces géniteurs tétraploides produisent en effet une descendance
complétement triploide (Figure 11.d) dont la survie larvaire est trés supérieure a celle des
triploides obtenus par induction chimique (Guo et al., 1996b). Cette derni¢re technique est
auyjourd’hui la plus employée par les écloseries privées pour la production du naissain
triploide. L’obtention des lignées tétraploides s’effectue en induisant la rétention d’un globule
polaire (2 I’aide des mémes traitements cytobloquants que ceux employés pour 1’induction
directe de la triploidie) lors du croisement d’une femelle triploide avec un male diploide (Guo
et Allen 1994b), ou d’une femelle diploide avec un male tétraploide (McCombie et al., 2005).
Ces individus tétraploides sont fertiles, et peuvent donc étre reproduits entre eux afin de
maintenir les lignées. Dans les paragraphes suivant, nous adopterons la nomenclature
proposée par Wang et al. (2002) : les individus triploides obtenus par induction chimique et

triploides obtenus par croisement 4n x 2n seront respectivement appelés 3nCB et 3nDT.

I1.2. Modifications des caractéres reproducteurs induites par

|a triploidie

I.2.a. Diminution de I'allocation a la reproduction

Sur un plan quantitatif, I’induction de la triploidie entraine une réduction de la quantité¢ de
tissu gonadique produite par les huitres. Allen et Downing (1986) rapportent une occupation
gonadique atteignant 34,7% chez les males triploides et 15% chez les femelles triploides
contre 79,1% chez les individus diploides (respectivement 44% et 19% de [’occupation
gonadique des 2n). Shpigel et al. (1992) estiment I’occupation gonadique des seuls individus
triploides montrant une gamétogenese active entre 60 et 80% de celle des diploides. Ces
mesures d’occupation gonadique chez les triploides incluent les tissus auxiliaires, des cellules
de la lignée germinales immatures, et matures du fait de I’hétérogénéité¢ de la gamétogencse

de ces individus. La production moyenne de gameétes matures est encore plus réduite chez les
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individus triploides, comparativement a celle des huitres diploides. La production moyenne
d’ovocytes a été estimée a 2% (Guo et Allen, 1994a) et 13,4% (Gong et al., 2004) de la
production gamétique des huitres diploides par comptage. Toutefois, lors d’une étude réalisée
en Bretagne au cours de I’été¢ caniculaire de 2003, une gonadogenése exceptionnelle a
¢galement été observée (Annexe I) aboutissant a une émission gamétique représentant 30% de
la masse de chair pour les individus triploides contre 44,4% pour les huitres diploides (67,6 %
de la masse de gameétes émis par les 2n). Ces cas d’émissions gamétiques partielles de la part
des huitres triploides ont été rapportés dans plusieurs études (Shpigel et al., 1992 ; Allen et
Downing 1986 ; Allen et Downing, 1990 ; Goulletquer et al., 1996 ; Annexe I). En dépit de
leur effort reproducteur réduit, ces individus semblent en effet capables d’émettre la fraction
des cellules de la lignée germinale matures, probablement sous I’impulsion d’un stimulus
extérieur. Lorsque 1’émission gamétique est partielle ou absente (ce qui semble étre le cas le
plus courant), les tissus gonadiques non-émis se résorbent avant d’avoir atteint la maturité. La
triploidie induit non-seulement une réduction de la quantité moyenne de tissus gonadiques
produite par les huitres, mais également une augmentation de sa variabilité inter-individuelle.
A un instant donné, les individus issus d’un méme lot expérimental montrent des stades de
maturité gonadique variés, allant d’une stérilité compléte a une maturité apparente (Allen et
Downing, 1990), alors que des huitres diploides élevées dans les mémes conditions présentent
quant a elles une gamétogenése beaucoup plus homogene. La production d’ovocytes d’huitres
triploides de méme age a ainsi été évaluée entre 0 (stérilité totale) et 21 millions, avec une
moyenne a 1,2 millions (Guo et Allen, 1994a).

La variabilité inter-individuelle du caractére, et celle des estimations de I’allocation moyenne
d’une publication a I’autre, traduit la forte plasticité de la reproduction chez les individus
triploides, encore supérieure a celle des diploides. Il est probable que cette variabilité inter-
individuelle traduise une sensibilité accrue des huitres triploides aux facteurs génétiques, ou
environnementaux susceptibles d’influencer 1’allocation a la reproduction et aille de pair avec
une variabilité spatio-temporelle accrue de I’intensité de la gonadogenése chez ces individus.
Le développement gonadique significatif et les émissions gamétiques spontanées observées
chez les individus triploides font de I’huitre creuse un cas particulier : aucune publication ne
décrit (2 ma connaissance) un tel effort de reproduction parmi les espéces de mollusques chez

lesquelles la triploidie a été induite.
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I.2.b. Perturbations de la maturation gonadique

Chez TI’huitre creuse comme chez de nombreuses espéces de bivalves (Beaumont et
Fairbrother, 1991), de poissons (Devlin et Nagahama, 2002 ; Maxime, 2008) et de plantes
(Marks, 1966 ; Ramsey et Schemske, 1998), la triploidie induit une gamétogenése anormale
qui peut aller jusqu’a une stérilisation compléte. Les quelques études histologiques décrivant
la gonadogenése des huitres triploides suggerent que les premicres étapes de maturation des
cellules de la lignée germinale se déroulent normalement jusqu’a I’interphase précédant
I’entrée en méiose : seule une proportion faible (mais trés variable) des gonies atteint alors le
stade de cyte primaire, et ce aussi bien chez les males que chez les femelles (Allen et
Downing, 1986, voir Annexe I de cette thése). Cette maturation incompléte se traduit par la
persistance de cellules immatures alors que les huitres diploides ont atteint 1’apex de leur
maturité et pondu (Allen et Downing, 1990). Alors que la gamétogenése est habituellement
homogene et continue chez les diploides, des phénoménes de résorption gonadique, de re-
maturation ou de changement de sexe (hermaphrodisme) sont observés chez les huitres
triploides au cours d’une seule saison de maturation gonadique (Allen et Downing, 1990). La
tendance a I’atrésie est particulierement marquée chez les huitres triploides : des phénoménes
de résorption gonadique sont souvent observés chez les individus triploides avant tout signe
d’émission gamétique (Allen et Downing, 1990, Shpigel et al., 1992). Les perturbations de la
gamétogenese observées chez Crassostrea gigas (maturation incompléte du tissu gonadique
suivie de phénomeénes de résorption) ont également été décrites chez les autres espéces de
bivalves triploides (Nodipecten subnodosus, Maldonado-Amparo et al., 2004 ; Chlamys
nobilis, Komaru et al., 1988 ; Mya arenaria, Allen et al., 1986 ; Saccostrea commercialis,
Cox et al.,, 1996) et semblent constituer une conséquence directe de I’induction de la

triploidie.
l.2.c. Perturbations de la ségrégation chromosomique

La ségrégation chromosomique lors de la méiose est également altérée chez les huitres
triploides. Chez les diploides, les chromosomes homologues appariés en bivalents ségréguent
symétriquement dans les cellules filles (gamétocytes II) a I’anaphase I. Chez les individus
triploides, les trivalents sont répartis entre les deux cellules filles a raison d’un chromosome

dans 1'une et deux chromosomes dans 1’autre (Gong et al., 2004), chacun des 10 trivalents
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céde un ou deux chromosomes aléatoirement a I’un ou 1’autre des gamétocytes II (Figure 12) .
Cette ségrégation aléatoire abouti a la formation de gamétes majoritairement aneuploides
présentant 15 chromosomes (1,5n) en moyenne, avec des distorsions de ségrégation
récurrentes (plus ou moins quelques chromosomes) (Guo et Allen, 1994a, Normand, 2005).
Des croisements 2n x 3n ont montré que le pouvoir fécondant de ces gameétes n’était pas
inférieur a celui de gameétes issus de géniteurs diploides, mais qu’ils produisent une
descendance composée majoritairement d’individus aneuploides totaux® peu viables,
accompagnés d’huitres diploides, triploides et parfois tétraploides (Guo et Allen, 1994a ;
Gong et al, 2004). Ce type de ségrégation aléatoire des chromosomes en méiose a également

¢été observé chez les végétaux (Ramsey et Schemske, 1998) et les poissons triploides (Linhart

et al., 2006) (Figure 13).

Metaphase |

gameétocyte |

Anaphase |
gamétocyte If g Q
intercinese . .
2x1,5n
Ségragation chromosomigiie Seégregation chromosomique
symétrique dissymeétrique

Figure 12 : Schéma de la ségrégation de 4 chromosomes (les chromosomes homologues sont
représentés de la méme couleur) lors de la premicre division de méiose: a gauche,
ségrégation chromosomique symétrique chez un individu diploide, a droite, ségrégation
chromosomique dissymétrique chez un individu triploide.

* Aneuploide total : I’aneuploidie désigne 1’état chromosomique d’une cellule ou d’un groupe de cellules dont le
nombre de chromosomes n’est pas un multiple entier du nombre de chromosomes du jeu haploide de 1’espéce
(ex : 1,5n), par opposition a I’euploidie (nombre entier : 1n, 2n, 3n etc.). On parle d’aneuploidie totale lorsque
toutes les cellules de l’individu descendent d’un zygote aneuploide et sont donc aneuploides, tandis que
I’aneuploidie partielle désigne des cellules aneuploides isolées chez un individu majoritairement euploide.
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1,5n

Figure 13 : Fréquences des cytotypes polliniques euploides (1n, 2n et 3n), et aneuploides
(1,5n, 1,5n - 1 et 1,5n + 1) (tiré de Ramsey et Schemske, 1998).

I.2.d. Triploidie et déterminisme du sexe

Chez Crassostrea gigas, la triploidie semble entrainer une augmentation du nombre
d’hermaphrodites observés dans les lots expérimentaux (Allen et Downing, 1990 ; Nell, 2002,
Annexe I) mais aucune étude ne rapporte a notre connaissance un changement significatif de
la proportion de males comparée a celle des femelles. La triploidie est pourtant connue pour
induire des changements importants des sexe-ratio observées chez diverses espéces ou le
déterminisme du genre sexuel est génétiquement controlé :

- Chez les bivalves Mya arenaria et Argopecten ventriculosus 1’induction de la
triploidie augmente la fréquence d’apparition des femelles (Allen et al., 1986 ; Ruiz-
Verdugo et al., 2000),

- Chez la moule Mytilus edulis, elle entraine la production de lots présentant 100%
d’individus de sexe masculin,

- Chez le poulet, elle n’est viable que chez les individus présentant un génotype « inter-
sex » (ZZW) ou male (ZZZ), qui sont au demeurant stériles. La mortalité¢ qu’elle
induit chez les « femelles » (ZWW) entraine un biais évident de la sexe-ratio entre
individus diploides et triploides (Thorne et al., 1991),

L’absence d’effet de la triploidie sur la sexe-ratio des huitres creuses pourrait traduire
I’absence ou la faiblesse du déterminisme génétique du sexe chez cette espéce. Le nombre

restreint d’études ne permet toutefois pas de conclure de maniére définitive sur le sujet.
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l.2.e. Stérilité partielle et triploidie

A T’heure actuelle, les processus biologiques induits par la triploidisation et provoquant le
blocage partiel de la lignée germinale chez I’huitre restent méconnus. Une hypothése
couramment invoquée pour expliquer la stérilité des triploides tient au caractére non-balancé
de leur génome qui induit des difficultés lors de la formation des synapses en prophase I de la
méiose (Crane et Sleeper, 1989). L’association aléatoire des chromosomes en univalents,
bivalents, ou trivalents perturbe également la ségrégation chromosomique a I’anaphase I
(Allen et Downing, 1986). Ces irrégularités dans la méiose entraineraient alors Ia
dégénérescence des cellules de la lignée germinale sous le contrdle de mécanismes de
régulation internes (pachyten checkpoint) (Li et al., 2009b). Les mécanismes de régulation
contrdlant 1’appariement des chromosomes au stade précédant I’entrée en méiose
participeraient ainsi a réduire le nombre de cellules de la lignée germinales subissant les
derniéres phases de la gamétogenese chez les mollusques triploides.

Comme le font remarquer Allen et Downing (1990), les difficultés liées a une ségrégation
chromosomique irréguliére ne peuvent toutefois pas étre incriminées pour expliquer la
réduction de la production d’ovocytes des triploides femelles puisque les réductions de
méiose des ovocytes n’interviennent qu’aprés leur émission dans 1’eau de mer. Ensuite, le
blocage partiel des lignées germinales semble se produire chez ces espéces entre le stade
gonial et gamétocyte I, soit dés I’interphase précédant I’entrée en méiose alors que les
mécanismes de controle de la ségrégation chromosomique interviennent apres.

L’étude chez les triploides de 1’expression génétique d’Oyster vasa-like, géne impliqué dans
les premiéres étapes de la gamétogenese chez I’huitre creuse diploide (Fabioux et al., 2004 ;
Raguenes 2006) montre également des résultats confondants. Alors que le développement
gonadique de ces individus triploides est connu pour étre réduit, le niveau moyen de transcrit
mesuré¢ apparait significativement supérieur a celui des diploides. Cette sur-expression
pourrait signifier que la perturbation de la gonadogenése intervient chez les triploides apres
les étapes associées a I’activation de ce geéne, ou que le niveau de transcrit d’Oyvilg mesuré

n’est pas directement proportionnel a la quantité de tissus gonadiques développés (Figure 14).
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Figure 14: Moyennes des quantités relatives de transcrits Oyvlg mesurés par PCR-
quantitative pour des huitres diploides (& gauche) et triploides (a droite) (tiré de Raguenés,
2006)

1.3. Modifications des performances de croissance et de

survie induites par la triploidie

I1.3.a. Amélioration de la croissance

La triploidie entraine une augmentation de la croissance chez I’huitre creuse, parfois dés le
stade larvaire. Eudeline (2004) rapporte ainsi une taille supérieure pour des larves triploides
obtenues par croisement 2n X 4n qui atteignent 347 um a la fixation, contre 320 um pour les
lots diploides et triploides obtenus par rétention d’un globule polaire. A J1 post-fécondation,
Guo et al. (1996) rapportent des tailles larvaires trés supérieures pour les lots 3nDT obtenus a
partir d’ovocytes tétraploides (eux-mémes plus gros que les ovocytes diploides). A J8, lors de
la méme étude, la taille moyenne des larves triploides 3nDT (133-148 um) était supérieure a
celle des lots 2n (116 um), 4n (113 um) et 3nCB (114 um). Les mémes observations ont été
réalisées chez I’huitre Saccostrea madrasensis (Mallia et al., 2006). Au contraire, une
publication fait état d’une absence notable d’effet de la triploidie ou de la méthode
d’induction (rétention de globule polaire I et II, traitement a la cytochalasine B ou au 6-
DMAP) sur la croissance larvaire, (Gérard et al., 1999) lors d’une étude a grande échelle
portant sur la comparaison de 14 expérimentations successives d’induction de la triploidie. Il
faut remarquer que chez Crassostrea gigas, la survie larvaire est généralement trés variable et
qu’elle influence fortement la croissance d’un lot d’¢levage a travers la densité et la

disponibilit¢ en nourriture (Robert et Trintignac, 1997). La forte variabilit¢ de la survie
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larvaire rapportée entre lots triploides obtenus par différentes méthodes d’induction et lots
diploides contribue trés probablement a rendre difficilement comparable les performances de
croissance larvaire d’une expérimentation a 1’autre, d’autant que les densités d’¢levages sont
rarement considérées dans les études citées ici. Dans ce contexte, les observations ponctuelles
d’une croissance larvaire améliorée chez les triploides ne devraient sans doute pas é&tre

interprétées comme la démonstration d’un effet direct de la triploidie.

Chez Crassostrea gigas, la triploidie induit avant tout une amélioration de la croissance trés
significative aprés la métamorphose (Allen et Downing, 1986 ; Shpigel et al., 1992 ;
Goulletquer et al., 1996) rapportée dés le cinquiéme mois d’élevage (Hawkins et al., 2000),
plus généralement aprés un an (Bouquet, 2000 ; Nell, 2002). Cet avantage s’exprime
différemment selon les conditions d’élevage : alors que le taux de croissance des huitres
creuses triploides est seulement légérement supérieur a celui des huitres diploides en
Tasmanie (Nell, 2002), il est en moyenne quatre fois plus important en Californie (Allen et
Downing, 1986). Une autre étude rapporte les performances d’un méme lot d’huitres
triploides dans plusieurs environnements : celui-ci présente ainsi un poids total supérieur de
16 % au témoin diploide a la fin du deuxiéme automne lorsqu’il est €élevé sur un site de
Normandie, supérieur de 20 % dans un site du littoral charentais, mais identique au cours
d’une saison d’élevage en claire (Gérard et al.,, 1993). L’avantage a la croissance des
triploides s’exprime généralement apreés 1’émission gamétique des diploides : alors que les
huitres diploides peuvent perdre jusqu’a 75 % de leur poids total de chair lors de I’émission
gamétique (Deslous-Paoli et Héral, 1988), les huitres triploides, qui développent moins de
gametes matures que les diploides n’émettent pas ou peu de produits séminaux et perdent
donc moins de poids lors de la fraie. (Figure 15) (Goulletquer et al., 1993). Ce phénoméne
peut étre interprété comme un mécanisme propre aux triploides de ré-allocation énergétique
de la reproduction vers la croissance, et explique probablement les tailles supérieures
observées chez les triploides de nombreuses espéces de bivalves (Ostrea edulis : Hawkins et
al., 1994 ; Mulinia lateralis : Guo et Allen, 1994c ; Mytilus edulis : Brake et al., 2004 ;
Saccostrea glomerata : Hand et al., 2004), et chez les salmonidés d’élevage (Quillet et al.,

1988).
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Figure 15 : Suivis comparés de croissance entre des huitres diploides et triploides élevées en
milieu naturel : a) évolution annuelle de la masse de chair séche’ (en g) d’huitres creuses
diploides et triploides (la fleche rouge simple pointe I’émission gamétique); b) évolution
annuelle de la masse totale fermée® (en g). L’avantage a la croissance des triploides est
symbolisé par la double fleéche rouge (d’aprés Gérard et al., 1993).

I1.3.b. Amélioration de la survie

Pour la survie larvaire, il faut discerner les effets induits par la méthode d’induction au sens
strict, et les effets intrinséquement induits par la triploidisation. Ainsi, I’induction chimique
de la triploidie entraine de fortes mortalités dans les heures qui suivent le traitement (plus de
95% au premier jour d’¢élevage) (Eudeline, 2004 ; Guo et al., 1996) alors que la survie larvaire
moyenne des individus 3nDT semble identique a celle des diploides. Une étude comparative
des performances larvaires d’individus diploides, triploides issus de croisement 4n X 2n, et
triploides obtenus par induction chimique rapporte des survies post-fixation de
(respectivement) 1,66%, 3,38% et 0,003% (Guo et al., 1996b). Le différentiel de survie entre
2n et 3nDT peut difficilement étre considéré comme significatif dans la mesure ou la survie
larvaire des individus diploides de Crassostrea gigas est elle-méme trés variable. Les fortes
mortalités observées pour les lots 3nCB sont quant a elles trés répétables et résultent
directement de la forte toxicité des molécules cytobloquantes employées pour 1’induction
(Eudeline, 2004 ; Guo et al., 1996b). Apres les mortalités des premiers jours, il semble que la
survie larvaire des lots 3nCB soit similaire a celle des diploides (Eudeline, 2004).

La survie des huitres creuses triploides adultes est en général un peu meilleure que celle des

individus diploides : lors de caractérisations réalisées en France dans le cadre du programme

* La masse de chair séche est mesurée par la pesée de la totalité des tissus mous (par opposition a la coquille) de
I’animal, apres séchage a 60°C pendant 48 h.
% La masse totale fermée est mesurée par la pesée de 1’animal entier avant ouverture.
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d’étude du syndrome de mortalité estivale, elle était supérieure a celle d’un pool de familles
diploides non-sélectionnées (respectivement 94.9 9% de survie contre 87.6 %, valeurs
moyennées pour un été de suivi, 3 sites de testage) (Boudry et al., 2008). A I’inverse, Cheney
et al. (2000) font état d’une plus grande sensibilit¢ de ces mémes individus triploides lors
d’épisodes de mortalité¢ estivale aux U.S.A. Lors d’une campagne de comparaison multi-sites
réalisée au Mexique (Ascencio Michel, 2008), les huitres triploides ont montré, tout comme
les individus diploides, des taux de mortalités trés variables entre les stations. La dynamique
de mortalité de ces lots triploides était parfaitement synchronisée avec celle des diploides, et
dans la plupart des stations (5 cas sur 6), ils montraient également une résistance légérement
supérieure (+ 2% en moyenne). La encore, la forte hétérogénéité des taux de survie moyens
rapportés entre les études (de 30 a 67 % pour une période d’¢levage de 8 mois) traduit

I’influence prépondérante des conditions environnementales sur la survie des huitres.
I.3.c. Croissance supérieure, hétérosis et gigantisme polyploide

Plusieurs explications ont été avancées pour expliquer I’amélioration du taux de croissance
des huitres triploides. Tout d’abord, 1’augmentation du nombre de chromosomes augmente
¢galement le nombre d’alléle a chaque locus et pourrait donc entrainer un effet d’hétérosis.
Certaines publications rapportent effectivement une corrélation entre la méthode d’induction,
I’hétérozygotie multi-locus des individus et leur taux de croissance (Hawkins et al., 1994 ;
Hawkins et al., 2000, Wang et al., 2002) : les triploides obtenus par rétention du premier
globule polaire (3nCB-MI) montrant ainsi une hétérozygotie et des performances accrues par
rapport aux triploides obtenus par rétention du second globule polaire (3nCB-MII), et des
individus diploides apparentés. Le fait de savoir si cette corrélation entre hétérozygotie des
lots et croissance 1) impliquait une relation de causalité 2) pouvait étre impliquée dans la
croissance supérieure des triploides a été¢ longuement débattu pour plusieurs raisons. D’une
part, les triploides MI montrent généralement une survie extrémement réduite par rapport aux
triploides MII (Hawkins et al., 2000), qui n’a pas été prise en compte pour qualifier les
performances de ces individus. D’autre part, d’autres travaux n’ont détecté aucune corrélation
entre 1’hétérozygotie multi-locus et la croissance chez des individus triploides MI et MII
(Nell, 2002), ou entre 1’hétérozygotie et le budget énergétique chez des individus diploides et
triploides (Mason et al., 1988). Enfin, I’hétérozygotie comme I’induction de la triploidie

génlrent par essence des réponses non-additives sur les traits phénotypiques étudiés (en
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I’occurrence, une augmentation du taux de croissance), et la discrimination des effets de I’une
et de I’autre nécessite des plans d’expérimentations particuliers qui n’ont jamais été appliqués
a notre connaissance aux mollusques triploides. Chez d’autres mode¢les ou ce type d’études a
¢té mené, les résultats ne semblent pas non plus accréditer la thése d’un effet d’hétérozygotie
intrinséquement induit par la polyploidie puisque les séries de ploidie du planaire Schhmidtea
polychroa (D’Souza et al., 2008) montrent plutot une corrélation négative entre fitness et
niveau de ploidie et que les individus tétraploides de Zea mays montrent quant a eux une taille
significativement plus réduite que les diploides (Riddle et al., 2006).

La seconde hypothése communément évoquée pour expliquer 1’amélioration de la croissance
constatée chez les individus triploides tient a I’augmentation de la quantit¢ de matériel
chromosomique, qui pourrait résulter en un accroissement du volume nucléaire et
cytoplasmique pour conserver le rapport nucléo-cytoplasmique (Guo et al., 1996b, Wang et
al., 2002). L’augmentation de la taille des cellules devrait alors finalement déboucher sur un
« gigantisme polyploide » de 1’organisme dans son entier. Cette corrélation entre la quantité
de matériel chromosomique et le volume cellulaire a été observée pour les érithrocytes chez
de nombreuses espéces animales (Gregory, 2001), et notamment chez les salmonidés
polyploides (Small et Benfey, 2005). Les ovocytes des huitres creuses tétraploides sont
¢galement connus pour étre plus gros que ceux des diploides (Guo et al., 1996b). Notons
toutefois que chez les animaux polyploides, I’hypertrophie des cellules est généralement
compensée par une réduction de leur nombre (hypoplasie) et n’entraine pas d’augmentation
de la croissance (Otto et Whitton, 2000). Chez le pétoncle Argopecten ventriculosus, et les
huitres Crassostrea gigas et Saccostrea glomerata triploides, certaines observations
rapportent une hypertrophie du muscle adducteur (Gardner et al., 1996 ; Palacios et al., 2004).
Comme le font remarquer les auteurs, il n’est pas slr que cette hypertrophie résulte dune
augmentation du volume cellulaire directement entrainée par la triploidie . Elle pourrait
¢galement découler de la réduction du développement gonadique chez ces individus triploides
puisque le muscle constitue un tissu de stockage des réserves énergétiques, mobilisées
précisément pour la gonadogenése. Chez les huitres creuses triploides et tétraploides,
certaines cellules libres (gamétes), ou circulantes (hémocytes) pourraient également &tre plus
grosses que chez les individus diploides. A notre connaissance, il n’existe aucune étude
publiée documentant une éventuelle augmentation généralisée du volume des cellules
somatiques chez les huitres creuses triploides, ou une réduction de la densité cellulaire.
Remarquons enfin que les hypothéses d’hétérosis et de gigantisme polyploide impliquent que

les individus triploides tireraient un meilleur parti en terme de croissance de 1’énergie acquise
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par la nutrition. Cette derniére assertion n’a a notre connaissance jamais ¢été vérifiée
expérimentalement : les études menées en écophysiologie chez des individus triploides de
Mya arenaria (Mason et al., 1988), de Crassostrea gigas (Haure et al., 2003, Berthollet-
Marolle, 2007), ou de Saccostrea commercialis (Kesarcody-Watson 2001a et b), n’ont montré
aucun différentiel de bilan énergétique susceptible d’expliquer la croissance supérieure des

individus triploides.
11.3.d. Stérilité partielle et ré-allocation énergétique

La dernicre hypothése proposée pour expliquer I’avantage de croissance des huitres triploides
comparées aux diploides tient en une différence d’allocation aux composantes du budget
énergétique (croissance somatique, gonadique, et maintenance) plutdt qu’a une augmentation
globale du budget énergétique par hétérozygotie, ou gigantisme polyploide (Kesarcody-
Watson, 2001a). Selon cette hypothése, la diminution de 1’allocation a la reproduction devrait
s’accompagner d’une ré-allocation de 1’énergie vers la croissance somatique et la survie chez
les huitres triploides, dont les performances seraient alors inversement corrélées au
développement gonadique, a I’issue d’un événement de reproduction des diploides. Ceci est
trés largement accrédité par les données expérimentales qui font état de 1’expression de
I’avantage des triploides a I’issue d’un événement de reproduction des diploides, et ce
mécanisme constitue probablement la raison principale de la croissance supérieure de ces
individus 3n (Allen et Downing, 1990 ; Kesarcody-Watson, 2001a, Garnier-Gér¢é et al., 2002).
On pourra distinguer deux modalités aux conséquences différentes pour ce phénomeéne
(Figure 16) (pour une explication détaillée du formalisme employé, voir Partie I de
I’Introduction) :

e Soit I’effort de reproduction des huitres triploides est intrinséquement plus faible que
celui des individus diploides ( u3, < u> ), ce qui entraine de facto I’augmentation des
efforts de croissance somatique et de maintenance ( /vs, + ws,/ > [V, + wa,/, car u +
v +w = I) (Figure 16.b).

e Soit I’effort de reproduction des huitres triploides est identique a celui des individus
diploides, mais des phénomeénes d’atrésie des tissus gonadiques permettent la re-
mobilisation de 1’énergie allouée a la croissance gonadique et sa ré-allocation a la
croissance gonadique et a la maintenance (Figure 16.c). Les efforts de reproduction,

croissance somatique, et maintenance sont donc identiques entre huitres diploides et
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triploides ( ©3, = U2y, V3n = Von €t W3, = W2, ), mais le déclenchement de I’atrésie
permet de convertir & nouveau 1’énergie allouée en croissance gonadique ( R . u3, ) en
énergie disponible pour les autres fonctions selon un coefficient d’efficacité r» (< 1)
(Kooijman, 2000). Ainsi, chez les individus 2n et 3n hors période d’atrésie :
Allocation a la maintenance + Allocation a la croissance somatique = R .w + R . v,
alors que chez les individus 3n en période d’atrésie : Allocation a la maintenance +

Allocation a la croissance somatique =R.w+R.v + w. [r. (R.u)] +v.[r. (R.u)]

Maintenance

Croissance
somatique
Huitre 2n
Croissance Croissance
somatique somatique
Huitre 3n :

diminution de f'effort
de reproduction

B

Huitre 3n: E

atrésie
-

C
Figure 16 : Allocation différentielle de 1’énergie entre les fonctions physiologiques : A) chez
un individu diploide; B) chez un individu triploide en considérant I’hypothése d’une
diminution de I’effort reproducteur telle que us, < uz et [vz, + wzn] > [V, + w2,/ ; C) chez un
individu triploide en considérant 1’hypothése d’une re-mobilisation de 1’énergie allouée a la
reproduction par atrésie telle que : allocation a la croissance somatique = Rv + v (r . Ru) et
allocation a la maintenance = Rw + w (7. Rw) pendant I’atrésie.




1.4, Interaction de la triploidie avec la transmission des
valeurs génétiques parentales: le point de vue de la

génétique quantitative

La triploidie induit également de profondes modifications de [’expression des traits
phénotypiques quantitatifs génétiquement déterminés qui pourraient &tre reliées aux
perturbations observées pour 1’expression des genes (Chen, 2007) et qui semblent, 1a encore,
trés dépendantes de 1’espéce et du trait considérés. Les quelques études qui s’intéressent aux
interactions entre polyploidie et la transmission des valeurs génétiques parentales rapportent
les effets suivants :

La polyploidie peut montrer un effet trés significatif sur les valeurs phénotypiques moyennes
de la descendance, indépendamment des valeurs génétiques familiales (‘odd-ploidy effect’)
(Riddle et al., 2006). Chez le planaire Schhmidtea polychroa, le nombre de copies du génome
haploide de I’espéce (de 1 a 5 en populations naturelles) est ainsi inversement proportionnel a
la fitness (D’Souza et al., 2008).

La polyploidie peut également interagir avec la valeur génétique, en montrant un effet
d’additivité des valeurs parentales du géniteur qui contribue le plus au génotype de la
descendance polyploide. Ainsi, chez les salmonidés triploides, la femelle contribue pour 2/3
au génome contre 1/3 pour le male et la part de la variance des traits phénotypiques
attribuable a un effet génétique maternel semble globalement augmentée (et la part paternelle
diminuée) (Blanc et al., 2005 ; Jonhson et al., 2007).

L’interaction entre le niveau de ploidie et la valeur génétique peut également entrainer une
rupture de la corrélation génétique entre individus diploides et triploides (Figure 12). Un
changement de rang de classement des familles a ainsi été observé entre saumons diploides et
triploides (Withler et al., 1995) pour des traits tels que la smoltification, la survie, et le poids,
et chez la truite arc-en-ciel pour des traits liés a la croissance (poids, taux de croissance et
indice de condition) (Blanc et al., 2001). Chez le mais, certains traits phénotypiques liés a la
croissance montrent a la fois une réponse moyenne commune a 1’induction de la polyploidie,
et un effet de la ploidie dépendant de la lignée (Riddle et al., 2006).

Sur un plan théorique, la polyploidie devrait également induire 1’augmentation de la part non-
additive du composant génétique de la variance phénotypique. Des modéles de décomposition

de variance similaires a ceux utilisés en génétique quantitative pour le calcul des paramétres
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génétiques chez les diploides (Lynch et Walsh, 1998) ont été établis chez les tétraploides
(Gallais, 1989) comme chez les triploides (Wu, 1995). Logiquement, 1’augmentation du
nombre de chromosomes chez les polyploides multiplierait le nombre d’interactions possibles
entre les composants génétiques de la variance, et pourrait favoriser 1’expression de
I’overdominance, augmenter le nombre potentiel d’interactions entre génes et entre les

génomes nucléaires et cytoplasmiques (Etterson et al., 2007).
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Figure 17 : Covariation des valeurs génétiques chez des individus apparentés diploides et
triploides a) en I’absence d’interaction génétique x ploidie et b) dans le cas d’une absence de
corrélation génétique (interaction génétique x ploidie).

Les phénoménes d’interaction de les effets de la trploidie avec les valeurs génétiques des
diploides font 1’objet d’une attention particuliére puisqu’ils ont été mis en évidence chez des
especes agricoles qui font 1’objet de recherche en amélioration génétique. Comme le font
remarquer les auteurs, un changement de rang systématiquement observé entre les
performances des individus diploides et triploides pourrait considérablement freiner
I’amélioration génétique des polyploides par la sélection (Blanc et al., 2005). Dans ce cas en
effet, la sélection des familles diploides performantes ne permettrait pas de s’assurer du gain
de sélection dans leur descendance triploide, et nécessiterait alors un testage direct des
performances de cette derniére. De plus, les triploides sont majoritairement stériles et ceci
interdit bien sir les croisements successifs pour le maintien et la production de lignées

triploides présentant des caractéres souhaitables pour la production.
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. Problématique de 'étude

Les travaux que nous présentons ci-aprés se sont intéressés a la quantification et a la
qualification du développement gonadique des huitres creuses triploides. Les précédentes
¢tudes publiées font en effet état d’une augmentation de la variabilité de la quantité de tissus
gonadiques développés par ces individus, mais peu d’estimateurs quantitatifs de I’allocation a
la reproduction sont disponibles a ce jour. D’autre part, la triploidie est également connue
pour affecter la dynamique de maturation gonadique chez Crassostrea gigas, et le
déterminisme du sexe chez d’autres espéces de mollusques, mais les mécanismes biologiques
impliqués dans ces variations restent relativement méconnus.

Une attention particulicre a été consacrée a 1’étude des déterminismes génétiques de
I’allocation a la reproduction chez les individus diploides comme triploides. Bien que, chez
I’huitre creuse diploide, la variation de I’effort de reproduction conditionne une part
significative des performances physiologiques, peu d’études sont consacrées a 1’étude de la
base génétique impliquée dans cette variation. Par ailleurs, la seule publication traitant de ce
sujet fait également état d’une interaction significative de la composante familiale et de
I’environnement d’¢levage (Ernande et al., 2004) et les estimateurs des parametres génétiques
sont connus pour étre variables chez C. gigas (Sheridan, 1997). Ces données nous ont incité a
approfondir I’analyse des déterminismes génétiques du développement gonadique chez C.
gigas. Chez les huitres triploides, I’application de plans d’expérimentation inspirés par la
génétique quantitative nous a permis de décomposer la variation de 1’allocation a la
reproduction observée dans ses différentes composantes. La transmission des valeurs
génétiques des parents diploides a la descendance triploide a été spécialement étudiée
puisqu’elle conditionne grandement la faisabilité d’une amélioration des huitres triploides par
sélection génétique. Les corrélations entre croissance et reproduction chez ces individus ont
été particulierement étudiées puisque la réduction de la reproduction pourrait participer a la
divergence phénotypique globale observée entre triploides et diploides. Remarquons
¢galement ici que les (rares) études de génétique quantitative publiées a ce jour et menées
chez différents organismes polyploides ont pour la plupart révélé d’intéressants effets de la
polyploidie sur I’expression des valeurs phénotypiques. Ces résultats prennent également leur
sens dans le débat concernant le role de la polyploidie dans I’évolution des espéces et
conférent un intérét fondamental a ce genre d’études, indépendamment de toute considération

pratique liée a I’amélioration génétique de I’huitre pour son exploitation €économique.
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Il. Approches expérimentales employées

Avant propos

Cette section décrit brievement les expérimentations menées au cours de cette thése. Les
questions soulevés dans le chapitre précédent sont reprises. Les méthodologies employées et
les approches expérimentales développées pour essayer d’y répondre sont expliquées ici. Ceci
nous a paru nécessaire puisque les travaux menés sont présentés sous forme d’articles
indépendants les uns des autres, et que le lien entre la problématique générale de la thése et
les résultats de ces travaux n’est pas toujours pleinement explicité. Les techniques et

protocoles employés sont plus précisément décrits dans les paragraphes suivants.

11.1. Etude de l'effort reproducteur et de la croissance chez
Crassostrea gigas: comparaison dhuitres diploides et
triploides issues d'induction chimique ou de croisement 4n x

2n et cultivées en conditions d’élevage intensif

Le premier travail mené lors de cette thése s’est donc intéressé a la qualification et la
quantification du développement gonadique d’individus triploides, comparé a celui des
diploides. Une premicre génération d’individus diploides (2n), triploides obtenus par
croisement 2n x 4n (3nDT), et triploides obtenus par induction chimique (3nCB) a été
produite, et élevée dans des conditions trés favorables a la croissance afin de pouvoir étudier
la reproduction dés la premicre année d’étude. L’effort de reproduction a été estimé chez ces
individus au début de leur premic¢re maturation (a 1’dge de 5 mois), afin que ’occupation
gonadique mesurée refléte le plus directement possible la part d’énergie consacrée a la
reproduction chez les huitres triploides, en 1’absence de phénoménes de résorption ou de re-
maturation gonadique. L’effort d’échantillonnage important (300 individus par groupe) a

¢galement permis une analyse détaillée de la dynamique de maturation gonadique chez les
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triploides et du déterminisme du genre sexuel chez les diploides et les triploides. Ces résultats

sont présentés dans le Chapitre I des Résultats.

1.2. Etude des bases géneétiques de la variation de I'allocation
a la reproduction et a la croissance chez de jeunes huitres

creuses diploides et triploides élevées en mélange de familles

Le second travail mené au cours de cette thése a consisté en une étude de la relation entre
I’allocation a la reproduction, la croissance, et ’origine familliale des individus. Les huitres
¢tudiées ici sont les mémes que dans le chapitre précédent. Ces 3 lots 2n, 3nCB et 3nDT
¢tudiés étaient issus des 6 méme femelles, et de 16 géniteurs males diploides pour les lots 2n
et 3nCB ou de 16 males tétraploides pour le lot 3nDT. Ils étaient chacun potentiellement
composés de 96 familles, élevées en mélange. Cette approche a été employée ici afin de
réduire I’hétérogénéité des conditions d’élevage susceptible d’influencer les performances
phénotypiques mesurées mais également de permettre 1’élevage simultanée de 288 familles de
pleins-fréres. L’assignation de parenté a été donc réalisée a posteriori en utilisant des
marqueurs moléculaires (microsatellites). Des modeles individuels de décomposition de la
variance (modeles linéaires généralisés) ont ensuite été employés pour étudier le
déterminisme génétique de la croissance et I’allocation a la reproduction. Les effets de la
triploidie et de la méthode d’induction sur la transmission des valeurs parentales ont été tout

particulierement analysés. Ces résultats sont présentés dans le Chapitre IT des Résultats.
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1.3. Réponse d’huitres creuses diploides et triploides a une
sélection directionnelle  effectuée sur lintensité du
développement gonadique de leurs géniteurs diploides :

allocation a la reproduction et croissance

Une approche expérimentale différente de la précédente a été finalement employée, a nouveau
dans le but d’étudier les déterminismes génétiques de 1’allocation a la reproduction et la
croissance chez les huitres creuses diploides et triploides. La relation entre I’allocation a la
reproduction et le degré d’apparentement des individus a été analysée chez des lignées
expérimentalement sélectionnées pour présenter des efforts de reproduction contrastés. Plus
précisément, nous avons généré des pools de géniteurs choisis pour D'intensité de leur
développement gonadique et nous les avons croisés afin de produire 3 lignées divergentes
pour I’allocation a la reproduction. La triploidie a été induite chez la moitié des individus. La
réponse a la sélection pour la croissance et 1’allocation a la reproduction a été étudiée par
mesure de I’occupation gonadique, et pesées de ces individus, au cours de leur premicre
année. Des indicateurs qualitatifs de la gamétogenése utilisés en paralléle de la mesure
d’allocation gonadique ont également permis de tester certaines hypothéses formulées sur les
effets de la triploidie sur I’expression des valeurs génétiques. Ces résultats sont présentés dans

le Chapitre III des Résultats.
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. Méthodes pour la caractérisation du

développement gonadique

Nos travaux nécessitaient une caractérisation fine de la gamétogenése des huitres, et des
indicateurs quantitatifs de I’allocation a la reproduction ont été utilisé en paralléle avec des

indicateurs qualitatifs de maturité gonadique, et du genre sexuel développé.
|.1. Mesure de I'occupation gonadique

La mesure de I’occupation gonadique a été choisie comme estimateur du développement
gonadique parmi plusieurs méthodes. Les techniques ELISA (Royer et al., 2008) et de
comptage gamétique par cytométrie en flux (Ernande, 2001) ne répondaient pas a nos attentes,
puisqu’elles ne mesurent que la quantité de gameétes matures. Nous désirions au contraire un
estimateur le plus direct possible de 1’allocation énergétique totale a la reproduction, incluant
la production de tissu gonadique en phase précoce de maturation. Les techniques d’imagerie
récemment développées (Davenel et al., 2006) aurait pu permettre une quantification directe
du volume de tissus reproducteurs mais elles sont onéreuses, les appareils disponibles sont
encore peu nombreux, et le signal aurait pu étre affecté par la gonadogenése perturbée des
huitres triploides. L’occupation gonadique mesurée a finalement été¢ choisie car elle permet
une estimation du volume de la gonade et car les lames microscopiques préparées permettent

¢galement d’apprécier la qualité de la gonadogencése.
l.1.a. Prélevement des tissus

La méthode présentée ici est décrite par Enriquez-Diaz (2004) et Royer et al. (2008). Le
prélévement des tissus se fait sur des individus ouverts par la section franche du muscle
adducteur qui préserve I’intégrit¢ de la masse viscérale. Une section des tissus est réalisée,
perpendiculairement a I’axe longitudinal de la masse viscérale (une « tranche » d’huitre...) a

I’aide d’une lame affiitée. La coupe est localisée au milieu de la masse viscérale (Figure 18).
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Figure 18 : positionnement de la coupe histologique pour I’analyse de I’é¢tude de I’effort de
reproduction

La section de masse viscérale est placée dans une cassette d’histologie, et conservée dans un
fixateur d’histologie Davidson (voir formule ci-dessous). Pour se débarrasser du formol
toxique, on change habituellement le bain de fixateur pour une solution alcoolique (éthanol

70°) au bout de quelques jours (48 heures minimum).

Davidson (formule V / V) : 1500ml d’eau de mer, 500ml de glycérol, 1000ml de formol, 1500ml
d’éthanol et 250ml d’acide acétique

[.1.b. Protocole d’histologie

Les tissus placés dans les cassettes d’histologie sont imprégnés de paraffine dans un automate
a inclusion qui déshydrate les tissus par plusieurs lavages a 1’éthanol et au xyléne avant de les
imbiber de paraffine liquifiée. Les tissus imprégnés de paraffine doivent ensuite étre inclus
dans un bloc de paraffine, que 1’on moulera autour des tissus sur le banc d’inclusion. Le socle
du moule est constitué par la cassette d’histologie annotée afin de conserver la référence de
I’'individu. Une fois solidifié, le bloc de paraffine est débité en prisme autour du fragment de
tissus.

Les blocs de paraffine contenant les tissus sont coupés a 1’aide d’un microtome. Ils sont

d’abord dégrossis jusqu’a ce que la coupe passe par la totalit¢ de la section de masse
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viscérale, puis coupés a 5 um, et les coupes sont déposées sur une lame de microscope.
L’ensemble est laissé a sécher a 1’air pendant 24 heures au moins, avant de subir la coloration.
Afin d’obtenir une coloration contrastée des tissus reproducteurs, on utilise une coloration
hématoxyline-éosine (voir Tableau 2). Les tissus sont déparaffinés par des bains successifs de
xyléne, puis déshydratés dans 1’alcool avant d’étre plongés dans les colorants, et rincés par
des bains d’alcool, puis xyléne. Une goutte de résine soluble dans le xyléne est alors apposée
sur les tissus afin d’y placer une lamelle d’observation, I’évaporation du solvant assurant le
durcissement de la résine et la fixation de la lamelle. L’ensemble lame + tissus colorés +
lamelle est finalement laissé a sécher 48 heures sous hotte avant observation microscopique,

pour s’assurer de I’élimination compléte du xyléne.

Tableau 2 : Coloration des tissus pour 1’histologie

Bains de coloration Temps de balnéation (minutes)
Xyléne : 15

Xyléne : 15

Ethanol 100°: 15

Ethanol 100°: 15

Eau courante : 5
Hématoxyline : 1,5

Eau courante : 5

Eosine : 4.5

Ethanol 100°: 1

Ethanol 100°:
Ethanol 100°:
Xyléne ;
Xyléne ;

= A

I.1.c. Numérisation et mesure de l'occupation gonadique

Pour chaque individu, une coupe compléte de la masse viscérale est numérisée par un systéme
de caméra numérique connectée a un ordinateur et montée sur une loupe binoculaire. La
coupe doit étre la plus intégre possible, le grossissement, la mise au point de la loupe, et le
réglage des paramétres du logiciel d’acquisition sont ajustés afin que I’image présente la
meilleure définition possible. L’échelle n’a pas d’importance pour la mesure de I’occupation

gonadique.

La mesure de I’occupation gonadique est effectuée a I’aide du logiciel Imaq Vision Builder.

L’image en couleur est d’abord transformée en image en niveau de gris. Une sélection

72



automatique de I’ensemble de la surface de la masse viscérale puis des tissus gonadiques est
réalisée par contour manuel (Figure 19), la surface de 'image sélectionnée (correspondant a
une zone de gris homogene) étant réglée finement pour chaque image a 1’aide de 1’option
« Thresold » (seuils de sélection : seuil haut = noirs ; seuil bas = blancs) (Figure 19). Les
surfaces de la masse viscérale, et de la surface occupée par les tissus gonadiques en pixels
sont alors exportées vers Excel. La mesure de 1’occupation gonadique (OG) s’effectue en
faisant le rapport entre la surface gonadique (SG) de I’individu et la surface totale de la masse

viscérale (STMV), tel que :

OG=SG x 100/ STMV

Photo numérisée de |a Surface Totale de la Masse Surface Gonadique
masse viscérale colorée Viscerale

Figure 19 : Mesure de 1’occupation gonadique (pourcentage) d’un individu.

|.2. Caractérisation du genre sexuel

Le genre sexuel peut adopter 6 modalités : male, femelle, hermaphrodite simultané,
hermaphrodite asynchrone male puis femelle, hermaphrodite asynchrone femelle puis male,
ou indifférencié¢. La nuance entre hermaphrodisme simultané¢ et asynchrone peut sembler
ténue, ou difficile a apprécier a 1’observation microscopique, mais elle permet de tester
certaines hypotheéses biologiques (liées au déterminisme du sexe chez I’huitre) et est en cela

mformative.

Un hermaphrodite simultané est un individu qui développe simultanément des lignées
germinales males et femelles a un stade de maturit¢ comparable. Chez ces individus, le
développement des cellules de la lignées germinales a été « géographiquement » orienté vers
le genre soit male, soit femelle, selon 1’endroit ou il s’est déroulé. La proportion des cellules

de la lignée sexuelle des deux genres n’est pas forcément égale. Les deux lignées montrent
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des tissus gonadiques au méme stade de maturité attestant du développement simultané, et

ininterrompu jusqu’a la date du prélévement des tissus.

L’hermaphrodite asynchrone est un individu qui a initié sa saison de maturation selon un
premier genre sexuel, avant d’arréter ce premier épisode de maturation et d’en initier un
second sous le deuxiéme genre. On pourra apprécier I’importance relative du développement
des tissus des deux genres par la surface couverte respectivement par les tissus des 2 cohortes.
Les cellules germinales des deux cohortes ne sont 1a encore pas forcément présentes dans les
tissus en proportions égales et sont rarement au méme stade de maturité. En général, on note
des signes de régression des tissus gonadiques de la premiére cohorte par la présence de
lumiéres au centre des tubules gonadiques, qui présentent alors des gameétes ou des cellules de
la lignée germinales en cours d’atrésie. La seconde cohorte de maturation se développe de
facon centripéte dans le tubule, jusqu’a ce que des cellules gamétiques en cours de maturation
remplacent la premiére cohorte dégradée (Figure 20). On remarquera que la tendance a la
protandrie de I’hermaphrodisme de I’huitre ne détermine pas 1’ordre d’apparition des 2 sexes
en cas d’hermaphrodisme asynchrone: chez les hermaphrodites, le genre sexuel de la

premiére cohorte a s’étre développée au cours de la saison peut étre male ou femelle.

Les individus males et femelles sont les individus qui présentent strictement toutes leurs
cellules germinales dans un méme genre sexuel, depuis le stade primordial jusqu’au dernier

stade de développement atteint lors de 1’échantillonnage (voir également la Figure 4).

Les individus indifférenciés sexuellement sont des individus dont les tissus gonadiques ne
peuvent pas étre caractérisés par 1’observation microscopique comme appartenant a 1'un ou
I’autre des genres sexuels. Il s’agit d’individus stériles, ou d‘huitres en période dite de « repos
reproducteur » échantillonnées apres la régression des tissus gonadiques du précédent épisode

de reproduction et avant le développement de tissus reproducteurs du prochain.
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Figure 20 : Hermaphrodite asynchrone observé chez les huitres triploides, montrant des
spermatozoides matures, probablement en cours de résorption au centre des follicules (fleche
noire), alors qu’une seconde cohorte de cellules de la lignée germinale femelle est en cours de
maturation en périphérie de ces mémes follicules (fleche blanche).

|.3. Caractérisation des stades de maturation gonadique

L’appréciation de la dynamique de la maturation repose sur une échelle de principes exclusifs
mutuellement, adaptée des échelles de maturités présentées dans la littérature (Tableau 3)
(Mann, 1979 ; Lango-Reynoso et al., 2000). Précisément, les critéres de détermination
présentés dans la littérature renvoient implicitement au degré de maturité de I’ensemble des
tissus de la masse gonadique, alors que I’échelle que nous présentons ici caractérise le degré
de maturité d’une seule cohorte de cellules de la lignée germinale. L’utilisation d’une telle
échelle a été rendue nécessaire par la maturation gonadique trés hétérogeéne observée chez les
individus triploides qui présentent parfois simultanément plusieurs cohortes a des stades de
maturité différents les uns des autres. Pour les individus présentant plusieurs cohortes de
cellules germinales, la caractérisation de la maturation a alors consisté a attribuer un stade de

maturité pour chacune des cohortes développées.
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Tableau 3 : Description de 1’échelle de maturité¢ employée (début)

Le stade 0 : « repos sexuel » est le stade précoce de développement gonadique. Les tubules
gonadiques ne présentent pas d’activité mitotique visible, aucun genre sexuel ne peut étre
attribué aux cellules par I'observation microscopique seule.

Le stade 1 de « prolifération goniale » décrit I'extension des tubules gonadiques sous la
prolifération mitotiques des gonies. On peut alors attribuer un sexe a la cohorte de cellules de
la lignée germinale. On ne note pas encore a ce stade la présence de spermatozoides ou
d’ovocytes matures, mais les premiers cytes apparaissent au centre des tubules gonadiques
en fin de stade 1.

1 de maturation : a gauche femelle, a droite
male. La fleche pointe les tubules gonadiques, montrant des gonies en cours de multiplication.

F st & N

Le stade 2 décrit la phase de maturation proprement dite, soit 'ovogenése pour les lignées
femelles et la spermiogenése pour les méles. Le critére de détermination microscopique est
la présence simultanée de gonies en périphérie du tubule gonadique et d’'ovocytes ou de
spermatozoides matures en son centre. Les premiéres ont évidemment tendance a occuper
d’autant moins de place dans les tubules gonadiques que la gamétogenése est avancée.

P gl

NN il y Vo ;-. s, e, (4 Salve oih B Lo AR e
Photos histologiques de gonades d’'individus au stade 2 de maturité : & gauche femelle, a droite male.
La fléche pointe les jeunes cytes en cours de maturation.
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Tableau 3 : Description de 1’échelle de maturité employée (fin)

Le stade 3 caractérise des tissus gonadiques pleinement matures, souvent filants
prés du gonoducte et donc décondensés a cet endroit. Les cellules en cours de
maturations sont rares a ce stade, et les gamétes matures trés majoritaires occupent
alors la totalité des tubules. Le tissu conjonctif périphérique apparait extrémemnt
réduit.

Photos histologiques de gonades d’individus au stade 3 de maturité : & gauche femelle, a droite male.
La fleche pointe des ovocytes matures chez la femelle, des spermatozoides chez le male.

Le stade 4 est un stade de régression gonadique. Lors d’'un cycle de reproduction, il
intervient généralement aprés une émission gonadique et concerne I'atrésie et la
disparition des derniers gamétes non-émis ainsi que des tissus gonadiques résiduels.
Les tubules gonadiques post-ponte présentent une lumiére au centre des tubules qui
caractérise leur affaissement par la disparition des gamétes matures centraux. Les
cellules sexuelles restantes apparaissent parfois accompagnées d’hémocytes,
souvent dégradées (pourtour irrégulier), le cytoplasme trés sombre chez les
ovocytes.

b 1 : *
B,,‘. ..{ b 'i‘l,:‘ ‘
ﬁg\&; ”&:’.ﬁé@.ﬂ'% S ‘ .1 A Wt 12 S L

Photo histologique de gonade d’individus au stade 4 de maturité. La fleche pointe la lumiére sans le

tubule gonadique affaissé, et les cellules de la lignée germinale en cours de résorption en son centre.
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Il. Analyse de la ploidie par cytométrie en flux

La détermination de la ploidie des individus étudiés constituait une condition nécessaire a nos
expérimentations puisque les lots triploides étudiés comprenaient une majorité d’individus
triploides, mélangés avec des individus diploides et mosaiques. La ploidie moyenne des lots a
donc été systématiquement suivie au cours de I’élevage par cytométrie en flux. Dans les cas
ou le lot présentait une proportion d’individus non-triploides susceptible d’induire un biais
dans nos expérimentations, une mesure individuelle de la ploidie des huitres échantillonnées a
¢été réalisée. La technique utilisée ici pour la cytométrie consiste a mesurer la fluorescence
émise par une solution de noyaux libres colorés au DAPI (fluorochrome spécifique de ' ADN:
4, 6-Diaminido-2-phénylindol). Cette émission est proportionnelle a la quantit¢ de matériel
chromosomique contenue dans les noyaux cellulaires, et donc a la ploidie des individus
(Benfey and Solar, 1986). La disponibilit¢ d'une quantit¢ de tissu branchial suffisante
(contenant les 2000 noyaux nécessaires a l'analyse standardisée) constitue la principale
contrainte de la technique : si le prélévement peut étre réalisé sous anesthésie pour les adultes,

il est habituellement destructif pour des individus de petite taille.
1.1. Préparation des échantillons

La préparation des échantillons différe quelque peu selon 1'age des individus, mais les réactifs,
et la procédure d’analyse restent identiques. Les protocoles d’analyse ne sont pas publiés, ils

ont été mis au point pour les adultes par T. Sharbel et pour les larves par F. Cornette.

Echantillonnage chez les individus adultes

Environ 1 mm? de feuillet branchial est prélevé a l'aide d'une pince fine sur les individus
anesthésiés. On ajoute au prélévement 1 mL de tampon de lyse cellulaire (Tableau 4) auquel a
¢été ajouté le fluorochrome DAPI. La suspension de noyaux libres de cytoplasme est ensuite

filtrée sur maille de 30 pm et complétée par 1 mL de tampon d’extraction + DAPI.
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Echantillonnage chez les larves

100 larves en suspension dans 1’eau de mer sont prélevées, et déposées dans un éppendorf
pour microcentrifugation. Les larves concentrées au fond du tube sont récupérées a la
micropipette et broyées pendant une minute dans 0,5 mL du tampon d’extraction
d’ADN+DAPI, a I’aide d’un piston pellet. L’échantillon est ensuite filtré sur filtre Partec de
30 um, avant d’étre complété par 1,5 mL de Tampon + DAPI. Les échantillons ainsi préparés

sont mis a incuber une demi heure a 4°C et a 1'obscurité.

Préparation des téemoins externes et internes

150 puL de solution standard de microbilles (Size Standard, Coulter) sont introduits dans
chaque tube a analyse afin de servir de témoin interne. Un échantillon provenant d'un individu
diploide subit parallélement le méme traitement, et fournit un autre témoin lors du passage

dans le cytométre.

Tableau 4 : Solutions employées pour la cytométrie en flux

Tampon d'extraction pour la cytométrie en flux

Produit Pour 100mL de tampon Pour 1 litre de tampon
MgCl2>-6H20 0,107 g 1,07 g

NaCl 0,59 59

Tris (Trizmabase) 1,211g 12,11g
Solution DAPI 1 mL 10 mL
(Cstock = 0.2 mg/ mL) (Cfinale = 2 pg/mL)

Triton X100 0,1 mL soit 0,0939 g 10 mL s0it 0,939 g
H20 bi-distillée 100 mL 1000 mL

HCI AjusterlepHa7

Témoin interne:
14 mL de tampon d'extraction et une goutte de solution standard de billes.
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|1.2. Protocole d'analyse

Le cytométre est étalonné a I'aide d'une solution référence de 2 mL d'eau bi-distillée +
150 puL de solution standard de microbilles. Le gain est réglé afin d'obtenir un pic unique de
fluorescence a 300 nm, qui servira de référence lors de l'analyse des résultats, et qui
correspond également au pic de fluorescence du témoin interne par échantillon.
L’analyse en cytométrie en flux permet la caractérisation de la ploidie des cellules de
I’échantillon selon deux critéres: la quantit¢é moyenne d’acide nucléique par cellule
(estimateur du nombre de chromosomes), indiquée par le ratio de ploidie, et la variabilité de
celui-ci, donnée par le CV (Figure 21).
L'analyse en cytométrie traduit les données de fluorescence en effectif par classe de ploidie.
La population cellulaire globale est représentée par une gaussienne (ou plusieurs, s'il y a
plusieurs classes de ploidie différenciées) dont la médiane correspond a la ploidie moyenne de
'échantillon. Le CV, ou Coefficient de Variation, est un indicateur de la dispersion de la
ploidie de I'échantillon autour de cette valeur médiane: il est d'autant plus fort que la base du
pic est large. Le logiciel d'acquisition du cytomeétre (Partec) le calcule selon la formule
suivante: CV= 100 x (écart-type/ moyenne).
La valeur médiane du pic tend a se déplacer le long de I’axe des abscisses avec
I’échauffement de la lampe. Plutot que d’utiliser cette valeur brute dans les analyses, on lui
préférera le ratio entre la moyenne de fluorescence émise par les noyaux de I'échantillon et la
moyenne de la fluorescence émise par le témoin interne de microbilles, le rapport de ces
variables étant constant qu’elles que soient les conditions expérimentales. Cette grandeur,
appelée Ratio de Ploidie (RP), est proportionnelle a la quantité de matériel chromosomique
des cellules: les cellules diploides montrent ainsi un pic a 100 nm (ratio 0,3 par rapport au

témoin interne), et les triploides un pic a 150 nm (ratio 0,45).
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Figure 21: Graphiques des analyses en cytométrie en flux (élevages larvaires):

e 2l.a: Effectifs par classe de ploidie dans une population cellulaire diploide (larves du
croisement témoin, jour 11). La fléche noire pointe le pic diploide, la fléche blanche,
le témoin interne.

[ ]

21.b: Effectifs par classe de ploidie dans une population cellulaire aneuploide. La
fléche noire pointe le pic aneuploide, la fleche blanche, le témoin interne.
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Il Génotypage et assignation de parenté

L’approche « familles en mélange », présentée dans le Chapitre II des Résultats, a nécessité
de déterminer I’appartenance familliale d’huitres élevées en mélange de familles, par
génotypage a posteriori des individus échantillonnés et assignation de parenté. Il s’agissait
essentiellement de relier les données phénotypiques (collectées parallélement) a un degré
d’apparentement entre individus. La méthode employée ici consistait a établir le génotype de
I’individu pour plusieurs loci microsatellites, et a lui assigner le couple de parents le plus
probable connaissant les génotypes parentaux aux mémes loci. Les protocoles ont été établis

et présentés par N. Taris (Taris, 2005 ; Taris, 2006).

|11.1. Préparation des échantillons

Il.1.a. Extraction de 'ADN

Pour I’extraction d’ADN, environ 10 mg de feuillet branchial est prélevé chez un individu, et
conservé a —18°C dans I’éthanol a 70°. Les extractions d’ADN ont été réalisées avec un kit
d’extraction du commerce (Kit Proméga — Wizard DNA Clean Up).

Briévement, ’extraction commence par une phase de lyse cellulaire pendant laquelle le
fragment branchial est incubé (bain-marie 65°C, au moins 3 heures) dans 400 pL de tampon

CTAB + 10 uL de protéinase K a 10 mg/mL, et trés réguliérement vortexe.

Tampon d’extraction CTAB : 20 mL Tris-HCI 1 M pH 8.0 ; 16.36 g NaCl ; 8 mL EDTA0.5M ;4 g
CTAB ; gsp 200 mL eau bidistillée.

Les échantillons sont ensuite traités par 1’adjonction de 400 uL de chloroforme isoamylacool,
agités pendant 2 minutes, et centrifugés 5 minutes. Un volume de 200 uL du surnageant clair
contenant I’ADN est alors prélevé. 1 mL de résine thiocyanate est alors ajouté au surnageant,
la solution est homogénéisée par pipettage-refoulage et filtrée sur les colonnes d’extraction.
L’ADN est retenu sur la colonne, la résine et le surnageant sont jetés. Les colonnes sont
ensuite rincée a 1’isopropanol 80 % et centrifugées 2 minutes. Elles sont finalement placées

sur un éppendorf neuf, et rincées avec 50 uLL de tampon TE, préalablement chauffé a 65°C.
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lll.1.b.  Dosage par spectrophotométrie et ajustement des

concentrations pour I'amplification

La concentration d’ADN (proportionnelle a la densité optique) et la pureté¢ de 1’extrait
(correspondant au rapport de I’absorbance lumineuse 260/280) renseignent sur la qualité de
I’extraction. Le témoin (« blanc ») est constitué de 100uL de TE, et les échantillons sont
dilués au 5/100 (5 uL d’échantillon pour 95 pL de TE). Les concentrations d’ADN
couramment obtenues apreés extraction varient entre 200 et 1200 pg/mL, avec un rapport
260/280 compris entre 1,65 et 1,80. Une dilution est alors requise pour ramener la
concentration entre 5 et 10 pg/mL d’ADN (valeurs hautes’ pour la lecture sur le séquenceur)
avant ’amplification en PCR, et les échantillons sont déposés sur plaque 96 puits et conservés

a—18°C.
I11.2. Protocole de PCR

L’amplification des microsatellites s’effectue par PCR en multiplex, c’est-a-dire que
différents microsatellites sont amplifiés simultanément, et marqués chacun par un
fluorochrome donné. On réalise donc une seule PCR par individu, pour une amplification de 3
microsatellites. Pour I’amplification en multiplex, un kit pour PCR multiplex du commerce
(QIAGEN Multiplex PCR kit) a été utilisé. La formule du Mix de réactif employé est donnée
dans le Tableau 5, la programmation du thermocycleur est présentée en Figure 22. Les
microsatellites employés, la composition de multiplexes employés et la séquence des amorces
est présentée en page suivante (Figure 23). Les 3 multiplex employés sont :

Multiplex 1: Cg108, Cg49 (Magoulas et al., 1998), L10 (Huvet et al., 2000),

Multiplex 2: ucdCg148, ucdCg129, ucdCgl177 (Li et al., 2003),

Multiplex 3: ucdCgl166, ucdCg198, ucdCg200 (Li et al., 2003).

7 Selon la qualité de I’extraction, les concentrations optimales pour la lecture du génotype individuel varient trés
fortement. Le passage au séquenceur de quelques échantillons choisis sur la plaque de dép6t permet d’ajuster les
concentrations avant I’amplification par PCR d’un grand nombre d’individus (et I’utilisation d’un gros volume
de réactifs onéreux).
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Tableau 5 : Mix de réactifs pour PCR

Réactif Volume par échantillon
Master Mix 5puL

SolQ 1uL

H2O bidistillée 2 uL

ADN 1L

Mix amorces microsatellites 1L

[12.5uM]

total ; 10 uL finaux par puit

Remarque : Les volumes sont volontairement divisés par 5 par rapport au protocole proposé
par Qiagen©, sans que cela ne réduise la qualité de I’amplification.

ol - — —
)
o

94°C selon 72°C 60°

95°C multiplex
15mn | 30s 1mn30s 1mn30s 30mn o0
30 Cycles -----------=----

Figure 22 : Programmation du thermocycleur

Multiplex 1

Locus T°lig. Sens Amorces utilisées Fluorochréme

CG49 55°C F CATCAGGGGTAAATTAAAGTAAGC Ned

R CCACAGACGATTTCATATATCCTG

CG 108 F ATATGTAATGATTACGAAACT Fam
R GTATGAGATTTGGTTCCACC

L 10 F GGTCAATTCAAAGTCAATTTCCC Hex
R CATGTTTTCCCTTGACTGATCC

Multiplex 2

Locus T°lig. Sens Amorces utilisées Fluorochréme

CG 166 58°C F CATCGGAACTAAATCGGGTAA Fam
R TTCCTTTGTGCTGTCTTACAGG

CG 198 F GAAAGACACGACCGGAGAGA Hex
R CTGATGATGTCCCACACCTG

CG 200 F AAAGTTGCTTTGCTGTCGTC Ned

R CGCTAACGTGCTTCATTCAA

Figure 23 : Constitution des multiplex et séquences des amorces (début).
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Multiplex 3

Locus T°lig. Sens Amorces utilisées Fluorochréme
CG129 57°C F CGAATTTTTCGGACATCGTT Ned
R GTGGTATGCCTGCATCATGT
CG 148 F TGTTGGTTGGTTGGTAGGTTG Fam
R TGTCAAACGTCGAGAATTGG
CG 177 F GCTTCCGGGAATTAAACCAT Hex
R TCAAGAAAAAGTCGACGGGTA

Figure 23 : constitution des multiplex et séquences des amorces (fin).
11.3. Génotypage

Avant le passage au séquenceur, 1 uL du produit d’amplification est déposé sur plaque de 96
puits et dénaturé dans 9 pL de Formamide. Un marqueur de taille (Genscan ROX, Applied
biosystem) est ajouté (0,3 uL). La dénaturation s’effectue pendant 5 minutes a 95°C, et les
¢chantillons sont ensuite brutalement refroidis pour éviter la ligation. Le séquenceur utilisé ici
est un séquenceur a capillaires (16 capillaires de 36 cm) de type ABI Prism 3100 (Applied
biosystem). Les échantillons subissent une électrophorése sur polymére avant de passer
individuellement devant la cellule. Pour chaque échantillon, un électrophorégramme montrant
les différents pics correspondants aux alleles de tailles différentes, est obtenu avec le logiciel
d’acquisition Genemapper (Applied biosystem) (Figure 24). Le génotype de chaque individu
est lu manuellement, et reporté sous forme de base de donnée Excel. Les options de
reconnaissance automatiques des tailles alléliques (« bin panel ») offertes par le logiciel n’ont
pas été utilisées ici car elles généraient un nombre d’erreurs €levé qui rendait nécessaire une

relecture « manuelle » des électrophorégrammes.
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Figure 24 : Exemple d’électrophorégramme chez un individu diploide, multiplex 1. Les
médianes des pics majoritaires correspondent aux tailles des alléles. Les alléles d’'un méme
microsatellite (marqués avec le méme fluorochréme) apparaissent de la méme couleur.

|1l.4. Assignation de parenté

lll.4.a.  Sélection des géniteurs

La méthode d’assignation de parenté utilisée consiste en une estimation de la distance
génétique entre les génotypes multiloci des géniteurs, et celui du descendant considéré.
Briévement, les modeles assignent a un descendant donné la paire de géniteur la plus probable
et un géniteur est d’autant plus probable qu’il posseéde des alléles d’une taille proche de celles
du descendant considéré, au locus considéré. Afin d’améliorer la puissance d’assignation,
nous avons utilisé comme géniteurs un lot d’huitres issues de captage naturel afin de
maximiser sa diversité génétique. Les individus ont été biopsés, génotypés, et nous avons
choisi pour le croisement des géniteurs 1) présentant la plus forte hétérozygotie possible pour
les microsatellites au Multiplex 1, 2) présentant les tailles alléliques les plus différentes
possibles, suivant en cela les conseils dispensés dans les études précédentes (Taris, 2005). La
méme procédure a été appliquée pour la sélection des géniteurs tétraploides. Les génotypes

des géniteurs sélectionnés sont présentés dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Génotypes des géniteurs choisis pour les loci microsatellites utilisés (début).

CG 108 L10 CG 49
Allele1  Alléle2  Alléle3  Allele4  Allele1  Alléle2  Alléle3  Alléle4  Allele1  Allele2  Alléle3  Alléle 4

Male 2n 1 119 144 152 152 142 157
Male 2n 2 129 131 137 131 155 135
Male 2n 3 125 145 154 154 130 157
Male 2n 4 143 181 137 184 129 159
Male 2n 5 140 157 152 165 130 144
Male 2n 6 128 138 133 135 178 186
Male 2n 7 124 136 125 135 128 148
Male 2n 8 133 130 123 125 130 136
Male 2n 9 145 145 160 202 128 161

Male 2n 10 127 127 127 185 165 144

Male 2n 11 125 134 127 185 144 165

Male 2n 12 129 140 127 143 157 159

Male 2n 13 125 136 135 154 175 177

Male 2n 14 122 148 151 167 132 138

Male 2n 15 152 162 131 131 144 157

Male 2n 16 136 150 167 177 146 151

Femelle 2n 1 104 145 156 167 130 147

Femelle 2n 2 134 138 112 180 148 161

Femelle 2n 3 134 140 141 163 143 157

Femelle 2n 4 123 145 151 154 130 136

Femelle 2n 5 116 138 146 165 146 159

Femelle 2n 6 119 140 117 171 130 146
Male 4n 1 120 132 133 165 115 123 154 147 151 196
Male 4n 2 133 148 156 165 123 137 156 132 144 151
Male 4n 3 133 142 148 165 123 154 156 147 151 167
Male 4n 4 132 143 148 165 115 137 156 147 151 167
Male 4n 5 120 132 133 142 115 125 156 173 132 147 151
Male 4n 6 133 142 148 115 125 156 147 196
Male 4n 7 116 132 133 148 123 137 156 147 151
Male 4n 8 120 133 165 123 137 154 156 132 139 151
Male 4n 9 120 133 148 125 154 156 132 147 196
Male 4n 10 120 133 142 148 123 154 156 144 151 196
Male 4n 11 133 148 156 115 125 154 156 147 132 196
Male 4n 12 122 143 148 156 139 154 156 134 151 196
Male 4n 13 133 142 165 123 125 137 154 132 151 196
Male 4n 14 142 148 156 115 137 154 132 139 151
Male 4n 15 132 133 148 165 115 123 125 132 147 151 196
Male 4n 16 133 142 156 123 154 156 132 147 151
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Tableau 6 : Génotypes des géniteurs choisis pour les loci microsatellites utilisés (fin).

CG 148 CG 177 CG 129
Alléle 1 Allele2  Alléle3  Alléle4  Allele1  Alléle2  Alléle3  Allele4  Alléle1  Alléle2  Allele3  Alléle 4

Male 4n 1 226 230 232 228 236 283 233 254 261

Male 4n 2 225 225 230 228 239 266 283 233 259 261

Male 4n 3 226 230 232 257 260 266 244 259 261

Male 4n 4 225 226 230 239 257 266 233 244 261

Male 4n 5 209 224 226 237 228 236 257 266 244 261

Male 4n 6 232 237 243 228 239 266 283 244 262

Male 4n 7 224 225 230 237 228 239 260 266 217 233 244 259
Male 4n 8 209 225 226 228 283 233 251 254 259
Male 4n 9 226 230 232 243 228 237 239 260 259 261

Male 4n 10 225 226 230 232 228 257 283 217 233 253

Male 4n 11 25 230 232 228 239 257 283 217 233 244 261
Male 4n 12 225 243 228 260 283 233 253 259 261
Male 4n 13 224 225 230 232 228 257 266 283 217 233 261

Male 4n 14 210 225 226 228 260 266 283 217 259 261

Male 4n 15 210 226 230 232 228 236 283 246 261

Male 4n 16 225 226 232 228 239 233 259 261

CG 166 CG 198 CG 200
Alléle 1 Allele2  Alléle3  Alléle4  Allele1  Alléle2  Alléle3  Allele4  Alléle1  Alléle2  Allele3  Alléle 4

Male 4n 1 229 237 246 249 252 245 262 265

Male 4n 2 213 239 246 252 254 262 265

Male 4n 3 213 219 233 239 252 245 254

Male 4n 4 213 219 233 239 246 245 254 265

Male 4n 5 213 239 246 245 251 265

Male 4n 6 213 229 233 239 245 254 265

Male 4n 7 213 219 239 246 252 254 265

Male 4n 8 237 239 246 252 245 262

Male 4n 9 210 217 237 239 249 252 254 256 265

Male 4n 10 213 229 237 239 245 251 254 262
Male 4n 11 213 219 237 233 239 246 245 254 265

Male 4n 12 237 239 246 252 245 262

Male 4n 13 213 219 233 239 246 245 251

Male 4n 14 219 237 239 246 245 254

Male 4n 15 213 219 237 233 239 246 245 251 254

Male 4n 16 210 237 230 239 246 245 254
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lll.4.b.  Assignation parentale pour les individus diploides

Chez les individus diploides, les géniteurs et les descendants ont été génotypés pour les 3
microsatellites (CG 108, CG 49, L10) du premier multiplex (Figure 23). L’assignation de
parenté a été effectuée a 1’aide du logiciel PAPA (« Package for the Analysis of Parental
Allocation », Duchesne et al., 2002). Le logiciel PAPA est un programme d’allocation
parentale et de simulation, basé¢ sur une méthode de test de la vraisemblance qu’un couple de
parents produise le génotype lu chez le descendant a plusieurs loci. Le niveau d’erreur et leur
structure de transmission a la descendance est également ajustable. Dans la mesure ou certains
des microsatellites utilisés lors de cette étude montraient des tailles impaires, et des répétitions
de motifs trinucléotides, une transformation des tailles alléliques lues a été effectuée afin de
satisfaire aux conditions de codage imposées par PAPA. Les données lues ont été ainsi été

réduite a I’arrondi inférieur et multipliée par deux.
lll.4.c.  Assignation parentale pour les individus triploides

Aucun des logiciels cités dans la littérature n’est adapté a ma connaissance a I’assignation de
parenté chez les individus triploides, et il n’existe que peu de modéeles théoriques publiés
intégrant les contraintes liées a la polyploidie pour le calcul des distances génétiques a 1’aide
de marqueurs codominants (Bruvo et al., 2004, Esselink et al., 2004). L’application de ces
mode¢les a notre travail aurait nécessité un fastidieux travail d’adaptation et de programmation
informatique. L’assignation chez les huitres triploides a donc été réalisée en grande partie
manuellement par reconnaissance des alléles parentaux dans les génotypes de la descendance,
en s’inspirant des méthodes de calcul utilisées par les logiciels pour 1’assignation de la paire
de parents la plus probable (Herbinger et al., 1997 ; van de Casteele et al., 2001). Chez les
triploides issus d’induction chimique, la femelle contribue deux fois au génome de la
descendance et les génotypes triploides lus dans la descendance pour un locus donné
présentent donc deux alléles maternels. Le génotype triploide des descendants a donc été
«diploidisé » en retirant arbitrairement 1'un des alléles maternels identifiés lors de
I’assignation maternelle, et le génotype diploide obtenu a pu étre codé pour PAPA afin de
vérifier I’allocation maternelle et d’automatiser 1’allocation paternelle.

Pour les triploides issus du croisement 2n x 4n, les 3 multiplex ont ét¢ employés afin de

disposer d’un pouvoir d’assignation maximum, et les génotypes a 9 loci établis ont
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effectivement permis d’assigner manuellement les femelles. L’assignation des males
tétraploides n’a pas été permise du fait du grand nombre d’alléles communs et de la
contribution double au génome de la descendance qui se combinaient pour générer des

combinaisons redondantes.
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Résultats
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Chapitre .

Etude de l'effort reproducteur et de la croissance chez Crassostrea
gigas : comparaison d’huitres diploides et triploides issues d’induction
chimique, ou du croisement 4n x 2n et cultivées en conditions
d’élevage intensif

Reproductive effort and growth in Crassostrea gigas : comparison of
intensively reared 5-month-old diploid and triploid oysters issued from
natural crosses or chemical induction

En collaboration avec Bruno Ernande, Joél Haure, Helen McCombie et Pierre Boudry

Article accepté dans Aquatic Biology le 11 octobre 2009.
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Résumé

L’effort de reproduction et la croissance ont été¢ étudiés pour trois groupes d’huitres creuses
Crassostrea gigas : un premier lot diploide et deux lots triploides obtenus par induction
chimique lors de la fécondation (« 3nCB »), ou par croisement entre un parent tétraploide et
un parent diploide (« 3nDT »). Les huitres ont été élevées en conditions d’élevage intensif en
nurserie et échantillonnées a 1’age de 5 mois. L’effort de reproduction a été estimé par mesure
de I’occupation gonadique, et le stade de maturité gonadique a été déterminé par examen
microscopique. La comparaison du développement gonadique a montré un effort de
reproduction réduit chez les deux groupes de triploides, comparativement aux huitres
diploides. L’effort de reproduction mesuré chez ces deux groupes d’individus était supérieur
aux estimations précédentes publiées, avec une occupation gonadique moyenne de 47 % de
celle des huitres diploides a la date d’échantillonnage. Les corrélations significatives
observées entre le genre sexuel et la croissance dans les 3 groupes, et entre le genre sexuel et
I’occupation gonadique chez les huitres diploides suggérent I’existence d’un lien entre le
déterminisme du sexe et les traits liés a 1’acquisition énergétique chez C. gigas.

Mots clés : Crassostrea gigas, gamétogenese, huitre, triploidie.

Abstract

Early reproductive effort and growth were studied in three groups of Pacific oysters
Crassostrea gigas: one diploid, and two triploid groups resulting from either chemical
induction (‘3nCB’) or crosses between tetraploid and diploid parents (‘3nDT’). Oysters were
reared under intensive nursery conditions and sampled when five months old. Reproductive
effort was estimated by cross-sectional area measurements of the visceral mass, and
maturation stage was assessed by qualitative histology. As expected, comparison of the
reproductive patterns of these three groups revealed a lower reproductive effort in triploid
individuals relative to diploid ones. However, reproductive effort in triploid oysters was
higher than expected in both 3nCB and 3nDT groups, as the gonadic occupation was 47 % of
that in diploids at the sampling date. A significant relationship was observed between gender
and body mass within each group and for gonadic occupation in the diploid group, suggesting
that there is a link between sex and fitness-related traits in C. gigas.

Keywords: Crassostrea gigas; gametogenesis; oyster; triploidy.
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|. Introduction

Polyploidization, the acquisition of more than two sets of chromosomes, is recognized as a
significant factor in the evolution of eukaryotes (Otto & Whitton 2000). Polyploidy impacts
genotype and phenotype at different levels (Comai 2005). In the long term, additional
chromosome sets provide opportunities for genome evolution, such as neofunctionalization
and silencing, as well as organizational modifications such as inter-genomic chromosomal
exchanges or saltational re-organization (see Wendell 2000 for review). Polyploidization also
induces direct changes by perturbing cellular architecture, as increasing the DNA content of a
cell usually increases its volume (Melaragno et al. 1993). The augmentation of genetic
material and gene copies obviously has implications that change heterozygosity and lead to
additive (Johnson et al. 2007) and non-additive (Auger et al. 2005) effects on gene expression
and resulting phenotypic traits, probably due to disruptions of regulatory pathways and
epigenetic instability (Auger et al. 2005). By these means, polyploidy has played an important
role in plant evolution (Soltis & Soltis 1999, Otto & Whitton 2000, Paterson 2005), though it
appears to have occurred more rarely in animal evolution (Orr 1990, but see Mable 2004).
Triploidy is a special case of ploidy status because its genomic imbalance leads to very low
fertility, such that it is often associated with “sterility”” and has been proposed as a method to
confine non-native cultivated species (Hulata 2001) or reduce the impact of escapes (Piferrer
et al. 2007). In fact, triploidy does not always result in an evolutionary dead-end, especially
when accompanied by clonal reproduction as in some plants. Chromosome doubling at
meiosis may restore fertility and promote the fixation of fully fertile autotetraploid individuals
(Husband 2004).

Economically beneficial characteristics of polyploidy have led triploidy to be used in a wide
range of farmed plants and aquatic animals to improve their production, and notably in
bivalve molluscs (Beaumont & Fairbrother 1991, Nell 2002), where artificial induction is
made possible by characteristics of meiosis timing in their female gametes. Methods
inhibiting polar body expulsion using cytochalasin B or 6-DMAP (Gérard et al. 1999) were
developed for triploid induction first of all and allowed diploid-triploid comparisons to be
made (e.g., for oysters, see Allen & Downing 1986, Kesarcody-Watson et al. 2001a, Mallia et
al. 2006, for mussels, see Brake et al., 2004, for clams see Guo & Allen 1994c, for scallops
see Taberini 1984, Allen et al. 1986, Racotta et al. 2008). More recently the production of
tetraploid oysters (Guo & Allen 1994b, Eudeline et al. 2000, McCombie et al. 2005a) has led
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to a large increase in the aquaculture of triploid oysters produced by mating tetraploid with
diploid parents (Guo et al. 1996b). Although the relative performances of diploids and
triploids vary according to environmental conditions (Shpigel et al. 1992), triploid oysters
often show faster growth (e.g. Allen & Downing 1986, Nell & Perkins 2005), better survival
(Boudry et al. 2008), and a strong - but variable - diminution of gonad development when
compared with their diploid counterparts (Allen & Downing 1990, Annexe I de cette thése)
(for a review of various enhancements of oyster yield offered by triploidization, see Nell
2002). The effect of triploidy on reproductive effort is of particular interest because it leads to
a more constant flesh quality through the year, whereas gametogenesis strongly reduces the
marketability of diploid oysters during their reproductive period (Allen & Downing 1990).
Interestingly, the availability of tetraploid oysters has also offered new perspectives in terms
of (1) selective breeding strategies (McCombie et al. 2005ab) and (2) comparison between
triploid individuals obtained by different methods (Eudeline 2004).

Their minimal reproductive effort means that triploid individuals are considered as
worthwhile models for ecophysiological investigations (Hoonkoop 2003), as well as
ecotoxicological (Amiard et al. 2005, Marie et al. 2006) or immunological (Gagnaire et al.
2006) studies. This is notably the case in the Pacific oyster, Crassostrea gigas, a species in
which reproduction strongly influences the annual energy budget (Deslous-Paoli & Héral

1988; Pouvreau et al. 2006).

But despite the advantages they offer, triploid Pacific oysters are in fact only partially sterile
(Allen & Downing 1990, Normand et al. 2008). Their allocation to reproduction is not low
enough to consider them as non-reproductive (i.e. “zero gametogenesis controls”) and may be
detrimental to their saleability for human consumption and risky for their use in genetic
confinement. Numerous hypotheses have been suggested to explain the difference in growth
and survival between diploid and triploid bivalves, including polyploid gigantism (Guo &
Allen 1994c¢), heterozygosity (Stanley et al. 1984, Hawkins et al. 2000), gene dosage (Zouros
et al. 1996) and, of course, “sterility” (Allen & Downing 1986) which would allow energy re-
allocation from gonadic development to somatic growth. However, probably due to the
relative technical difficulty of quantifying reproductive allocation in oysters, this factor has
seldom been recorded when comparing growth performance between diploid and triploid
oysters (e.g. Garnier-Géré et al. 2002). Moreover, classical methods employed to measure
gametogenesis in diploids tend to underestimate the amount of energy devoted to

reproduction in triploids, due to intrinsic characteristics of these individuals like retardation of
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gametogenesis and incomplete maturation of germ cells (Normand et al. 2008). Finally,
resource allocation-based life history traits such as growth, survival and reproduction are
correlated in Crassostrea gigas (Ernande 2001), and triploidy affects most if not all of these
traits, making comparisons between diploid and triploid individuals for any one of these traits
difficult to interpret. As a result, despite the large number of studies dedicated to the
characterization of the physiological performances of triploid Pacific oysters, some basic
knowledge concerning the quantification of their energetic allocation to reproduction, sex

determinism, and the relation between growth and reproduction is still lacking.

In the present study, reproduction and growth were compared between diploid and two
different types of triploid oyster, using five-month-old oysters reared in intensive nursery
conditions. These triploids were produced either by polar body II (PBII) retention or by
crossing diploid females and tetraploid males. An examination of these different types of
triploid oysters was judged necessary because of their fundamental differences, which could
influence their growth and reproductive characteristics, e.g. chemical induction by PB
inhibition leads to triploidy from the addition of two chromosome sets from the mother and
one from the father, while the progeny of a diploid x tetraploid cross will have one set from
the mother and two from the father. The use of triploid individuals from PB retention is a
practical manner by which to compare performances of diploids and triploids from the same
breeders (i.e. avoiding potential effects due to genetic determinism rather than an effect of
triploidy on the phenotypic traits studied), but the physiology of chemically induced triploid
oysters may although be disturbed by chemical treatment independently from triploidy
(Goulletquer et al., 1996). Chemical production of triploid oysters has declined in the last
decade, with the growing use of tetraploid genitors and public unpopularity of the use of
chemicals on foodstuffs (Guo & Allen 1994b). Diploid x tetraploid crosses also provide
higher yields of triploid oysters, which has led to an overall expansion of triploid oysters in

the shellfish industry and thus in the environment.

We focused on young individuals so as to minimize potential bias from the expected
differential energy storage dynamics between diploid and triploid oysters. Reproduction was
assessed using qualitative and semi-quantitative histological measures, and growth was
evaluated by the weight of individuals at the end of the experiment (at 5 months of age). Our
aim was to quantify the reproductive difference between individuals of the three groups in

relation with their sex and body weight.
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Il. Material and methods

1.1. Production of the biological material and rearing
conditions

In April 2006, following a maturation period under standard conditions (Fabioux et al. 2005)
in the Ifremer experimental hatchery (La Tremblade, Charente Maritime, France), 12 diploid
female oysters, 16 diploid males and 16 tetraploid males were randomly chosen to be crossed
to produce three groups of individuals for study. Genitors were strip-spawned individually
and concentrations of gametes estimated using Thoma or Malassez slides coupled to an image
processing system (Samba Technologies, Marcoussis, France). This procedure allowed us to
balance the gametic contribution between genitors.

Oocytes from each of the 12 females were then divided in two pools and fertilized at a ratio of
100 spermatozoa per oocyte by pooled sperm of either the 16 tetraploid or the 16 diploid
males. The crosses with tetraploid males produced a first triploid group (named ‘3nDT’ as in
Wang et al. 1999). Embryos resulting from crosses with diploid males were subsequently
divided in two groups of equal size. One was treated with cytochalasin B to induce the
retention of the 2nd polar body, thus producing a second triploid group by chemical induction
(named ‘3nCB’ as in Wang et al. 1999) following the method described in (Gérard et al.
1999), while the other was allowed to develop normally and produced a diploid group (2n).
The 2n and 3nCB groups were thus bred from exactly the same genitors, and the 3nDT group
from the same females but different (tetraploid) males. This crossing design allowed us to
minimize genetic differences between triploid individuals and diploid controls by using the
same breeders as much as possible to produce the three groups.

Embryos from different females and groups were reared separately in 36 30-litre larval
rearing tanks until day 2 post-fertilization when we selected the progenies of the 6 females
presenting the highest triploidization success in the 3nCB group. Progenies from these same 6
females were then also chosen in the other groups (2n and 3nDT). Within each group, the
progenies of these 6 females were then mixed together and the pooled progenies reared in 3
150-litre tanks until metamorphosis and settlement. Larval rearing and settlement procedure
were conducted as described by Ernande et al. (2003). The newly settled spat were grown in a

micronursery for one month up to 2 mm length and were then transferred to the Ifremer
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experimental nursery in Bouin (Vendée, France) where they were reared in 50-cm diameter
mesh-bottomed tubs in a single concrete tank with a seawater upwelling system (Bacher &
Baud 1992). Skeletonema costatum was fed to oysters ad libidum (0.5 10° cells/L). Survival
was monitored over the whole rearing period. Finally, 320 randomly chosen 5-month-old

oysters were sampled from each group.
11.2. Triploidy determination

Induction success was verified by flow cytometry using DAPI staining of the total DNA
content of the nucleus (Chaiton & Allen 1985, in Nell 2002). In two-day old larvae, ploidy
verification tests were performed on pools of 100 individuals (estimated after counting on a
squared slide), whereas analyses were performed individually for spat. Ploidy level was
checked twice during the rearing period and a final time on the sampling day, by testing more

than 100 randomly chosen individuals each time.
11.3. Body mass

Soft flesh weight of all the individuals sampled for this study was weighed to 0.01 g

precision. Flesh was superficially dried by swabbing with soft absorbent paper.

11.4. Histology

Qualitative and quantitative measures of reproductive effort were acquired following the
method described in Enriquez-Diaz (2004). Briefly, the whole visceral mass of each oyster
was separated from peripheral tissues (i.e. mainly the gills, mantle and adductor muscle),
individually labelled, and fixed in Davidson’s fluid. A transverse cross section was then
realized precisely through the middle of the visceral mass, dehydrated in an ascending alcohol
series, wax embedded, sliced at 5 pm, and put on a standard histological slide. The resulting

slides were finally coloured using hematoxilin-eosin solutions.
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11.5. Qualitative analysis of reproductive stage

Reproductive stage was determined following a qualitative classification (5 stages: 0 to 4)
adapted from Mann (1979) and Lango-Reynoso (1999) (Table 7). For triploid asynchronous
hermaphrodites that presented several cohorts of germ cells, 2 different cases were met:

- One gender was clearly dominant and exhibited maturing germ cells, whereas the
cohort of germ cells of the opposite gender was marginal and often atretic. In this case
the reproductive stage was then determined for the dominant cohort only.

- Cohorts of male or female germ cells seemed to be maturing simultaneously, therefore
indicating a case of apparently “true” hermaphroditism. As this condition was very
seldom found during our study (3 out of 898 individuals determined for sex), we
decided to exclude these individuals from the dataset to simplify the analyses.

The slides were first examined for gender determination and classification of reproductive
stages. Depending on the presence or absence or male and/or female germline cells,
individuals were classified as either male, female, hermaphrodite (asynchronous) or sexually

undifferentiated.

Table 7: Classification of reproductive stages based on Mann (1979) and Lango-Reynoso

(1999).

Stage Histological description

0 (resting stage) No trace of sexual development; follicles are non-existent or elongated and
consist of undifferentiated germinal epithelium.

1 (early growth stage) Follicles are small and isolated with numerous spermatogonia or oogonia.

2 (late growth stage) Follicles are actively developing with primary gametocytes and some free
(secondary) spermatozoa and oocytes.

3 (mature) Near ripe or ripe follicles, densely packed with maturing gametes; presence of
mature gametes.

4 (spawning and Follicles distended, numerous gametes remain.

reabsorbtion stages)

11.6. Quantitative analysis of reproductive effort

As the second step of our evaluation of reproduction, the slides were scanned with a digital
camera attached to a microscope and treated using image analysis software (Imaq Vision
Builder, National Instruments Corp.). Reproductive effort was estimated by gonadic
occupation (GO), measured as the ratio between the gonad area (GA) and the whole visceral

mass area (WVMA) following the relationship presented in Enriquez-Diaz (2004) as:
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GO (%) = GA x 100/ WVMA

11.7. Statistical analysis

The effects of the ploidy level (2n vs. 3n) and of the triploidy induction method (3nDT vs.
3nCB) on the frequencies of sex classes and maturity stages were analysed using generalized
linear models (proc GENMOD with contrast statement, SAS), considering the induction
method effect as nested within the ploidy effect (Littel et al. 2002). The comparison between
groups for gender classes or maturity stages was realized using model adjustments for
multinomial distributions, whereas class by class comparisons were performed considering
binomial distributions.

Linear models (proc GLM, SAS) were also used to analyze normally distributed data on
reproductive effort (log(GO+1)) and final soft flesh weight (FW) (Littel et al. 2002). In both
cases, differences between ploidy groups and sexual dimorphisms were tested by between-
group analysis of variances with the experimental group, gender, and their interaction as fixed
effects (Littel et al. 2002). To further investigate sexual dimorphism, we then performed
ANOVAs (proc GLM, SAS) with a gender effect within each ploidy group. Significance
levels of the differences between different factor levels (ploidy group and gender) from the
ANOVAs were tested by pair using the LSmeans option (proc GLM, SAS) (Littel et al. 2002).
The sexually undifferentiated individuals were excluded from this particular analysis as they

could not be classed as belonging to any gender class.

We intentionally decided to avoid using fresh mass as an explanatory covariate for

reproductive effort because this trait integrates the gonadic as well as the somatic weight.
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lll. Results

1.1. Proportion of triploid individuals in the two triploid

groups

Across the 12 parental females used in our crossing scheme, cytochalasin B induction led to
40 to 100 % triploidy depending on half-sib family. We selected and mixed together the 6
best female progenies, in which triploidy induction was higher than 95%, to make the 3nCB
group. At the spat stage (5 month after fertilization), triploidy rate in the 3nCB (n = 110) and
3nDT (n =115) groups was 95.5 and 97.4 % respectively. The remaining oysters consisted of
3.6 and 1.7 % diploids in the 3nCB and 3nDT group respectively. Additionally, one mosaic

individual was observed in each of these groups.
11.2. Sexual maturity

The classification of individuals by their reproductive stage (Table 7) showed a highly
significant difference in the frequency distribution of individuals across different stages
between diploid and triploid oysters (2n vs. 3n for all reproductive stages: ¥*> = 260.8, Py* <
0.0001; Table 8). Between the two groups of triploid oysters, the difference was more limited
but significant (3nCB vs. 3nDT for all reproductive stages: ¥*> = 4.7, Py*> = 0.03; Table 8).
More precisely, triploids seemed to present a relative delay in their gonadogenesis dynamics
compared to diploids (Table 8). Indeed, a few individuals of the triploid groups showed no
development of gonadic tissues at all (stage 0: 7.1 % and 2.4 % for group 3nCB and 3nDT
respectively) whereas all diploid individuals had initiated gonadic maturation (stage 0: 0 %).
By 5 months of intensive rearing, most of the oysters of the triploid groups were at precocious
stages of gonadic development and frequencies of individuals at stages 1 and 2 were
significantly superior to than in the corresponding diploid sample (2n vs. 3n: stage 1, ¥* =
15.88, P> < 0.0001 and stage 2, y>* = 237.43, P> < 0.0001) (Table 8). In contrast, diploid spat
was mainly reproductively mature, with 80.9 % of individuals at stage 3. Only a few
individuals from the triploid groups (4.2 % for the 3nCB group and only 0.4 % — one

individual — for the 3nDT group) achieved complete maturation of their gonadic tissues (2n
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vs. 3n: stage 3, ¥ = 111.27, Py> > 0.001) (Table 8). There was little apparent difference
between the 3nCB and 3nDT groups, except for the occurrence of stage 2, which was clearly

higher in the 3nDT group (3nCB vs. 3nDT: stage 2, > = 15.19, P¥*> <0.0001) (Table 8).

Table 8: ¥ tests performed on maturity stages and gender classes

Groups
2n 3nCB 3anDT 2nvs. 3n 3nCB vs. 3nDT
N N N Chi? contrast Chi? contrast
(%) (%) (%) (p value) (p value)
Stage 0 0 17 6 5.59
) (7.1) (2.4) p=0.01
Stage 1 2 35 22 15.88 4,09
.7 (14.6) 8.7 (p < 0.0001) (0.04)
Stage 2 52 178 223 237.43 15.19
(18.4) (74.2) (88.1) (p < 0.0001 (p <0.0001)
Stage 3 229 10 1 111.27 517
(80.9) 42 (0.4) (p < 0.0001) (0.02)
Stage 4 0 0 1
©) ©) 04)
For all stages 283 240 253 260.7 4.7
(p < 0.0001) (p=0.03)
Males 234 180 182 3.21 0.59
82.7) (80.4) (73.7) (0.07) (p=0.09)
Females 44 20 41 1.59 5.96
(15.5) 8.9) (16.6) 0.21) (0.01)
Hermaphrodites 5 24 24 14.98 0.04
(1.8) (10.7) 9.7) (0.01) (0.70)
For all classes 283 224 247 4.82 2.27
(0.03) (0.13)

111.3. Sex determinism

Percentages of individuals belonging to the different gender classes showed a significant
difference between ploidy levels (2n vs. 3n for all gender classes: ¥*> = 4.82, Py*> = 0.03)
mainly due to the higher occurrence of hermaphrodites in triploid groups. In contrast,
triploidy induction method did not appear to have a significant influence on the frequency of
individuals in different gender classes (3nCB vs. 3nDT: y*> = 2.27, Py*> = 0.13) (see Table 8).
Sex ratio was clearly unbalanced overall as male was the dominant gender for all ploidy
groups (82.7, 80.4 and 73.7 % in group 2n, 3nCB and 3nDT respectively). Hermaphrodites
were significantly more abundant in both 3nDT and 3nCB groups than in the diploid group
(10.7 % and 9.7 % for groups 3nCB and 3nDT, respectively, vs. 1.8 % for group 2n; 2n vs.
3n: ¢ =14.88, Py>*=0.0001) (Table 8).
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Females appeared to be scarcer in the 3nCB group than in the 3nDT group (16.6 % vs. 8.9 %
for group 3nCB and 3nDT respectively; 3nCB vs. 3nDT: 4> = 5.96, Py*> = 0.01) but there was
no difference between diploid and triploid groups (2n vs. 3n: ¥ = 1.59, Py>=0.21) (Table 8).

|1.4. Effects of ploidy level, triploidy induction method and

gender on reproductive effort

The two triploid groups showed an average gonadic occupation (GO) 2.1 times lower than
their diploid relatives (Figure 25) (Table 9). Mean GO was 25.2+11.8, 11.8 £ 7.8 and 11.8 &
7 % in groups 2n, 3nCB and 3nDT respectively (Figure 25) (Table 9). Between-group
ANOVAs showed neither a significant effect of group (F,s= 4.07, Pf= 0.1) nor of gender
class (F,4= 0.07, Pf= 0.93) on gonadic occupation, but a significant effect of the interaction
between these two factors (F4704= 4.65, Pf=0.001; Table 10). Pairwise comparisons between
groups showed significant differentiation of the 2n group from each of the 3n groups
separately (2n — 3nCB: P< 0.0001; 2n — 3nDT: P< 0.0001), but no differences in gonadic
occupation between the two triploid groups. Pairwise comparisons were then performed
within groups to discriminate the effects of the different genders.

Within the diploid group, no significant effect of gender was observed on gonadic occupation
(F2,256= 2.13; Pf=0.12), although a slight but significant (Pr= 0.04) difference in reproductive
effort was found between females and males (Table 10). Female diploid oysters exhibited a
mean reproductive effort 1.4 times higher than males (32.6 % vs. 23.8 %) (Figure 25) (Table
9).

When considering the 3nCB group, no significant effect of gender was found either in the
overall ANOVA (F,200= 0.06; Pf= 0.94) or using pairwise comparisons. In the 3nDT group,
however, gender did have a highly significant effect on reproductive effort (F,,30= 9.25; Pf <
0.001) (Table 10). Within-group comparisons showed a significantly higher gonadic
occupation in 3nDT males and hermaphrodites compared with 3nDT females (respectively
12.8 % and 12.5 % vs 7.5 %) (Figure 25 and Table 9). Unlike diploid females, triploid
females did not seem to present a higher gonadic occupation than other sexually differentiated

individuals of their group in either case.
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Figure 25: Mean Gonadic Occupation (% of visceral mass area) by gender and by group,

vertical bars represent the standard deviations.

Table 9: Mean and standard deviation of gonadic occupation by group and gender.

Gonadic Gender N Mean G.O. (%) Standard
Occupation by deviation
gender and group
2n All Genders 259 252 11.8
Hermaphrodite 4 20.6 4.2
Female 42 32.6 14.7
Male 213 23.8 10.7
3nCB All Genders 226 11.8 7.8
Hermaphrodite 22 11.8 94
Female 18 1.4 6.3
Male 173 12.6 74
Undifferentiated 13 2.7 6.2
3nDT All Genders 246 11.8 7.0
Hermaphrodite 24 12.5 6.3
Female 40 7.5 4.5
Male 178 12.8 7.1
Undifferentiated 4 1.3 2.0
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Table 10: Results of analysis of variance on reproductive effort, and pairwise comparisons

between factor levels (GO: gonadic occupation; Herma.: hermaphrodite).

Between group ANOVA:

log(GO+1) = GENDER + GROUP + GROUP x GENDER

Analysis of variance

LS means — estimates and probabilities
associated with pairwise comparisons

Results for fixed effects

Source DF F

Group 2 4.07
Gender 2 0.07
Group * 4 4.65
Gender

Residuals 704

Group Log(GO+1) 2n 3nCB
B> F 2n 3.14
0.1 3nCB 2.38 <.0001
0.93
0.001 3nDT 2.31 <.0001 0.507

Within group ANOVA:

log(GO+1) = GENDER

Analysis of variance

LS means — estimates and probabilities
associated with pairwise comparisons

2n Source DF F Pr>F Gender Log(GO+1) Female Herma.
Gender 2/256 2.13 0.12 Female 3.31
Herma. 3.06 0.523
Male 3.05 0.040 0.979
3n Source DF F Pr>F Gender Log(GO+1) Female Herma.
cB Gender 2/209 0.06 0.94 Female 2.39
Herma. 2.34 0.841
Male 2.40 0.958 0.735
3n Source DF F Pr>F Gender Log(GO+1) Female Herma.
DT Gender 2/239 9.25 0.0001 Female 2.01
Herma. 248 0.003
Male 2.45 <.0001 0.884
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[1.5. Effects of ploidy level, triploidy induction method and

gender on final weight

Triploid oysters presented higher soft flesh weight than diploids at the sampling date (Figure
26) (Table 11): 3nCB individuals were the heaviest (mean weight 0.49 + 0.29g), followed by
3nDT individuals (mean weight 0.37 + 0.25g) and then 2n individuals (mean weight 0.25 +
0.16g). Weight was significantly affected by ploidy group (F, 4= 83, Pf=0.04), gender (F,4=
12, Pf=0.02) and their interaction (F4 743 = 4.21, Pf = 0.002; Table 12). Comparisons of soft
flesh weight by group and gender showed the same trend for all three groups (Figure 26)
(Table 11): females were the largest individuals, followed by hermaphrodites, and males.
Females were indeed significantly heavier than males (Pr > 0.0001; Table 12) in all three
groups, and significantly heavier than hermaphrodites in the 3nDT group. Hermaphrodites
presented intermediate mean weight between males and females, and were only significantly

different from males in the 3nCB group (Figure 26 and Table 11).
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Figure 26: Mean Final Weight (g) by gender and by group, vertical bars represent the
standard deviations.

Table 11: Mean and standard deviation of final weight by group and gender.

Final Weight by Gender N Mean Weight Standard
gender and by (9) deviation
group
2n All Genders 282 0.25 0.16
Hermaphrodite 5 0.29 0.19
Female 44 0.38 0.20
Male 233 0.23 0.14
3nCB All Genders 231 0.49 0.29
Hermaphrodite 24 0.63 0.33
Female 19 0.74 0.35
Male 174 0.43 0.25
Undifferentiated 14 0.46 0.37
3nDT All Genders 253 0.37 0.25
Hermaphrodite 24 0.37 0.18
Female 41 0.58 0.32
Male 182 0.34 0.18
Undifferentiated 6 0.23 0.15
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Table 12: Results of analysis of variance on body weight, and pairwise comparisons between
factor levels (BW: body weight; Herma.: hermaphrodite).

Between group ANOVA BW = GENDER + GROUP + GROUP x GENDER

Analysis of variance

LS means — estimates and probabilities
associated with pairwise comparisons

Results for fixed effects Group  BW(g) 2n 3nCB
Source DF F Pr>F
Group 2 8 0.04 2N 0.30
Gender 2 12 0.02
Group * 4 421 0002  3ncB 061 <0001
Gender 3nDT 0.43 0.001 <.0001
Residuals 743
Within group ANOVA BW = GENDER
Analysis of variance LS means — estimates and probabilities
associated with pairwise comparisons
2n Source DF F Pr>F Gender BW Female Herma.
Gender 2/279 16.05 <.0001 Female 0.38
Herma. 0.29 0.266
Male 0.23 < .0001 0.376
3n Source DF F Pr>F Gender BW Female Herma.
CcB Gender 2/220 18.12 0.94 Female 0.75
Herma. 0.65 0.212
Male 0.43 < .0001 0.001
3n Source DF F Pr>F Gender BW Female Herma.
DT Gender 2/244 2112 <.0001 Female 0.58
5 Herma.  0.37 0.001
Male 0.34 < .0001 0.531
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V. Discussion

IV.1. Triploidization

We were particularly careful during this study to work using triploid groups presenting a high
proportion of triploid individuals, as the methods used rarely produce 100 % triploidy. We
minimized the presence of diploid individuals in the cytochalasin B-induced group by making
treatments on fertilised oocytes from individual females, keeping the maternal half-sib
families separate initially, then selecting the best ones with the highest percentage triploidy.
In a similar way, Eudeline et al. (2000) optimized tetraploidy induction using oocytes from
individual females rather than making an oocyte pool from a number of females. As a result
of our procedure, the two triploid groups that we studied exhibited a very high (> 96%)
percentage of triploid individuals. The remaining ones were diploids or mosaics. Incidental
diploids could result from variable gamete ploidy (Stiles & Choromanski 2002), ploidy
reversion (Allen et al. 1999), inter-batch contamination or because cytochalasin B induction is
often not totally effective (Gérard et al. 1999). Mosaics are more likely to be due a
fundamental instability of artificial triploid animals (Allen & Guo 1996, Allen et al. 1999). To
have a precise understanding of the nature of such exceptions, a more in depth study requiring
chromosome spreads would be needed as chromosome counting is currently the reference
method for studying chromosome number anomalies in oysters (e.g. Wang et al. 1999,
McCombie et al. 2005b, Batista et al. 2007), as flow cytometry is unlikely to detect small
variations of chromosome number. For the purposes of the present study on the comparison
of reproductive effort and growth between the three studied groups, the small proportion of
non-diploid individuals can only have had a very limited effect, as the number of 3n oysters
of both groups showing reproductive development far exceeds the non-triploid percentage
detected. The high frequency and degree of reproductive development that we observed in the

triploid groups cannot therefore be attributed to the limited presence of diploids.

109



IV.2. Gametogenesis in diploid and triploid spat

The most striking result of our work was the very high proportion of reproductively maturing
spat. For the diploid group, all individuals appeared to have initiated their gonadic maturation,
despite being only 5 months old, with a corresponding mean soft flesh mass of 0.25 g. This
very small weight at sexual maturity is lower than the estimated 0.4 g minimum proposed by
Pouvreau et al. (2006) and suggests that no minimal size or age is required for Pacific oyster
to initiate gonadic maturation. In other words, it may well be that metamorphosis and sexual
maturation coincide, so that adult traits are fixed after metamorphosis, but the high
availability of nutrients in intensive nursery conditions probably lead to an enhancement of
such precocious gonadogenesis.

Surprisingly, and despite the partial sterility of triploid oysters, the rate of maturing
individuals was very high in the two triploid groups (92.9 % and 97.6 % for group 3nCB and
3nDT respectively). Energy allocation to reproduction relative to soma, estimated by gonadic
occupation, seemed to be far from negligible in the two triploid groups, which exhibited only
a 47 % reduction in gonadic occupation compared to the diploid group. Measures of
reproductive effort in triploid Pacific oysters have been shown to depend strongly on the
method of estimation chosen (Normand et al. 2008). For such oysters, which are only known
to reach complete gonadic maturation very rarely, counts of the truly mature gametes reflect
their reproductive potential (i.e. their probability of producing any progeny) but not the

amount of energy invested in developing reproductive tissues.
IV.3. Disturbance of gametogenesis in triploid oysters

Another interesting result is the clear difference between diploid and triploid individuals in
terms of reproductive parameters such as gonadic occupation. Triploid GO was estimated at
half of the diploid one, and there was an higher proportion of hermaphrodites and
undifferentiated individuals in the triploid groups. The two groups of triploid oysters were
obviously more similar to one another than either was to the diploid group, despite the
common parents used for the 3nCB and 2n groups. The method of triploid induction used
(chemical induction or mating between diploid and tetraploid broodstock) may lead to genetic

differences at several levels, as mentioned in previous studies: unbalanced contribution of
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parental genetic values (Blanc et al. 2005), higher heterozygosity of 3nDT individuals
(Hawkins et al. 2000), effects of unintentional selection during the production of tetraploid
oysters (i.e. selection of fertile triploid females, Guo & Allen 1994b), as well as long-term
toxic effects of chemical cytoblocking molecules such as cytochalasin B (Goulletquer et al.
1996). The effect of triploidy on early reproduction appears, however, to be very similar
whatever the induction method used. The frequently observed minimal fertility of triploid
individuals is a general pattern, directly related to the ploidy level and already mentioned for
numerous species in both plants and animals, which seems to be independent of other indirect
effects. One causal factor of the infertility of triploid individuals is related to chromosomal
pairing, segregation during meiosis and the fact that homologous chromosomes fail to
synapse due to genomic imbalance (Allen et al. 1986, Crane & Sleeper 1989, Otto & Whitton
2000, Maldonado-Amparo et al. 2004, Li et al., 2009b). This is consistent with our results and
some previous studies (Allen & Downing 1990, Normand et al. 2008), all of which show that
the difficulty met by triploid Pacific oysters in developing gonadic tissues occurs in the final
stage of gametogenesis. High ratios of individuals presenting stages at least as
developmentally advanced as maturing gonias (stages 1 and 2: 92.9 % and 97.6 % for groups
3nCB and 3nDT, respectively) are indeed observed, while individuals showing fully mature
gonadic tissues are almost absent in triploid groups (stage 3: 4.1 %, 0.4 % and 80.9 % for
groups 3nCB, 3nDT and 2n, respectively). Such irregular gonadogenesis was revealed by our
histological observations of asynchronous maturation of different cohorts of germ cells,
characterized by the very high ratios of asynchronous hermaphrodites. We also noticed
marginal, but recurrent, atretic gametes (results not shown) while another cohort of germ cells
was still maturing. In contrast, maturation in diploid oysters appears to be a continuous
phenomenon that leads to homogeneous and mature gonadic tissue. Another hypothesis of the
dynamics of gonadic maturation in triploid oysters is that they may develop a first cohort of
germ cells that reaches the gonial stage but then faces problems at meiosis that prevent
complete maturation of most of the gonias. The oysters then halt their gametogenesis but then
initiate a new maturation episode with a new cohort of germ cells, sometimes accompanied by
a change of gender (described as asynchronous hermaphroditism) and the atresy of the
original germinal products.

Problems of chromosome pairing probably represent the main reason why gamete production,
and zygote viability, remain haphazard in triploid animals, but do not lead to a complete
inhibition of gametogenesis. It appears clear that a variable proportion of gonias do manage to

mature beyond the premeiotic stage to reach the gametic stage, as demonstrated by the high
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occurrence of stage 2 in the triploid groups of this study. This differential ability across germ
cells from the same individual to fully mature remains intriguing, especially considering the
apparent difficulty for trivalent homologous chromosomes to associate in synapsis (see Crane
& Sleeper 1989, for a study of meiotic chromosome association in polyploids, McKee 2004,
for a review of homologous pairing, and Feitsma et al., 2007 for a case study of chromosome
pairing problems), but this difficulty has been noticed for most species in which polyploidy
has been induced (Maldonado-Amparo 2004, Cal et al. 2006, Allen et al. 1986).

V.4, Sex determinism and sexual dimorphisms in diploid

and triploid spat

One unexpected result of our study was the slight, but significantly higher gonadic occupation
of diploid females compared to males. This result is of interest as it is, to our knowledge, the
first time that sexual dimorphism (not protandry, which is a different phenomenon well
known in bivalves) has been reported for reproductive effort in Pacific oysters, preliminary
studies having shown no difference (Ernande et al. 2004). A study of individual temporal
dynamics of gametogenesis is now needed to test whether males and females mature at the
same speed in C. gigas. Conversely, the reverse gender effect on gonadic occupation appeared
in 3nDT oysters of this study as males and hermaphrodites had larger gonads than females. In
all cases, the enhanced reproductive effort in diploid females (x 1.4) compared with diploid
males was sufficiently significant that we looked more closely at this particular aspect to
examine its implications for growth and fitness. C. gigas is commonly described as a
protandric dioecious mollusc, in which most individuals are males during the first
reproductive event, whereas latter seasons of maturation usually show an increasing
proportion of females (Galstoff 1964). Nevertheless, the relative influence of genetic versus
environmental (potentially mediated by physiological state) factors in determining the ability
of a single individual to shift from one gender to another remains uncertain. In general,
molluscs exhibit a large variety of sex systems as well as various mechanisms for sex
determination (review in Yusa 2007). For C. gigas, it was presumed that sex determinism is
mainly controlled by environmental factors (Amemiya 1929, Galstoff 1964), but Guo et al.
(1998) proposed genetic determinism of sex in oysters on the basis of observed sex ratio

variation between families. In a recent study, Baghurst & Mitchell (2002) found that males
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and females presented different growth rates. Following Guo et al. (1998), they interpreted
this difference as the tendency of genetically determined females to exhibit higher growth
rates than males, rather than the tendency of fast-growing individuals to be more susceptible
to mature as females.

Induced triploidy can offer an experimental way to study the genetic basis of sex
determination, because of the parental imbalance caused by this manipulation. In fish,
triploidization has been widely used as a way to control sex ratio and produce mono-gender
populations (review in Devlin & Nagahama 2002). Triploidy also impacts sex ratio in some
bivalve species: triploid Mya arenaria or Argopecten ventriculosus are found to be only
females (Allen et al. 1986, Ruiz-Verdugo et al. 2000) whereas triploid Mytilus edulis are only
males (Brake 2004). In our study, no significant difference in sex ratio was observed between
the three studied multi-family groups. This absence of direct impact of triploidy on sex ratio
in C. gigas has also been mentioned in previous studies (Allen & Downing 1990, Normand et
al. 2008) and suggests that genetic effects related with parental dosage on sex determinism are
weak in this species.

From an evolutionary point of view, protandry in dioecious species is often explained by the
size advantage hypothesis (Ghiselin 1969). Under this hypothesis, the reproductive success of
females is limited by their total size, whereas the males’ ability to fertilise eggs is less
dependent on size. This discrepancy results from the much higher number of spermatozoa that
can be produced by a male compared with the number of oocytes produced by a female of
equal size, and the correlation between the number of eggs produced and a female’s size. In
our study, the relationship between gender and final soft flesh weight were clear: females had
the heaviest soft flesh weight, followed by hermaphrodites and finally by males, which were
the smallest. This may reflect a sex determination strategy in C. gigas, partly based on
individual status. Well nourished oysters with high energy budget or large energy stores
would preferentially develop female gonads, whereas slow growing individuals would
channel their reproductive effort to male gonads, thus optimising the number of gametes
produced. Following this hypothesis, asynchronous hermaphrodites, like those we observed,
would be oysters of intermediate condition that began to initiate gonadic maturation for a
given gender, and then changed their sexual function. This hypothesis is consistent with our
data and with the results of Baghurst & Mitchell (2002), though it might diverge from their
own hypothesis of genetic determinism. Our results could be interpreted as additional
evidence for the importance of environmental control of sex-determinism in the Pacific

oyster, notably mediated via individual energy budget. Genetic factors could indeed play a
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role via their effects on energy allocation and growth. The fact that sexually undifferentiated
individuals in triploid groups also exhibited lower body weights could also be considered as
an indication of energy-mediated sex determinism in C. gigas. We hypothesize that gonadic
development is under the control of energy budget, and thus related to both growth and
reproduction. Under this hypothesis, temperature (Fabioux et al. 2005) and food availability
(Ernande et al. 2004) are the two major factors controlling the gonadic development, with a
threshold level of stored energy that needs be reached to initiate gonadogenesis in spat. This
threshold energy density level:

i.  would be higher in triploid than in diploid individuals (as both triploid groups usually
exhibited far more undifferentiated individuals than diploid ones),

ii. may be positively correlated with the probability of an individual performing
gametogenesis as a female for either ploidy group (as better nourished individuals
appear to mature as females).

Our results could also have implications for selective breeding for improved growth in Pacific
oyster once the level of genetic influence is understood. More light could be shed on this
aspect by looking at the influence of parentage by using genetic markers. If individuals that
exhibit female gender in their first years of maturation are intrinsically faster-growing oysters,
sex ratio of families could be considered as a way to select fast-growing families. By a similar
strategy, individual selection of the young females in a population could also lead to faster

growing progenies.
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Résumé

L’induction de la triploidie est une méthode d’amélioration génétique employée chez les
végétaux, les poissons et les mollusques car elle entraine des altérations du phénotype qui
améliorent les rendements de production agricoles. Chez I’huitre creuse Crassostrea gigas,
I’induction de la triploidie résulte en une amélioration de la croissance et en une réduction de
la quantité moyenne de tissus gonadiques. La variabilité inter-individuelle de I’allocation a la
reproduction semble également étre supérieure chez ces individus triploides. Dans cette étude,
nous avons employé une approche expérimentale « en mélange de familles » et des méthodes
d’analyses inspirées de la génétique quantitative pour étudier 1) les bases génétiques de la
croissance et de la reproduction, 2) les interactions génotype x méthode d’induction de la
triploide et 3) d’éventuels changements dans I’ordre de rang des familles entre individus
diploides et triploides. Deux croisements « full-factorial » ont donc été réalisés, le premier en
utilisant pour géniteurs 16 males tétraploides et 6 femelles diploides, et le second avec 16
males diploides et les 6 mémes femelles diploides. La moitié des embryons diploides obtenus
ont été traités chimiquement pour induire leur triploidisation. Les huitres produites ont ensuite
été élevées en écloserie avant d’étre échantillonnées a 1’age de 5 mois. Un jeu de marqueurs
microsatellites a alors été utilisé pour I’allocation familiale a posteriori et a d’abord permis de
mettre en évidence une forte variance des contributions familiales a I’intérieur des lots
expérimentaux. L’analyse des composants de la wvariation a également montré un
déterminisme génétique modéré pour la variation a la croissance et a la reproduction. Ce
déterminisme génétique modéré pourrait avoir été affecté par des phénomenes de compétition
intra-groupe, aggravés par la forte sensibilit¢ des traits phénotypiques de I’huitre aux
variations de [I’environnement. D’autre part, des interactions triploidie X génotype
significatives ont été détectées pour la croissance et ’effort de reproduction. Pour la
croissance, un effet additif des valeurs génétiques maternelles a été observé et découle
probablement de la variation de la contribution des femelles au génome de leur descendance
selon la méthode d’induction. Pour I’effort de reproduction, 1’ordre de rang des familles a
montré un changement entre individus diploides et triploides, mais pas entre individus
triploides obtenus par les deux méthodes d’induction différentes. Ces interactions laissent
penser que la triploidie peut induire des réponses phénotypiques non-additives ou
transgressives, éventuellement indépendantes de I’expression phénotypique des wvaleurs

génétiques parentales observées chez les huitres diploides.
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Mots clés : Huitre, triploide, familles en mélange, déterminisme génétique.

Abstract

Triploidization is widely used for genetic improvement in crops, fishes and molluscs because
it often leads to alterations of phenotype that are beneficial for their production. In the Pacific
oyster, Crassostrea gigas, the artificial induction of triploidy results in an improvement of
growth and a reduction of gonad development, although reproductive effort has been found to
exhibit larger variation in triploid than in diploid individuals. We used a mixed-family
quantitative genetics approach to investigate 1) genetic determinism for growth and gonad
development variation, 2) genotype X triploidy induction method interactions and 3) changes
in family ranking between diploid and triploid progenies. Two full factorial crosses between
16 tetraploid or 16 diploid sires and 6 dams were performed. In the latter case, triploidy was
induced on part of the resulting diploid progeny. All oysters were reared in hatchery before
being sampled at 5 month-old. Multiplexed microsatellite markers were used to assess
parentage a posteriori, and revealed high variation in reproductive success of breeders.
Genetic basis for growth and reproductive effort were found low to moderate, highlighting the
potential role of competition between individuals and the high susceptibility of oysters to
environmental cues. Significant genotype x triploidy interactions appeared for growth, and
reproductive effort. For growth, we observed additive effect of dam values probably due to
unbalanced contribution in the offspring. genome for triploid groups. For reproductive effort,
we found discrepancies in half-sib families ranking between diploid and triploid individuals
but not between triploid groups from different induction methods. These interactions revealed
that the expression of genetic values was significantly altered by triploidy, and that triploid
oysters could exhibit unexpected (non-addative or transgressive) phenotype response,

eventually irrespective with diploid parental genetic values.

Keywords: Oyster, triploid, mixed families, genetic determinism.
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|. Introduction

Triploidy induction is hardly deleterious in numerous organisms, and poorly tolerated in
vertebrates (Mable, 2004). It has been successfully induced in some fishes (Maxime, 2008,
Swarup, 1959) and amphibians (Fankhauser, 1945, Mable, 2004), but lead to lethal effects in
most mammals notably by severely affecting foetal development (Nimierko, 1975). Such
modifications induced by triploidy are very comprehensive from an evolutionary point of
view: before the induction of triploidy, the actual (realized) phenotype is the result of
complex interactions between diploid genotypes and their environment over millions of years
of evolution. When occurring, the apparition of polyploidy disrupts some of these
interactions, notably (but not only) in changing dosage-dependant gene expression that finally
leads to phenotypic modifications (Birchler et al. 2007). However, triploidy does not always
result in dramatic phenotypic changes related to an unbalanced genome. Even if fitness is
often strongly reduced due to partial or even fill sterility of triploids, triploidization also
induces phenotypic changes that can be beneficial for some traits and therefore used in

species of commercial interest.

Three specific issues related to the effect of triploidy on phenotypic expression can be
identified. Firstly, as demonstrated in various plant and animal species, triploidization is
known to directly affect the average performance (i.e. phenotypic mean) regardless of the
breeder’s genetic values (see Otto and Whitton, 2000 for a review). Triploidy may also
interact with the transmission of additive genetic values between parents and their progeny,
resulting in a significant interaction between number of chromosomes (gene dose) and genetic
— inherited — values in ploidy series. This can be due to the unbalanced chromosome
contribution of male and female parents, as demonstrated in brown trout (Blanc et al., 2005)
in which 2/3 of the triploid genome comes from the dam while the other 1/3 comes from the
sire. This ‘scale effect’ has been shown to occur also in rainbow trout (Blanc et al., 2001) and
salmon (Jonhson et al., 2007) and results in an increase of the triploid phenotypic variance
attributable to dam. However, linear additivity of parental values regarding to parental
contribution rarely occurs because of dosage compensation effects probably occurring at
transcriptomic level and finally resulting in a-few-less-than-additive effect in triploid
phenotype (Jonhson et al., 2007). Increase in non-additive genetic effects in polyploids is also

expected and could result for genetic rearrangements (Chen, 2007, Song et al., 1995), partial
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compensation for gene-dosage effects (Wang et al., 2006), or epistasis effects (Etterson et al.,
2007). Ultimately, triploidy x genetic interactions should cause the disruption of genetic
correlations between triploid and diploid relatives (in other words: change in family ranking
for the considered trait). Such an effect has been suspected from evidences of genotype-
dependant phenotypic divergence in response to change in ploidy (Kermani et al., 2003;
Henry et al., 2005; Riddle et al., 2006) or lack of genetic correlation between triploid and
diploid familial performances in Salmonids (Bonnet et al. 1999, Blanc et al., 2005).

Today, triploidy induction is the one of the most commonly method used for genetic
improvement in aquaculture productions. It has been used in a wide range of marine fish
(Maxime, 2008) and shellfish species (Beaumont & Fairbrother, 1991). In fish, triploidy leads
to complete or partial sterility, contributing to the genetic containment of non-native species
and improving growth performances trough induced sterility (Hulata, 2001). Similarly in
oysters, triploidy-induced partial or complete sterility is also beneficial to aquaculture
production because it improves the meat quality of oysters during the reproductive season
(Allen and Downing, 1997), and participates to energetic re-allocation from reproduction to
somatic growth (for review, see Nell 2002). Particularly in diploid Pacific oyster Crassostrea
gigas, reproductive effort is especially high compared with others molluscs (Van der Veer et
al., 2006) and correlated with growth and survival (Ernande et al., 2004, Samain et al., 2007).
The triploid partial sterility limits the weight loss that normally occurred in diploid oysters at
spawning, resulting in a clear gain in growth (Allen and Downing, 1986) and could also
participate to the improvement of survival to summer mortalities resistance (Boudry et al.,
2008). Reproductive effort in triploid Crassostrea gigas appeared however very variable:
previous publications reported nearly sterility (2% of diploid reproductive effort in triploid
group) (Guo et Allen, 1994a) while others showed high production of gametes and spawning
for these triploid individuals (67.6% of the mean diploid spawning effort) (Normand et al.,
2008). Moreover, variability between individuals appeared as well enhanced (Guo et Allen,
1994a), because triploid oysters simultaneously show very different gonadic maturation
stages in the same experimental group (Allen et Downing, 1990, Normand et al., 2008).

Determinisms for the variability in reproductive effort in triploid Pacific oysters remain to be
investigated. Environmental variability is indeed expected to play a major role in this
variance, notably because environmental factors are well known to primarily drive

gametogenesis in diploid individuals (Fabioux et al., 2005, Pouvreau et al., 2006). Genetic
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determinism could however also plays a significant role as demonstrated in diploid oysters

(Ernande et al., 2004).

One major constraint in genetic studies in oysters is related to their high phenotypic plasticity.
Because oysters are too small at birth to be reliably marked, families or other genetic sub-
units are often raised in separate tanks to help track pedigrees until animals are large enough
to be marked by families (Herbinger et al., 1999). However, there are considerable
experimental evidences that small environmental differences (notably stocking density)
between rearing structures deeply affect oyster survival, growth and reproductive effort
through inter-individual competition (Sheridan, 1997). In order to minimize environmental
variation between families, and thus to avoid confounding genetic determined effects from
rearing structure effects, we employed mixed-family approach (that consists in rearing mixed
families together in the same tank, before conducting phenotypic measurements and
performing a posteriori parental allocation using molecular markers) (Herbinger et al., 1999;
Boudry et al., 2002). Such an approach has notably been adopted for quantitative genetics
studies in fishes (Pierce et al., 2008, Vandeputte et al., 2009), gasteropods (Lucas et al.,
2006), and crustaceans (Jerry et al., 2006). For oysters, it has been successfully used to study
variance in reproductive success (Boudry et al., 2002; Taris et al., 2006) but remained to be
applied in quantitative genetic studies.

In this context, the present study aimed to study genetic bases of reproductive effort and
growth in diploid with triploid related oysters. We wanted a quantitative genetic approach
because it constitutes a powerful tool that allowed factorizing phenotypic variance between its
genetic and environmental components. In addition, triploidy induction typically results in
multi-traits phenotypic variation, which could result in confounding results when integrated
phenotypic responses are analysed and quantitative genetics background appeared to be
particularly well suited for multi-traits analyses. Finally, these methods have already allowed
major advances in understanding genotype-phenotype relationships in triploid organisms
(D’Souza et al., 2005, Blanc et al., 2005, Riddle et al., 2006), but little have been made to test
for genetic x ploidy interaction in oysters. To our knowledge, only two studies reported
results for genetic determinisms in triploid oysters: for survival in Pacific oysters (Boudry et
al., 2008) and growth in Sydney rock oysters (Hand et al., 2004). In these two cases, the
response to selection was correlated between triploid and diploid related lines. We focused

here on the allocation to reproduction because this phenotypic trait is primarily affected by
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triploidy. The consequences of such a direct effect on the genetic determinism for
reproductive effort in triploid individuals needed to be tested.

Two experimental groups of 96 full-sibs families (6 dams x 16 sires) of diploid and triploid
individuals were therefore produced by crossing the same diploid parents. Half of the
obtained embryos where treated with a chemical to inhibit the reduction of the female oocyte,
producing a diploid and a triploid group of 96 full-sibs related families. A third experimental
group of half-sibs related triploid oysters was also produced by crossing the same 6 female
oysters with 16 tetraploid males, producing a second triploid group. Parentage was
determined using microsatellite markers and reproductive effort and fresh weight were
measured at 5-month old. Bibliographic references for genetic determinism for reproduction
in diploid Pacific oyster being scarce (to our knowledge, only one heritability estimator
published by Ernande et al., 2004), we thus studied genetic basis for the variation of these
traits both in diploid and triploid oysters. The pertinence of the experimental design, the effect
of triploidy on the genetic determinisms of reproductive effort and growth are finally

discussed.
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Il. Material and methods

11.1. Studied species

The oyster Crassostrea gigas is a suspensivore bivalve introduced from Japan into France in
the late 1960’s for aquacultural purposes (Grizel et Héral, 1991). It is an opportunistic
species, and the combination of high fecundity, large larval dispersal and high plasticity has
ensured its successful setting in many parts of the world where it has often turned invasive
(Ruesink et al., 2005). In temperate areas, the Pacific oyster follows an annual cycle regulated
by environmental factors such as food availability and water temperature that drive its
energetic investment to the different physiological compartments: somatic growth,
reproduction and maintenance (Pouvreau et al., 2006). Under natural temperate conditions,
the elevation of temperature and food availability in spring results in gonad development that
culminates in summer with the emission of gametes. Autumn and winter are then
characterized by a resorbing phase, leading to the disappearing of gonadic tissues (Enriquez-
Diaz, 2004). Such a cycle can be mimicked in hatchery by controlling temperature and food
availability leading to the availability of mature individuals all year long (Fabioux et al.,
2005). Reproductive effort in C. gigas was demonstrated to be a parameter phenotypically
and genetically correlated with growth and survival, due to the highly environmental-
dependant allocation to physiological functions and the importance of gonad development in

terms of energetic allocation (Ernande et al., 2004).

1.2. Production and management of biological material

We performed a full factorial (North Carolina Design II) (Lynch et Walsh, 1998) to produce
the three experimental groups following the procedure presented in details in Normand et al.
(submitted) (Chapitre I des Résultats). Briefly, 6 diploid dams were crossed with 16 diploid
sires to produce a first batch that was then divided into 2 sub-groups of embryos. One was
treated with cytochalasin B for triploidy induction, and we finally obtained two groups of
(potentially) 96 full-sibs families diploid (2n) and triploid (3nCB) from the same breeders.
The 6 same dams were then crossed again with 16 tetraploid males to produce another triploid

(3nDT) group. It must be noticed also that gametic contributions were equalized between
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different breeders in order to optimise genetic diversity. Rearing until sampling date was
conducted with special attention in avoiding selecting individuals on size criteria (size-
selective sieving), which is a common practice in commercial hatchery but has been proved to
erode genetic diversity (Taris et al., 2006). Determination of effective triploid status of oysters
from 3nCB and 3nDT was performed following the method described in Normand et al.
(submitted) (Chapitre I des Résultats). Finally, 320 randomly chosen 5-month old oysters

were sampled for each group.

1.3. Genotyping and pedigree analysis

A small piece of gill was sampled on 38 parental oysters and 900 progenies, and preserved in
ethanol. DNA was extracted using KIT Promega, and concentrations adjusted after
spectrophotometric dosage analysis. For the 2n and 3nCB groups, three multiplexed
microsatellite loci were used as described by Taris et al. (2005). For the 3nDT group, we used
six additional microsatellite loci in order to improve the power of parental assignment.
Microsatellite primers were selected among available markers so that they show highl
polymorphism and easy scoring. The three multiplexed loci used were as follows:

Multiplex 1: Cg108, Cg49 (Magoulas et al., 1998), L10 (Huvet et al., 2000),

Multiplex 2: ucdCg148, ucdCg129, ucdCgl177 (Li et al., 2003),

Multiplex 3: ucdCgl166, ucdCg198, ucdCg200 (Li et al., 2003).

®
Multiplex were then run on a ABI Prism 3100 automated sequencer (Applied Biosystems),

and genotypes were read using Genemapper® software. As all computer programs used for
parentage allocation are currently designed for parentage allocation in diploid individuals.
Triploid genotypes were therefore treated using the following procedure:

- for 3nCB: dams were first manually allocated. One of the two maternal alleles was
therefore removed for the triploid genotype to obtain a diploid genotype. The
parentage computing was then performed normally as for diploid individuals, and
enables us to test for the accuracy of our manual assignation of dams.

- for 3nDT: dams were first manually allocated. Due to low genetic polymorphism of
tetraploid sires used in the present experiment, sire allocation was not possible.

For diploid individuals, no transformation was necessary for parentage allocation. Pedigree

analysis was conducted for 2n individuals, and ‘diploidized’ 3nCB genotypes, using PAPA
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(Package for the Analysis of Parental Allocation), which performs parental identification for
sampled individuals based on breeding likelihood methods (Duchesne et al., 2002). We
optimised the total level of transmission error (a = 0.1) and the distribution of transmission
error over alleles (S = 6) as recommended by Duchesne et al (2002).

Finally, number of alleles at locus allowed us to check for the effective triploid status of
individuals from the both the 3nCB and 3nDT triploid groups, following Hawkins et al.
(2000).

|1.4. Phenotypic traits

We used soft weight (soft flesh weight: FW) of each individual as an estimator for growth and
we measured gonadic occupation (GO) for reproductive effort following the method
described in Enriquez-Diaz (2004). Gonadic occupation is proximate of gonado-somatic
index used to estimate reproductive effort (i.e. quantity of gonadic versus somatic tissues)
since dissection of gonad cannot be properly performed in oysters to estimate their

reproductive effort (Royer et al., 2008).

|1.5. Statistical analyses

All statistical analyses were realized with the SAS software for Windows v8.2. GO was
expressed as a percentage and thus could be assimilated as a threshold trait. Values were
therefore log-transformed to ensure homoscedasticity. Homogeneity of variances was verified

preliminary to perform Anova (Levene test: proc UNIVARIATE, SAS).
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I.5.a. Within-group causes of variation and genetic parameters

estimates

We tested genetic determinism for within-group variation in reproductive effort and growth.
Estimators for breeders components of variance were computed using mixed general linear
models (proc MIXED, SAS) (Littell et al., 1996, Littell et al., 2002), with sire, dam and sire x
dam effects noticed as random effects for 2n and 3nCB groups. For 3nDT group, no
information was available for sires, and we only test dam as a random effect. Specifically for
gonadic occupation, we also used FW as a covariate (fixed effect), because allocations to
somatic and gonadic growth proceed from the same (energetic) supply and were then
suspected to covary. For FW, we did not use GO as a cofactor for the analysis because we
wanted FW to be an indicator for total energy acquisition rather than an estimator for somatic
growth. This indicator of somatic investment was in all-cases unavailable as FW integrated as
well gonadic and somatic weight.
The variance analysis models used for these analyses were therefore written as follow:
2n and 3nCB groups: GO =p + FW + Sire + Dam + Sire x Dam + ¢
FW = p + Sire + Dam + Sire x Dam + ¢
3nDT group: GO=p+FW+Dam+¢
FW=p+ Dam + ¢
The variance components estimates from this analysis were then used to estimate broad sense
heritability (h%) and narrow sense heritability (h%,s) in diploid individuals, following Lynch
and Walsh (1998).
o?s = o(PHS) = (c*A/ 4) + (c*AA /16)
o%s = estimate for sire component of variance, 6(PHS) = paternal half-sibs covariance, G*aa =
additive x additive interaction effect. For triploid individuals obtained by doubling of the
maternal contribution, we used the genetic model for the partitioning of genetic variance
detailed in Wu (1995).
o?s = o(PHS) = (A / 128) - 6%p (243 / 512)
Heritability estimates were therefore estimated assuming (i) in diploid that epistatic term
(c%aa /16) was negligible for paternal half-sibs covariance, (ii) in triploid that dominance
genetic variance 6*p (243 / 512) was negligible for paternal half-sibs covariance.

2n : h%s. = Va/ Vp = 46%jre | 62otal
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3n : h?hs. = Va/ Vp = 1286%ire | G2total
The standard deviation of the heritability estimates, were computed using the general formula

to calculate a ratio of variances from Lynch and Walsh (1998) (delta-method).

11.5.b. Analysis of among group breeders effects and genetic x

ploidy interactions

We used mixed models (proc MIXED, SAS, Littell et al., 1996) in order to dissect total
phenotypic variation among groups in specific breeders effects and their interaction with
triploidy and induction methods (group effect). Group was considered as a fixed effect (3
levels) whereas sire (16 levels), dam (6 levels), and the interactions were noticed as random
effects. Interactions between genetic effects (sire, dam and sire x dam) and group were also
included, for the following reasons: first, parsimonious approach cannot exclude group-
specific response for this traits (we expected such a response precisely for the two considered
characters that are known to be strongly impacted by triploidy induction), and second we
were especially interested by estimating the total fraction of phenotypic variance explained by
the ploidy x breeder effect. Non-significant effects were then removed one-by-one, starting
with the effects of highest-order interaction. For GO, we added the interaction FW x group as
a covariable for previously mentioned reasons. For FW, we used group as a covariable
because of the well-known effects of triploidy on growth rates in oysters. The 2 simplest
models are shown below:
GO =y + FW x Group + Sire + Dam + Group x Sire + Group x Dam + ¢

FW =y + Group + Sire + Dam + Group x Sire + Group x Dam + ¢
I.5.c. Among group regressions of mean familial values

Finally, we investigated in details group x breeder values interactions, searching for: (i) linear
covariation between relatives mean genetic (half-sibs and full-sibs) values or (i) potential
change in genetic sub-units (half-sibs and full-sibs) rank order among experimental groups.
We used linear regression (proc REG, SAS) between pairs of groups to compute slopes and
associated standard errors of the regression lines and we plotted residuals versus predicted

values to ensure that variances were homogenous. It must be noticed that in 2n group, 1/2 of
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the offspring genome come from each parent whereas in 3nCB 1/3 of the genome come from
the sire and 2/3 from the dam and in 3nDT groups, 1/3 of the genome come from the dam and
the other 2/3 from the sire. As pointed out by Blanc et al. (2001), the slope of the regression
axis between related individuals in which parental contributions differed gave information of
the additivity of allelic expression (i.e. triploid ‘scale effect’). As no trend appeared in the
residuals (that could have suggest nonconstant variances), we finally generated F-statistics
and Pearson correlation coefficients in order to test for the accuracy of our model in

explaining variation in data (Sokhal and Rohlf, 1995).
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lll. Results

[1.1. Parental assignment

Parentage analysis was successfully performed for a high proportion of individuals in groups
2n and 3nCB. Out of the 320 oysters sampled both in the 2n and the 3nCB groups,
respectively 312 and 306 samples were genotyped (the others were lost due to mislabelling or
problems of sample conservation) and 287 and 260 individuals (respectively 92 and 85%)
were unambiguously allocated to a sire and a dam (the others were not due to inter-samples
contamination or ambiguous genotype). For 3nDT, 300 oysters were sampled, 280 were
genotyped and 241 were allocated to a dam (86%). We failed to allocate tetraploid sires for
this group even after increasing from 3 to 9 the number of microsatellites markers. This was
due to redundant alleles combinations resulting from the low polymorphism found in the
tetraploid broodstock (Table 13).

Parental contributions exhibited inter- and intra-group variation (Figure 27). A slight and non
significant trend appeared notably for dams, suggesting some inter-group covariation in the
representation of breeders (i.e. the most represented dams seem to be the same for the three
groups).

Intra-group parental contributions were highly unbalanced among breeders (Figure 27): for
example, one dam produced 32.1% of the 3nDT group until one another only contributed to
6.3% of the experimental population. For sires, progeny of one individual was totally lacking
from the 2n and 3nCB groups. Despite these discrepancies found in breeders representation
within the three studied groups, a slight and non significant trend appeared notably for dams,
suggesting some inter-group covariation in the representation of breeders (i.e. the most

represented dams seem to be the same for the three groups).
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Table 13 : Mean number of alleles for the different groups of breeders

Breeders number Dams 2n Sires 2n Sires 4n
Microsatellite (N=6) (N=16) (N =16)
CG 108 29 9 23 10
CG49 23 12 19 8
L10 23 9 21 8
CG 148 16 10 8
CcG 177 16 11 9
CG 129 18 13 10
CG 166 11 7 7
CG 198 12 11 10
CG 200 10 7 7
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Figure 27: Among group contribution of a) Dams, b) Sires at the sampling date (% of
individuals assigned to a couple of parents).

11.2. Within group analysis

Ancova analysis showed a significant positive covariation between gonadic occupation and
fresh weight in diploid oysters (F-value = 5.41; P = 0.02) (Table 14), but not in 3nCB nor
3nDT groups (3nCB: F-value = 0.98; P =0.32; 3nDT: F-value = 1.05; P = 0.31) (Table 14).

In the diploid group, the sire effect accounted for 6.9% of the total phenotypic variance while
dam or dam x sire effects were much lower (sire effect: Z =1.24, P =0.11, dam effect: Z =
0.37, P = 0.35, dam x sire interaction effect: not estimated because the associated variance
component is not significantly different from 0) (Table 14). Narrow sense heritability
estimates appeared to be rather high although clearly non-significantly different from zero,
with a value of h?, = 0.28 + 3.36.

For the 3nCB group, genetic component for reproductive effort variation appeared to be

higher than in diploid group with sire, dam and sire x dam effects nearly significant at 5 %
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(sire effect: Z =1.64, P = 0.05, dam effect: Z = 1.38, P = 0.08, sire x dam interaction effect: Z
= 1.56, P= 0.06) (Table 14). This increased genetic basis compared with the diploid group,
resulted from a higher proportion of total variance explained by genetic effects (11.3%, 20.9%
and 8.7% respectively for sire, dam and sire x dam effect). Computed narrow sense
heritability mean estimate and standard error exhibited aberrant values (much higher than
one) and also non-significant (data not shown). For 3nDT, group, computation failed to
estimate dam effect.

For growth, no significant genetic effect was observed in the 2n group (sire effect: Z = 0.6, P
=0.27, dam effect: Z=1.18, P =0.12, dam x sire interaction effect: not estimated because the
associated variance component is not significatively different from 0) (Table 15) and
heritability estimate was low (h? = 0.06) and non-significant.

In 3nCB group, the variance component associated with sire effect was also non-significant
for growth (sire effect: Z = 0.42, P = 0.33) although dam effect was getting closer to the 5%
significance threshold (dam effect: Z = 1.46, P = 0.07) (Table 15). Such a reinforcement of
dam effect compare with diploid group was likely to result from the enhancement of the
variance dam component that accounted for 22.8% of total phenotypic variance (versus 10.7%
in diploid group) as already noticed for gonadic occupation. Heritability estimate and

associated error were as well aberrant (> 1), as noticed above for gonadic occupation.
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Table 14: Intra-group analysis of variance results for sire and dam effects on gonadal
occupation, Pv: proportion of total phenotypic variance explained by each factor, 42 n.s. £ SD:
narrow sense heritability estimates with its standard deviation. Not estimated parameters are
indicated by the ‘n.e.” abbreviation.

Group: Covariance Estimate Standard- Z-value Pr-Z Pv h%n.s. +
parameter error SD
2n Sire 0.03643 0.02938 1.24 0.1075 6.9% 0.276 +
Dam 0.00407 0.01098 0.37 0.3553 1% 3.36
Dam x Sire 0 n.e. n.e. n.e. n.e.
Residual 0.4877 0.04689 92.3%
Fixed Effect Num DF Den DF F-Value Pr-F
FW 1 154 5.41 0.0214
3nCB Sire 0.06997 0.04264 1.64 0.0504 11.3%
Dam 0.1287 0.09329 1.38 0.0839 20.9 %
Dam x Sire 0.05339 0.03418 1.56 0.0592 8.7%
Residual 0.3644 0.04169 59.1 %
Fixed Effect Num DF Den DF F-Value Pr-F
FW 1 123 0.98 0.325
3nDT Dam 0 n.e. n.e. n.e. n.e.
Residual 0.448 0.04365
Fixed Effect Num DF Den DF F-Value Pr-F
FW 1 199 1.05 0.3071

Table 15: Intra-group analysis of variance results for sire and dam effects on fresh weight,
Pv: proportion of total phenotypic variance explained by each factor, 42 n.s. £ SD. narrow
sense heritability estimates with its standard deviation. Not estimated parameters are indicated
by the ‘n.e.” abbreviation.

Group: Covariance Estimate Standard- Z-value Pr-Z Pv h%n.s. +
parameter error SD
2n Sire 0.00037 0.00062 0.60 0.2735 1.4% 0.0566
Dam 0.00280 0.00238 1.18 0.1195 10.7% +1.08
Dam x Sire 0 n.e. n.e. n.e. n.e.
Residual 0.02303 0.00199 87.9 %
3nCB Sire 0.00088 0.00210 0.42 0.3378 1%
Dam 0.01953 0.01340 1.46 0.0724 22.8%
Dam x Sire 0 n.e. n.e. n.e. n.e.
Residual 0.06521 0.00613 76.2 %
3nDT Dam 0.00181 0.00200 0.91 0.1824 3.11%
Residual 0.05636 0.00521 96.9 %
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I11.3. Analysis for among group breeders effects, triploidy

and their interactions

For gonadic occupation, a significant FW x Group effect appeared (y*.410 = 3.82, P = 0.03)
(Table 16) among groups. Estimates of sire and dam effects were close to 0 and non
significant, but breeder x group interactions were (sire x group: Z =2.44, P =0.01 and dam x
group: Z = 1.68, P = 0.05) (Table 16). For fresh weight, group effect was also significant
(x*2.171 = 16.54, P = 0.003) although breeder effects and breeder x group effects were not
(Table 17).

Table 16: Among-group analysis of variance results for group, sire and dam effects and their
interactions for gonadal occupation. Not estimated parameters are indicated by the ‘n.e.’
abbreviation.

Variable: log(GO)

Fixed effects NumDF DenDF Chi? Pr-Chi?
FW x Group 2 410 3.82 0.0266
Covariance parameters Estimate Standard-error Z-value Pr-Z
Sire 0 n.e. n.e. n.e.
Dam 9.03 E-36 n.e. n.e. n.e.
Sire x Group 0.0750 0.0307 2.44 0.0073
Dam x Group 0.0982 0.0585 1.68 0.0467
Error 0.4474 0.0313

Table 17: Among-group analysis of variance results for group, sire and dam effects and their
interactions for fresh weight. Not estimated parameters are indicated by the ‘n.e.’
abbreviation.

Variable: FW

Fixed effects NumDF DenDF Chi? Pr-Chi?
Group 2 171 16.54 0.0031

Covariance parameter Estimate Standard-error Z-value Pr-Z
Sire 0.00074 0.00082 0.9 0.1852
Dam 0.00713 0.00672 1.06 0.1444

Sire x Group 0 n.e. n.e. n.e.
Dam x Group 0.00458 0.00364 1.26 0.1040

Error 0.0425 0.00267
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1.4, Among group regression of mean familial values

For gonadic occupation, the regression of mean half-sibs values for 2n and 3nCB was not
significant (maternal half-sibs: F = 0.75, P = 0.44, paternal half-sibs: F = 0.92, P = 0.35, full-
sibs: F = 0.17, P = 0.68) (Table 18), indicating a change in mean familial values rank order
between these two groups (Figure 28). Covariation between maternal 2n and 3nDT values
appeared more linear (F = 6.23, P = 0.07) (Table 18) although half-sib families rank order was
also reversed between the two groups (Figure 28). Interestingly, maternal 3nCB and 3nDT
half-sib values showed a significant positive linear regression (F = 40.03, P < 0.01), which
traduced a perfect conservation of families rank order between the two groups (Figure 28).

For fresh weight, we found a positive covariation for dams’ effects and for all pairs of groups,
although 2n — 3nCB linear regression was significant only at 10% (3nCB —2n: F =5.84, P =
0.07, 3nDT — 2n: F = 16.58, P = 0.01, 3nCB — 3nDT: F = 21.55, P = 0.01) (Table 18). This
particular result led from the conservation of mid-parents values rank order between all pairs
of groups (Figure 29). Regression between paternal half-sib and full-sibs values for 3nCB and
2n groups appeared however non significant (paternal half-sibs: F = 0.46, P = 0.51, full-sibs:
F =2.88, P = 0.10) (Table 18). The slope of the regression line between mean phenotypic
values grouped by dams (Table 18) provided itself some additional information about the part
of the total phenotypic variance explained by dams’ effects. Dam’s values explained a greater
part of the variance component in 3nCB group than in 2n and 3nDT group as illustrated by
the slopes of the regression lines superior to 1 (3nCB — 2n: slope = 1.71 + 0.71, 3nCB —
3nDT: slope = 2.40 +0.52) (Table 18) (Figure 29). Conversely, dams effect accounted for a
lower part of data variation in 3nDT group than for 2n group (3nDT — 2n: slope = 0.76 *
0.19) (Figure 28).
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Table 18: Among groups regressions of mean genetic (half-sibs and full-sibs) values: F value
and associated p-value for the part of variation in data explained by the model, correlation

coefficient, slope and standard error of the regression line.

Variable: y= x= F-value Pr-F R? Slope + S.E.
GO Maternal Half-Sibs  3nCB 2n 0.75 0.437 0.15 -0.81 £ 0.95
3nDT  2n 6.23 0.067 0.60 -0.31+0.12
3nCB 3nDT 40.03 0.003 0.91 3.22 +0.51
Paternal Half-Sibs 2n 3nCB 0.92 0.350 0.07 -0.38 £ 0.40
Full-Sibs 2n 3nCB 0.17 0.679 0.01 -0.09 + 0.212
FW Maternal Half —Sibs 3nCB 2n 5.84 0.073 0.60 1.71+£0.71
3nDT  2n 16.58 0.015 0.80 0.76 £ 0.19
3nCB 3nDT 21.55 0.010 0.84 2.40 +0.52
Paternal Half-Sibs 2n 3nCB 0.46 0.509 0.04 0.12+0.17
Full-Sibs 2n 3nCB 2.88 0.097 0.07 0.14 +0.08
] — . ——
6,0 T Gl \ L 3
4’0 [ - a f AN
' R . M,
2,0 o . -.’:,I \ *
0,0 ]
' - ';j EET] 5 \
-2,0 T I —‘\“"\
40 - L 20 T’, 4
6,0 T . % \_‘
e 1 2 3 4 5 6 - -'l;u 1 m.“ =0 F.0 1]
DAMS Group 1
a b

Figure 28: Among group covariation for mean gonadic occupations (%) in 6-dams progeny:

a) Difference from the group mean with standard errors: 2n: black bars, 3nCB: grey bars and
3nDT: white open bars.
b) Scatter diagram of group 1 vs. group 2:
Group 1= 2n and group 2 = 3nCB: black losanges and regression line.

Group 1=2n and group 2 = 3nDT: grey squares and regression line.

Group 1= 3nDT and group 2 = 3nCB: open triangles and dashed regression

line.
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Figure 29: Among group covariation for mean fresh weight (g) in 6-dams progeny:
a) Difference from the group mean with standard errors: 2n: black bars, 3nCB: grey bars and
3nDT: white open bars.
b) Scatter diagram of group 1 vs. group 2:
e Group 1=2n and group 2 = 3nCB: black losanges and regression line.
e Group 1=2n and group 2 = 3nDT: grey squares and regression line.

e Group 1=3nDT and group 2 = 3nCB: open triangles and dashed regression
line.
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V. Discussion

We will discuss the experimental design, before focusing first on determinism for resource
allocation to phenotypic traits in the diploid group. This was not really the aim of this study,
but some comments about these results are necessary before using its to compare with growth
and reproductive effort determinisms for triploid oysters. Interactions between genetic effects
and triploidy induction method for these traits will then be discussed. Finally, general

relevance of these results and opportunity for selection will be tackled.

IV.1. Advantages and constraints of the mixed families

approach

Mixed family approach has been proposed first to counter bias related to tank effects for the
estimation of genetic parameters. Fish families reared in separate tanks or, conversely, mixed
in a common tank have been reported to present different performances (Ruzzante & Doyle,
1993; Herbinger et al., 1999; Vandeputte et al., 2009). Such a phenomenon results from the
phenotypic integration of (environmental) rearing structures effects and genetic differences
between genetics sub-units reared in separate tanks. It therefore leads to confound genetic
determinism with environmental effects. The rationale in using mixed families approach
consists in homogenised tank effects between the different genetic sub-units in order to
compare genetic determinisms in the same environment (Herbinger et al., 1999). Moreover,
mixed family approach also allowed working with high numbers of families without
increasing the number of experimental tanks (Herbinger et al., 1999). For these two reasons,
mixed families experimental designs have already been employed in a wide range of marine
species (Estoup et al., 1998, Lucas et al., 2006, Pierce et al., 2008). This methode have also
been employed for oyster larvae to estimate genetic polymorphism in cultured stocks (Boudry

et al, 2002; Taris et al., 2006).
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IV.1.a.  Parentage assignment

A central point for the reliability of mixed family approach is related to the efficiency of
parental allocation procedure which was optimised by Taris et al. (2005) for 2n individuals. In
this study, we confirmed the efficiency of the method for the parentage assignment of 2n
individuals (since 92 % of 2n individuals were efficiently allocated to a couple of parents),
but also for 3nCB individuals (since 85 % of 3nCB individuals were efficiently allocated to a
couple of parents).

We however faced the impossibility to allocate tetraploid sires although we employed a high
number (9 loci) of microsatellite markers. This problem was expected because tetraploid sires
were obtained by several generations of intra-line breeding and from a low-polymorphic
genetic basis at beginning due to a reduced number of involved triploid breeders (see
Eudeline et al. 2000 for a description of the method by which tetraploid were obtained). 3nDT
individuals therefore exhibited a high number of common microsatellite alleles that do not
allow discriminating between different sires. Moreover, we faced several problems related
specifically to polyploidy, notably for the discrimination between homozygote genotypes at
two or three alleles and null alleles. The problem of pseudo-heterozygotes (for example,
individuals showing a AAB triploid genotype, by opposition with full-heterozygotes showing
a ABC genotype) is known to complicate parentage assignment in polyploids (Bruvo et al.,
2004). In any case, we primarily focused for this study on the genetic covariation between
groups from different ploidy and induction method. Tetraploid males, obviously, were only
involved for the production of 3nDT group, which implied also that covariation between sires
mean cannot be tested anyway with this particular group, however it would have been

interesting to test sire effects in 3nDT group.

IV.1.b.  Genetic parameters estimates

To our knowledge, this study is the first report of mixed families approach applied in
estimating genetic parameters in marine adult bivalves, and raised some interesting evidences.
It is obvious that the parental (genetic) effects found in this study were low and weakly
significant, notably for sire, and family effects. This founding is unlikely to have resulted
from sampling related errors because measurement methods were carefully optimised (Royer

et al., 2008). It is possible that the large variance found in familial contributions (thus
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resulting in under-represented families in the samples) finally led to a low statistical power for
the analysis of genetic components of variance, as pointed by theoretical approaches (Lynch
et Walsh, 1998). Unfortunately, the phenotypic measurements conducted in this study were
highly time-consuming and thus did not allowed us to increase the sampling size to counter
this bias. High variances of reproductive success between oyster families have been already
reported, and result from gametic competition, or differential viability between families in
competition in the same environment (Boudry et al., 2002).

It must be noticed also that very little culling has been practised during the larval rearing.
Size-selective sieving is a common zootechnical practice, but has been shown to erode genetic
diversity and thus could result in biased genetic parameters estimates (Taris et al., 2006). This
fact have probably also contributed to enhance size variation in the experimental groups of
oysters.

The low genetic determinism (and the high values of error term) we found here can be
interpreted as well as a result of the very high sensibility of Crassostrea gigas phenotypic
traits to environmental conditions. Growth and allocation to reproduction in Pacific oyster are
well known to be primarily determined by food supply (Pouvreau et al., 2006). The low
genetic determinism we found here therefore could be due to environmental heterogeneity at
the tank level. Evidences for intra-group competition affecting genetic determinism of
phenotypic traits have been previously reported in fishes (Rodriguez-Munoz et al., 2003,
Ruzzante and Doyle, 1991, Herbinger et al., 1999; Vandeputte et al., 2009) and are very likely
to result to the underestimation of genetic basis for a trait particularly in Crassostrea gigas
(Sheridan, 1997). The phenotypic correlation found in diploid group between growth and
gonadic occupation suggested that the expression of both these phenotypic traits depended
mainly of the amount of energy available through nutrition. Aptitude for competition and
location in the rearing structure could affect primarily the individual performances, diluting
the genetic determinism. It is therefore possible that the higher genetic determinisms we
found for 3nCB was partly enhanced by the very high mortalities at larval stage that
commonly follow chemical triploidy induction (i.e. more than 95% in our case, see also Guo
et al., 1996 for similar results). It must be noticed that these oysters were grown with high
phytoplankton supply (see Normand et al., submitted, for details on the rearing procedure)
(Chapitre I des Résultats) at density usually not considered to limit individual access to food.
Crassostrea gigas is nevertheless a filter feeder in which food acquisition is known to be size-
related due to allometric relations between gills area and body size (Pouvreau et al., 2006).

Small differences in initial size or location in rearing structures are therefore highly suspected

138



to result in long term consequences in individual performances and aptitude to competition
(Collet et al., 1999). This could be notably the case for individuals reared in hatchery and
nursery facilities — such as the ones we studied here - were densities are usually high and
inter-individual competition expected to be intense.

On one hand, the high sensibility of Pacific oyster to environmental determinisms promotes
the interest in using mixed families approach to estimate genetic parameters. On the other
hand, it must be noticed also that such an experimental approach does not guarantee
environmental homogeneity for highly competitive organisms such as Crassostrea gigas. This
tends to understimate the genetic basis or could result to biased genetic estimators for energy
acquisition related traits if the individual aptitude for competition is genetically determined as
seen in fish species (Ruzzante and Doyle, 1991). Rearing at low densities should result in an
overestimation of the genetic determinisms by reducing inter-individual competition but could
also generates biased estimators in the case of a genetic x environment interaction.

Finally, it must be noticed that we found aberrant (superior to 1) heritability estimates for
3nCB group. This is due to the genetic model for the decomposition of variance components
in triploid individuals that grants a higher weight to the additive component of variance
compare to diploid individuals (respectively [128 x 6%4] versus [4 x 624]) (Wu, 1995) and thus
required extremely precise genetic variance components, a condition that we not have reached

here.

IV.2. Determinism for reproductive effort and growth in

diploid group

Variation of allocation to reproduction in the diploid oysters group was found to have a rather
low genetic basis — while sire effects were nearly significant - as demonstrated by the high
within half-sib families variance and the non-significant heritability estimate. Only one study
already reported estimates for genetic determinism of reproductive effort in Crassostrea
gigas, which were found highly variable. Depending from the environment where oysters
were reared, the authors found heritabilities estimates to vary from slightly negative values to
estimates superior to 1 (Ernande 2001; Ernande et al., 2004).

Analysis of variance for fresh weight showed no significant breeders effects, although the

genetic covariations observed between 2n and both 3nCB and 3nDT groups roughly suggests
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some maternal effect on growth. This trait usually exhibits a low genetic determinism in
Pacific oyster: previously published heritability estimates for young oysters growth varied
from 0.07 to 0.15 depending on the testing site (Degrémont et al., 2007), or were estimated to
be 0 in 6 month old oysters (Ernande et al., 2004). Moreover, the magnitude of genetic
determinism could be dependant of the environment has shown by genotype x environment
interactions observed for growth (Evans and Langdon, 2006; Dégremont et al., 2007), or
growth and reproductive effort (Ernande et al., 2004). Finally, the relative ranking of families
itself has been shown to shift with environmental changes, resulting from genetically
determined plasticity (Ernande et al., 2004). The phenotypic correlation between growth and
reproductive effort found for 2n group suggests also that the exhibited reproductive effort and
growth in diploid oysters depended mainly of the amount of energy available through
nutrition as noticed above. It is probable that the individuals that assimilated enough energy
through nutrition to have the higher growth rate were also the ones in which reproductive
effort (that proceeds from the same energy flow) was the higher. Such a primarily
environmental determinism is probably responsible for the high variation of age-determined

heritability estimators found in Pacific oyster (Sheridan, 1997).
IV.3. Determinism for growth in triploid oysters

Genetic determinism appeared to be low for growth in triploid groups. However, near
significant sire effect were observed for 3nCB group, suggesting a genetic basis for its inter-
individual variation. The observed correlation between half-sibs families means among
groups may also result from conserved breeder effect. The variation of the slopes of
regression lines together with the enhancement of the dam variance component detected in
3nCB group suggests that dams’ effects explained the genetic covariance proportionally to the
relative genetic contribution of the dams to the offspring genotype. In other words, dams that
contributed to 2/3 of the 3nCB offspring genome were found to account for a greater part of
phenotypical variance than in 2n group and 3nDT group (where they contributed respectively
for 1/2 and 1/3 of the offspring phenotype). Conversely, females only contributed for 1/3 of
the 3nDT genome that results in a diminished dam effect compared to both two other groups.
Such an interaction between triploidy and genetic has been also been found in triploid
salmonids (Blanc et al., 2005; Blanc et al., 2001) and most probably indicates the near-

additivity of dam genetic values. This conserved dam effect among groups however leads to
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confound maternal (i.e. non-genetic) effects with genetic effects since genetic correlation was
not significant between paternal half-sibs families. Anyway, the non-significance of sire
effects and paternal half-sibs regression models probably resulted from the reduced
contribution of sires to the offspring genome, combined with high phenotypical variance and

unbalanced contributions of numerous sires.
V.4, Determinism for reproductive effort in triploid oysters

For reproductive effort, the genetic determinism appeared higher for 3nCB individuals than
for diploid ones, resulting in more important dam and sire effects, with dam effect accounting
for a greater part of phenotypic variance. For this trait, the interaction between triploidy and
parental values did not simply leads from a difference in scale response due to parental
unbalanced contribution as seen for fresh weight. The non-significant regression for gonadic
occupation between diploid and the two triploid groups resulted from a change in the ranking
of half-sib families. The ranking was however strictly conserved between the two triploid
groups. Lack of genetic correlations between diploid and triploid familial performances have
also been found for growth in salmonids (Blanc et al., 2005, Bonnet et al., 1999) and could
result from inflated non-additive genetic components in neopolyploids. For example, inflated
epistasis effects have been found in tetraploid Campanulastrum (Etterson et al., 2007) and
dosage compensation occurred in triploid salmon (Jonhson et al., 2007). Maternal non-genetic
effects are also suspected to increase for triploid individuals obtained by chemical or physical
treatment of oocytes where egg quality should be implied in stress tolerance. We have found
no bibliographic references for “maternal effect x ploidy interaction”, however experimental
evidences of dam-specific effects on triploidy induction success have been observed in Pacific
oysters (Eudeline et al., 2000).

On the other hand, it is also possible that our polygenic trait (reproductive effort) integrated in
fact two different traits differentially expressed in diploid and triploid oysters. In other words,
we suspect that inherited genetic factors primarily controlling the measured allocation to
reproduction were the same for the 3nCB and 3nDT groups, but not between triploid and
diploid oysters. Indeed, the fact that growth was phenotypically correlated with reproductive
effort in diploid but not in triploid oysters suggests that observed gonadic occupation did not
depend primarily from food availability in triploids. It must be also noticed that these triploid

oysters exhibited earlier stages of gonadic maturation characterized by mitotic proliferation of
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gonial cells whereas diploid individuals have undergone gametogenesis (Normand et al.,
submitted) (Chapitre I des Résultats). The rapid growth of gonad that occurs during
gametogenesis but not during gonial proliferation makes that reproductive effort estimated for
animals having reached these ultimate stages of gonad maturation (here, the diploid oysters) is
more probably linked with energy acquisition than for individuals at earlier stages of gonad
development (here, the triploid individuals).

It appears from this work that a part of the exhibited high variance for the allocation to
reproduction in triploid oysters may be the result of breeder’s effects, and that genetic
determinism estimates could be increased in triploid individuals compared to diploid ones.
Typically, one of the maternal half-sib 3nCB families exhibited a gonadic occupation
reaching 20.8 % (Figure 28.a) (not much lower from the diploid mean off 25.3 %) whereas
another only showed a 7.4% gonadic occupation. Environmental effects on the allocation to
reproduction of triploid oysters remain still to be tested, since experimental evidences
suggested temperature effects on the gonadic development (Shpigel et al., 1992; Normand et
al., 2008) (Annexe I).

V. Conclusion

First, this study underlines the effects of zootechnical practices on genetic parameters
estimates in Crassostrea gigas. Rearing (and more generally environmental) conditions
appeared to be of first importance in determining phenotypic responses in Pacific oyster, and
genetic determinism is highly expected to interact with environment, a fact that have already
been noticed in diploid individuals. The mixed families approach adopted here certainly
participated to reduce environmental heterogeneity among groups. It also probably resulted in
the increase of within-group heterogeneity that should have participate in diluting genetic
effects. In this context, it appears that some extra-work is still needed to compare the effects
of experimental designs (mixed versus separated families) for the estimation of genetic
parameters in Crasostrea gigas. More generally, the study of genetic x environment
interactions constitute an exciting research field that could participate in improving 1) the
comprehension of evolutive mechanisms acting in natural populations, or 2) the efficiency of
selective breeding programs in agricultural species.

For the effects of triploidy on genetic determinism in Pacific oyster, it appears that triploidy

have not only direct and linear effects on phenotypical values but also interacts with the
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transmission of breeders genetic values, producing even ‘transgressive’ phenotypes (see Otto
and Whitton, 2000 for a review of phenotypic divergence induced by polyploidy). Our results
suggest that such an interaction between triploidy and genetic effects could be particularly
pronounced for traits primarily affected by triploidy induction, such as the allocation to
reproduction.

These results have also some implications for the opportunity of selective breeding of diploid
Pacific oyster broodstock to produce genetically enhanced triploid progenies. Since triploids
are generally sterile or produce poor-quality aneuploid offspring, selection must be made on
diploid or tetraploid parents. Changes in family ranking between diploid and triploid group
such as the one we observed for reproductive effort suggest that selective breeding in triploid
individuals may necessitate in certain cases direct testing of triploid offspring to ensure the

transmission of the diploid breeders traits.
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|. Introduction

Chez I’huitre creuse Crassostrea gigas, I’allocation gonadique mesurée chez un individu a un
moment donné est soumise a une trés forte variabilité. Son controle prioritaire par les
conditions environnementales induit dans les écosystémes tempérés une rythmicité du
développement gonadique (Pouvreau et al., 2006) qui alterne des phases de repos sexuel (au
cours desquelles le tissus gonadique est quasiment inexistant) en hiver, et des phases de fort
développement gonadique en été. Chez cette espéce, I’effort de reproduction a été estimé a 55
% du budget énergétique annuel (Van der Veer et al., 2006) et la masse de tissus gonadiques
peut représenter 62 % du poids de tissus frais de I’individu (Deslous-Paoli et Héral, 1988).
Parallélement a cette variabilit¢ temporelle de I’allocation a la reproduction, la variabilité
spatiale des conditions environnementales affecte également le développement gonadique, a
travers la variabilité inter-sites de la disponibilité en phytoplancton et la température qui
conditionnent les performances de croissance (Bourlés, 2009 ; Cardoso et al., 2007). La
variabilit¢ du développement gonadique et I’importance de 1’allocation énergétique associée
induit en conséquence la variabilité des paramétres métaboliques et immunitaires :

- Une part importante des réserves énergétiques est utilisée pour la gamétogenése en
période de maturation (Deslous-Paoli et Héral, 1988 ; Bacca et al., 2007),

- Dactivité respiratoire, utilisée comme un indicateur du métabolisme ¢énergétique
(Lambert et al., 2008) est ¢galement affectée par le développement gonadique (Moal
et al., 2008) et I’émission gamétique (Tran et al., 2008)

- les indicateurs de la réponse immunitaire : activit¢ microbienne (Li et al., 2009a) et
concentrations hémocytaires (Delaporte et al., 2007) montrent également une
variabilité associée au développement gonadique.

Ces covariations traduisent le fort degré de dépendance de la condition physiologique (au sens
large) de I’individu, et de son allocation a la reproduction. Elles sont probablement a 1’origine
de la corrélation négative observée entre la survie estivale et la maturité gonadique (Bourles,
2004 ; Samain et al., 2007) et des « trade-offs » génétiques observés entre effort de
reproduction, survie, et croissance (Ernande et al., 2004). Particuliérement, ceux-ci prévoient
une co-réponse a la sélection de I’effort de reproduction d’une part, et de la survie et la
croissance d’autre part. Une telle réponse corrélée de 1’allocation a la reproduction et de la

survie a d’ailleurs été effectivement observée :
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- Chez Crassostrea gigas, lors de la sélection de lignées divergentes pour leur résistance
au syndrome de mortalité estivale (Samain et al., 2007 ; Boudry et al., 2008),
- Chez Crassostrea virginica, lors de la sélection de lignées divergentes pour leur
résistance au parasite Haplosporidium nelsoni (MSX) (Barber et al., 1991).

La réponse corrélée de la croissance a une variation de D’effort de reproduction est
probablement également observée chez les huitres triploides qui présentent une amélioration
de leurs performances de croissance parallélement a une réduction de leur développement
gonadique. L’augmentation du taux de croissance des huitres triploides est ainsi
principalement interprétée comme la conséquence directe de la ré-allocation vers la croissance
d’une partie de I’énergie allouée chez les huitres diploides a la reproduction (Kesarcody-
Watson et al., 2001b, Garnier-Géré et al., 2002, Nell, 2002). Soulignons ici que les autres
améliorations induites par la triploidisation de I’huitre creuse découlent également
directement de la réduction du développement gonadique puisqu’elle permet leur
commercialisation pendant la période de maturité sexuelle des huitres diploides au cours de
laquelle les huitres triploides présentent une valeur commerciale accrue (Allen et Downing,
1997). La fertilité réduite des triploides permet également de limiter leur dissémination, et
ceci constitue une condition obligatoire a 1’utilisation d’individus issus de manipulations en
laboratoire pour I’élevage en milieu naturel, indépendamment par ailleurs des avantages
conférés par la triploidie (Piferrer et al., 2007). Cette capacité de dissémination réduite a
¢galement conduit a envisager la triploidie comme un moyen de confinement génétique des

stocks (Allen et Guo, 1996).

Dans ce contexte, nous avons étudié la réponse d’individus diploides et triploides a une
pression de sélection dirigée sur I’intensité du développement gonadique. Les deux raisons
principales qui ont motivé ce travail tiennent :

1) au manque relatif d’estimateurs du déterminisme génétique de 1’allocation a la
reproduction, alors que la variation de celle-ci parait impliquée dans I’expression de la
variabilité¢ de nombreux autres traits physiologiques.

2) al’intérét expérimental que présente 1’étude de lignées génétiques divergentes pour la

reproduction.

Pour le premier point, il n’existe a notre connaissance qu’une étude rapportant des estimations
de I’héritabilité de I’effort de reproduction chez Crassostrea gigas (Ernande, 2001 ; Ernande

et al., 2004). Le déterminisme de I’effort de reproduction apparait d’ailleurs trés dépendant de
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I’environnement d’élevage expérimenté, et les estimateurs d’héritabilité calculés montrérent
alors une variation trés significative, depuis des valeurs légérement négatives jusqu’a des
valeurs supérieures a 1. Au cours de cette étude, les interactions observées entre les valeurs
génétiques des parents et I’environnement allérent jusqu’a induire un changement de rang des
familles entre milieux d’élevages différents (Ernande et al., 2004; Ernande 2001).

Chez les huitres triploides, aucun estimateur d’héritabilité n’a jamais été¢ publié. Des travaux
précédents montrent pourtant que les approches expérimentales inspirées par la génétique
quantitative et appliquées a divers modeles (nématode : D’Souza et al., 2005 ; mais : Riddle et
al., 2006 ; saumon : Jonhson et al., 2007) se sont avérées trés informatives pour la
compréhension des divergences phénotypiques induites par la polyploidie.

Dans le Chapitre II des Résultats, nous avons présenté des estimateurs génétiques de
I’héritabilité¢ de 1’allocation a la reproduction pour des individus diploides et triploides élevés
« en mélange de familles ». Au cours de ce travail, une absence de corrélation génétique entre
huitres triploides et diploides a été constatée. La perturbation du déterminisme génétique
constatée chez ces derniers individus semblait résulter alors a la fois d’une augmentation des
effets génétiques non-additifs et d’une différence entre les conditions environnementales
expérimentées entre individus de ploidie différentes. L’analyse a posteriori du schéma
expérimental employé lors de cette étude suggérait également une forte hétérogénéité des
conditions environnementales rencontrées au sein d’'un méme groupe d’individus (en
I’occurrence : accessibilit¢é a la nourriture). Cette variance environnementale découlait
probablement de [I’intense compétition inter-individuelle qui s’exprime en conditions
d’¢levage chez Crassostrea gigas (Sheridan, 1997), et cette augmentation de la variabilité
environnementale avait alors été fortement suspectée d’avoir contribué a réduire le composant
génétique de la variance inter-individuelle. Pour la présente étude, le protocole expérimental a
donc été considérablement modifié. Une pression de sélection a été induite en choisissant des
géniteurs diploides montrant un développement gonadique contrasté et la réponse a la

sélection a été étudiée chez leur descendance diploide et triploide.

Concernant le second point, I’obtention par sélection d’individus divergents génétiquement
pour leur allocation a la reproduction constitue un outil expérimental puissant pour tester
I’hypothése d’un trade-off entre la reproduction, la survie, et la croissance chez I’huitre. Elle
permet notamment d’optimiser les approches expérimentales par I’étude d’individus montrant
des phénotypes contrastés pour ce caractére. L’optimisation des stratégies d’histoire de vie

sous la contrainte de la sélection naturelle (Stearns, 1992) tend en effet a réduire la variabilité
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génétique pour les traits liés a la fitness en populations naturelles, tels que I’effort de
reproduction chez I’huitre (Ernande et al., 2004). La manipulation expérimentale de la
variation entre les individus permet d’accroitre artificiellement celle-ci, et augmente donc
d’autant la probabilité de détecter les trade-offs (Schwarzkopf et al., 1999). Notons ici qu’une
seule référence publiée démontre un trade-off génétique, au sens strict, entre reproduction et
survie chez I’huitre creuse (Ernande et al., 2004). Les corrélations précédemment citées entre
la variabilité individuelle de I’allocation a la reproduction et les indicateurs du métabolisme
et de la réponse immunitaire sont effectivement représentatives de trade-offs phénotypiques
entre ces traits. Pourtant, ces corrélations ne sont pas forcément prédictives de la réponse
évolutive des traits phénotypiques associés a ces indicateurs (Stearns, 1989) et a plus forte
raison de la réponse de ces mémes traits a I’induction de la triploidie. La sélection de lignées
divergentes réalisée au cours du programme Morest, et la co-réponse de la résistance a la
mortalité estivale et de la dynamique de maturation observée alors suggere effectivement un
trade-off génétique entre reproduction et survie (Boudry et al., 2008, Huvet et al., en
préparation). Notons dans ce cas que 1) la pression de sélection n’était pas spécifiquement
orientée vers la reproduction, et 2) que le caractére de « survie a la mortalité¢ estivale sur
estran » ne peut pas étre considéré comme représentatif de la survie individuelle globale. Dans

ces conditions, 1’existence d’un trade-off génétique entre ces traits reste donc supposée.

Dans cette partie, nous présenterons les résultats d’une expérimentation visant a estimer la
réponse phénotypique de lignées diploides et triploides obtenues par sélection divergente pour
I’allocation gonadique. La variabilit¢ des indicateurs quantitatifs de 1’allocation a Ia
reproduction, et des indicateurs de la qualité de la gamétogenése sera analysée en priorité. La
discussion portera particulierement sur l’influence de la triploidie sur les déterminismes
génétiques, et sur les réponses corrélées des traits phénotypiques a une pression de sélection

dirigée sur I’effort de reproduction.
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Il. Matériel et Méthodes

1.1. Choix des géniteurs diploides et protocole de sélection

Les géniteurs utilisés lors du croisement étaient des huitres diploides provenant des lots
expérimentaux étudiés dans les chapitres précédents. Ces individus étaient alors agés de 1 an,
et avaient été¢ élevés sur une concession ostréicole en mer depuis le mois de Janvier 2007.
Ces individus constituaient 3 familles de %2 fréres non-sélectionnées, issues du croisement
factoriel de 3 femelles différentes 16 males.

La maturation gonadique de huitres s’est effectuée dans le milieu naturel et un sous-
¢chantillonnage régulier a été réalis¢ au cours de celle-ci afin de fixer la date du croisement au
moment optimal : a la fin de la gamétogenése, avant 1’émission des gamétes. Le choix des
géniteurs et le croisement ont été effectués a la fin du mois de Juin 2007, lorsque la maturité
gonadique atteinte était suffisante pour procéder au croisement et que la variabilité inter-
individuelle était encore suffisamment grande pour trier les individus sur ce caractere.

Chez I’huitre, I’allocation a la reproduction (le développement gonadique) dépend a la fois de
la quantit¢ d’énergie assimilée par la nutrition et de la proportion d’énergie allouée a la
reproduction (I’effort de reproduction au sens strict). Une pré-sélection sur la taille des
géniteurs a été effectuée afin de sélectionner des individus sur D'intensité de 1’effort de
reproduction plutét que sur I’assimilation énergétique (supposée proportionnelle a la
croissance) (Figure 30). La masse moyenne d’un individu de chaque demi-famille a été
déterminée par pesée de 50 huitres prises au hasard, et seules les huitres dont la déviation en
masse était inférieure a 15 % de la moyenne de la famille de 'z fréres ont été conservées pour
cette étude.

Pour chaque famille de '2 fréres, 250 individus ont ensuite été échantillonnés au hasard et
ouverts avant d’étre triés visuellement en fonction de I’intensité de leur gamétogenése. A
I’issue de ce tri, 3 groupes de 50 individus montrant un développement gonadique contrasté
(faible, moyen et fort) ont été constitués (Figure 30). Ces groupes de géniteurs choisis seront
respectivement appelés groupe «b», groupe « m» et groupe « h» dans la suite de ce
chapitre. Pour chacun de ces groupes, 25 individus par famille de 7 fréres ont été conservés

pour servir de géniteurs, tandis que les masses viscérales des 25 huitres restantes ont été
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plongées dans un fixateur afin de caractériser plus tard 1’intensité de I’effort de sélection par

histologie semi-quantitative.

1/2 Famille A

Pré-sélection
sur la taille

Sélection sur
l'intensité du
-— développement
gonadique
™ "//

Développeiﬂent gonadig

Effectif

groupe m groupe h

= S - ;)‘ . 2 =
N =230 N =50 N =50 N = 50 N =50 N =50
Mesure géniteurs Mesure gé_nite'urs
de I'0G Lignée de I'0G Ligneée
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Figure 30 : Méthode d’induction de la pression de sélection divergente pour 1'une des 3
familles de /% fréres de géniteurs.
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Figure 31: Schéma du protocole de fécondation et de I’induction de la triploidie telles
qu’appliqué a chacun des groupes (b, m, h) de géniteurs constitués.

1.2. Productions et élevage des lignées expérimentales

Pour chaque famille de '%2 fréres et pour chaque groupe d’intensit¢ de développement
gonadique, le genre sexuel des 25 individus gardés comme géniteurs a été déterminé par
observation microscopique du contenu de leur gonade (Figure 31). Leurs gonades ont été
dilacérées au scalpel afin de constituer 1 « pool » de gamétes males et femelles, par famille de
"> fréres et par groupe. La concentration gamétique de chacune de ces solutions de gamétes a
¢été déterminée par observation microscopique et comptage sur cellule de Malassez (ovocytes)
et cellule de Thoma (spermatozoides). Pour chaque groupe, les solutions de sperme puis
d’ovocytes de chaque famille de ' fréres ont ensuite ét¢ mélangées en veillant a équilibrer les
contributions entre % famille, ceci afin de minimiser la consanguinité dans la descendance et
d’équilibrer les contributions gamétiques. Les croisements ont ensuite été effectués en
fécondant les ovocytes d’un groupe avec la solution de sperme des méales du méme groupe, a

un ratio de 100 spermatozoides pour 1 ovocyte (Figure 31).
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20 minutes apres la fécondation, la moiti¢ des embryons de chacun des 3 groupes a été placée
dans un bécher séparé et traitée par 1’adjonction de cytochalasine B afin de procéder a
I’induction de la triploidie (Figure 31). Les 6 groupes d’embryons diploides et triploides ont
ensuite été mis en élevage dans 6 bacs cylindrico-coniques séparés pour I’élevage larvaire.

Apres 1’élevage larvaire et la micronurserie a I’écloserie expérimentale de La Tremblade, les
huitres ont été gardées pendant 2 mois en nurserie a la station expérimentale de Bouin a faible
densité (5000 individus par tube tamis), en assurant un apport en phytoplancton important. 2
poches ostréicoles de 500 individus (réplicats d’élevage) ont ensuite été placées sur tables
ostréicoles en mer (Banc d’Agnas, Bassin de Marennes-Oléron) au mois de novembre 2007.
L’échantillonnage a été réalisé au début du mois de Juillet 2008, soit quelques semaines avant
I’apex de maturité¢ gonadique, principalement en raison de contraintes zootechniques (risque

de mortalité estivale).

11.3. Echantillonnage des individus des lignées

expeérimentales

Pour les lots diploides, 50 individus par lignée ont été prélevés. Pour les lots triploides issus
d’inductions chimiques, le taux d’induction atteint rarement 100% (Gérard et al., 1999) et
100 huitres ont été prélevées par lot afin de pouvoir éliminer de I’échantillon initial de
potentiels individus diploides ou mosaiques (présentant des populations cellulaires de ploidie
différentes). Ces individus ont alors été analysés individuellement en cytométrie en flux selon
la méthode décrite par Benfey et Solar (1986) (la méthode est décrite précisément dans la
Partie II de la section Approches expérimentales) pour finalement ne conserver que 50
individus triploides.

Pour chaque individu échantillonné, les parameétres suivants ont été mesurés :

- la masse totale fermée (M) est obtenue par pesée de I’individu fermé, aprés I’avoir
tamponné a 1’aide d’un papier absorbant pour éliminer I’excédent d’eau sur la
coquille,

- la masse de coquille, et la masse de tissus mous ont été déterminées apres ouverture et
séparation du corps de I’animal et de ses valves. Les tissus mous ont été tamponnés et
placés sur un papier absorbant 10 minutes pour éliminer 1’excédent d’eau avant la

pesée tandis que les valves ont séché a 1’air libre.
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Dans cette étude, nous utiliserons la masse totale fermée (M comme indicateur de la

croissance totale, et un indice de condition (IC) comme indicateur du remplissage de I’huitre :
IC = masse de chair égouttée x 100 / masse de coquille séche

Les masses viscérales ont ét¢ identifiées individuellement et fixées pour mesurer 1’allocation a
la reproduction par histologie semi-quantitative selon le protocole décrit dans Enriquez-Diaz
(2004). Une section transversale passant par le milieu de la masse viscérale été coupée a Sum
d’épaisseur au microtome, montée sur lame microscopique, colorée en double coloration
hématoxyline-éosine, et numérisée a 1’aide d’une loupe binoculaire équipée d’une caméra
numérique. L’occupation gonadique (OG) a été¢ mesurée a 1’aide d’un logiciel de traitement
d’image.

OG = surface occupée par des tissus gonadiques x 100/ surface occupée par des

tissus somatiques

Parallélement a la mesure de 1’occupation gonadique, le stade de maturité gonadique a été
qualifié par observation microscopique en utilisant une échelle adaptée de Mann (1979) et
Lango-Reynoso (2000) (Partie II de la section Approches expérimentales). Chez les individus
triploides, de nombreux hermaphrodites asynchrones montrérent la présence simultanée de
cellules des lignées germinales male et femelle. Chez ces hermaphrodites, une des lignées
germinales était en fin de résorption et montraient de rares gamétes atrétiques, tandis que
I’autre était dominante. Le genre sexuel et le stade de maturité gonadique de I’individu ont

alors ét¢ déterminés comme étant ceux de la cohorte de cellules germinales la plus abondante.

|1.4. Analyse statistique des résultats et calcul de

I'héritabilité réalisée

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel SAS 8.2. Pour les analyses de
variance, la normalité du jeux de données a été systématiquement testée par 1’application d’un
test de Levene et I’hétérogénéité des variances évaluées en procédant a une régression des
résidus obtenus par I’Anova sur les résidus prédits. Les variances hétérogénes montrées par
I’occupation gonadique ne satisfaisant pas aux conditions requises pour 1’analyse de variance,
les données ont été log-transformées (OG; = log (OG + 1)). Remarquons également que dans
le cas des modeles incluant des interactions et des effets hiérarchisés, la statistique F des

effets « simples » a été calculée a 1’aide de ’option TEST de la proc GLM, en mettant au
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numérateur la variance intergroupe de I’interaction ou de I’effet de niveau supérieur. Les
modeles ont été progressivement réduits par 1’élimination des effets non-significatifs en
commencant par les interactions et les effets hiérarchisés. Les modéles présentés dans les
sections suivantes du « Matériel et méthode » sont les modeles incluant le nombre maximal
d’effets, tandis que les estimateurs présentés dans la section « Résultats » ont été obtenus en
appliquant les modeles « réduits ». Pour les Anovas réalisées sur les variables continues, les
comparaisons par paire des effets ont été testées par la méthode des LS-means (Littell et al.,

2002).

Il.4.a. Caractérisation de I'allocation a la reproduction des

geniteurs

La pression de sélection a été qualifiée par la différence entre 1’allocation a la reproduction
des géniteurs utilisés pour générer les lignées « Haute », « Basse » et « Medium ». Les effets
d’un éventuel dimorphisme sexuel (genre sexuel, 2 niveaux : male ou femelle), de la famille
de 2 freres du géniteur (3 niveaux : A, B, ou C) et du groupe de développement gonadique
qualifié lors du croisement (3 niveaux : groupes b, m, h) sur ’occupation gonadique ont été
testés en Anova (proc GLM, SAS) (Littell et al., 2002).Une premiére analyse a ét¢ menée sur
I’ensemble du jeux de données selon le modele « complet » :

OG; = Sexe + /2 Famille + Groupe + Sexe x % Famille + Sexe x Groupe + }z Famille

x Groupe

En raison d’une interaction significative détectée entre les effets de la famille de % fréres des
géniteurs et du groupe de développement gonadique, une analyse des effets du groupe et du
genre sexuel développé a été ensuite réalisée par famille de ' fréres, selon le modele :

OG; = Sexe + Groupe + Sexe x Groupe
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11.4.b. Caractérisation de la reproduction des descendants

sélectionnés

L’occupation gonadique des descendants sélectionnés a été analysée en Anova (proc GLM,
SAS) (Littell et al., 2002). Les effets de la Lignée (3 niveaux : Basse, Medium, Haute), de la
ploidie (2 niveaux: 2n ou 3n), leur interaction, et les effets du réplicat d’élevage (2
poches ostréicoles) imbriqués dans la lignée ont été testés. Le remplissage de la coquille (IC :
variable continue) et la masse totale fermée (M, : variable continue) sont utilisées comme
covariables afin de détecter d’éventuelles corrélations entre croissance somatique et
développement gonadique. L’effet du stade de maturité gonadique (5 niveaux : 0, 1,2, 3, 4) a
¢té également utilisé pour tester les corrélations entre le niveau de maturité gonadique et
I’allocation estimée a la reproduction. L’effet du genre sexuel est testé uniquement pour les
individus ayant développé une gonade (2 niveaux: male ou femelle) : les individus de sexe
« indéterminé » sont exclus de 1’analyse pour cet effet.
OG; = Ploidie + Lignée + Stade + Sexe + M, + IC + Lignée(Réplicat)
Polidie x Stade + Ploidie x Lignée
La fréquence d’occurrence des genres sexuels (3 niveaux : indéterminé, male, femelle) et celle
des stades de maturation gonadique (5 niveaux : stades 0, 1, 2, 3, 4) ont été analysées. Ces
analyses ont été réalisées sur la totalité du jeux de données en modélisant une distribution
multinomiale (proc GENMOD, fonction cumlogit) (Littell et al., 2002) selon le modéle :
Fréquence (sexe ou stade) = Ploidie + Lignée + Lignée(Réplicat)
Pour chaque stade de développement gonadique et chaque sexe identifié, I’influence des effets
de la ploidie et de la lignée a également été analysée en modélisant une distribution binomiale
(proc GENMOD, fonction logit) (Littell et al., 2002) selon le modele :
Fréquence (sexe ou stade) = Ploidie + Lignée + Lignée(Réplicat)

ll.4.c. Evaluation de la réponse a la sélection : calcul des

parametres géenétiques

L’effort de sélection appliqué aux groupes de développement gonadique constitués est estimé

par la différence entre I’occupation gonadique moyenne des géniteurs diploides du groupe
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« divergent » (faible ou fort développement gonadique : groupes b et h) et celle du groupe
«moyen » (groupe m).
ES = OGagroupe taibe / fort développement gonadique = O G Groupe développement gonadique moyen
Pour chaque groupe de ploidie, la réponse a la sélection des descendants est calculée par la
différence entre 1’occupation gonadique moyenne de la lignée « divergente » (Basse ou
Haute) et celle de la lignée Medium.
RS = OGyignée Haute / Basse= OGLignée Medium
L’héritabilité réalisée h’g est calculée pour les lignées Haute et Basse par le rapport entre
I’effort de sélection appliqué aux géniteurs (ES) et la réponse a la sélection des descendants
(RS) par groupe de ploidie.
2=RS/ES
Il est probable que la dynamique de la gonadogenése influe sur I’expression des différences
d’occupation gonadique entre lignées (voir Encart). Une héritabilité « corrigée » (h%r¢) du
différentiel de dynamique entre lots a également été calculée. Dans ce cas, la réponse a la
sélection est exprimée en pourcentage de la différence entre I’OG moyenne de la lignée
considérée et celui de la lignée Medium, et I’effort de sélection est exprimé en pourcentage de

la différence entre I’OG moyenne du groupe de géniteurs considéré et celui du groupe m.
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Encart : a propos de la comparaison des estimateurs de ’héritabilité...

La comparaison des estimateurs d’héritabilités pour un méme trait mais entre groupes
d’individus différents suppose que le trait soit mesuré dans le méme environnement. Dans
notre étude, le trait mesuré est I’OG qui augmente de fagon saisonniére chez I’huitre, avec la
maturation gonadique (Figure 32). Dans ce cas, la réponse a la sélection (RS) mesurée est
vraisemblablement croissante elle aussi au cours de la maturation gonadique puisqu’elle est
estimée par la différence OG iignée séiectionnée — OG lignse wmoin 11 €St trés probable que cette
différence s’exprime plus fortement a la fin de la gamétogenése qu’au début. Les estimateurs
de I’héritabilité réalisée pour 1’allocation a la reproduction chez une méme lignée seront dans
ce cas trés probablement dépendants de la maturité des tissus gonadiques puisque s’z est
proportionnelle a la réponse a la sélection RS.

Ceccupation
gonadigue

+ Lignée SA

RS Lighée CA

Lighée SB

Lighée CB

3 Maturité des tissus
gonadigue

Figure 32 : Représentation théorique de la relation entre OG et maturité gonadique assumant
arbitrairement une relation linéaire entre ces deux traits. L’évolution de ’OG est figurée pour
2 groupes (4 et B) d’individus, présentant chacun une lignée sélectionnée S, et une lignée
témoin C.

Cette observation (4% dépendante de la maturité gonadique) est sans conséquence pour la
comparaison des estimateurs d’héritabilité entre lignées d’individus d’une méme ploidie,
puisque ces individus présentent simultanément des stades de maturit¢é gonadique
comparables. Les huitres triploides sont quant a elles connues pour présenter des stades de
maturité gonadique plus précoces que les individus diploides (Allen et Downing, 1986, Allen
et Downing, 1990). Il est probable alors que les estimateurs /4% calculés pour ces huitres 3n
soient alors réduits (par rapport a ceux calculés pour les 2n) non pas a cause d’une différence
induite par la triploidie dans I’expression des valeurs génétiques parentales, mais simplement
parce que la réponse a la sélection s’exprime moins chez les individus en début de
gametogenese.
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Encart a : a propos de la comparaison des estimateurs de I’héritabilité...(fin)

Une correction des estimateurs d’A? est proposée pour la comparaison entre individus
diploides et triploides. La réponse a la sélection (RSc) des lignées sélectionnées sera ainsi
exprimée en proportion (%) de I’OG des lignées témoins, puisque ce rapport est (en théorie)
indépendant du stade de maturité gonadique.

RSC = (OG lignée sélectionnée — oG lignée témoin ) x 100/ OG lignée témoin
Les 2 estimateurs d’héritabilité 4% et h’zc sont présentés dans la section Résultats et leur
pertinence est discutée dans la section Discussion.

11.4.d. Remplissage et croissance des lignées sélectionnées

Les effets de la Lignée (3 niveaux : Basse, Medium, Haute), de la ploidie (2 niveaux : 2n ou
3n), leur interaction, et les effets du réplicat d’élevage (2 poches ostréicoles) imbriqués dans
la lignée ont été testés sur I’IC. L’occupation gonadique (OG : variable continue) et la masse
totale fermée (M : variable continue) ont été utilisées comme covariables afin de détecter
une corrélation éventuelle entre la croissance totale, le développement gonadique et le
remplissage des individus. Comme pour I’occupation gonadique, I’effet du genre sexuel est
test¢ uniquement pour les individus ayant développé une gonade (2 niveaux: male ou
femelle) : les individus de sexe « indéterminé » sont exclus de 1’analyse pour cet effet.
IC = Ploidie + Lignée + Sexe + My, + Lignée(Réplicat) + Ploidie x Lignée

La croissance totale individuelle (M) a été analysée en employant le méme modéle avec le
remplissage (IC) et 1’occupation gonadique (OGy) en covariables. En raison d’une interaction
significative détectée entre les effets de la lignée et de la ploidie, une analyse des effets
groupe et sexe a finalement été réalisée par groupe de ploidie, selon le mode¢le :

M;ot = Lignée + Sexe + M + Lignée(Réplicat)
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lll. Résultats

[11.1. Occupation gonadique des géniteurs

L’analyse de la variabilité de 1’allocation a la reproduction chez les géniteurs montre une OG
moyenne croissante entre les groupes b, m, h (respectivement 54,3 % + 2,5, 72,0 % + 1,0 et
75,1 % £ 0,9). L’analyse de variance par le modele complet montre un effet trés significatif de
I’interaction famille x groupe (F4.154= 7,72, P <0,0001) (Tableau 19) qui traduit une certaine
hétérogénéité de la pression de sélection exercée pour 1’obtention des lignées divergentes en
fonction de la famille de 'z fréres d’origine des géniteurs. L analyse séparée par famille de /2
fréres montre dans tous les cas un effet significatif ou trés significatif du groupe de géniteurs
sur I’occupation gonadique (Tableau 19) et aucun dimorphisme sexuel pour ce caractére. Plus
précisément, les comparaison paire par paire révelent pour chaque famille de 2 fréres une
différenciation significative entre le groupe b et les groupes m et h, mais aucune
différenciation significative entre ces 2 derniers (Figure 33). La forte variance de I’occupation
gonadique rencontrée chez le groupe b (6%0g, = 377,2) comparativement aux deux autres
groupes de géniteurs (m et h respectivement 6%ogm = 57,3 et 6%ogn = 38,3) est lice a une
gamétogenese de qualité hétérogéne observée par microscopie (données non présentées). A
I’intérieur de ce groupe de géniteurs, certains individus présentaient une gamétogencse

apparemment trés retardée (gonade partiellement immature).
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Tableau 19 : Analyse de la variabilité de 'occupation gonadique des groupes de géniteurs

constitués pour le croisement.

Analyse inter- famille de 2 fréres

Source Significativité DF F-Value Pr>F
Sexe NS 1 0 0,9864
1/2 famille NS 2 0,59 0,5985
Groupe NS 2 3,95 0,113
1/2 famille x groupe e 4 7,72 < 0,0001
Erreur 154
Analyse intra- famille de 2 fréres 1/2 famille A
Source Significativité DF F-Value Pr>F
Sexe NS 1 0,63 0,4303
Groupe e 2 11,59 < 0,0001
Erreur 46

1/2 famille B
Source Significativité DF F-Value Pr>F
Sexe NS 1 1,55 0,3393
Groupe ** 2 45,7 0,021
Erreur 51

1/2 famille C
Source Significativité DF F-Value Pr>F
Sexe NS 1 1,12 0,2952
Groupe e 2 29,99 < 0,0001
Erreur 53
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Figure 33 : Occupation gonadique moyenne des géniteurs (OG en %) et erreur-standard :
différenciation intra-famille de % fréres des groupes de géniteurs constitués (LS-means), une
lettre en commun entre 2 groupes signifie une absence de différenciation significative pour les
valeurs d’OG de ceux-ci.

1l.2. Caractérisation de la reproduction des descendants,

aspects quantitatifs

L’occupation gonadique moyenne mesurée chez les descendants est faible chez les huitres 3n
(7,8%), et un peu plus forte chez les 2n (20,9%). L’analyse de la variabilité¢ de I’allocation a la
reproduction montre un effet tres significatif du stade de maturité gonadique (Fs. 215 = 25,75,
P <0,0001) (Figure 34) et des effets significatifs de la Lignée (F,.,15= 7,64, P = 0,00006) et de
I’IC (F1.215=9,23, P =0,0027) (Tableau 20). L’effet de la ploidie n’apparait pas significatif a
I’analyse, probablement absorbé par I’effet du stade de maturité puisque le méme modéele
d’analyse privé de I’effet du stade de maturité gonadique montre au contraire un effet trés
significatif de la triploidie (F; . ;5= 28,78, P < 0,0001) (données non présentées) .

Une augmentation de ’allocation gonadique moyenne est constatée entre les Lignées Basse,
Medium, et Haute (GO Basse = 10,3 % + 3,44, GO Medium = 13,6 % + 3,42, GO Haute =
19,1 % =+ 3,8). Le calcul des LS-means révele une différenciation significative de la lignée

Haute par rapport aux Lignées Medium et Basse, mais pas de différenciation entre ces
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derniéres (Figure 35). En I’absence d’interaction significative détectée entre la ploidie x
lignée, les analyses présentées ici ont été réalisées sur la totalité¢ du jeu de données. La méme
analyse conduite en considérant séparément les 2 groupes de ploidie abouti d’ailleurs aux
mémes résultats (données non-présentées). La covariation détectée entre 1’indice de condition
et I’occupation gonadique découle d’une corrélation positive entre ces deux variables :
OG;=0,036 +0,011 *IC.

L’analyse réalisée avec le modele complet n’a pas permis de détecter un effet significatif de
I’interaction ploidie x lignée (F, . 207 = 1, P = 0,3695) (données non présentées) sur la
variabilit¢ de 1’occupation gonadique des descendants. Cette absence d’interaction traduit la
conservation de 1’effet du groupe de géniteurs d’origine sur I’allocation a la reproduction des
descendants, qu’elle que soit par ailleurs leur ploidie. L’absence d’effet significatif du réplicat
d’¢levage (F5.215= 0,50, P =0,6810) (Tableau 20) suggere que les conditions d’¢élevage n’ont
pas joué un role significatif dans I’expression de la variabilit¢ mesurée pour I’allocation

gonadique.
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Figure 34 : Occupation gonadique moyenne des descendants sélectionnés (OG en %) et
erreur standard, par stade de maturité gonadique.
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Tableau 20 : Analyse de la variabilité de l'occupation gonadique des Lignées de descendants

Analyse inter-groupe

Source Significativité DF F-Value Pr>F
IC * 1 12,22 0,0006
Mot NS 1 0,64 0,4229
Stade e 4 25,75 < 0,0001
Ploidie NS 1 0,45 0,5048
Lignée * 2 7,08 0,0011
Sexe NS 1 0,03 0,8523
Lignée(Réplicat) NS 3 0,50 0,6810
Erreur 215
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Figure 35 : Occupation gonadique des descendants (OG en %, moyenne et erreur-standard):
différenciation intra- groupe de ploidie des lignées (LS-means).
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Figure 36 : Fréquence d’occurrence (%) des stades de maturité gonadique chez les
descendants, par lignée et groupe de ploidie.

11.3. Caractérisation de la reproduction des descendants,

stades de maturité et genre sexuel

L’analyse de la fréquence d’occurrence des stades de maturation montre des distributions
significativement différentes entre individus de ploidie différente, qui traduisent le différentiel
de la dynamique de maturation gonadique entre individus diploides et triploides (y* = 63,3 ; P
<0,0001) (Figure 36). En considérant la totalité du jeu de donnés, les effets de la lignée et du
réplicat d’élevage sur les fréquences d’occurrence des stades de maturation apparaissent non-
significatifs (respectivement > = 3,10 ; P =0,2125 et > =10,79; P = 0,2138).

L’analyse des mémes effets conduite en considérant séparément chaque stade de maturité
montre un effet trés significatif de la ploidie (P < 0,0001) pour la fréquence d’occurrence de
chaque stade a I’exception du stade 4 (¥*> = 3,8 ; P = 0,0520). L’effet de la lignée n’est
réellement significatif que pour le stade 0 (> = 7,7 ; P = 0,0207), traduisant la corrélation
négative entre D'intensit¢ du développement gonadique moyen du lot et la fréquence

d’occurrence du stade 0. Aucun effet significatif du réplicat d’élevage n’a été détecté.
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Chez les huitres triploides, la majorité des individus sont en stade précoce de maturation
gonadique (stade 0 et 1: 30,8 et 44 %) et la gamétogenese semble ne s’€tre initiée que chez
une faible proportion d’individus (stade 2 : 15,5 %). Lors de 1’échantillonnage, aucune huitre
triploide n’avait atteint une maturité gonadique totale et une quantité non-négligeable
d’individus montraient une cohorte de la lignée germinale en cours de résorption (stade 4 :
10%) (Figure 36). Chez les huitres diploides, la majorité des individus échantillonnés avaient
initié leur gamétogenese (stade 2 : 62,9 % d’occurrence) et quelques huitres montraient des
stades précoces de développement gonadique (stade 0: 12,4 % et stade 1: 11,7 %). Une
faible proportion d’individus présentaient également une gonade complétement mature (stade
3: 8,9 %) et la encore, certaines huitres montraient une résorption gonadique en cours (stade

4 :4,1 %)(Figure 36).

100%

90% +— —

80% +— —

70% —

0, | _—
60% COmale

50% — — | Oindéterminé
M femelle

40% - |

30% —

20% - —

10% | I B
0% |
basse ‘ medium ‘ haute basse ‘ medium ‘ haute
2n 3n

Ploidie et Lignée

Figure 37 : Fréquence d’occurrence (%) des genres sexuels, et des individus indéterminés
chez les descendants, par lignée et groupe de ploidie.

En considérant la totalité du jeux de données, les fréquences d’occurrence des genres sexuels
identifiés montrent un effet trés significatif de la ploidie (x> = 42,14 ; P <0,0001) (Figure 37).
Les réplicats d’élevage (x> = 12,35; P = 0,1364) ou la lignée (y* = 2,83 ; P = 0,2429) ne
semblent quant a eux pas avoir d’effet significatif sur la distribution globale des fréquences

des différents genres sexuels. Les pourcentages d’occurrence des femelles est trés
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significativement supérieur chez les huitres diploides (2n : 35,6 % et 3n : 7,2 % ; * = 38,98 ;
P <0,0001). A I’inverse, la fréquence d’apparition des individus de sexe indéterminés est tres
significativement supérieure chez les individus triploides (2n: 11,7 % et 3n: 30,8 %: > =
16,47 ; P <0,0001). Le seul effet significatif détecté pour la lignée concerne les individus de
sexe indéterminés, plus nombreux dans les lignées Basses et Médium que dans la lignée
Haute (lignée Basse : 29,7 %, lignée Medium : 19,1 % , lignée Haute : 14,8 %). Aucun effet

significatif du réplicat d’élevage n’a été détecté lors de ces analyses.
1l.4. Estimation des parametres génétiques

L’effort de sélection estimé (chez les géniteurs) montre une pression de sélection plus forte
pour la lignée Basse (ESpasse = - 17,68 %), que pour la lignée Haute (ESpaue = + 3,13 %)
(Tableau 21), du fait d’un différentiel d’occupation gonadique plus important entre les
géniteurs du groupe b et du groupe m (- 24,6 %), qu’entre les géniteurs du groupe h et du
groupe m (+ 4,3 %). A Iinverse, la réponse a la sélection des descendants est plus marquée
pour les individus des lignées Hautes (RSonpaue = + 8,26 %; RS3nmaue = + 2,72 %), que pour
ceux des lignées Basses (RSznpasse = -5,24 %; RS31passe = - 1,36 %). Les héritabilités réalisées
calculées pour les lignées reflétent cette tendance avec de plus fortes valeurs d’estimateurs
pour les lignées Hautes (h?ronmaute = 2,645 h®r3nmaute = 0,87) que pour les lignées Basses (h?g.
mBasse = 0,305 h?p3npasse = 0,08). La réponse a la sélection semble généralement plus marquée
(et les estimateurs d’h? g plus forts) chez les huitres diploides que chez les triploides.

L’héritabilité corrigée des effets de la dynamique (ES et RS exprimés en pourcentages de
différence par rapport au témoin) génére des estimateurs dont la différence est moins marquée
entre classes de ploidie (h’rcanBasse = 1,07; h’reanBasse = 0,75 et hrconaue = 13,58; h%ge.
anHaute — 8,03), mais dont les valeurs sont 1a encore trés fortes pour les lignées Hautes, et plus

¢levées chez les huitres 2n que chez les huitres 3n (Tableau 21).
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Tableau 21 : Paramétres génétiques de la réponse a la sélection

Géniteurs
Moyenne OG  Effort de Ecart par rapport au
Groupe (%) sélection groupe m (%)
b 54,32 -17,68 -24,6
m 72
h 75,13 3,13 4,3
Descendants
Ecart par
rapport a la
lignée
Moyenne OG Réponse ala Medium
Ploidie Lignée (%) sélection (%) h’zr  h%kc¢
Basse 14,63 -5,24 -26,4 0,30 1,07
2n Medium 19,87
Haute 28,13 8,26 58,4 2,64 13,58
Basse 5,97 -1,36 -18,5 0,08 0,75
3n Medium 7,33
Haute 10,05 2,72 37,1 0,87 8,63

|11.5. Condition et croissance des lignées sélectionnées

La masse totale fermée (M) moyenne par ploidie est de 6,8 g chez les huitres diploides et

8,3 g chez les huitres triploides (Figure 38). L’analyse de variance effectuée par le modéle

complet ne montre aucun effet significatif des variables explicatives, a I’exception d’un effet

trés significatif de I’interaction ploidie x lignée qui traduit des performances de croissance par

lignée ne s’exprimant pas de la méme fagon entre individus diploides et triploides (Tableau

22). L’analyse séparée des mémes effets par groupe de ploidie détecte chez les huitres 2n une

covariation de la My avec I’IC (corrélation positive : Mis = 0,222 £ 0,071 * IC) (Fy 114 =
9,84 ; P = 0,0022) et un effet significatif de la Lignée (F2114 = 5,26 ; P = 0,0065). Chez les

diploides, les individus de la lignée Haute sont significativement plus gros que les individus

des lignées Medium et Basse (Figure 38).
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Figure 38 : Masse totale fermée des descendants (M en g, moyenne et erreur-standard):
différenciation intra- groupe de ploidie des groupes de lignées (LS-means).

Tableau 22 : Analyse de la variabilité de la masse totale fermée des Lignées de descendants

Analyse inter-groupe de ploidie

Source Significativité DF F-Value Pr>F
OGt NS 1 0,14 0,7402
IC NS 1 2,11 0,2837
Ploidie NS 1 1,89 0,303
Lignée NS 2 0,16 0,8648
Sexe NS 1 0,72 0,4843
Lignée(Réplicat) NS 3 2,03 0,1102
Ploidie x Lignée ** 2 8,32 0,0003
Erreur 213

Analyse intra-groupe de ploidie Groupe 2n
Source Significativité DF F-Value Pr>F
OGt NS 1 1,39 0,2415
IC ** 1 984 0,0022
Lignée ** 2 526 0,0065
Sexe NS 1 0,76 0,3843
Lignée(Réplicat) NS 3 1,06 0,369
Erreur 114

Analyse intra-groupe de ploidie Groupe 3n
Source Significativité DF F-Value Pr>F
OGt NS 1 092 0,3388
IC ** 1 6,56 0,0121
Lignée * 2 2,66 0,0751
Sexe ** 1 12,8 0,0006
Lignée(Réplicat) NS 3 1,89 0,1361
Erreur 93
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Chez les huitres triploides, I’effet de la lignée n’est pas significatif au seuil de 5 % (Fp93 =
2,66 ; P = 0,0751) bien que les comparaisons par paire montrent une différenciation
significative de la lignée Medium dont les individus sont significativement plus gros que ceux
des 2 autres lignées (Figure 38). La encore, la masse totale fermée montre une covariation
avec l’indice de condition (corrélation positive: My = 0,187 £ 0,07 * IC). L’effet
significatif détecté pour le genre sexuel (Fio93 = 12,80 ; P = 0,0006) traduit le dimorphisme
sexuel exprimé par le groupe: les rares femelles (11 sur 155 individus) étant
significativement plus grosses que les males (12,82 g = 1,52 contre 7,84 g + 0,42).

L’analyse de la variabilit¢ de I’indice de condition (IC) détecte un effet significatif de la
lignée (F»215 = 8,64 ; P =0,0002) mais aucun effet significatif de I’interaction ploidie x lignée
(F2213 = 0,10 ; P = 0,9083, analyse par le modele complet) (données non-présentées) ni de
I’effet de la ploidie (F; 215 = 2,23 ; P = 0,1370) (Tableau 23). L’effet apparemment conservé
de la lignée entre groupes de ploidies différentes se traduit par un remplissage
significativement supérieur des individus des lignées Medium (Figure 39) (Lignée Basse :
13,93 + 0,38 ; Lignée Medium : 18,20 £ 0,6 ; Lignée Haute : 15,50 + 0,42). L’analyse des
covariations détecte un effet significatif de I’OG; sur I'IC (F; 255 = 9,23, P = 0, 0027) et un
effet trés significatif de la My (F1215 = 18,10, P < 0,0001) (Tableau 23) qui résultent d’une

corrélation positive entre I’IC et la covariable dans les 2 cas.
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Figure 39: Indice de condition des descendants (IC) (moyenne et erreur-standard):
différenciation inter- groupe de ploidie des lignées (LS-means).
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Tableau 23: Analyse de la variabilit¢ de l'indice de condition (IC) des descendants
sélectionnés

Analyse inter-groupe de ploidie

Source Significativité DF F-Value Pr>F
OGt ** 1 9,23 0,0027
Miot e 1 18,10 <.0001
Ploidie NS 1 2,23 0,1370
Lignée ** 2 8,64 0,0002
Sexe NS 1 0,85 0,3574
Lignée(Réplicat) NS 3 2,42 0,0671
Erreur 215
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V. Discussion

IV.1.Caractérisation de la reproduction des géniteurs et des

descendants

Chez les géniteurs, I’occupation gonadique croissante des groupes b, m, h indique ’efficacité
de la méthode employée pour constituer des groupes d’individus d’allocation a la
reproduction contrastée (voir le Paragraphe 1V.3. de cette partie pour une discussion de la
réponse a la sélection des lignées). La comparaison des valeurs d’OG mesurées (67 % en
moyenne) avec les valeurs d’occupation gonadique rapportées dans la littérature (Enriquez-
Diaz, 2004 ; Royer et al., 2008) suggéere que le développement gonadique des individus avait
alors atteint un stade proche de la maturité. L’observation microscopique a confirmé
I’homogénéité de la gamétogenése a I'intérieur des sous-échantillons constitués a partir des
groupes de géniteurs. Les individus montraient tous des tissus gonadiques matures a
I’exception d’individus du groupe b (16 sur 59) qui présentaient encore des cellules de la
lignée germinales immatures. Les comparaisons paire par paire montrent une différenciation
significative entre le groupe b de géniteurs, mais pas entre les groupes m et h, indiquant que
I’effort de sélection a été plus intense pour diminuer 1’allocation a la reproduction que pour
I’augmenter.

Chez les descendants, le développement gonadique mesuré pour les lignées Basse, Medium et
Haute est clairement croissant entre celles-ci, et montre une différenciation significative de la
lignée Haute comparée aux 2 autres, mais pas de différences significatives entre celles-ci.
Parallélement a la variabilit¢ de I’allocation a la reproduction, 1I’observation microscopique
révele une certaine hétérogénéité pour les indicateurs qualitatifs de la reproduction chez les
descendants et une corrélation significative entre le degré de maturité gonadique et
I’allocation a la reproduction. Cette corrélation avait été suggérée par notre approche
théorique de la modélisation de I’allocation a la reproduction (voir Encart). Une occupation
gonadique croissante est ainsi mesurée entre les stades 0, 1, 2 et 3 de maturité gonadique. Le
stade 4, caractérisant une résorption des tissus gonadique s’accompagne également d’une
diminution de 1’occupation gonadique mesurée. L’absence d’interaction significative détectée
entre le stade de maturité gonadique et la ploidie résulte probablement de la méme

corrélation : a stade de maturité gonadique égal, les huitres triploides présentent une
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occupation gonadique moyenne qui ne différe pas significativement de celle des individus
diploides. La méme corrélation entre le stade de maturité gonadique et 1’allocation a la
reproduction s’exprime dans la réponse des lignées de descendants a la sélection: la
fréquence d’individus en stade O est la plus forte dans les lignées Basses (ceci pour les 2
groupes de ploidie) qui présentent subséquemment les plus faibles occupations gonadiques
moyennes.

Remarquons ici que les valeurs relativement faibles d’occupation gonadique mesurées en
général chez les huitres des lignées sélectionnées traduisent I’immaturité gonadique de ces
individus, mise en évidence par la forte occurrence d’individus en cours de gamétogencse
chez les huitres diploides (stade 2 : 62 %). Les suivis effectués dans le Bassin de Marennes-
Oléron montrent que les huitres creuses y atteignent habituellement la maturité gonadique au
mois de Juillet (soit a la date de notre échantillonnage) (Deslous-Paoli et Héral, 1988). Les
individus étudiés ici présentaient un retard de leur maturation gonadique qui découlait
probablement d’un cycle zootechnique inhabituel, puisqu’ils ont été gardés longtemps (3 mois
en tout) en nurserie et micronurserie afin de stimuler leur croissance, et ont ensuite été placés
tardivement (au mois de Novembre) en mer. Il est probable que le stade précoce de
maturation gonadique atteint par les huitres (et notamment les triploides) n’ait pas permis la
pleine expression de la réponse a la sélection (Paragraphe IV.7. de cette Discussion). D’un
autre coté, le fait que I’allocation a la reproduction des huitres triploides ait ét¢ mesurée en
début de gonadogenése a permis d’éviter que des phénomenes d’atrésie ne se produisent chez
ces individus, venant biaiser 1’estimation de I’allocation a la reproduction. Le degré de
maturit¢ de la gonade a la date d’échantillonnage est en effet un parameétre qui influence
beaucoup la mesure de I’occupation gonadique chez les huitres creuses triploides qui
présentent une tendance prononcée a résorber leur tissus gonadique en cours de maturation

(Allen et Downing 1990, Shpigel et al., 1992).
IV.2. Sex-ratio et dimorphisme sexuel

Une forte différence de sexe-ratio est observée entre huitres diploides et triploides, qui
présentent respectivement 6,8 et 1,2 femelles pour 10 males, et contraste fortement avec les
données de la littérature qui rapportent plutot des sexe-ratio équilibrées ente huitres creuses
2n et 3n (Allen and Downing, 1990, Chapitre I des Résultats, Annexe I). Une telle différence

de sexe-ratio entre individus diploides et triploides pourrait résulter de la contribution non-
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balancée de 'un des génomes parentaux®

si 'on admet I’hypothése d’un déterminisme
génétique du sexe chez Crassostrea gigas. Un tel effet de la triploidie sur la sexe-ratio a par
exemple été rapporté chez la moule Mytilus edulis dont les triploides sont trés majoritairement
males (Brake et al., 2004), et chez Mya arenaria et Argopecten ventriculosus dont les
triploides sont majoritairement femelles (Allen et al., 1986 ; Ruiz-Verdugo et al., 2000).

L’hypothése alternative d’un déterminisme physiologique du genre sexuel chez I’huitre
creuse, probablement basé sur une corrélation positive entre le niveau de réserves
métaboliques et la probabilit¢ de développer une gonade femelle doit également étre
considérée (Galstoff, 1964 ; Le Dantec, 1968 ; Enriquez-Diaz, 2004). Dans la mesure ou
I’induction de la triploidie a une influence directe sur la croissance, elle doit en avoir une
¢galement sur le budget énergétique et il est probable que la condition physiologique de nos
individus 2n et 3n n’aie pas été équivalente au cours de leur cycle d’¢levage. La différence
observée de sexe-ratio entre groupes de ploidie pourrait ainsi résulter d’une différence d’état
physiologique autant que d’une perturbation du déterminisme génétique du sexe. Dans notre
¢tude, le dimorphisme sexuel est observé particulicrement chez les individus triploides dont
les femelles montrent une masse totale trés supérieure a celle des males. Un tel dimorphisme a
déja été observé chez des huitres creuses triploides et diploides (Baghurst et Mitchel, 2002 ;
Chapitre I des Résultats) et suggére fortement une différence de budget énergétique entre
individus ayant développé une gonade femelle ou male. Cette relation entre acquisition
énergétique et déterminisme du sexe peut soit impliquer une relation de causalité entre la
premicre et le second, soit résulter de la covariation de 2 traits phénotypiques déterminés par

un facteur externe.

IV.3. Réponse a la sélection des individus diploides et

triploides : reproduction

Une corrélation est observée entre I’OG mesurée chez les lignées de descendants et celle des
groupes de géniteurs dont ils sont issus, et ceci pour les individus diploides comme triploides.
Cette corrélation suggere fortement une réponse de [’allocation a la reproduction des
descendants 2n comme 3n a la sélection divergente exercée lors du croisement. L’absence

d’interaction significative détectée entre la lignée et la ploidie des individus implique

¥ En I’occurrence la triploidie a été ici induite par I’inhibition d’une des divisions de méiose de 1’ovocyte et la
femelle contribue donc pour 2/3 au génotype triploide de sa descendance, contre 1/3 pour le male.
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¢galement une conservation de I’effet du groupe de géniteurs d’origine sur I’allocation a la
reproduction des descendants, qu’elle que soit par ailleurs leur ploidie. Les différences de
maturité gonadique observées entre lignées d’une part, et entre groupes de ploidie d’autre part
suggerent que la réponse a la sélection des lignées intégre a la fois une composante
quantitative (la réponse a la sélection mesurée) et une composante qualitative (en I’occurrence
une gamétogeneése moins avancée chez les individus des lignées Basses diploides et
triploides). Les héritabilités estimées signifient que pour 1% de différence entre ’'OG du
géniteur et la moyenne de sa population d’origine, 1’occupation gonadique des descendants
est augmentée de 2,64 % et 0,87 % respectivement pour les lignées Hautes diploides et
triploides et, a I’inverse, diminuée de 0,30 % et 0,08 % pour les lignées Basses diploides et
triploides. La corrélation génétique observée entre individus diploides et triploides d’une part,
et les valeurs relativement élevées des estimateurs d’héritabilit¢é pour I’allocation a la
reproduction d’autre part, attestent de la faisabilité dune sélection des géniteurs diploides
pour I’amélioration génétique de ce caractére chez les huitres triploides. Remarquons que
notre précédente étude du déterminisme génétique de 1’allocation a la reproduction chez des
huitres creuses diploides et triploides (Chapitre I des Résultats) n’avait mis en évidence ni
I’'un ni I’autre de ces résultats. La divergence entre les résultats de cette étude précédente et

ceux de celle-ci sera discutée dans les paragraphes suivants.

V.4, Réponse a la sélection des individus diploides et

triploides : croissance

Une attention particuliére a été apportée lors de ce travail a la réponse des variables li¢es a la
croissance telles que 1’indice de condition et la masse totale fermée a la pression de sélection
exercée sur l’intensit¢ de D’allocation a la reproduction. De nombreuses observations
suggerent en effet 1) que I’allocation a la reproduction d’un individu et sa croissance
somatique sont corrélées chez Crassostrea gigas (Pouvreau et al. 2006, Royer et al., 2008), 2)
que ’effort de reproduction montre un trade-off génétique avec la croissance (Ernande et al.,
2004). La covariation inter-individuelle de I’indice de condition d’un c6té, et de I’occupation
gonadique et la masse totale de I’autre, atteste du degré de corrélation entre ces traits
phénotypiques. A I’inverse, 1’occupation gonadique moyenne des lots expérimentaux ne

montre de covariation ni avec I’indice de condition, ni avec la masse totale moyenne. Ce point

174



précis suggere que les groupes d’individus sélectionnés divergent effectivement pour leur
effort reproducteur plutdt que pour des variables corrélées a celui-ci, mais également liées a
I’acquisition énergétique (et pour lesquelles un différentiel entre lignées pourrait entrainer un
différentiel d’allocation a la reproduction). La sélection préalable de géniteurs présentant une
taille moyenne proche de celle de leur lot d’origine a trés probablement contribué a améliorer
notre effort de sélection en rendant la pression de sélection plus spécifique de I’effort de
reproduction. Remarquons toutefois que les corrélations détectées entre 1’occupation
gonadique et les parameétres liés a la croissance devraient logiquement entrainer sur le long
terme 1’expression d’un différentiel de croissance entre individus divergents pour leur effort
reproducteur. L’existence de mécanismes de ré-allocation énergétiques entre survie,
croissance gonadique et croissance somatique est en effet fortement suspectée chez I’huitre
creuse et pourrait participer aux corrélations observées entre survie et effort de reproduction
chez les diploides (Ernande et al., 2004, Samain et al., 2007) comme a la croissance accélérée
des individus triploides (Hawkins et al., 1994 ; Garnier-Géré et al., 2002 ; Nell 2002). 11 est
probable que ces mécanismes s’expriment notamment aprés plusieurs saisons de maturation
au cours desquelles les individus émettent une masse de gameétes (et perdent donc d’autant

plus de poids) que leur effort de reproduction est important.
IV.5. Une sélection divergente dissymétrique

Les différences d’allocations gonadiques moyennes entre lignées montrent un renversement
de tendance entre géniteurs et descendants : si ’effort de sélection a été plus fort chez les
géniteurs du groupe b, la réponse a la sélection a été plus forte pour les descendants des
lignées Hautes. Les estimateurs d’héritabilité estimés pour les individus des lignées Hautes
apparaissent en conséquence plus forts que pour les lignées Basses (h*ron-Haute > h?Ron-Basse €t
h%r3n-Haute > h?R3n-Basse) (Tableau 21) et cette différence traduit une réponse phénotypique plus
fortement divergente dans le sens d’une augmentation que d’une diminution de I’allocation a
la reproduction. L’explication d’un tel renversement de tendance entre 1’effort de sélection et
la réponse a la sélection découle trés probablement d’une interaction entre I’effort de
reproduction individuel des géniteurs, et leur contribution au pool de gamétes constitués lors
du croisement. La variabilit¢é d’occupation gonadique mesurée pour les huitres d’un méme
groupe implique en effet que des géniteurs de tres faible occupation gonadique ont été utilisés

lors du croisement en méme temps que des individus ayant développé une plus grosse gonade,

175



et produit subséquemment plus de gameétes. La forte variance d’OG mesurée notamment dans
le sous-échantillon de géniteurs du groupe b doit ainsi traduire des contributions gamétiques
individuelles proportionnelles a I’allocation a la reproduction, et donc trés différentes entre
individus. La contribution réduite des géniteurs de faible occupation gonadique au pool de
gamétes initial a probablement eu pour conséquence de minimiser le nombre de leurs
descendants dans la lignée sélectionnée, et donc d’augmenter la probabilité d’apparition des
génotypes les plus féconds au sein de celle-ci. Ce phénomeéne implique une différence (sous-
estimation pour les lignées Hautes et sur-estimation pour les lignées Basses) entre la pression
de sélection réellement exercée lors du croisement, et I’estimation de 1’effort de sélection
mesuré sur un sous-échantillon de géniteurs. L’observation de stades de maturité plus
précoces chez les géniteurs du groupe b suggere également que la pression de sélection
exercée lors du tri des géniteurs intégrait a la fois les composantes dynamiques et
quantitatives de 1’allocation a la reproduction.

Sur un plan méthodologique, un tel phénomeéne aurait pu étre contrecarré en équilibrant les
contributions gamétiques individuelles entre géniteurs plutdt qu’entre familles de 2 fréres.
Une telle opération aurait nécessité toutefois un surcroit de travail lors du croisement qui pose
d’autres difficultés techniques et n’a pu étre appliquée ici. Sur un plan plus théorique, il aurait
¢té également possible de corriger les paramétres génétiques des différences de contribution
entre géniteurs en pondérant la différence observée entre I’OG individuelle et I’OG de la
population non-sélectionnée par I’effort de reproduction du géniteur. Lors de cette étude, la
méthode employée pour la mesure de I’OG était destructive, et ne pouvait pas s’effectuer sur
les individus participant au croisement : la mesure directe de I’OG des géniteurs n’était donc

pas disponible et la correction des parameétres génétiques n’a pu étre effectuée.
IV.6. Des résultats dissymétriques ?

Dans les résultats que nous présentons ici, I’ordre des rangs des 3 lignées est conservé entre
classes de ploidie et la réponse a la sélection des huitres triploides apparait remarquablement
corrélée a celle des individus diploides. L’analyse de la variabilit¢ de I’occupation gonadique
montre une absence d’interaction significative ploidie x lignée qui traduit la conservation de
I’effet du groupe de géniteurs d’origine sur I’allocation a la reproduction des descendants,
qu’elle que soit leur ploidie. La corrélation génétique observée entre individus diploides et

triploides d’une part, et les valeurs relativement élevées des estimateurs d’héritabilité pour
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I’allocation a la reproduction d’autre part, suggérent qu’une sélection génétique des géniteurs
diploides pourrait effectivement s’avérer efficace pour I’amélioration de ce caractére chez les
huitres triploides. Dans notre précédente étude, des interactions trés significatives avaient au
contraire été détectées entre la ploidie et les valeurs parentales a la fois pour la croissance et
pour I’effort de reproduction (Chapitre II des Résultats). Les performances familiales pour
I’allocation a la reproduction n’avaient alors pas montré de corrélation entre individus
diploides et triploides, suggérant une perturbation majeure du déterminisme génétique de
I’allocation a la reproduction chez les huitres triploides.

Les résultats de cette étude et de la précédente traduisent dans un cas une réponse additive
modérée des individus triploides a la sélection effectuée sur les diploides, et dans 1’autre une
absence de corrélation génétique entre individus diploides et triploides. Cette différence
résulte probablement de la sensibilité des déterminismes génétiques de I’huitre aux conditions
environnementales, mis en évidence par des interactions génétique X environnement pour la
survie, I’effort de reproduction, la croissance (voir Sheridan, 1997, Ernande et al., 2004,
Degrémont et al, 2007, Evans et Langdon, 2006). Il faut noter que I’environnement d’¢levage
a été volontairement modifié entre la précédente étude et celle-ci afin de créer des conditions
supposées plus favorables a I’expression d’un déterminisme génétique chez les huitres
triploides. Pour le présent travail, I’utilisation d’individus plus agés, élevés a plus faible
densité que lors de la précédente étude a probablement participé a diminuer la compétition
inter-individuelle qui semblait s’étre fortement exprimée la premiére fois. Il est probable que
cette procédure ait finalement contribué a tempérer les effets de I’environnement sur
I’expression du déterminisme génétique en réduisant la variabilit¢é environnementale a
I’échelle de I’individu. Pris ensemble, les résultats de ces 2 études suggerent que I’effort de
reproduction des huitres triploides peut montrer une corrélation positive avec celui
d’individus  diploides apparentés, mais uniquement sous certaines conditions

environnementales (au sens large) particuliéres.
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I\V.7. Héritabilités comparées des individus diploides et

triploides

Les valeurs de I’héritabilité réalisée h?z estimées chez les huitres diploides sont de 67 a 74%
plus fortes que chez les triploides (Tableau 21), et cette différence peut étre directement
interprétée comme la preuve d’un déterminisme génétique moins fort chez les huitres
triploides. Une analyse plus détaillée de 1’effet de la triploidie sur la gamétogenése permet de
formuler une hypothése concernant la réduction observée de I’héritabilité réalisée.

Il est probable que cet effet de la triploidie sur le développement gonadique soit en réalité
multi-paramétrique et que D'indicateur biométrique utilisé ici (I’OG) intégre plusieurs
composantes de cette perturbation. Tout d’abord, la triploidie entraine un retard de maturation
gonadique. Ensuite, 1’expression d’une différence d’OG entre lignées d’effort reproducteur
contrastés est dépendante de la dynamique de maturation gonadique. Il est probable que la
réponse a la sélection des individus triploides soit alors d’autant plus faible que leur stade de
maturité est précoce (et leur gonadogenése réduite), indépendamment de toute considération
sur I’expression des valeurs génétiques chez les polyploides. La correction du différentiel
d’allocation gonadique par I’effet de la dynamique de maturation permet ainsi de réduire en
grande partie 1’écart observé entre les valeurs d’héritabilité chez les huitres 2n et 3n (h%goy, -
h?r3n > hPrcon - hPrean) (Tableau 21). Remarquons ici que cette correction a été réalisée en
considérant I’hypothése d’une relation linéaire entre le différentiel d’allocation gonadique et
le degré de maturité gonadique qui ne constitue probablement qu une approximation grossiére
de la corrélation entre ces deux variables. Les données disponibles ne nous ont toutefois pas
permis de modéliser de fagon réaliste la corrélation, notamment en raison d’une répartition

trés déséquilibrée des stades de maturité entre classes de ploidie (stade 3 absent chez les 3n).
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V. Conclusion

Ces résultats mettent en évidence I’efficacité de la sélection génétique de géniteurs diploides
pour I’obtention de lignées triploides divergentes pour leur effort de reproduction. Le
protocole expérimental semble avoir généré une réponse dissymétrique, en amplifiant la
réponse des groupes de descendants dans le sens d’une augmentation de I’allocation a la
reproduction, et en la diminuant dans le sens d’une réduction de celle-ci. Dans tous les cas, la
variation de ’allocation a la reproduction semble intégrer une composante dynamique et une
composante quantitative, a la fois entre les lignées d’un méme groupe de ploidie, et entre
groupes de ploidie différents. Ce dernier point illustre la complexité de I’analyse comparée de
la transmission des caractéres génétiques entre individus de ploidie différente. L’effet
simultané de I’induction de triploidie sur la dynamique de gonadogenése et I’intensité de
I’effort reproducteur entraine une réponse intégrée de 1’allocation a la reproduction et des
parameétres génétiques associés (en l’occurrence 1’h?) qui ne facilite pas 1’interprétation
biologique des différences observées entre individus 2n et 3n. Les corrélations physiologiques
observées chez I’huitre creuse laissent également présager de 1’expression a long terme d’une
réponse corrélée de la survie et de la croissance a une sélection sur la reproduction. Le suivi
des performances physiologiques de ces individus au cours de leur deuxiéme et troisiéme
année (2009-2010) de croissance (programme « OxyGenes », GIS Europole Mer) permettra

sans doute d’approfondir 1’étude de la réponse a la sélection de ces lignées d’huitres.
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|.  Résultats principaux et conclusions

|.1. Allocation a la reproduction des huitres triploides

l.1.a. Quantification

Notre travail avait pour premier objectif de caractériser qualitativement et quantitativement la
maturation gonadique des huitres triploides. L’occupation gonadique (OG) d’huitres creuses
triploides et diploides a donc été mesurée a plusieurs reprises au cours de cette thése, et nous
rapportons dans les sections précédentes des résultats qui montrent un développement
gonadique significatif chez les huitres triploides.

Lors de notre premiére étude (Chapitre I des Résultats), la majorit¢ des huitres 3n
¢chantillonnées présentaient des tissus gonadiques en cours de maturation, malgré leur jeune
age a la date d’échantillonnage. Les valeurs d’occupations gonadiques mesurées atteignaient
alors en moyenne 12 % chez les huitres triploides, contre 25 % chez les huitres diploides (soit
une OG réduite de 53 % chez les huitres 3n par rapport aux 2n).

Lors de notre seconde étude (Chapitre II des Résultats), les valeurs d’occupation gonadique
mesurées chez les huitres triploides atteignaient 8 % contre 21 % chez les diploides (soit une
OG réduite en moyenne de 60 % chez les huitres triploides). L’allocation a la reproduction
des huitres triploides (la proportion d’énergie allouée a la reproduction) semble étre donc
diminuée en moyenne d’un peu plus de la moitié par comparaison avec les diploides, en
considérant que l’occupation gonadique mesurée est un estimateur correct de la quantité
d’énergie allouée a la production de tissus reproducteurs. Ces résultats sont en contradiction
avec l’opinion relativement répandue qui voudrait que le développement gonadique des
huitres creuse triploides soit négligeable, et qui a poussé certains auteurs a les considérer
comme des témoins ne développant aucun tissu reproducteur, pour des études portant sur la
physiologie des diploides (Hoonkoop 2003 ; Amiard et al. 2005 ; Gagnaire et al. 2006). A
I’inverse, nos résultats sont relativement cohérents avec d’autres publications qui employaient
¢galement I’occupation gonadique pour mesurer 1’allocation a la reproduction. Allen et
Downing (1986) rapportaient des valeurs d’occupation gonadique chez les triploides
comprises entre 19 et 44 % de celle des diploides. Shpigel et al. (1992) avaient quant a eux

estimé une occupation gonadique chez les triploides comprise entre 60 et 80 % de celle des
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huitres diploides, mais pour cette derniére étude, les auteurs avaient exclu de leur analyse les
individus triploides ne présentant aucun développement gonadique.

Il faut préciser ici que pour nos travaux, nous avons volontairement mesuré 1’occupation
gonadique d’individus en début de gonadogenése, afin d’essayer d’estimer une valeur
maximale d’OG atteinte chez les triploides et éviter que des phénomeénes de résorption et de
rematuration ne débouchent sur des estimateurs biaisés de I’allocation réelle a la reproduction.
Cette approche semble avoir été efficace, puisque seule une proportion réduite d’individus a
montré des signes d’atrésie ou plusieurs cohortes de cellules. Dans le méme temps, cette
mesure précoce de 1’allocation a la reproduction n’est trés probablement pas un bon indicateur
de la quantité de gameétes finalement produite. Nous discuterons dans le paragraphe suivant la
relation entre I’allocation a la reproduction observée en début de gamétogenése chez les

triploides, et leur fécondité.
1.1.b. Dynamique de maturation gonadique des triploides

Les résultats de nos travaux semblent indiquer que la triploidie induit une gonadogenése plus
hétérogene que chez les huitres diploides. Cette hétérogénéité s’est manifestée par
I’occurrence plus grande d’individus présentant simultanément des cellules de la lignée
germinale a des stades variés de maturation ainsi que d’hermaphrodites. Une petite proportion
d’individus triploides ont montré également une absence totale de gonadogénése, n’initiant
donc pas de maturation gonadique (Chapitre II : Stade 0 = 4,6 % des 3n, Stade 0 = 0 % des
2n; Chapitre II : Stade 0 = 30,8 % des 3n, Stade 0 = 12,4 % des 2n). Ce résultat particulier
indique probablement que la réduction du développement gonadique des huitres triploides
peut intervenir trés tot, dés les premiéres étapes de la maturation.

Cependant, chez la majorité des individus échantillonnés, un développement gonadique aux
stades précoces (prolifération goniale en cours) a été observé. L’aspect et la quantité produite
de tissus reproducteur était alors trés comparable a ceux d’individus diploides a stade de
maturité équivalent, ce qui pourrait indiquer que la prolifération des gonies se déroule
normalement chez les huitres triploides, comme cela a ét¢é proposé dans des études
précédentes (Allen & Downing 1990, Raguenés, 2006). La gamétogenése semble en revanche
généralement trés affectée par la triploidie : I’ovogeneése et la spermatogenése observées chez
les huitres triploides étaient ainsi marginales, trés retardées dans leur initiation par rapport aux

diploides. Il semble qu’une fraction trés variable des cellules germinales puisse arriver
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jusqu’a pleine maturité, alors que les autres restent « bloquées » a des stades précoces, ou sont
résorbées. Des cellules de la lignée germinale présentant des signes d’atrésie ont été d’ailleurs
observées chez un nombre important d’huitres triploides, mais elles étaient trés peu
nombreuses dans nos échantillons recueillis en début de gonadogénése, et disséminées dans
un tissu gonadique majoritairement en cours de maturation (Figure 40). Ces phénomeénes de
résorption gonadique spontanée chez les huitres triploides sont rapportés de fagon récurrente
dans la littérature et ont également été observés sur des individus issus de nos lots
expérimentaux, lors de suivis menés parallélement aux travaux rapportés ici
(expérimentations décrites dans Castagnet, 2008). Si I’on admet que les premiéres étapes du
développement gonadique se déroulent normalement, il est alors probable que ce soit la
variabilité de I’intensité des phénomeénes de résorption gonadique qui conditionne la quantité
de gamétes effectivement produits par les huitres triploides.

La forte proportion (9,7 %) d’hermaphrodites asynchrones observés lors de notre premiere
¢tude (Figure 41) chez les individus triploides pourrait également €tre une conséquence
directe de leur gamétogénése perturbée. Il est en effet possible que les difficultés rencontrées
au cours des derniéres étapes de la gamétogenése puissent entrainer une résorption gonadique
rapide de la cohorte de cellules de la lignée germinale, et une re-maturation d’une seconde
cohorte, éventuellement d’un sexe différent. L hypothése d’une alternance rapide de phases
de maturation-résorption gonadique chez les triploides tranche avec les descriptions
précédemment publiées de la maturation des huitres creuses diploides qui envisageaient plutot
la maturation continue d’une seule et méme cohorte de cellules de la lignée germinale au
cours dun cycle de développement gonadique (Fabioux, 2004). Elle pourrait toutefois
expliquer certains changements saisonniers de la sex-ratio observés y compris chez des lots
d’huitres diploides qui montrent parfois une plus forte proportion de males ou
d’hermaphrodites en début de saison qu’a la fin (observé dans Enriquez-Diaz, 2004 ;
Meisterzheim, 2008, Annexe I). Pour étre testée, I’hypothése d’une telle dynamique de
gonadogeneése rapide nécessiterait toutefois un effort d’échantillonnage conséquent et a haute
fréquence, ou (ce qui serait encore mieux) un suivi non-destructif. Ceci est malheureusement
peu compatible avec les techniques classiquement utilisées pour 1’étude de la reproduction de

I’huitre creuse.

Pris ensemble, ces résultats suggérent que les huitres triploides présentent un développement
gonadique perturbé dés les premiéres étapes de la maturation gonadique. Il semble pourtant

qu’une majorité d’individus (mais pas la totalité¢) développe effectivement une proportion
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significative de tissus gonadiques. La maturation des cohortes de cellules de la lignée
germinale semble toutefois altérée y compris chez ces individus qui montrent de nombreuses
cellules aux stades les plus précoces de maturation. La production finale de gamétes matures
pourrait alors étre conditionnée par le déclenchement de la résorption gonadique et sa

dynamique, probablement dépendants des conditions environnementales.

Figure 40 : Atrésie marginale observée chez un individu triploide. La fléche pointe un
ovocyte atrétique isolé au milieu d’un tissu gonadique male en cours de maturation.

Figure 41 : Hermaphrodisme asynchrone observé chez un individu triploide. La fléche noire
pointe des spermatozoides matures, probablement en cours de résorption, au centre des
follicules. La fleche blanche désigne la seconde cohorte de cellules de la lignée germinale
femelle en cours de vitellogenese en périphérie de ces mémes follicules.
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|.2. Déterminismes de l'allocation a la reproduction et a la

croissance

|.2.a. Déterminismes génétiques de I'allocation a la reproduction

Nos résultats mettent en évidence I’existence d’une base génétique pour la variation de
I’allocation a la reproduction chez les huitres diploides et triploides. Lors de notre premicre
¢tude (Chapitre II des Résultats), un déterminisme génétique modéré a été détecté pour
I’allocation a la reproduction chez de trés jeunes individus (5 mois). La décomposition de la
variance phénotypique a montré des effets parentaux expliquant une part parfois élevée de la
variance, mais peu significatifs. La corrélation détectée entre les performances moyennes des
familles de 2 fréres 3nCB et 3nDT suggere également un effet génétique commun pour le
déterminisme de [’allocation a la reproduction dans ces deux groupes. A [D'inverse, le
changement de I’ordre de rang des performances familiales moyennes détecté entre individus
triploides et diploides traduit 1’absence de corrélation génétique entre ces groupes d’individus.
Notre expérimentation de sélection divergente (Chapitre III des Résultats) a montré quant a
elle une réponse trés nette de 1’allocation a la reproduction mesurée chez des individus plus
agés a une sélection exercée sur le développement gonadique des géniteurs. Il faut noter que
cette seconde expérience a été réalisée a partir des familles diploides de la premiére étude :
I’apparente divergence dans nos résultats n’est donc pas due a une différence dans la
variabilité¢ génétique de ces deux populations. La réponse a la sélection observée montre
qu’une pression de sélection exercée sur les géniteurs diploides peut entrainer une divergence
pour ce caractére dans les descendances diploides et triploides. La répétabilité et la pertinence
des parameétres génétiques estimés seront discutées en détail dans le paragraphe suivant, mais
les trés fortes valeurs d’héritabilité réalisée estimées suggerent que le déterminisme génétique
pour ce trait est relativement fort. L observation d’une corrélation génétique 2n-3n observée
dans notre seconde étude, mais pas dans la premiere, souligne I’importance des conditions
environnementales sur 1’expression de ce déterminisme génétique pour I’allocation a la
reproduction des huitres triploides.

L’existence d’un polymorphisme génétique pour la variabilité de 1’effort de reproduction chez
les huitres diploides avait déja été montrée précédemment (Ernande et al., 2004). Ce résultat

peut paraitre surprenant dans la mesure ou I’effort de reproduction est un composant
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déterminant de la fitness et devrait donc étre soumis a une forte pression de sélection
naturelle, conduisant a une réduction de la variabilité génétique pour ce caractére. Selon ces
auteurs, I’existence d’une variabilité génétique pour ce trait résulte probablement d’un trade-
off génétique entre effort de reproduction et survie : des pressions de sélection agissant en
sens opposé maintiendraient ainsi la variabilité génétique pour ces deux traits en populations
naturelles. L’hétérogénéité spatio-temporelle des pressions de sélection qui s’exercent chez
cette espeéce, dont I’introduction est relativement récente en Europe, contribue probablement

¢galement au maintien d’une variabilité génétique pour ce trait.

.2.b. Triploidie et déterminisme génétique de [allocation a la

reproduction

Lors de notre premiére étude (Chapitre II des Résultats), nous avons observé deux types
d’interactions « triploidie x génotype » différentes. La premiére a montré un changement de
rang pour l’allocation a la reproduction entre familles diploides et triploides, tandis que la
seconde traduisait une augmentation de la composante maternelle pour la variation de la
masse de chair.

Le changement de rang observé pour les performances familiales moyennes entre individus
triploides et diploides pourrait suggérer que la triploidie a profondément influencé
I’expression des valeurs génétiques parentales pour 1’allocation a la reproduction lors de cette
¢tude. De telles absences de corrélations génétiques entre individus diploides et triploides ont
¢galement été observées pour la croissance chez les salmonidés (Blanc et al., 2005, Bonnet et
al., 1999) et pourraient découler d’une augmentation des effets génétiques non-additifs chez
les néo-polyploides. D’autre part, il est également possible que le caractére phénotypique
mesuré¢ lors de notre premiere expérimentation (I’OG) ait en fait intégré deux traits
différentiellement exprimés chez les individus diploides et triploides. Le décalage de maturité
gonadique observé aurait ainsi pu conduire a générer des estimateurs génétiques pour
I’allocation gonadique aux stades précoces de maturité chez les individus triploides, et pour
des stades ultérieurs chez les huitres diploides.

L’effet de la triploidie sur le déterminisme génétique de I’allocation a la croissance semble
assez différent de la réponse observée pour I’occupation gonadique. L’augmentation de la
composante de la variance d’origine maternelle observée entre les lots 3nDT, 2n et 3nCB

suggere un effet proportionnel a la contribution de la femelle au génome de la descendance.
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Ce type d’interaction entre ploidie et valeurs génétiques des géniteurs a déja été documenté
chez plusieurs especes de salmonidés (Blanc et al., 2001 ; Blanc et al., 2005 ; Johnston et al.,
2007) et traduit probablement I’additivité des valeurs génétiques maternelles. Une telle
covariation génétique linéaire entre individus diploides et triploides suggére que pour ce trait,
la réponse a la sélection d’individus triploides peut étre augmentée selon la contribution du
géniteur au génome des triploides. Une pression de sélection exercée sur les males
tétraploides devrait ainsi s’avérer plus efficace pour I’amélioration génétique des huitres
3nDT qu’une sélection exercée sur les femelles diploides, puisque les males contribuent plus
au génome de la descendance. A I’inverse, la réponse a la sélection des huitres 3nCB devrait
étre augmentée si I’effort de sélection est appliqué aux femelles qui contribuent pour 2/3 au
génotype triploide.

Remarquons enfin que certaines études précédentes (Guo et Allen, 1997 ; McCombie et al.,
2005a) suggéraient que la méthode de production des géniteurs tétraploides aurait pu entrainer
la sélection non-intentionnelle de génotypes triploides fertiles. Ainsi, les géniteurs tétraploides
utilisés lors de notre premi¢re étude ont été initialement obtenus par le croisement d’une
femelle triploide et d’un male diploide. La contribution génétique du géniteur triploide est
alors trois fois supérieure a celle du diploide du fait de la méthode d’induction employée
(rétention du premier globule polaire) (Guo et Allen, 1994). Ces tétraploides ont ensuite été
reproduits entre eux au cours de plusieurs générations successives. L’implication initiale de
géniteurs triploides fertiles lors de ce croisement aurait pu entrainer chez la descendance
tétraploide la sélection de caractéres génétiques favorisant la maturation gonadique des
triploides obtenus par croisement 4n x 2n. Aucune différence significative n’a cependant été
détectée au cours de nos travaux entre I’allocation gonadique moyenne des huitres triploides
obtenues par induction chimique ou par croisement d’un male tétraploide et d’une femelle
diploide. Ce résultat suggeére que I’éventuelle sélection non-intentionnelle d’individus
triploides fertiles n’a eu que peu d’effet sur I’allocation a la reproduction des triploides

obtenus par croisement 4n X 2n.
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l.2.c. Effets environnementaux et variabilit¢é des paramétres

genétiques

L’huitre creuse est connue pour exprimer une grande plasticité phénotypique. La sensibilité
de ses traits phénotypiques aux conditions environnementales affecte les paramétres
génétiques associés de plusieurs manieres. D’abord, des interactions Génotype X
Environnement sont rapportées dans plusieurs études précédentes pour la survie, la croissance
et I’effort de reproduction (voir Sheridan, 1997, Ernande et al., 2004, Degrémont et al, 2007,
Evans et Langdon, 2006). Ensuite, des différences d’environnement a tres petite échelle (a
I’intérieur d’une méme structure d’élevage) semblent susceptibles d’influencer les
performances de croissance (Sheridan et al., 1996 ; Sheridan 1997), et ces différences
pourraient s’exprimer a long terme puisque le taux de croissance précoce semble étre un bon
prédicteur de la taille a 10 mois (Boudry et al., 2003). Ces effets se traduisent notamment par
une augmentation de la variabilit¢ phénotypique intra-groupe expérimental, et par une
exacerbation des différences environnementales entre structures d’élevage. Ils découlent
probablement de I’interaction de la compétition inter-individuelle pour I’espace et la
nourriture d’une part (Sheridan et al., 1996 ; Sheridan 1997), et de la corrélation entre la taille
et la capacité de filtration d’autre part. Plusieurs résultats présentés dans cette thése suggerent
que les conditions environnementales ont influé fortement sur le développement gonadique
observé, et ont affecté le déterminisme génétique observé.

Tout d’abord, les résultats de notre premicre expérimentation (Chapitre II des Résultats)
suggerent un effet de 1’hétérogénéité environnementale intra-groupe sur la variabilité de
I’allocation a la reproduction des huitres diploides et triploides. La procédure d’élevage
utilisée avait alors été choisie car elle permettait de calculer des estimateurs des
déterminismes génétiques non-biaisés par un éventuel effet de la structure d’élevage, et de
maximiser le nombre de familles impliquées dans les croisements. Il est cependant probable
qu’elle ait également contribué a amplifier la compétition inter-individuelle et la variabilité
phénotypique résiduelle due a des causes non-génétiques telles que 1’accés a la nourriture.
L’absence de corrélation génétique observée entre huitres diploides et triploides dans notre
premicre expérimentation, et la détection d’une réponse corrélée a la sélection lors de la
deuxiéme expérimentation illustrent également [I’influence de [I’environnement sur
I’expression des déterminismes génétiques. Cette interaction environnementale résulte

probablement des conditions expérimentales différentes rencontées lors de ces deux études.
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Les individus étudiés pour la réponse a la sélection étaient ainsi plus agés que les huitres
¢chantillonnées lors de notre premicre étude et les procédures d’élevages adoptées étaient
relativement différentes.

D’autre part, il est probable que la forte variabilité de 1’allocation a la reproduction débouche
sur des estimateurs particuliecrement labiles des paramétres génétiques. Ainsi, 1’estimation de
la réponse a la sélection parait trés dépendante du niveau de maturité gonadique atteint par les
individus a la date d’échantillonnage, du fait de la covariation de la dynamique de maturation
et de Dl'intensit¢ du développement gonadique (Chapitre III des Résultats). Le cycle de
reproduction saisonnier de 1’espéce implique également que I’allocation a la reproduction
mesurée n’intégre la variabilité¢ de 1’effort de reproduction qu’au cours d’une seule saison de
maturation, contrairement a la masse individuelle qui intégre la croissance au cours de toute la
vie de I’animal. Cette différence d’échelle (temporelle) entre 1’expression de ces deux traits
phénotypiques suggére que le développement gonadique est probablement plus affecté par des
variations discrétes des conditions environnementales que la masse des individus. Enfin,
I’allocation a la reproduction des huitres triploides apparait particulierement variable, comme
nous le suggérions déja dans les paragraphes précédents de cette discussion, et probablement
plus affectée encore par les conditions environnementales que celle des diploides. Cette
sensibilité accrue du trait étudié a I’environnement a probablement également contribué a la

variation observée des parameétres génétiques entre les différentes expérimentations.
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. Perspectives

Leffort de reproduction important des huitres creuses diploides résulte d’une stratégie
d’histoire de vie sélectionnée au cours de I’évolution de I’espéce, ce trait étant un des
composants majeur de la fitness. Dans le méme temps, ’allocation & la reproduction ne
participe pas directement au rendement de production pour I’ostréiculteur (qui intégre
essentiellement la croissance et de la survie des adultes) sauf a considérer qu’elle conditionne
la proportion commercialisée du naissain naturellement recruté. D’autre part, la moindre
qualité gustative des huitres a pleine maturité réduit 1’intérét 1ié a I’augmentation de I’indice
de condition en période estivale. Les corrélations phénotypiques et génétiques négatives
observées entre I’allocation a la reproduction et différents caractéres phénotypiques liés a la
survie et a la croissance suggerent donc que I'important effort de reproduction de I’huitre
creuse constitue un caractére plutdét délétére pour 1’éleveur. Les avantages induits par la
triploidie chez I’huitre sont directement ou indirectement liés a la réduction du développement
gonadique. Indirectement, celle-ci participe trés probablement a I’augmentation de la
croissance par le biais de la ré-allocation énergétique. Directement, la réduction du
développement gonadique améliore la valeur commerciale pendant la période de maturation
gonadique des diploides et limite trés fortement la propagation des individus triploides dans
les populations naturelles.

La variabilit¢ du développement gonadique observée chez les huitres triploides constitue un
probléme pour I’ostréiculture puisqu’elle va de paire avec la variation des qualités gustatives
du produit. Il faut cependant mentionner que la nature diploide ou triploide des huitres
commercialisées est rarement indiquée (car non obligatoire) lors de la commercialisation. Le
mélange (ou au moins I’absence de tragabilité) de ces deux types d’huitres participe sans
doute a augmenter 1’hétérogénéité de la qualité des huitres commercialisées. D’autre part, des
émissions gamétiques spontanées dans I’environnement ont été observées chez ces individus
triploides (Shpigel et al., 1992 ; Allen et Downing 1986 ; Allen et Downing, 1990 ;
Goulletquer et al., 1996 ; Annexe I), et ceci constitue actuellement un sujet de préoccupation
croissante. En effet, les gameétes des triploides donnent naissance a une descendance
constituée d’une grande quantité d’aneuploides totaux accompagnés de quelques individus
diploides et polyploides. La faible viabilité des aneuploides en élevage larvaire laisse présager
d’un risque relativement réduit de pollution génétique du naissain recruté. Il demeure

toutefois que certains individus présentant des déviations légéres de leur nombre de
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chromosomes par rapport a la diploidie ou a la triploidie se sont avérés viables pendant
plusieurs mois en conditions d’écloseric (Gong et al., 2004). Les conséquences de
I’augmentation de la proportion d’huitres triploides en élevage sur la quantité de naissain
recruté et la surveillance dans I’environnement de la fréquence d’apparition d’aneuploides
totaux pourraient donc constituer de futurs axes d’étude.

La sélection génétique d’individus diploides et/ou tétraploides présentant une allocation
gonadique réduite pourrait également permettre de limiter le développement gonadique des
triploides. Notons toutefois que les interactions détectées entre la composante génétique
codant pour ce caractére, la triploidie et 1’environnement expérimenté par les individus
encouragent une approche précautionneuse (et notamment des campagnes de testage multi-
sites et pluri-annuelles) pour I’amélioration par sélection génétique de ce caractére chez les
triploides.

En dépit de cette variabilité, la réduction de I’allocation moyenne a la reproduction est
effective chez les huitres creuses triploides, et les phénomeénes de ré-allocation énergétique
conditionnent probablement en grande partie la divergence phénotypique observée pour la
croissance et la survie. La triploidie est pourtant connue pour altérer profondément le
phénotype exprimé¢ a de nombreux niveaux : depuis I’expression des geénes jusqu’au
gigantisme de certains types cellulaires. Elle est d’ailleurs 1étale chez la plupart des vertébrés.
Chez I’huitre, la triploidie entraine également une réduction drastique de la fitness due a la
réduction de la fertilité de ces individus. L’induction de la triploidie semble toutefois n’avoir
que des effets positifs sur la croissance et la survie par le biais de la ré-allocation gonadique,
et parait a cet égard trés bien tolérée par Crassostrea gigas. Une telle « canalisation » de la
réponse phénotypique chez I’huitre creuse, indépendante des perturbations « dose-
dépendantes » induites, suggere I’existence de mécanismes de régulation puissants, capables
de tempérer les effets déléteres de la triploidie sur la physiologie. L’étude de ces mécanismes
constitue un champ d’investigation fondamental en biologie puisqu’ils sont probablement
impliqués dans la variabilité¢ entre espéces pour la tolérance a la polyploidie. Comme I’écrit
Mabble (2004) « A somewhat more fruitful approach for understanding the limits to
polyploidization is to ask: “Why is polyploidy more common in some animal groups than in
others?’ ». Les travaux actuellement menés pour étudier le génome et le transcriptome de
I’huitre diploide permettront trés probablement I’identification de génes marqueurs de la
gamétogenese (projet ANR « GametoGenes » en cours). L utilisation de ces marqueurs chez

les individus triploides devrait permettre d’identifier des perturbations de 1’expression des
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genes telles que celles observées pour Oyvig (Raguenes, 2006), susceptibles d’étre impliquées
dans la divergence phénotypique observée entre individus diploides et triploides.

Enfin, I’allocation a la reproduction est connue pour covarier chez les huitres diploides avec
de nombreux traits phénotypiques. Chez les triploides, il est probable que la réduction de
I’allocation a la reproduction résulte en une «réduction » des trade-offs. La divergence
phénotypique observée chez les huitres triploides (c’est-a-dire I’amélioration de la croissance,
et peut étre de la survie) pourrait ainsi résulter de la ré-allocation énergétique vers ces deux
traits. Il est donc probable que la variabilit¢ du développement gonadique des huitres
triploides controle prioritairement I’allocation aux autres traits et aboutisse a la variation des
traits phénotypiques. La quantification de I’effort de reproduction des triploides constitue
donc une premicre étape de I’exploration de la réponse phénotypique multivariée des huitres
triploides. Nous devons insister ici sur la rareté des études disponibles s’intéressant a la
caractérisation physiologique des huitres triploides. Les données publiées suggerent des
budgets énergétiques équivalents ou peu différents entre huitres diploides et triploides, et ne
permettent donc pas d’expliquer les différences de phénotype exprimé.

Pour une premicre approche, nous avons testé¢ I’influence de la diminution d’effort de
reproduction observée chez les triploides sur la croissance. Nous avons utilisé pour ce faire un
modele écophysiologique de type « DEB-huitre » validé pour des huitres diploides (Pouvreau
et al., 2006, Bourlés et al., sous presse). Parcimonieusement, nous n’avons changé que le
paramétre correspondant a la quantité d’énergie allouée a la reproduction, et nous 1’avons
diminué de 53 % conformément aux observations réalisées lors de notre premiere étude.
D’aprées ces simulations, I’avantage a la croissance des triploides s’exprime apres un épisode
d’émission gamétique des huitres diploides (Figure 42), ce qui est trés cohérent avec les
données publiées de la littérature, et les résultats obtenus chez les salmonidés. Les huitres
triploides qui investissent moins dans leur reproduction n’atteignent pas ici le seuil de
remplissage gonadique déclenchant dans le modele 1’émission des gameétes, et ne perdent
donc pas de poids lors de la fraie. Cette « économie » réalisée résulte en une croissance
annuelle globalement accélérée, et accroit 1’avantage des triploides pour les saisons
ultérieures puisque les capacités de filtration, de prise alimentaire, et donc de croissance sont
positivement corrélées avec la taille chez de jeunes individus. D’aprés la littérature, les
performances de croissance semblent particulierement améliorées par la triploidie chez
Crassostrea gigas, contrairement par exemple au cas des ormeaux chez qui la triploidie ne se
traduit pas par une amélioration sensible de la croissance. Il est possible que I’effort de

reproduction particuliecrement élevé des huitres creuses diploides, se traduise chez les
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triploides de cette espéce par un potentiel de

ré-allocation énergétique d’autant plus élevé.
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Figure 42 : A. Simulation de la croissance en masse fraiche d’huitres diploides et triploides
au cours de deux années réalisées a I’aide du modele DEB-huitre (Pouvreau et al., 2006 ;
Bourles et al., sous presse). Seul le paramétre correspondant a 1’effort de reproduction varie
entre les modeles « huitre 2n » (2N : courbe bleue) (k = 0.45) et « huitre 3n » (3N : courbe
verte) (k = 0.71). Les forg¢ages utilisés pour la simulation sont figurés en B (Température en
°C) et C (Nourriture : Million de cellules de phytoplancton / L) et correspondent aux valeurs
mesurées au cours de ’année 2005 a Oléron, dupliqués pour les besoins de la simulation (1.

Bernard, non-publi¢).
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Remarquons ici que 'intensité du développement gonadique et le déclenchement ou non de
I’émission gamétique conditionnent grandement les performances physiologiques des huitres
triploides. L’étude de I’influence des conditions environnementales sur le développement
gonadique de ces individus constitue la prochaine étape pour appréhender pleinement la
divergence phénotypique observée entre diploides et triploides. Le développement gonadique
des huitres diploides est en effet trés dépendant des facteurs environnementaux, et il est
probable que ce soit également le cas chez les huitres triploides. Les travaux de Shpigel et al.
(1992) ainsi que les ndtres (Annexe I) suggérent par exemple que des températures élevées
pourraient accélérer ou favoriser la maturation des huitres triploides.

La résorption des tissus gonadiques non-émis par ’atrésie pourrait également contribuer a la
ré-allocation énergétique. Il n’existe a notre connaissance aucune estimation publiée du
rendement de celle-ci qui est certainement trés inférieur a la ré-allocation directe. En effet,
une part de 1’énergie allouée a la reproduction est probablement dissipée sous la forme d’un
colt de construction du tissu gonadique, tandis qu’une autre part est dépensée pour le
transport et la conversion de 1’énergie d’une forme de stockage a I’autre (Kooijman, 2000).
Une étude précise des facteurs responsables du déclenchement de 1’atrésie pourrait s’avérer
riche d’enseignements, puisque la résorption conditionne ’accés des individus triploides a la
maturité gonadique, et que son déclenchement est probablement dépendant des conditions
environnementales.

La réduction du développement gonadique pourrait également se traduire par une meilleure
survie des huitres triploides aux phénomeénes de mortalité estivale qui affectent C. gigas
comme cela a été suggéré par différents travaux antérieurs. L’amélioration des performances
de survie chez les triploides reportée dans la littérature semble toutefois modérée en général et
n’est pas constante (Ascencio Michel, 2008). Remarquons que la variation de la survie des
huitres triploides intégre trés probablement des composantes environnementales,
physiologiques, et génétiques en plus des effets stricts de la ploidie : I’analyse de la
contribution de ces différents effets requiert donc des approches expérimentales
précautionneuses considérant plusieurs variables physiologiques de I’hdte. Cette démarche a
¢été employée lors de travaux réalisés parallelement a cette thése (Castagnet, 2008, thése de
Sophie De Decker en cours) et fera I’objet d’une publication a venir.

L’étude de la réponse multi-variée de la survie, I’allocation a la reproduction et a la croissance
des lignées divergentes produites au cours de nos travaux constitue également une voie de
recherche prometteuse pour la caractérisation de la divergence phénotypique entre huitres

diploides et triploides. Des analyses sont d’ores et déja prévues pour étudier ces traits en
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deuxiéme et troisiéme année de reproduction (2009-2010) (programme « OxyGenes », GIS

Europdle Mer).
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‘We compared the temporal dynamics of gametogenesis in diploid and triploid Pacific oysters (Crassostrea
gigas) using histology. Oysters were reared in an estuarine farming site in Brittany over 3 yvears and their
gametogenesis was monitored over the exceptionally hot summer of 2003, Both diploids and triploids
showed active gametogenesis, but a high proportion of triploids remained at early stages of gonad
development. Gametogenesis of triploids was characterized by the simultaneous occurrence of gonias and

gnminﬂis immature cytes together with mature gametes rather than overall retardation, though some triploids showed
complete gonad maturation, Evidence of spawning was seen in both groups, and the guantity of germinal
Oyster . L L. L R .
Crassostrea gigas products emitted appeared to be similar in triploids and diploids, though triploids were much heavier than
Triploidy diploids. Our study supports previously reported experimental observations and suggests that gonad

development in triploid Pacific oysters can be enhanced when these oysters are reared in the field under
unusually warm conditions,

@ 2008 Elsevier BV. All rights reserved,

1. Introduction

Genetic improvement of Crassostrea gigas through triploidy leads
to faster growth (Nell and Perkins, 2005; Garnier-Géré et al,, 2002)
and reduced gametogenesis (Allen and Downing, 1986, 1990;
Goulletquer et al, 1996). Faster growth rates have been reported for
both chemically induced triploid oysters and those produced by
diploid = tetraploid crosses. Triploid oysters appear tobe at a particular
adwvantage in sites with high trophic richness (Eudeline, 2004). It is
very likely that the reduction in gametogenesis contributes directly to
the faster growth of triploids compared to diploids, allowing a
reorientation of the energetic allocation from reproduction to growth
(Allen and Downing, 1986; Hawkins et al,, 2000; Honkoop, 2003). The
reduction of gametogenesis during the reproductive period also
improves marketability of these oysters during the reproductive
period (ie. summer) and limits the propagation of these individuals in
the natural environment. It should, however, be noted that triploidy is
not considered as an efficient method of genetic confinement in

* Corresponding author. Ifremer, UMRE M100 Physiologie et Ecophysiologie des
Mollusques Marins, Technopole de Brest-Iroise, BP 70, 29280 PMouzane, France. Tel.: 433
298 22 44 02; fax: +33 2 98 22 46 53.

E-mail address: Pierre Boudry@ifremerfr (P. Boudry ).

1 MNew address: Laboratoire BIOTEM, Université de la Polynésie frangaise, Tahiti,

Polynésie Frangaise.

(044-8486/% - see front matter © 2008 Elsevier BV. All rights reserved.
doi: 10,1016/ j.aquaculture. 2008.06.026

oysters (Anderson et al,, 2004) since it only leads to partial sterility
and because triploids can revert to a diploid stage (Allen et al., 1996,
1999).

Triploid oysters are only partially sterile and retarded gametogenesis
of such oysters has been observed in both Humbolt Bay (USA) (Allen and
Downing, 1990) and in Tasmania (Gardner et al, 1994). Guo and Allen
(1994) estimated that relative fecundity of triploid females was around
2% of the level in their diploid control, with an average of 2261 million
stripped eggs per female in 2-year-old triploid oysters. Despite the lower
reproductive potential of triploids relative to diploids, these authors
noticed a high variation in reproductive effort between triploid females.
While some triploid females had no mature oocytes, others had up to
21 million oocytes that was equivalent to the mean fecundity of the
diploid female controls,

In diploid Padfic oysters, gametogenesis is under control of both
exogenous signals from environment and endogenous physiological
factors. Temperature and photoperiod drive the internal clodk of Pacific
oysters, while body condition also influences reproductive development
via feedback from other metabolic compartments ( Pouvreau et al, 2006;
Fabioux et al, 2005; Enriquez-Diaz, 2004; Ren and Ross, 2001).
Temperature has long been known as a major factor controlling
gametogenesis (Mann, 1979; Chivez-Villalba et al, 2002ab; Fabioux
etal, 2005) and elevation of water temperature stimulates oocyte growth
(Chdvez-Villalba et al,, 2002b). The effect of environmental factors known
to control gametogenesis in diploid oysters should be considered in any
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study of gametogenesis in triploid oysters because effective gametogen-
esis can occur in triploid Padfic oysters and that individuals exhibit a high
variation in reproduction effort.

Following the recent paper by Duchemin et al. (2007), focussing on
seasonal variations of immune parameters in diploid and triploid
Pacific oysters, the present study further documents the temporal
dynamics of gametogenesis in triploid oysters raised in an estuarine
rearing site (Aber Belon, South Brittany, France) Our study was
performed during the particularly hot and dry summer of 2003, which
potentially favoured gametogenesis in triploid oysters.

2. Materials and methods
2.1. Biological material and sampling

Diploid oysters were collected from natural settlement and triploid
oysters were purchased from a commercial hatchery thus representing
the usual sources of these types of seed cultivated by oyster farmers in
France. The triploid oysters had been produced by chemical induction
using cytochalasin-B (Allen et al,, 1989). Both groups of oysters were
3 years old at the beginning of the study (May 2003) and presented a
very similar initial mean dry meat weight (DMW) (1.46+0.44 and 1.56+
0.59 g for diploids and triploids respectively). Oysters were cultured in
Aber Belon (South Brittany, France) following local practices, off-
bottom, using iron frames (‘tables’) onto which the oyster mesh bags are
attached (Fig 1). More than fifty individuals from each of the groups
were randomly sampled from a very large number of commercially
farmed oysters twice a month during the intensive gonad maturation
period (ie. from May to July), then monthly from August 2003 to April
2004.

22, Environmental monitoring

Environmental monitoring was performed during the sampling
period by a temperature sensor localized in Riec-sur-Belon close to the
farming site where the experimental oysters were reared. The relevant
dataset was extracted from the Quadrige database developed by
Ifremer (http: {fwww.ifremer.fr/delaoffrancaisfvalorisation/quadrige/
index.htm) and reflected the exceptional heat experienced in the
study area in summer 2003 and its effect on seawater temperature.

2.3. Biometrical measures

Dry meat weight and shell weight of 30 individuals randomly
sampled out of the 60 oysters from each group (diploid and triploid)
were measured to estimate their Walne and Mann condition index(CL):

C.l. = (dry meat weight »x 1000)/shell weight.

Individual shell weight was checked to insure that no significant
difference in flesh or shell growth could reveal a sampling bias.

2.4. Ploidy analysis

Chemical induction of triploidy rarely produces 100% triploid
batches (Allen et al, 1989). In order to determine the ploidy of
individual oysters sampled in the triploid group and exdude diploid
individuals from further histological analyses, up to thirty oysters
from this group were individually tested by flow cytometry using the
propidium iodide method, as described by Utting and Child (1994),
until twenty triploid oysters were obtained for histology.

2.5. Histological analysis and cell diameter measurement

At each sampling point, 20 individuals per group were sampled
following the ploidy analysis for histological analysis. A piece of the
visceral mass was placed in Bouin's fixative for 48 h before routine
histological processing. Paraffin embedded pieces of tissue were cut
into 5 um sections and then coloured with Masson trichrome.

C gigas is normally a protandrous alternate hermaphrodite.
Microscope observation allowed us to classify individuals as males,
females or undetermined. Reproductive stage was determined
following a qualitative classification (5 stages: 0 to 4) adapted from
Mann (1979) and Lango Reynoso et al, (2000) {Table 1). These
guidelines were based on those originally described for Crassostrea
virginica (Kennedy and Battle, 1964 in Mann, 1979).

In order to describe female reproductive stages more precisely, the
diameter of germinal cells (Lango Reynoso et al., 2000)was measured for
60 cells per female on 10 randomly sampled females of each group
in June 2003. Histological slides were observed under a microscope at
100= and pictures were recorded with a digital camera (Sony). The
pictures were then processed on a Silicon Graphics station using Visilog

Fig 1. Localization of the sampling site.
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Table 1

Classificationof reproductive stages based on Mann (1979} and Lango Reynosoetal, [ 2000)

Sage Histological description

O {resting stage) Mo trace of sexuality; follides are non-existent or
elongated and consist of undifferentiated germinal
epithelium.

1 {early growth stage) Follicles are small and isolated with numerous
spermatogonia or cogonia.

2 {late growth stage} Follicles are actively developing with primary
gametocytes and some free {secondary) spermatozoa
and cocytes.

3 {mature) Near ripe or ripe follicles, densely packed with
maturing gametes; presence of mature gametes.

4{spawning and Follicles distended, numerous gametes remain.

reabsorption stages)

5.1 Software. Cell diameter was measured on cells displaying a well
defined germinal vesicle, soas to ensure that the section passed through
their centre {Lango Reynoso et al., 2000). The surface of each cell was
measured by drawing its diameter on the digital picture in order
calculate its theoretical circular diameter in pixels, and these were then
transformed to millimetres following a standard calibration procedure.

2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were computed using Systat 9. Analysis of
frequencies and percentages were treated using Fisher exact tests ( two-
tails), as described by Sokhal and Rohlf (1995). Comparisons of CI and
DMW were made using ANOVA, after testing for normality of the dataset
with the Levene preliminary test (ANOVA on the absolute values of the
residuals, SPSS InC. 1999). Kruskall-Wallis non-parametric tests were used
to compare the germline cell diameters between ploidy groups where the
assumption of equal variances was violated (Sokhal and Rohif 1995).

3. Results
3.1. Seawater temperature

The summer of 2003 was the hottest on record throughout much of
Europe ( Black and Sutton, 2007). As illustrated in Fig 2, the temperature
of sea water recorded in 2003 at Belon-Rosbraz (ie. very close to our
study site) was higher than usual. Mean water temperature in August
reached 224 °C and was above 16 “C (considered as the lowest
temperature in which a complete maturation can be observed) { Chavez-
Villalba et al., 2002b) from June to early September.

32. Temporal dynamics of sex ratio

The temporal dynamics of sex ratio were similar in the two groups
(Fig. 3). Both dipleid and triploid oysters showed high rates of sexuate
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Fig. 2. Seawater temperature in 2003 (g} and mean and the coefficient of variaton for
1994-2002 (A)
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Fig. 4. Percentage of individuals chserved at stages 0 {resting stage) to 4 {spawning and
reabsorbing stages) from May 2003 to March 2004 in the diploid {a) and triploid (b}
groups (n=20 individuals/ group/sampling point). {For interpretation of the references
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sexually differentiated individuals was not significantly higher in
diploid oysters than in triploids over the total sampling period (68% in
the diploids v. 63% in the triploids).

There were no significant differences in mean sex ratio when
considering the whole study period, but diploid oysters included a
higher percentage of males in summer 2003 (33 versus 15.7%; P<0.05;
between July 2nd and September 1st) whereas the triploid group had
more males in winter 2004 (16 versus 43%; P<0.0001; between
January 26th and March 22nd).

33. Temporal dynamics of gonad stages

The temporal dynamics of the percentage of individuals at the 5
defined reproductive stages (Table 1) is presented in Fig. 4. Although
the general gonad maturation dynamics were simultaneous for the
two types of oyster, triploids showed significantly higher percentages
of individuals at early stages of gametogenesis during spring and
summer 2003. Indeed, stages inferior to 3 (premature) represented
68.7% in diploids but 92.2% in triploids during spring (P<0.0001), and
6.7% versus 53.6% in summer (P<0.0001). Surprisingly, a high
proportion of triploids reached stages of maturation characterized
by the presence of mature gametes. In July, 78.9% of the triploid
oysters simultaneously showed gonias, maturing gametocytes and
variable proportions of fully matured spermatozoids or oocytes
(stage 2) whereas 95% of the diploid oysters were at stage 3.

In the triploid group, between mid-July and early August, the
percentage of maturing oysters (stage 2) decreased, only a few
reached stage 3, and a majority of individuals (68%) were found to be
at stage 4 (reabsorbing stage). At this period, only a few diploids (5%)
were at stage 4.

127

Between August and September, the two groups included both ripe
and spent individuals (stages 3 and 4), but by the end of September no
individuals were found at the mature, pre-spawning stage. As ex-
pected, sexual activity was low in winter (i.e. samples were charac-
terized by the predominance of stage 0) and a new reproductive cycle
began as early as January 2004 for both groups.

3.4. Condition index evolution and growth

Whereas both groups showed similar DMW in May 2003, triploid
oysters later reached significantly higher values (P<0.0001) after a
strong increase between May and June 19th. The differences between
the two groups for DMW diminished and were not significant
between June 2nd, and June 16th. This could correspond to partial
spawning during this period, whereas the decrease recorded in August
is related to the mass spawning detected by the analysis of the
temporal CI changes. Finally, DMW of triploid oysters decreased from
4.2+ 1.40 g in October to 263+ 0,94 g in December and then increased
to reach 4.35+205 g in March 2004. Between November and
February, DMW of diploid oysters decreased from 2.17£0.77 g to
1.57+0.56 g before increasing to 2.26+ 1.17 g in March. Although the
high temporal variation in DMW and the relatively short length of our
study do not allow us to build a growth model capable of comparing
growth rate between the two groups, triploid oysters did show a
higher growth potential. Triploid oysters showed an increase of 29 g
of their mean DMW between May 2003 and March 2004, compared
with an increase of only 0.7 g in diploid oysters.

As expected, the condition index (Cl) of diploid oysters increased in
spring during their gonad maturation (Fig. 5a). A similar trend was also

a  diameter of germline cells (um)
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Fig. 6. Within-individual variation of the diameter of the oocytic germline cells, sized
for ten individuals in June (a) in diploids and (b} in triploids.
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observed in triploid oysters. Mean Cl was only significantly higher in
diploids than in triploids between May and September (81264231 in
diploids versus 6516+ 155; P<0.05). Following this period, Cl decreased
t0459.2+ 131 and 578.64 155 in diploid and triploid oysters respectively.
This decrease of Cl is characteristic of spawning. Histological analysis
also revealed signs of spawning and germ cell resorption.

Although meat weight was not significantly different between the
two groups in May 2003 (Fig. 4b) {156+ 0.44 g in diploid versus 146+
059 g in triploid oysters; P=0.05), shell weight of triploids was
heavier than that of diploid oysters (40.53 £ 9.48 g versus 24.17 +6.12 g;
P<0.0001) which suggests that allocation to shell growth could be
higher in triploid oysters. This particular pattern of energy allocation
was previously observed by Landau and Guo (1999) and Scarpa et al.
(1996), and strongly contributed to the reduction of Cl in triploids
compared with diploid oysters.

3.5. Diameter of oocytic germline cells

Measurement of cell diameter of the oocytic germ cells revealed
some differences in gonad maturation between diploid and triploid
oysters in the first sampling in June 2003 (Fig. 6). Average diameters
were lower in triploid females (P<0.0001), with a mean of 21+12
versus 27+ 8 pm in diploids (Fig. 5) because of retarded maturation.
According to Lango Reynoso et al. (2000), this range of values,
represents coexistence of mature cocytes with germline cells in
ovogenesis and vitellogenesis in the follicles, and is characteristic of
early vitellogenesis. Variation in the cell diameters was however much
greater in triploid females than in diploids (P<0.0001), revealing a
more heterogeneous size distribution.

4. Discussion

4.1. Comparative temporal dynamics of gametogenesis in diploid and
triploid Pacific oysters

Our results suggest that the initiation of gametogenesis was
simultaneous in triploid and diploid oysters. Histological analyses
show that the proliferation of gonias (stage 1) began as early as
December 2003 in the two groups (Fig. 4). The percentage of sexually
differentiated individuals was higherin triploid than in diploid oysters
in January 2004 (65% versus 45% respectively, non-significant
difference). The observed dynamic of gametogenesis of the diploid
individuals was very similar to the one described by Enriquez-Diaz
(2004) for diploid oysters in Marennes-Oleron Bay France). Despite
the fact that the first steps of gametogenesis appeared to be normally
induced in triploids, the next stages were characterized by incomplete
maturation with a high level of inter- and intra-individual variation.
First, some triploid oysters presented retardation of the gametogen-
esis, remaining at early stages of maturation ata time when all diploid
oysters had reached full gonad maturation (in June 2003, 17% of the
triploids were at stage 1 whereas 100% of the diploids were at stage 3).
Second, the majority of the ripening triploid oysters simultaneously
showed gonias, maturing gametocytes and variable proportions of
fully matured spermatozoids or oocytes, exhibiting high intra-
individual variation. Third, gametogenesis of some ftriploid oysters
(55% in June, to 31.6% in August) led to complete maturation of all
their germline cells (ie. stage 3). Finally, both diploid and triploid
oysters showed evidence of spawning. Our results suggest that most
triploid oysters show normal gametogenesis at the early stages (i.e.
the proliferation of gonias at the beginning of the annual reproductive
cycle) but not at later stages.

It remains unclear whether the long term persistence of gonias and
immature cytes in triploid oysters was the result of temporal
heterogeneity in maturation of primary germ cells within a single
cohort or if this resulted from several successive cohorts of germ cells
(see Fabioux et al., 2004 for diploid oysters). As early gametogenesis

seemed to occur normally in these individuals, the partial sterility of
triploid oysters may be a result of perturbation occurring during the
differentiation of gonias to cytes.

The qualitative descriptors of gonad maturity used in the present
study allowed us to compare the temporal dynamics of gonad
maturation between diploid and triploid individuals; however, the
use of these descriptors in triploid oysters raises some questions. The
classification of reproductive stages was initially developed in C. gigas
by Mann (1979). The classes were intended to describe gonad
maturation of diploid bivalves in which the ultimate stage of
sametogenesis is stage 3, characterized by the maturity of a high
proportion of germ cells. Triploid oysters rarely reach stage 3, and
early germline cells were found in the gonad tissues over a much
longer period than in diploids. This suggests that the observed
irregular gametogenesis, leading to a partial development of germ
cells, is characteristic of the gametogenesis of triploid oysters. Our
data also suggests that spawning can be observed in maturing
triploids if the proportion of mature gametes is sufficient, even if
some gonias or immature cytes subsist in the reproductive tissues
(and led to the determination of stage 2 for these individuals).
Consequently, stage 3 should not be considered as the ultimate stage
of gonad maturation in triploid oysters because spawning is possible
without reaching this stage.

Due to limited sample size, temporal variations of sex ratio along
the reproductive period cannot be precisely described in our study. It
is however of interest to highlight the overall similarity in sex ratio
between the diploid and triploid groups (Fig. 2). The absence of
hermaphroditic triploid individuals, unlike previously reported (15%
in Allen and Downing, 1990; 29% in Guo and Allen, 1994), might be
related to the unusually high reproductive allocation observed in the
triploid oysters in our study.

4.2, Effect of environmental conditions on maturation of triploid oysters

Temperature has been demonstrated to play a major role not only
in the induction of gametogenesis but also in oocyte growth rate (i.e.
the dynamics of maturation, Chavez-Villalba et al, 2002b). It is
therefore likely that the exceptionally high water temperatures
recorded during summer 2003 could have enhanced the reproductive
effort in triploids by allowing an unusually high percentage of
premature individuals to reach complete gonad maturation. This
hypothesis could explain the high percentage of mature triploid
oysters observed in our study, and is fully consistent with the results
published by Shpigel et al. (1992), who showed that triploid C. gigas
can achieve a full gametogenic cycle at elevated temperature (87% of
their triploid individuals were either spawned out or undergoing
resorption after a 35-day exposure period at 30 °C). The elevated
temperatures of summer 2003 might not, however, be the only factor
responsible for the very high proportion of ripening triploid oysters. In
fact, triploid Pacific oysters are commonly cultured in areas warmer
than South Brittany in other parts of the world, such as Australia and
North America (Nell, 2002) without evidence of maturation such as
that we describe here (Nell and Perkins, 2005; Allen and Downing,
1990). The high phytoplankton productivity of our study site could
also have favoured the phenomenon, but more studies are needed to
further examine the relative importance of environmental factors.

4.3. Reproductive allocation in triploid oysters

The hypothesis that triploid oysters we monitored spawned during
summer 2003 is supported by the strong decrease of their condition
index and the observation of post post-spawning histological stages.
Previous authors have reported spontaneous emissions of gametes by
triploid oysters (Goulletquer et al., 1996; Shpigel et al., 1992; Allen and
Downing, 1990), but this phenomenon remains poorly documented
for oysters in natural conditions. Although our results are limited by
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the lack of quantitative data, the amount of emitted gametes inferred
by the decrease in condition index was surprisingly high for triploid
oysters. In our study, the presumed spawning corresponded to an
average mass of 1.24 g of gametes per oyster, which represents a loss
of 30% of the Dry Meat Weight(versus 122 g or 44.4% of DMW for the
diploid oysters). The mean quantity of gametes emitted would
therefore have been similar for the two groups, but it should be
underlined that the triploid individuals were considerably heavier
than the diploids (Fig. 5b). We can therefore assume that triploid
oysters would have shown a lower mean gamete production than
diploid oysters at the same total size. In any case, our results suggest a
much higher allocation to reproduction by triploid oysters than
previously published studies: Guo and Allen (1994) and Gong et al.
(2004) obtained estimates of 2% and 13.4% respectively for total egg
number produced by triploid compared to diploid oysters.

44. Triploidy and genetic confinement of oysters

The viability of the progeny of triploid oysters has been studied by
crossing triploid genitors with dipleid and triploid individuals.
Gametes from triploids appeared to be fully viable but the progeny
resulting from these crosses was mostly composed of aneuploids with
a very low viability (Guo and Allen, 1994; Gong et al., 2004). Diploid,
triploid and tetraploid offspring were also found in the progeny of
these crosses (Guo and Allen, 1994). Overall, the viability of the
progeny of triploid oysters was very low relative to diploids, ranging
from 0.007 to 0.314% respectively for diploid (female)xtriploid
(male), and triploid (female)xdiploid {male) crosses (Gong et al,
2004). These studies suggest that the potential for triploid C. gigas to
produce viable progeny in the wild is low but not null The relative
fitness of triploid individuals is obviously much lower that of diploids,
essentially because of the aneuploid nature of most of their progeny.
Thus, triploidy should not be considered as a mean of genetic
confinement in that species.
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Titre : Déterminismes génétiques de l'allocation a la
reproduction chez les huitres creuses (Crassostrea
gigas) triploides.

Résumé : L’huitre creuse Crassostrea gigas présente a 1’état diploide un développement
gonadique qui peut étre trés important en terme d’investissement énergétique. L’observation
de corrélations phénotypiques et génétiques négatives entre 1’allocation a la reproduction et
des traits liés a la survie et la croissance suggere que ce caractére est plutdt délétere pour
I’¢levage de cette espeéce. La triploidie peut étre induite artificiellement a des fins
d’amélioration génétique chez I’huitre creuse. Elle entraine en effet une diminution de la
quantité moyenne de tissus gonadiques, quoique celle-ci reste trés variable. Dans ce contexte,
les travaux entrepris au cours de cette thése avaient pour objectif de qualifier et quantifier le
développement gonadique chez les triploides, et d’étudier les déterminismes génétiques
impliqués dans sa variabilité.

La variation de I’allocation a la reproduction et a la croissance a d’abord été étudiée chez 3 x
96 familles obtenues par plan de croisement factoriel puis élevées en mélange et comprenant
des individus diploides, triploides obtenus par croisement 4n x 2n, ou par induction chimique.
Chez les huitres triploides, le développement gonadique est apparu réduit d’un peu plus de la
moitié par rapport aux huitres diploides. La maturation des tissus reproducteurs a montré des
signes évidents de perturbation, avec une forte occurrence d’hermaphrodites et des individus
présentant des stades variés de maturation gonadique. Le déterminisme génétique pour
I’allocation a la reproduction s’est avéré modéré pour les trois lots, probablement en raison de
I’influence d’une forte composante environnementale due a la compétition inter-individuelle.
Des interactions significatives ont été détectées entre la triploidie et la composante génétique
familiale pour la masse de tissus frais et I’occupation gonadique. Une seconde étude des
déterminismes génétiques a ensuite été menée par 1’analyse de la réponse d’huitres diploides
et triploides a une sélection divergente. Des géniteurs diploides présentant un développement
gonadique contrasté ont été choisis afin de générer une pression de sélection directionnelle.
L’allocation a la reproduction, mesurée dans leur descendance diploide et triploide, a alors
montré une réponse forte a la sélection pour ces deux groupes.

Les causes possibles de la variabilité chez les huitres diploides et triploides de 1’allocation a la
reproduction et ses conséquences sur les traits phénotypiques corrélés, ainsi que la sensibilité
de I’ensemble de ces traits phénotypiques et des estimateurs des génétiques associés a
différents facteurs environnementaux sont discutés a la lumiére de ces résultats.

Mots-clés : huitre, triploide, allocation a la reproduction, gamétogenése, dimorphisme sexuel,

déterminisme génétique, interaction triploidie x génétique, corrélation phénotypique,
hétérogénéité spatiale, environnement.
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Title: Genetic determinisms for the allocation to
reproduction in triploid Pacific oysters (Crassostrea

gigas).

Abstract :In diploid Pacific oyster Crassostrea gigas, gonadic development can be important
in terms of energetic investment. Phenotypic and genetic negative correlations have also been
observed between gonadic occupation and traits related to survival and growth, and this fact
suggests that this trait could be deleterious for its aquaculture production. Triploidy can be
been artificially induced to improve the production of Pacific oysters as it results in a general
diminution of mean gonadic development. This trait is however highly variable. In this
context, this study aimed to quantify and qualify the allocation to reproduction in triploid
oysters and to study its genetic bases.

Variability for allocation to reproduction and growth was first studied in 3 sets of 96 families
produced following a factorial crossing design and reared together under common condition,
including diploids, triploids obtained by 4n x 2n crosses or chemical induction. Gonadic
development in triploid oysters was divided by two compared with diploids. The maturation
of gonadic tissues showed perturbations characterized with high occurrence of
hermaphroditism, and high inter-individual variation in maturation stage. A moderate genetic
determinism has been found for the allocation to reproduction in the three groups, probably
influenced by environmental heterogeneity due to competition between individuals.
Significant interactions have been detected between triploidy and genetic familial value for
soft-tissue weight and allocation to reproduction.

The genetic basis for the variation of the allocation to reproduction in diploid and triploid
oysters was then studied with the analysis of the response to a divergent selection experiment.
Diploid breeders showing contrasted gonadic development were chosen to induce a
directional selective pressure. Allocation to reproduction measured in diploid and triploid
offspring showed a clear response to selection in these two groups.

The possible causes of the observed variation of allocation to reproduction in diploid and
triploid oysters, and its consequences on correlated phenotypic traits, as well as the sensibility
of phenotypic traits and related genetic parameters estimates to environmental heterogeneity
are discussed in the light of our results.

Key-words: oyster, triploid, allocation to reproduction, gametogenesis, sexual dimorphism,

genetic  determinism, triploidy X genetic interaction, phenotypic correlation, spatial
heterogeneity, environment.
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