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1 FORMATION & PARCOURS PROFESSIONNEL

1.1 Curriculum vitae
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Ressources Aquacoles (Direction des Ressources Vivantes,
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Adresse professionnelle: Adresse personnelle :

IFREMER / LGP 35 rue des Riveaux

Mus du Loup 17390 La Tremblade - France -

17390 La Tremblade Tel. +33 (0)5 46 36 31 29

Tel. +33 (0)5 46 36 76 18

Fax. +33 (0)5 46 36 37 51

Email: pboudry@ifremer.fr
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1994 : These de Doctorat de I'Université Pierre et Marie Curie (Paris 6): mention
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1990 : D.E.A. "Ressources génétiques et culture de plantes ', Université de Paris VI et
Paris XI, Institut National Agronomique, Paris.
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1983 Baccalauréat « D » (Mathématiques et Sciences de la Nature), Mention « assez

bien », Académie de Lille.
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1.2 Parcours scientifique et professionnel

Ecologie végétale :

Laboratoire de Botanique L. Daniel, Université de Rennes 1. De mai a novembre 1987,
sous la direction du Dr. L. Massé :

¢ Analyse de communautés végétales des tourbiéres.
Laboratoire de Biologie, Base Alfred Faure, Archipel Crozet, Terres Australes et
Antarctiques Francaises, de décembre 1987 a décembre 1988 :

e Ecologie et systématique de mousses et hépatiques.

o Etude de terrain des communautés végétales des tourbieres.

Amélioration des plantes :

G.1.E. Bretagne-Plants, Quimper, de mars a ao(t 1989 :
e Culture de pommes de terre diploides et tetraploides, croisements inter-
spécifiques.
e Reproduction in vitro de pommes de terre.
Hybritech Co. (Monsanto), Lescar, de mars a octobre 1990 :
o Etude de la production et la dispersion du pollen chez le blé.
e Méthodologie de production de semences hybrides F1 chez le ble.

Génétique :

Laboratoire de Génétique et Evolution des Populations Végétales, URA-CNRS 1185,
Université de Lille 1, de novembre 1990 & avril 1994. These sous la direction du Pr. H.
Van Dijk :

o Variabilité géenétique et plasticité phénotypique des caractéres de cycle de vie
chez les betteraves sauvages et mauvaises herbes, études basées sur des
expériences réalisées en serres et en parcelles expéerimentales.

e Cartographie du gene du “bolting”, en collaboration avec le Pr. C. Jung, Institut
de Botanique, Univsersité de Munich, Allemagne.

e Etude des flux géniques entre betteraves cultivées et sauvages, en utilisant des
marqueurs mitochondriaux, chloroplastiques et nucléaires.

School of Biological Sciences, Université de Bangor, Pays de Galles, de mai a
septembre 1994. Post doctorant sous la direction du Dr. C. Gliddon :

e Modelisation et estimation des flux géniques par dispersion du pollen chez les
plantes cultivées, en relation I’étude des risques liés a I’utilisation de plantes
transgéniques.

Laboratoire de Génétique & Pathologie, IFREMER, Station de la Tremblade, contrat a
durée indeterminée depuis décembre 1994, sous les directions successives des Drs. A.
Gérard et Ph. Goulletquer :

e Etude des ressources génétiques des huitre creuses.

e Etude de la variabilité génétique de C. gigas pour des caractéres d’intérét
aquacoles.



2 RAPPORT SCIENTIFIQUE

2.1 Avant propos

L’essentiel de mon travail de recherche depuis ma thése a porté, au sein du Laboratoire
IFREMER de Génétique et Pathologie de La Tremblade, sur I’étude de la diversité génétique
et des possibilités d’amélioration génétique chez les huitres, et en premier lieu chez I’espece
aujourd’hui principalement produite en France : Crassostrea gigas. Les études sur d’autres
especes d’intérét aquacole (bivalves : huitres plate et perliéere, moules ; crustacés : crevette
péneide), realisées en collaboration avec différents collegues, ne seront pas présentées dans ce

mémoire (ces travaux sont référencés dans la liste des publications auxquelles j’ai contribué).

Afin de ne pas alourdir la lecture de ce document (et peut-étre également pour éviter des
oublis) j’ai choisi de ne pas citer, au fil de ce mémoire, les nombreux collégues et étudiants
qui ont travaillé avec moi au cours de ces derniéres années. Il est cependant évident que les
travaux présentés ici résultent presque exclusivement d’un travail d’équipe et les résultats
présentés n’auraient pu I’étre sans eux. Leur noms apparaissent dans les publications
auxquelles je me référe au long de ce mémoire. L’alternance entre le « je » et le « nous »
traduit sans doute également le fait que je ne peux (et ne veux) « m’approprier » totalement

les résultats présentés ici.

Dans ce mémoire, les connaissances acquises seront présentées de maniere synthétique, les
détails des protocoles expérimentaux et des résultats se trouvant dans mes articles. Les

publications en lien avec les travaux présentés dans ce mémoire sont présentées en annexe.

J’ai choisi de présenter tout d’abord mes travaux sur la phylogenie et la phylogéographie des
huitres creuses, puis la caractérisation de populations de C. gigas et C. angulata de diverses
origines géographiques et, enfin, les études de la variation phénotypique et génétique de
caracteres d’intérét aquacole chez C. gigas, organisant donc ce mémoire de la diversité inter-
specifique vers la diversité intra-spécifique et de données moléculaires vers des données

phénotypiques. Chaque partie sera discutée successivement.



2.2 Introduction

L’objectif de mon activité de recherche est d’étudier les facteurs génétiques responsables des
variations phénotypiques observées pour les caractéres d’intérét aquacole chez les huitres,
afin de permettre leur amélioration. Ces facteurs génétiques peuvent étre de plusieurs types :

e ploidie (variations du nombre de chromosomes),

e polymorphisme de I’ADN (marqueurs « neutres », génes candidats, ESTs...),

e variance génétique (approche « quantitative »).

Les deux caracteres principaux caracteres phénotypiques étudiés sont :

e la survie, en relation avec la physiologie (notamment I’effort reproducteur) et avec
I’environnement, les agents pathogenes et donc les facteurs de défense (immunologie).

e la croissance, en relation avec I’écophysiologie (acquisition des ressources, codt de la

reproduction).

L’étude des bases génetiques de la variabilité existant dans les populations naturelles ou
cultivées pour ces caracteres a pour but d’améliorer les productions en terme de quantité et de
qualité. A un premier niveau, I’étude des ressources génétiques a pour objectif de décrire la
diversité génétique existant chez les huitres a I’aide de marqueurs ADN (phylogénie,
phylogéographie, génétique des populations) et/ou de descripteurs phénotypiques (testage de
souches). A un second niveau, I’amélioration et la sélection de souches a pour objectif de
modifier (par sélection et/ou « manipulation» du genome) les phénotypes afin qu’ils
correspondent au mieux aux besoins de la production et/ou des consommateurs. Il s’agit
d’étudier la faisabilité et/ou d’optimiser les méthodes d’amélioration génétique, plutot que de
produire des génotypes améliorés, ce qui est du ressort du secteur productif (notamment les

écloseries d’huitres).

2.3 Phylogénie, phylogéographie et systématique des huitres creuses

L’étude des ressources génétiques des especes d’intérét agricole ou aquacole représente une
composante importante de I’amélioration durable des productions. En effet, I’amélioration par
la sélection repose principalement sur I’utilisation de la diversité présente dans les populations
sauvages des especes exploitées. Chez les huitres, comme chez de nombreuses espéces
exploitées mais pas ou peu domestiquées, une étape fondamentale de ces études consiste dans



I’identification des especes exploitées, de leur répartition géographique et des liens

phylogénétiques qui les unissent.

Les huitres creuses (Famille : Ostreidae, Rafinesque, 1815; Sous-famille : Crassostreinae
Torigoe, 1981) sont aujourd’hui regroupées en 3 genres: Crassostrea, Striostrea et
Saccostrea (Harry, 1985). Elles se distinguent des huitres plates (genres Ostrea et Tiostrea)
par un ensemble de caractéres morphologiques et reproductifs (libération des gamétes
femelles versus incubation plus ou moins prolongée des larves par les femelles). Les genres
Saccostrea et Striostrea regroupent des especes essentiellement présentes dans 1I’Océan
Pacifique. Le genre Crassostrea est lui représenté sur presque toutes les cotes bordant les
mers tempérées du globe (Asie : C. gigas, C. ariakensis, C. sikamea, Afrique : C. gasar,
Amérique : C. virginica, C. rhizophorae). Du fait de I’habitat, de I’ancienneté de ces especes
a I’échelle géologique et de la trés bonne aptitude a la fossilisation de leurs coquilles, il
semble exister un grand nombre d’espéces aujourd’hui éteintes (Stenzel, 1971). Cependant, a
ma connaissance, peu d’informations sont aujourd’hui disponibles sur le centre d’origine des

Ostreidae ou des Crassostreinae (Durve, 1986).

Malgré I’importance économique de certaines des espéces d’huitres, la systématique au sein
de ces genres et la répartition des taxons existants aujourd’hui restent relativement mal
connues. La grande plasticité morphologique des coquilles de ces especes, les nombreuses
introductions et transferts (volontaires ou non), et I’absence d’intérét commercial de certaines
especes apparaissent comme les principales raisons de cette méconnaissance. Le
développement des marqueurs génétiques, allozymes puis marqueurs du polymorphisme de
I’ADN, a donc beaucoup apporté aux études de systématique et phylogénie des huitres
creuses (Littlewood, 1994). La caractérisation des chromosomes (morphométrie et
« banding ») (voir pour revue (Thiriot-Quiévreux, 2002) et I’étude (expérimentale ou en
populations naturelles) des hybridations entre taxons (voir pour revue Gaffney, Allen, 1993a)

ont également directement contribué a améliorer les connaissances dans ces domaines.

Mes travaux dans ces domaines ont porté sur plusieurs taxons d’origines géographiques
diverses : des huitres présumées C. gigas ou C. angulata d’Asie et d’Europe, et des huitres
présumées C. gasar ou C. rhizophorae de palétuvier d’Afrique et d’Amérique du sud. Ces
travaux sont principalement basés sur I’utilisation de marqueurs du géenome mitochondrial

(16S, COI) et sont souvent prolongés par des marqueurs du génome nucléaire plus



(microsatellites) ou moins (28S) polymorphes. J’ai également collabore a I’étude des
karyotypes de certaines espéces. Les résultats ont permis, pour plusieurs taxons, de retrouver
des introductions oubliées, de corriger des mauvaises identifications et de préciser des aires de
répartitions incertaines. D’un point de vue plus appliqué, ces informations apportent des
éléments importants en terme de gestion de ces espéces, de ressources génétiques pour

I’amélioration et/ou de réglementation des échanges commerciaux.

2.3.1 Origine de I'huitre portugaise, Crassostrea anqulata

L’huitre dite « portugaise », Crassostrea angulata, initialement décrite par Lamarck en 1819,
a constitué une espece majeure de la production ostréicole frangaise durant pres d’un siecle, sa
production annuelle ayant dépassé 100.000 tonnes/an dans les années 1950 (Goulletquer et
Héral, 1997). Elle fut introduite en France en 1868 en provenance du Portugal (la
surexploitation ayant réduit les bancs naturels d’Ostrea edulis, I’importation d’huitres
répondait a la demande du marché national). En 1867, la cargaison du « Morlaisien » fut jetée
par dessus bord dans I’estuaire de la Gironde et I’espéce s’établit trés rapidement le long des
cotes atlantiques francaises, permettant I’essor de I’ostréiculture en France. Les similarités
morphologiques de C. angulata avec C. gigas (Ranson, 1948; 1960), puis les résultats obtenus
en croisements et avec des marqueurs allozymiques (Mathers et al., 1974); (Buroker, et al.,
1979 ; Mattiucci et Villani, 1983), ont amené a la conclusion qu’il s’agissait en fait d’une
seule et méme espece (Menzel, 1974). 1l restait a expliquer la répartition géographique de ces
deux taxons (C. gigas en Asie et C. angulata en Europe).

Afin d’aborder cette question, j’ai tout d’abord collecté des échantillons dans des populations
d’huitres supposées C. angulata au sud du Portugal et de I’Espagne, et des échantillons dans
des populations d’huitres supposées C. gigas en France et en Asie (Japon, Corée, Chine,
Taiwan) afin de rechercher des différences (par la technique de PCR-RFLP, puis par
séquencage) pour un gene mitochondrial (Cytochrome oxydase 1) communément utilisé pour
des études de différentiation génétique chez les bivalves (Ofoighil et al., 1998). Contrairement
aux travaux précédents, basés sur des caracteres morphologiques ou des allozymes, des
différences tres nettes, en terme de fréquence haplotypique, et donc de différentiation
génétique entre populations, ont été observées entre certaines populations présumées C.
angulata et certaines populations présumées C. gigas (moyenne des valeurs de Fst entre
paires de populations inter-taxons = 0.88) (article 2). De plus, les différences entre les deux

taxons ont permis d’identifier I’origine probable de C. angulata : Taiwan. L’hypothése est



que des marins portugais auraient introduit, volontairement ou non, ce taxon en Europe suite a
leurs voyages en Asie. Cette premiére introduction d’Asie en Europe semble avoir été

« oubliée », et C. angulata de « taiwanaise » est ainsi devenue « portugaise ».

@ Crassostrea
E i gigas

: Crassostrea
- angulata

Figure 1. Arbre des haplotypes RFLP pour le fragment du géne mitochondrial
COl et leur spécificité taxonomique. Les lettre minuscules correspondent aux
profils de restriction observés respectivement pour les enzymes de restriction
Tagl, Sau3A, Hhal and Msel. Chaque haplotype est séparé de I’haplotype voisin
par un seul site de restriction (articles 2 et 24).

2.3.2 Histoire évolutive respective de C. gigas et de C. angulata en Europe et en
Asie

Un marqueur mitochondrial distinguant C. gigas de C. angulata, plusieurs nouvelles
questions sont alors apparues : quelles sont les aires de répartition respectives de C. gigas et
C. angulata en Europe et en Asie ? Quel est le niveau de différenciation au niveau nucléaire ?
Ces deux taxons pouvant s’hybrider en laboratoire, un isolement reproductif partiel peut-il

étre mis en evidence ?, Existe-t-il des zones de sympatrie, et si oui, d”hybridation ?



Les aires de repartition actuelles de C. gigas et C. angulata sont maintenant bien connues en
Europe grace au marqueur spécifiqgue mitochondrial COI (article 24). Il faut noter que les
huitres étant des hermaphrodites alternées (chaque individu pouvant étre male et femelle au
cours de sa vie), ce marqueur mitochondrial reflete mieux la présence de chaque taxon que
pour une espece ou les sexes seraient séparés. En France, les populations de C. angulata
semblent avoir presque completement disparu suite aux mortalités massives de la fin des
années 1960 (épizootie liée a un iridovirus). Les haplotypes spécifiques de ce taxon ne sont
retrouvés qu’en faible fréquence (< 0.1) notamment au Pays Basque. Les populations de
Galice et des cotes atlantiques nord de I’Espagne sont trés majoritairement constituées de C.
gigas. On ne trouve aujourd’hui des populations européennes de C. angulata qu’au sud de
I’Espagne et du Portugal. Une population a également été identifiée au Maroc. En Asie, les
connaissances sont plus limitées. C. angulata n’avait été retrouvé qu’a Taiwan mais
I’échantillonnage restait trop limité. Les recherches & Hong Kong ont donné des résultats
inattendus (voir ci-dessous). Cependant, certaines sequences trés récentes (Xiang et al., 2003)
d’individus identifiés comme C. talienwhanensis, originaires du nord de la Chine,
correspondent a celles de C. angulata. Ces deux taxons pourraient donc étre synonymes, et
I’aire de répartition de C. angulata en Asie serait donc nettement plus large qu’envisagée
jusgu’a présent. Des contacts sont en cours avec des collegues chinois pour continuer les

recherches dans cette direction.

La différenciation entre ces deux taxons a également été étudiée a I’aide de marqueurs
nucléaires (article 11). Suite aux résultats obtenus avec des allozymes, nous avons choisi
d’utiliser des marqueurs plus variables, les microsatellites, espérant notamment pouvoir
mettre en évidence des effets de dérive génétique suite aux introductions d’Asie vers
I’Europe. Les résultats obtenus ont montré un niveau de différenciation nucléaire significatif
mais tres faible (Fst = 0.02) entre les populations des deux taxons. Les niveaux de diversité
allélique et I’hétérozygotie observés en Asie et en Europe sont identiques, ne mettant donc pas
en évidence d’effet de dérive génétique suite aux introductions. Ces résultats sont donc tout a
fait cohérents avec ceux observés avec les allozymes. La forte différence entre marqueurs
nucléaire et mitochondrial en terme de différenciation génétique entre les populations reste
globalement difficile a expliquer. Le marqueur mitochondrial indique des flux géniques trés
faibles ou nuls entre populations des deux taxons. Les marqueurs nucléaires montrent un
niveau de différenciation génétique trés faible, sans doute lié a la divergence récente entre les

deux taxons. Prises conjointement, ces deux informations ne sont pas contradictoires, mais



supposent une différenciation parapatrique (en Asie) et récente (1-2 millions d’années). Les
récents résultats concernant la présente de C. angulata au nord de la Chine restent a intégrer

dans cette hypothése.

D’autre part, les expérimentations réalisées en écloserie n’ont pas permis de mettre en
évidence un isolement reproductif pré- ou post-zygostique, méme partiel (articles 15 et 18).
En effet, en condition de compétition, le sperme des deux taxons ne féconde pas mieux les
ovocytes de femelles de leur taxon que ceux de femelles de I’autre taxon. Les diverses
expériences de croisement ont montré des effets maternels importants (qualité des ovocytes)

mais pas d’isolement reproductif.

Pour ce qui est des hybridations en populations naturelles, le faible niveau de différenciation
des génomes nucléaires des deux taxons, et donc I’absence de marqueur nucléaire spécifique
de chaque taxon, a rendu relativement difficile I’étude de I’hybridation entre populations des
deux taxons (comparativement a d’autres especes plus nettement différenciées comme par
exemple les moules Mytilus edulis et M. galloprovincialis). De plus, nous ignorions s’il
existait des régions géographiques ou les deux taxons sont naturellement en sympatrie. En
Asie, un échantillonnage le long des co6tes chinoises (entre Taiwan et la Corée) serait
nécessaire pour répondre a cette question. En Europe, il semble exister une discontinuité
géographique entre populations de C. gigas et de C. angulata (entre le nord du Portugal et la
Galice). Apres des tentatives infructueuses de recherche de marqueurs nucléaires spécifiques
(séquencage d’ITS, DALP...), la mise au point d’un marqueur « pseudo-spécifique » par
PCR-RFLP d’une insertion de 21 nucléotides dans la zone flanquante du microsatellite
GC44R, présentant un niveau de différenciation équivalent a celui des marqueurs
mitochondriaux (Fst = 0.71), nous a permis de rechercher des indices d’hybridation entre les
deux taxons (article 35). Les données obtenues pour une population du sud du Portugal, ou
I’introduction de C. gigas a des fins aquacoles a permis une mise en contact des deux taxons,

nous indiquent que les deux taxons s’hybrident dans cette région.

Du fait de I’absence d’information précise sur I’évolution de I’insertion de 21 nucléotides sur
laquelle est basée ce travail, seules des études plus approfondies de la différenciation du
génome nucléaire entre C. gigas et C. angulata permettront de préciser I’histoire évolutive ce

ces deux taxons.
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Figure 2: Fréquences alléliqgues aux marqueurs RFLP COIl et CG44R dans des

populations européennes et asiatiques de C. gigas et C. angulata (article 35).

2.3.3 Une nouvelle espéce d’huitre a Hong Kong ?

Cherchant & améliorer notre connaissance de I’aire de répartition de C. angulata en Asie, j’ai

eu I’opportunité d’étudier des échantillons (initialement présumés C. gigas) récoltés a Hong

Kong. Compte-tenu de la relative proximité géographique entre Taiwan et Hong Kong, il était

en effet envisageable que ces huitres présumées C. gigas soient en fait des C. angulata. Leur

caractérisation par PCR-RFLP sur le géne mitochondrial COIl a montré qu’il s’agissait en fait

d’un haplotype original et que ni C. gigas ni C. angulata ne sont présents a Hong

données de séquence (genes 16S, COIl et 28S) ont montré des niveaux de

Kong. Les

divergence

importants pour les génes étudiés entre les huitres de Hong Kong et C. gigas (ou C. angulata)

(article 33). Ces résultats ont donc révélé qu’il s’agit soit d’une nouvelle espéce,

soit d’une

espece precédemment decrite en Chine mais pour laquelle il n’existe pas d’information dans
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les banques de donneées de sequences d’ADN. Les données publiées recemment par (Yu et al.,
2003) semblent exclure C. plicatula et C. talienwhanensis des espéces d’appartenance

possible pour ces huitres de Hong Kong.

100 C. rhizophorae

100 C. virginica

C. gasar
100

C. belcheri
L 45

27

C. iredalei

C. ariakensis

n Haplotype “G” (Honk Kong)

C. nippona

8 ¢, gigas

- C. angulata

0.1

Figure 3 : Arbre phylogénétique obtenu a partir des séquences de 16S chez divers

especes du genre Crassostrea (article 33).

2.3.4 Répartition et phylogénie de I'huitre de palétuvier Crassostrea gasar

Comparativement aux especes des mers tempérées, relativement peu d’informations sont
disponibles concernant les huitres des zones tropicales et équatoriales. Dans cadre de I’étude
de la diversité des huitres creuses, et afin de pouvoir disposer de marqueurs moléculaires
pouvant distinguer et identifier ces especes, j’ai étudié un certain nombre d’échantillons
d’huitres en provenance d’Afrique et d’Amérique centrale et du Sud. Parmi ces especes,
figuraient I’huitre de palétuvier C. gasar, décrite en Afrique de I’ouest (Sénégal, Cobte
d’lvoire...) et C. rhizophorae, décrite dans le Golfe du Mexique et le long des cotes

atlantiques de I’Amérique du sud.

L’ensemble des échantillons ouest-africains a présenté un méme haplotype du géne
mitochondrial 16S, qui a été associé a I’espéce C. gasar. Par contre, les échantillons

ameéricains, initialement identifiés comme C. rhizophorae, ont présenté deux haplotypes, dont
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un similaire a celui de C. gasar. Ces observations ont été confirmées par le séquencage partiel
de ce gene. Nous avons donc conclu que la répartition géographique de C. gasar n’est pas
uniquement limitée aux cOtes ouest-africaines, mais que cette espéce est également présente
sur les cotes atlantiques de I’Amérique du sud (article 19). La similarité génétique des
populations africaines et américaines de C. gasar a été confirmée par la comparaison du
caryotype de plusieurs individus. D’un point de vue phylogénétique, les résultats obtenus ont
également permis de positionner C. gasar comme une espece intermédiaire entre les especes
asiatiques (C. gigas, C. ariakensis) et américaines (C. virginica, C. rhizophorae). Les travaux
s’orientent maintenant vers I’étude d’échantillons sud-américains identifiés comme C.
brasiliana (Ignacio et al., 2000). Il est possible que ce taxon soit en fait synonyme de C.

gasar.

Dans un second temps, nous avons recherché des marqueurs susceptibles de différencier
populations africaines et Américaines de C. gasar. Les résultats, encore préliminaires, obtenus
avec le séquencage du fragment ITS-2, confirment le trés faible niveau de divergence entre
populations des 2 continents, mais laissent également supposer des flux géniques trés faibles
entre populations africaines et américaines. L’histoire évolutive respective des populations
africaines et américaines de C. gasar reste donc a decouvrir : introduction récente suite au

commerce des esclaves entre I’ Afrique et I’ Amérique ou migration naturelle ?

2.3.5 Conclusions et perspectives

L’ensemble des travaux auxquels j’ai participé concernant la phylogenie, la phylogéographie
et systématique des huitres creuses montre que les connaissances dans ce domaine restent
encore parcellaires. Une des difficultés dans ce domaine reste la simple disponibilité des
échantillons. 1l n’existe malheureusement pas aujourd’hui d’organisation ayant pour vocation
la collecte et la conservation d’échantillons d’huitres (comme c’est le cas pour de nombreuses
especes d’intérét économique et/ou scientifique). Il m’apparait clair que la diversité des
huitres en Chine, avec plus d’une vingtaine d’especes décrites, devrait étre prioritairement
étudiée. Les travaux actuellement entrepris par I’Aquaculture Genetics and Breeding
Technology Center (Virginia Institute of Marine Science, U.S.A.) et les collegues chinois
vont dans ce sens. Au dela des études basées sur les marqueurs communément utilisés en
phylogénie et systématique moléculaire (16S, COI, 28S), encore riches en potentiel de

découvertes, plusieurs autres approches me paraissent nécessaires.
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Premierement, les huitres ayant un nombre identique de chromosomes (2n = 20) présentant
des morphologies relativement similaires, les développements en cytogénétique moléculaire
(enzymes de restriction et FISH) devraient permettre d’aborder I’évolution de la structure du
génome des huitres (remaniements chromosomiques,...) entre especes. Les développements
actuels dans le domaine de la cartographie génétique chez C. gigas (Hedegecock et al., in
prep) et C. virginica (Yu et Guo, 2003) devraient également permettre d’améliorer les

connaissances dans ce domaine (cartographie comparée des génomes).

D’autre part, les hybridations entre especes proches (notamment au sein du groupe d’especes
asiatiques : C. gigas, C. angulata, C. sikamea, C. ariakensis) sont aujourd’hui relativement
bien documentées en conditions d’écloserie (Gaffney et Allen, 1993b). Cependant, peu
d’études concernent les hybridations en conditions naturelles. Des flux géniques, méme
limités existent-ils entre ces especes ? Si non, quels sont les facteurs qui assurent leur
isolement (sachant qu’elles s’hybrident au laboratoire et que leur aires de répartition sont
partiellement sympatriques) ? Si oui, quelle importance ont ces flux dans I’évolution des
especes ? Comment les especes gardent-elles leur « intégrité » génétique (dynamique des
zones d’hybridation) ?

Comme montré par les travaux présentés dans ce chapitre, I’importance des transferts liés aux
activités humaines a évidemment tendance a « brouiller les cartes » de la différenciation entre
populations. Il est probable que le développement de la multiplication en écloserie et du
commerce de larves et/ou de naissain ces derniéres décennies ne fera qu’amplifier le
phénomeéne pour la diversité intra et inter-spécifique des especes aquacoles. Il convient donc
(1) d’étudier et si possible de conserver le rapidement possible les populations naturelles dans
leur habitat d’origine (avant qu’elles ne soient éventuellement perturbées ou mises en contact
avec des populations introduites) afin de préserver cette biodiversité et (2) d’aborder les
interactions entre populations « sauvages » et populations « d’aquaculture », méme si la
distinction entre ces deux type de population n’est parfois pas évidente. Ces interactions
peuvent étre étudiées a plusieurs niveaux : (1) par des marqueurs du polymorphisme neutre
(image de la diversité genétique globale), (2) par des marqueurs liés a des caracteres
différenciant population sauvage et population d’aquaculture et (3), pour ce qui concerne les
interaction entre especes différentes, les phénomenes de compétitions et/ou le cas échéant
d’hybridations. Le développement actuel de souches aquacoles domestiquées et/ou

sélectionnées (voir ci-dessous), rendu possible par la multiplication en écloserie, devrait
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rendre ces questions de plus en plus pertinentes (comme c’est le cas pour les espéces de

poissons sélectionnées depuis quelques décennies).

2.4 Caractérisation phénotypique de populations d’huitres creuses de
diverses origines

La recherche d’espéces ou de souches d’huitres d’intérét pour I’aquaculture a, jusqu’a
aujourd’hui, été la principale réponse donnée face aux difficultés rencontrées. Ainsi, C. gigas
fut introduite en Europe suite a I’épizootie subie par C. angulata (voir ci-dessus). De méme,
suite a I’effondrement de la production d’Ostrea edulis, liée a la marteliose et la bonamiose,
diverses especes d’huitres plates ont été testées en France (Bougrier et al., 1986). Aucune des
especes testées ne s’étant avérée résistante, les travaux se sont orientés vers la sélection de
génotypes plus résistants au sein de I’espece O. edulis (Naciri-Graven et al., 1998).
Heureusement, il n’existe aujourd’hui pas d’agent pathogene ayant une incidence majeure sur

les productions de C. gigas en France.

De maniére générale, la caractérisation phénotypique de populations d’huitres de diverses
origines représentait un élément majeur de I’étude des ressources génétiques de ces especes.
Ce travail est cependant fortement limité par les contraintes liées aux risques d’introductions
de pathogénes et au confinement des espéces exotiques (conformément au «code of
practice » du Conseil International pour I’Exploration de la Mer). L’introduction de géniteurs
d’origines géographiques diverses s’est avérée une tache de «longue haleine », car
dépendante de la bonne volonté des collegues contactés et des difficultés d’expédition
d’huitres sur de longues distances. Nombreux sont les contacts qui n’ont pas abouti. Dans
certains cas, les lots ont du étre supprimés (ex. lot de C. gigas en provenance de Corée du Sud
porteur de Martelioides sp.) ou n’ont pu étre reproduits (ex. C. ariakensis en provenance des

USA pour lesquels la totalité des animaux ont maturé comme males).

En conséquence, le testage de populations d’huitres creuses s’est essentiellement porté sur
différentes souches géographiques de C. gigas et C. angulata. Afin de tenir compte des effets
liés a I’dge et aux conditions environnementales rencontrées dans les diverses régions
d’origine, ces travaux ont été menés sur les descendants de géniteurs importés de ces zones,
élevés dans des conditions similaires. L’avantage d’une telle démarche réside essentiellement

en I’élimination des risques zoosanitaires et des biais évoques ci-dessus, mais limite la portee
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des résultats obtenus (les lots testés n’étant pas forcément représentatifs des populations

testées).

2.4.1 Etudes en conditions expérimentales

Les etudes en conditions expérimentales ont eu pour objectif essentiel de comparer certaines
fonctions physiologiques (respiration, filtration, assimilation...) ainsi que des caractéres
d’intérét aquacole (croissance, survie) entre différentes souches géographiques de C. gigas et

C. angulata (I’étude d’autres espéces étant difficile du fait des contraintes de confinement).

Dans un premier temps, des travaux ont été menés sur la consommation en oxygene
(indicateur physiologique du codt énergétique de maintenance résultant du catabolisme) de
naissain (0,25 a 0,4 mg) dont les géniteurs étaient originaires de France, du Japon (C. gigas),
d’Espagne et de Taiwan (C. angulata). Le taux de respiration de chaque souche a été mesuré
individuellement a 20°C au moyen d’un respirométre volumétrique. Les résultats ont montré
que les souches d’origines francaise et japonaise (C. gigas) ont un taux de respiration plus

élevé que les souches d’origines espagnole et taiwanaise (C. angulata) (article 8).

Dans un second temps, ces travaux se sont poursuivis sur des individus de plus grande taille,
permettant d’établir un bilan physiologique (taux de filtration, d’ingestion, d’absorption et de
respiration) permettant de déterminer une estimation du « scope for growth » (SFG) pour
chaque individu étudié. De plus, le suivi en continu de ces parametres sur des périodes de 3
heures a permis de déterminer les FTA (« feeding time activity ») et RTA (« Respiratory time
activity) et donc d’établir un SFG corrigé (SFGc), tenant compte des temps d’activité des
animaux. Les résultats ont montré que les taux moyens de respiration et de filtration ne
différaient pas entre les souches, mais que celles-ci présentaient des FTA et donc des SFGc
significativement différents (la souche C. angulata presentant les valeurs les plus basses)
(article 27) (figure 4). Ces résultats sont en concordance avec les données de croissance

observées pour ces souches (voir ci-dessous).
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Figure 4 : “Scope for growth” corrigé (SFGc) pour les souches C. angulata (AA),
C. gigas (GG) et leurs hybrides (AG et GA) (barres verticales = intervalle de

confiance a 5%) (article 27).

2.4.2 Etudes en condition de production

Parallélement aux comparaisons réalisées « in labo », des comparaisons de performances ont
été réalisées sur le terrain, dans des conditions proches de celles des productions ostréicoles.
L’objectif était notamment de confirmer si C. angulata présentait des croissances plus faibles,
comme établies par les comparaisons a partir des données temporelles et par de rares
comparaisons directes. De plus, I’identification d’une souche de C. gigas plus performante
que celle introduite au début des années 1970 en provenance de Colombie Britannique et du
Japon représentait également un objectif de ces essais. Ces études ont été réalisées sur le banc

de Ronce-Perquis dans le Bassin de Marennes-Oléron.

Quatre souches (deux taxons: C. gigas et C. angulata) d’origine européenne (France et
Espagne) ou Asiatique (Japon et Taiwan) et 2 lots hybrides (C. gigas x C. angulata) ont été
suivis durant 2 années. Les résultats montrent des performances de croissance et de survie de
C. gigas supérieures a celles de C. angulata (article 21). De plus, pour chaque taxon, la
souche européenne a présenté de meilleures performances que la souche asiatique, laissant

supposer une adaptation de ces souches aux conditions locales depuis leur introduction.
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2.4.3 Conclusions et perspectives

Malgré I’amélioration des structures et des conditions d’élevage en confinement, le testage de
souches de C. gigas et/ou la caractérisation phénotypique d’autres espéces restent fortement
contraints par les risques liés a I’introduction d’agents pathogénes. Comparativement a
d’autres especes d’intérét économique, les informations disponibles restent donc trés limitées.
Il m’apparait cependant peu probable que ces aspects se développent beaucoup dans les
prochaines années du fait des contraintes mentionnées ci-dessus. Cependant, le
développement de la cryopréservation des gametes males et, a terme, d’embryons ou de
larves, devrait ouvrir de nouvelles possibilités dans ce domaine. En effet, on peut espérer que
ces techniques permettront la conservation et la diffusion de diversité génétique en limitant les

risques de transferts d’agents pathogénes.

L’introduction de nouvelles souches ou espéeces n’en reste pas moins d’un intérét potentiel
pour I’aquaculture, comme en témoigne la situation actuelle sur la cote est des USA. C.
virginica étant sensible a deux agents pathogenes qui a tres fortement réduit la production,
I’introduction d’une autre espece, a I’état diploide ou mieux triploide afin d’essayer de
contrbler son impact dans les écosystéemes ou elle sera introduite, est a I’étude depuis de
nombreuses années. A I’heure actuelle, ce sont des triploides de C. ariakensis, espece bien
adaptée aux faibles salinités, qui sont a I’étude. Pour ce qui concerne la France, la
« diversification » des espéces d’huitres cultivées devrait, a mon sens, plus s’appuyer sur la

relance de I’huitre plate plutét que sur I’introduction de nouvelles espéces.

La caractérisation phénotypique d’espéces ou de souches de C. gigas d’autres origines
géographiques pourrait étre utile pour I’introduction de variabilité génétique pour des
caracteres précis (ex. resistance a des maladies). Mais il est plus probable que le
développement de populations ou de lignées sélectionnées pour des caracteres d’intérét (voir
chapitre suivant) puisse contribuer a I’amélioration des productions. Les conditions de
I’échange de ces ressources (protection du progrés génétique, risques zoosanitaires) devront
étre precisees (au niveau international) afin d’arriver a une réelle gestion de la diversité
génétique chez C. gigas. La constitution d’un réseau structuré de gestion des ressources
génétiques, comme il en existe pour les principales especes agricoles, permettrait de
coordonner les efforts initiés par quelques pays.
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2.5 Variabilité, plasticité et base génétique des caractéres quantitatifs chez
Crassostrea gigas

Crassostrea gigas, malgré son importance en terme de production aquacole, est encore
essentiellement génétiqguement « sauvage », c’est a dire que les productions sont basées sur
des souches « modelées » par la sélection naturelle et non par la domestication (comme dans
la quasi totalité des productions agricoles et une proportion croissante des productions
piscicoles). L’objectif des recherches est de déterminer (1) I’existence de variabilité génétique
pour des caractéres d’intérét aquacole (2) les possibilités de sélection pour ces caracteres, (3)

les possibilités de mise en ceuvre de programmes d’amélioration génétique.

Une caractéristique des huitres est qu’elles présentent une tres grande variabilité
phénotypique. Cette variabilité résulte (1) de la grande plasticité de la plupart des caractéres et
(2) d’un polymorphisme présumé important des genes qui codent pour ces caracteres. Ces
deux aspects rendent les études de génétique quantitative particulierement intéressantes chez
les huitres, permettant notamment d’aborder les bases génétiques de la plasticité. Avant
d’aborder la base génétique de ces caracteres (et de leur plasticité), les travaux ont d’abord eu
pour but de mieux décrire les variations phénotypiques pour ces caracteres, étudiant plus
particuliérement les corrélations dans le temps pour un méme caractere et les corrélations

entre caracteres.

2.5.1 Etude de la variabilité de la croissance et de survie

La grande majorité des études portant sur la variabilité de la croissance ou de la survie des
huitres aborde ces caracteres au niveau du groupe d’individus (lot, cohorte ou population).
Une des raisons est sans doute que les élevages sont communément réalisés en poche, les
études sont donc naturellement faites a ce niveau (ex. (Langdon et al., 2003). Malgré la
relative facilitt du marquage individuel chez les huitres (sauf aux stades précoces),
relativement peu de travaux ont été réalisés a ce niveau. Des marquages individuels de
bivalves ont été utilises pour étudier la croissance, la reproduction et/ou la mortalité en
fonction de facteurs de variation spatiale (Dolmer, 1998), temporelle (Bologna, 1998) ou de
compétition (Brichette et al., 2001). Des marquages individuels ont également été utilisés
pour étudier les différences entre des bivalves sélectionnés et des témoins (Baud et al., 1997).
Une description plus fine de la variation pour des caracteres relativement faciles a suivre au

niveau individuel, tels que croissance et survie, restait cependant a faire avant d’aborder les
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variations génétiques. Un autre caractére, beaucoup moins facile a étudier, I’aneuploidie, a

également eté étudié.
2.5.1.1 Suivis en phases larvaire et naissain

Une grande hétérogénéité de croissance existe chez les larves et le naissain de C. gigas. Ainsi,
les écloseries commerciales pratiquent de maniere quasi systématique I’élimination ou le tri
(par tamisage) des larves et/ou du naissain présentant les plus faibles croissances afin
d’obtenir des lots plus homogeénes. Les huitres présentant une trés forte fécondité (20-40
millions d’ovocytes/saison de reproduction/femelle), I’élimination des larves ou du naissain
les plus petits est d’autant plus « supportable » dans les pratiques de production. Les
conséquences de ces pratiques, au dela de leur intérét zootechnique (homogénéisation des
lots), restaient mal connues. J’ai donc réalisé un certain nombre d’études visant a mieux

comprendre les possibles conséquences de telles pratiques.

Une premiere expérience avait pour but principal de déterminer s’il existe une corrélation
phénotypique entre croissance larvaire et croissance post larvaire. Un lot issu du croisement
de 20 méles et 20 femelles a eté élevé sans aucun tamisage sélectif. Les larves pédivéligéres
ont été mises en fixation de maniere a pouvoir suivre chaque cohorte. Les difficultés et limites
de ce type d’expérimentation sont qu’il est impossible de faire un suivi individuel larve -
naissain et que les conditions environnementales ne sont jamais réellement stables au cours du
temps (d’ou la difficulté de comparer des données acquises au fil du temps pour des cohortes
successives de fixation). De plus, le suivi individuel des huitres juste apres fixation a nécessité
la mise au point d’une méthode de fixation originale sur plaque, permettant d’éviter tout
phénoméne de compétition entre individus. Les résultats ont permis de montrer une
corrélation positive entre vitesse de croissance larvaire et vitesse de croissance post-larvaire
(jusqu’a 1 mois apres fixation) (figure 6), ainsi que la mise en evidence d’effets a plus long
terme (11 mois) (article 5). Suite a cette expérience, I’étude de la composition génétique de
différentes cohortes de fixation a été initiée. Ces travaux, basé sur I’étude des cohortes issues

d’un croisement entre 10 males et 3 femelles, est en cours.
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Figure 6 : Relation entre croissance larvaire et post-larvaire (moyenne + écart-

type) pour 4 groupes de larves définis par tamisages successifs (article 5).

Une seconde expérience a été menee afin d’étudier les variations de croissance au cours du
temps (notion de « croissance compensatrice ») et les relations entre croissance et mortalité
chez le naissain (article 32). Le suivi individuel, durant une année, d’un millier d’huitres
agées de 90 jours a permis de montrer que les individus présentant les taux de croissance les
plus éleves durant les premieres semaines de suivi conservaient cette supériorité au cours du
temps. Cependant, cette conservation n’est que partielle (figure 7), les variations de conditions
environnementales et I’existence d’interactions « genotype x milieu » permettant notamment
d’expliquer ces variations. La corrélation entre la croissance a 3mois et le poids total a 9 mois
est assez bonne (r’= 0.38, p < 0.001). D autre part, le suivi des mortalités survenues au début
de cette expérience a permis de montrer qu’une partie des individus voyait leur croissance
nettement affectée avant de mourir alors que d’autres meurent sans diminution de croissance.
Cela illustre la complexité (et sans doute les causes multiples) des évenements de mortalité du

naissain.
Globalement, I’efficacité d’une sélection pour la croissance en phase précoce pour la

croissance apparait relativement limitée mais reste a valider directement (voir ci-dessous les

estimations d’héritabilités pour ces caractéres).
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Figure 7 : corrélation entre la croissance du naissain a 3 mois (estimée de j91 a

j126) et a 9 mois (estimée de j227 a j307) (article 32).

2.5.1.2 Importance de la maitrise des conditions trophiques

Une des complexités des expérimentations chez les huitres est liée a la difficulté de controler
aisément leur alimentation. Il est évidemment possible de mesurer individuellement durant un
temps donné la quantité de nourriture ingérée (cf. les resultats de caractérisation de souches
présentés ci-dessus), mais les équipements nécessaires et la difficulté de mise en ceuvre
limitent I’utilisation de tels équipements. La qualité de I’alimentation est encore plus difficile
a aborder. La solution habituellement adoptée est de travailler en conditions « ad libitum »,
c’est a dire non limitante en nourriture. Ainsi, les effets de compétition entre individus sont
supposés nuls (Baud et al., 1997). La question devient plus difficile a traiter quand les
conditions expérimentales sont moins bien maitrisées (ex. milieu naturel) et/ou quand
I’objectif de I’expérimentation est précisément d’étudier la variabilité génétique pour des

caracteres liés a I’acquisition des ressources (voir ci-dessous).

Nous avons d’abord réalisé des expérimentations ayant pour but de quantifier I’importance de
la compétition sur la croissance au stade adulte, et plus précisément I’interaction entre la taille
des animaux et I’effet de cette compétition. Des animaux de méme age mais de taille variable
(de 6 a 40 g) ont été disposés dans 3 structures d’élevage avec des effectifs croissants par
structure afin de faire varier la densité et donc la disponibilité en nourriture. Les suivis
individuels de croissance de 1495 individus durant 3 mois ont permis de montrer que les
petits individus voient leur croissance légérement plus affectée que celle des gros individus en
cas de conditions trophiques limitantes. Ces expérimentations serait a poursuivre pour une

gamme plus large de niveau trophique.
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Au cours d’une autre expérience, visant a créer une pression sélective par la limitation de
I’apport de nourriture au cours du développement larvaire, nous avons eu la surprise de
constater que, durant les premiers jours d’élevage, les larves les moins nourries présentaient
les meilleurs taux de croissance et de survie (soit I’inverse de I’effet désiré). Ces expériences
nous ont amené a « réviser » nos pratiques d’élevage larvaire. L’effet négatif de I’apport
alimentaire en début d’élevage larvaire est peut-etre di aux bactéries présentes dans les
cultures de phytoplancton plut6ét qu’au phytoplancton lui méme. De maniere similaire, des
expériences réalisées a tres basse température (14°C) ont montré que [’apport de
phytoplancton était alors néfaste a la survie larvaire.

Ces résultats montrent que I’impact des conditions environnementales sur la survie et la
croissance, a la fois aux stades larvaire, naissain et adulte est souvent parfois difficile a
prédire. Cela ne rend que plus difficile les interprétations qui peuvent étre faites des variations

phénotypiques et/ou génétiques observées chez les huitres.

2.5.2 Un caractére « particulier » : 'aneuploidie

L aneuploidie est, parmi les caractéres sur lesquels j’ai été amené a travaillé, a la fois le plus
difficile et le plus intéressant. La difficulté vient essentiellement du fait qu’il s’agit d’un
caractére nécessitant le sacrifice des individus, que le nombre d’individus étudiés est limité
par le temps nécessaire a I’acquisition des données. Ce caractére, défini comme le
pourcentage de cellules branchiales (bloquées en métaphase par un traitement a la colchicine)
présentant un nombre de chromosomes inférieur a 2n = 20, touche directement le génome
d’une partie des cellules de ces individus. De plus, une forte instabilit¢ du génome
(phénomene de « réversion ») a également été observé chez les huitres polyploides (Allen et
al., 2000). Les travaux auxquels j’ai collaboré ont porté sur (1) la relation aneuploidie-
croissance, (2) I’identification des chromosomes concernés par ce phénomeéne et (3) la

recherche d’une éventuelle base génétique pour ce caractere.

Les résultats obtenus ont permis de confirmer la relation trés nette entre aneuploidie et
croissance au sein de lots produits en écloserie, les individus a faible croissance présentant un
taux d’aneuploidie toujours plus élevé que ceux a fort taux de croissance (figure 8) (article
12). Cette différence, trés nette au niveau individuel au sein d’une méme cohorte, a également
été observée en comparant des familles bi-parentales présentant des taux de croissance

différents, suggérant une base génétique pour ce caractére (article 13). Les travaux visant a
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montrer la transmission du caractere d’une genération a I’autre n’ont malheureusement pas
donné de résultats concluants du fait des difficultés rencontrées pour caractériser les géniteurs
utilisés pour générer les familles produites, mais les résultats ont confirmé I’existence de
différences inter-familles. L’étude des bases génétiques de I’aneuploidie, et plus précisément

du caractere héritable de ce caractére, reste donc a poursuivre.

Croissance (g/))

O I I I I 1
0 10 20 30 40

Pourcentage de cellules aneuploides

Figure 8 : relation individuelle entre taux de croissance et aneuploidie (article 12).

Les causes de I’aneuploidie et ses liens fonctionnels avec la croissance (causes communes ou
consequences) restent a explorer. Nous avons cependant pu montrer que le phénomene de
perte chromosomique ne touche pas les chromosomes de maniere aléatoire car les
chromosomes des paires 1, 9 et 10 sont significativement les plus souvent manquants dans les
cellules aneuploides (article 14). Des résultats récents du laboratoire ont montré que
I’aneuploidie peut étre induite par I’exposition a des polluants tels que des herbicides (Bouilly
et al., 2003) et que les chromosomes affectés sont les mémes que ceux manquant dans les cas

d’aneuploide non induite (Leitao et Boully, pers. com.).

2.5.3 Bases génétigues de la croissance, de la survie et de I'effort reproducteur

L’étude des bases génétiques de la croissance, de la survie et de I’effort reproducteur a été
abordée par I’estimation des héritabilités et des corrélations génétiques entre ces caracteres.
Ces travaux reposent sur la réalisation de plans de croisements factoriels et le suivi de
différentes familles dans un ou (préférablement) plusieurs environnements. Jusqu’a présent, la

grande majorité des résultats dans ce domaine a été obtenue par I’étude de familles élevees
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séparément depuis la fécondation. Cependant, I’utilisation de marqueurs microsatellites
(permettant les analyses de parenté et donc le tri de familles élevées en mélange) a été

également abordée et des travaux sont en cours dans ce domaine.
2.5.3.1 Bases genétiques de caracteres aux stades larvaire et post-larvaire

L’ héritabilité et les corrélations génétiques entre plusieurs caractéres de developpement
précoce (croissance et survie larvaires, taille et 4ge a la fixation, taux de fixation, survie et
croissance du naissain) ont été étudiées sur un ensemble de familles issues d’un croisement
factoriel entre 6 males et 24 femelles (4 femelles/male). Malgré les limitations liées
essentiellement aux contraintes expérimentales (nombre de familles, absence de réplicats...),
les résultats se sont avérés tres intéressants, permettrant notamment de déterminer les
caractéeres pour lesquels la variation est significativement héritable (survie larvaire, taux de
développement larvaire, taille et succes a la fixation) et de révéler des corrélations génétiques
négatives (« trade-offs») entre certains caractéres (taux de développement et taille a la
métamorphose, d’une part, et succes a la métamorphose, d’autre part) (article 29). La
variabilité génétique observée parait distribuée entre deux « stratégies » extrémes : certains
génotypes présentent des taux de croissance larvaires et des tailles élevées a la métamorphose
mais cela implique un co(t en terme de succés a la métamorphose de croissance et de survie
apres fixation. A I’opposé, certains génotypes présentent des taux de croissance larvaire plus
faibles, ils fixent plus tard et a de plus petites tailles. Cependant, leurs succés a la
métamorphose, leur croissance et survie aprés fixation sont supérieurs. L’hétérogénéité
environnementale et/ou les corrélations génétiques négatives entre caractéres permettent
d’expliquer pourquoi ces différentes « stratégies » co-existent. Ces données apparaissent en
désaccord avec celles observées précédemment sur la corrélation phénotypique positive entre
croissances larvaire et post-larvaire. Des travaux sont actuellement en cours pour approfondir

ces questions.
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Figure 9 : corrélations génétiques sens large (A) et sens strict (B) entre caractéres
de développement précoce. Les corrélations positives sont figurées en trait plein et

les corrélations négatives en trait pointillé (article 29).
2.5.3.2 Bases géneétiques de caracteres aux stades naissain et adulte

Suivant le méme type de plan expérimental croisements factoriels hierarchisés par les méles),
I’estimation de I’héritabilité des caracteres étudiés aux stades naissain et adulte a également

été entreprise.
Dans un premier temps, 15 familles (5 méles croisés chacun avec 3 femelles) ont été etudiées

en conditions contr6lées et naturelles présentant des conditions trophiques contrastees.

L’objectif était ici d’estimer non seulement I’héritabilité des caracteres étudiés, mais
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également I’héritabilité de leur plasticité. L’étude conjointe de la croissance, la survie et
I’effort reproducteur s’est avéré particulierement riche d’enseignement (article 34). D’un
point de vue phénotypique, I’augmentation des apports en nourriture (entre milieu « pauvre »
et milieu « riche ») s’est traduite par une diminution de la survie mais une augmentation de la
croissance et de I’effort reproducteur. Les estimations d’héritabilité donnent des valeurs
relativement faibles pour la croissance et sa plasticité mais des valeurs élevees pour la survie
et la plasticité de I’effort reproducteur. Le signe des corrélations génétiques entre effort
reproducteur d’une part et survie et croissance d’autre part, change en fonction de
I’environnement (négative en milieu pauvre et positive en milieu riche). La corrélation
génétique entre plasticité de I’effort reproducteur (d’une part) et croissance et survie (d’autre
part) est significativement positive. Ces résultats montrent I’intérét des approches multi-
caracteres, particulierement quand ceux-ci sont liés a I’allocation d’une méme ressource. Le
signe de certaines corrélations génétiques apparaissant variables selon I’environnement, cela
permet le maintien d’un polymorphisme genétique important pour ces caracteres dans un
environnement variable (dans le temps ou dans I’espace). Ces changements de signe de
certaines corrélations génétiques montrent la difficulté de prédire les réponses corrélative en

cas de sélection pour un caractére donné.
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Figure 10: Plasticité des corrélations génétiques entre croissance, effort de
reproduction et survie. AB et C: données acquises en conditions controlées
(Station IFREMER de Bouin); D, E et F: données acquises en conditions
« naturelles » (CREMA, IFREMER-CNRS, L’Houmeau) (article 34).
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Dans un second temps, 45 familles issues de 3 séries de croisements (chaque série étant
constituée comme précédemment) ont été produites avec pour objectif principal d’étudier la
possibilité de sélectionner pour une meilleure survie du naissain au cours de la période
estivale. Ces familles ont été suivies dans 3 sites (Stations IFREMER de La Trinité, Port en
Bessin et La Tremblade) présentant des taux de survie contrastés. Les résultats obtenus ont
confirmé des valeurs élevées de I’héritabilité de la survie (0,81 + 0,29) et une valeur plus
faible pour la croissance (0.31 + 0.15). Une seconde génération, obtenue par sélection
divergente des « meilleures » et des « moins bonnes » familles en terme de survie a été
obtenue en croisant (croisements consanguins et non consanguins) des individus de premiére
génération n’ayant pas subit de mortalité (sélection strictement familiale). Les résultats ont
permis d’estimer I’héritabilité réalisée du caractere (0,59 + 0.29) et I’absence de réponse
corrélative sur la croissance. Les valeurs d’héritabilité obtenues sont du méme ordre de
grandeur pour la lignée « haute » (0,75) et pour la lignée « basse » (0,71). Une troisiéme
génération, réalisée en 2003, confirme ces résultats. Ces résultats confirment la forte
héritabilité de la survie du naissain d’écloserie et donc la possibilité de sélectionner pour
améliorer la survie. Par contre, les résultats obtenus pour le rendement (croissance x survie)
confirme une forte interaction « genotype x milieu » pour ce caractére. En effet, le rendement
est la résultante de la survie et de la croissance, les décompositions de la variance du
rendement montrent des variations importantes des contributions de la survie et de croissance

entre sites.

Ces travaux ont également permis de mettre a disposition un matériel intéressant pour la
caractérisation physiologique et immunologique de familles « résistantes » et « sensibles »
(dans le cadre du défi « MOREST »). L’objectif est notamment d’essayer d’expliquer les

causes des mortalités observées afin d’apporter des propositions d’amélioration.
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Figure 10 : survie moyenne et ecart-types des 17 familles de demi-frére. Familles
de demi-frere sélectionnées pour la seconde génération (selection divergente) :
lignée « base » : 14, 4 et 7; lignée « haute » : 2, 15 et 9 (source : these de L.

Dégremont).
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Figure 11 : Régression parent moyen — enfant moyen des lots issus de la sélection
divergente sur le site de La Tremblade (SG1 : écart a la sélection, RG2 : réponse a

la sélection) (source : thése de L. Dégremont).
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2.5.4 Conclusions et perspectives

L’ensemble des informations recueillies concernant la variabilité et les bases génétiques des

caracteres quantitatifs d’intérét chez C. gigas apporte des éléments pour (1) la mise en place

de programmes de sélection et (2) la compréhension des phénomenes sélectifs en populations

naturelles. Ainsi, en prolongement de ces travaux, les recherches s’orientent aujourd’hui vers :

e |’estimation des paramétres génétiques sur des familles élevées en mélange,

e |’utilisation de marqueurs genétiques pour I’étude des bases moléculaires des variations
observées,

e |’étude des pressions sélectives liées a I’exploitation des populations.

2.5.4.1 Estimation des parameétres génetiques sur des familles en mélange

Les travaux menés ces dernieres années pour I’estimation des parametres génétiques chez C.
gigas ont été basés sur I’étude de familles bi-parentales produites selon des schémas de
croisement hiérarchisés par les males. Le développement de marqueurs microsatellites chez C.
gigas ((Li et al., 2003 ; Magoulas et al.,1998 ; Sekino et al., 2003) article 9), particuliérement
variables chez cette espéce, nous permet aujourd’hui d’envisager des approches «en
mélange », c’est a dire avec identification a posteriori des liens de parentés entre individus
élevés ensemble. Cette méthode se développe aujourd’hui assez largement en génétique des
poissons (Dupont Nivet et al., 2002; Fishback et al., 2002 ).

La faisabilité technique de cette approche a été démontrée chez C. gigas a une relativement
petite échelle (croisement 5 méles x 5 femelles), mettant en évidence des forts désequilibres
des contributions parentales et des compétitions gamétiques entre males (article 16). Elle se
poursuit actuellement dans I’étude de la variabilite génétique pour les caractéres de
développement précoce (stades larvaires et post-métamorphose). L’objectif est ici de pouvoir
étudier I’impact génétique des pratiques d’élevage intensif en écloserie, a la fois en terme de
dérive génétique, mais également de pressions sélectives liées aux conditions d’élevage,
éléments d’une réelle domestication de I’espéce. Cette approche sous-entend de pouvoir
réaliser ou faire réaliser a grande échelle (plusieurs milliers d’individus) des typages pour
plusieurs marqueurs microsatellites. Sa mise en ceuvre sera favorisée par la mise au point du
« multiplexage » (amplification PCR simultanée de plusieurs locus) et I’utilisation de

séquenceurs permettant des génotypages en « haut débit ».
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2.5.4.2 Utilisation des marqueurs génétiques en sélection

Au dela des possibilités d’assignations de parenté par microsatellites, I’utilisation de
marqueurs génétiques ouvrent plusieurs approches pour étudier les bases moléculaires des
variations phénotypiques :

e Approche «QTL », adaptée pour les caracteres quantitatifs mesurables au niveau
individuel. L établissement de familles ségrégeantes et une bonne maitrise des phénotypes
individuels sont nécessaires a la réussite de ce type d’approche.

e Approche « BSA» ou « SSH », adaptée pour les caracteres qualitatifs mesurables au
niveau individuel. Une bonne maitrise des phénotypes individuels (ex. sensible /
résistant) est nécessaire a la réussite de ce type d’approche.

e Approche «géne candidat », adaptée dans le cas ou les génes impliqués dans les

caracteres etudiés sont connus (ou au moins présumes).

L approche « géne candidat » est en cours en collaboration avec diverses équipes. Les travaux
sur le polymorphisme de I’amylase (article 30) ont notamment permis de mettre en évidence
des effets sélectifs aux stades précoces pour un des deux génes. L’étude du polymoprphisme
des genes codant pour des metallothionéines (articles 25 et 31) également permis de
rechercher des effets de la sélection liée aux polluants de type métaux lourds. De méme, les
mortalités estivales de naissain de familles ségrégeant pour des alleles d’un exon du géne de
la Phosphoglucomutase (PGM) affectent de maniére différentielle les génotypes, laissant
supposer la non neutralité de ce marqueur (Tanguy et al., soumis). A la vue de ces résultats,
ces marqueurs, et ceux qui seront prochainement développés, devraient pouvoir étre utilisés
dans des programmes expérimentaux de sélection. Les caractéeres pour lesquels une sélection
assistée par marqueur a le plus d’intérét sont ceux dont la mesure individuelle est longue ou
difficile a réaliser (ex. résistance de I’huitre plate a la bonamiose ; effort reproducteur chez
I’huitre creuse). Mais c’est pour ces caractéres que la recherche et la validation de tels
marqueurs est la moins aisee (du fait de la difficulté de bien caractériser phénotypiquement
des individus). Ces travaux nécessitent donc (1) le développement d’un matériel biologique
specifiqguement adapté (familles ségrégeantes ou sélectionnées - les techniques de cryo-
préservation de gamétes males et, a plus long terme, d’embryons, permettront la conservation
et une gestion plus facile et plus slre de ce matériel) et (2) la mise au point de méthodes de

caractérisation de ces individus (en physiologie et immunologie notamment).
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D’autre part, une carte de liaison basée sur une centaine de marqueurs microsatellites sera
prochainement publiée pour C. gigas (Hedgecock, pers. com.). Une carte basée sur des
marqueurs de type AFLP et RAPD est également en cours de développement pour cette
espéce (Li et Guo, 2002). Diverses collaborations devraient, a court ou moyen terme,
permettre (1) le développement d’un grand nombre de marqueurs de type SNPs et, (2)
I’établissement d’une carte de plusieurs centaines de marqueurs. La base de données d’ESTs
d’hémocytes activés par I’injection de Vibrio pathogenes (GigasBase, (Gueguen et al., 2003))
représente notamment une excellente source de marqueurs. On peut espérer que ces éléments
seront établis en commun et libres d’utilisation, suivant les exemples donnés par la
communaute scientifique travaillant sur Arabidopsis thaliana. Ils deviendront alors un outil de
référence pour I’ensemble de la communauté scientifique travaillant sur les huitres,
notamment dans le domaine de I’amélioration génétique. Les outils génomiques faciliteront
alors grandement I’identification de genes d’intérét chez C. gigas, et donc leur utilisation dans
des programmes de sélection assistée par marqueurs. Ils nécessitent la mise en place

progressive de moyens d’analyse et de traitement des données (bio-informatique).

Une approche de génomique évolutive pourrait également étre entreprise au sein du genre
Crassostrea pour certains ESTs afin d’identifier ceux qui sont potentiellement impliqués dans
I’évolution du génome. Plusieurs parametres statistiques (ex. D de Tajima, HKA et les tests
de McDonald-Kreitman) permettent d’estimer si une portion donnée du génome évolue de
maniére neutre ou non (Yang et Bielawski, 2000). Dans le cas des relations Vibrio pathogenes
/ C. gigas, le polymorphisme des génes impliqués dans la réponse specifique de I’héte
pourrait par exemple permettre d’estimer si les Vibrio pathogenes de C. gigas représentent
une pression de sélection significative pour cette espece. Une approche expérimentale plus
directe est egalement envisagée.

2.5.4.3 Evolution des populations exploitées

Suite & la disparition de C. angulata a la fin des années 1960 et & la « colonisation » trés
rapide par C. gigas des sites propices a sa reproduction des huitres creuses en France
(principalement les bassins d’Arcachon et de Marennes-Oléron), les populations de C. gigas
ont été I’objet d’une exploitation intense. L’objectif est de déterminer si cette exploitation
s’est accompagnée ou non d’une évolution génétique des populations (par sélection de
certains génotypes au sein de la variabilité existante), ou si la grande plasticité phénotypique

de ces huitres permet d’expliquer a elle seule les variations en terme de taux de croissance et
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d’effort reproducteur. En effet, malgré les variations de biomasse dans ces bassins (liées
notamment a I’épizootie qui a touché C. angulata) et les variations climatiques au cours de
ces dernieres décennies, les résultats acquis a ce jour sur le polymorphisme génétique de la
survie, la croissance et I’effort reproducteur chez C. gigas permettent d’aborder la question de
I’évolution de ces caracteres dans les populations de C. gigas depuis son introduction en
France. L’objectif est de déterminer si la sélection naturelle, face aux pratiques ostreicoles
(tris en fonction de la taille, « récolte » des individus ayant atteint la taille commercialisable),
a ou non eu tendance a favoriser la reproduction de génotypes a reproduction précoce et/ou a
croissance lente. De maniere similaire aux études d’évolution des populations de poissons en
réponse aux pressions sélectives liées a la péche, nous utiliserons les données disponibles
(séries temporelles concernant les performances phénotypiques et les conditions
environnementales) pour les deux principaux bassins ostréicoles (Arcachon et Marennes-

Oléron) afin d’étudier I’évolution des normes de réaction pour des caractéres liés a la fitness.

2.6 Conclusion générale

Les ressources génétiques des espéces marines d’intérét pour |’aquaculture restent
globalement mal connues, en comparaison avec celles des espéces d’intérét agricole
d’importances économiques similaires. Ces connaissances limitées sont souvent liées au fait
que la maitrise de leur reproduction est le plus souvent récente. Ainsi, les efforts de recherche
ont d’abord porté sur I’optimisation des méthodes de production, puis éventuellement sur la
mise au point de schémas d’amélioration par la sélection au sein des stocks en élevage. Si le
choix de nouvelles especes pour I’aquaculture est parfois abordg, relativement peu d’efforts
ont été portés vers I’étude des ressources génétiques des espéces, notamment du fait des
difficultés expérimentales liées a la caractérisation phénotypique de ces ressources et/ou a la
différentiation génétique des populations souvent supposée faible. Ainsi, Chez C. gigas, les
travaux d’Imai et Sakai (1961) n’ont par exemple malheureusement pas mené a d’autres

études comparatives de ces souches ni a leur conservation.

Pour les especes exploitées hors de leur aire naturelle de répartition, comme c’est le cas de
C. gigas, les risques de perte de diversité genétique, voir de consanguinité, ont mené a des
études de diversité a I’aide de marqueurs génétiques. Les risques de diffusion d’agents

pathogénes ont souvent fortement limité les possibilités d’introduction de diversité genétique
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(par exemple, chez les crevettes pénéides : article 36). Les populations « sources » ont éte le
plus souvent choisies en fonction de criteres d’ordre pratiques, sans qu’une réelle évaluation
du potentiel des populations sources possibles soit réalisé. Ce fut le cas lors de I’introduction
de C. gigas en France. Heureusement (d’un point de vue génétique), cette introduction fut
massive et la variabilité génétique présente dans les populations fut trés large. Une gestion de
la diversité génétique sera nécessaire quand des programmes de sélection, impliquant la
« fermeture » des populations en sélection se mettront en place. La forte variance du succes
reproduction chez C. gigas et ses conséquences sur les tailles efficaces de ces populations
(article 16) rendront cette gestion particulierement nécessaire.

L’évolution des populations suite aux introductions C. gigas et C. angulata (adaptation aux
conditions environnementales locales et/ou domestication) reste mal connue. La dérive
génétique a éteé apparemment trés faible ou nulle. Nos résultats indiquent que les populations
européennes se seraient adaptées aux conditions locales mais ils demandent a étre complétés
et confirmés par d’autres études de comparaison de souches de diverses origines. A terme, la

cryo-préservation des gametes pourrait s’avérer précieuse pour suivre ces évolutions.

En vue d’une amélioration génétique de C. gigas, il m’apparait important de mieux définir les
différences entre les pressions de sélection naturelle et celles qui serait liées a la production.
En effet, les stocks en élevage sont dans des conditions relativement similaires a celles des
populations sauvages, et donc soumis a des pressions sélectives également similaires. Par
contre, la reproduction en écloserie introduit des différences plus importantes en phase
précoces mais aussi d’un point de vue temporel (le naissain pouvant étre produit a des
périodes différentes de celle de reproduction naturelle). Ces différences expliqueront peut-étre
pourquoi autant de variance génétique est observée pour des caracteres liés a la « fitness »,
comme la survie du naissain en période estivale. La possible coexistence, dans un futur plus
ou moins proche, de populations sélectionnées et de populations « sauvages » posera
également la question de leur interactions, de maniére similaire & beaucoup d’autres especes.
Cependant, il est vraisemblable que les populations améliorés seront diffusées a I’état

triploide, ce qui limitera trés fortement ces interactions genétiques.

Finalement, les avancées récentes en biologie moléculaire (génomique, protéomique...)
ouvrent de nombreuses nouvelles perspectives pour étudier la variabilité phénotypique et

caractériser les ressources genétiques. Nous sommes dans une phase de mise au point de
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nouveaux outils dans ce domaine et leur application pour I’amélioration génétique de C. gigas
reste a entreprendre puis a valider. Ces travaux devraient prendre une part de plus en plus
importante dans les recherches a venir mais ne pourront étre appliquées en sélection que si

I’ensemble des activités liées a I’amélioration génétique des huitres se développe.
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(2003). Genetic basis of summer mortality in juvenile cupped oysters. Exposé a la 95°™
réunion annuelle de la National Shellfisheries Association, , New Orleans, Louisiana, USA
13-17 avril.
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68.

69.

70.

Lambert C, Soudant Ph, Choquet G, Paillard C, Frouel S, Dégremont L, Delaporte M,
Moal J, Boudry P, Soletchnick P, Ropert M, Bédier E, Renault T, Gagniéres B, Huvet A,
Samain JF (2003). Immunological status of selected Crassostrea gigas families and
descendants, reared in different environmental conditions. . Exposé a la 95°™ réunion
annuelle de la National Shellfisheries Association, , New Orleans, Louisiana, USA 13-17
avril.

Moal J, Bedier E, Fleury PG, Langlade A, Lecoguic Y, Dégremont L, Boudry P, Le Coz
JR, Pouvreau S, Enriquez-Diaz M, Lambert C, Soudant P, Samain JF (2003). Genetic
variability in reproduction and summer morptality in Crassostrea gigas. . Exposé a la
95°™  réunion annuelle de la National Shellfisheries Association, , New Orleans,
Louisiana, USA 13-17 avril.

Boudry P, Launey S, Diaz-Almela E, Naciri-Graven Y, Ledu C, Mira S, Taris N,
Bonhomme F, Lapégue S (2003). Population genetics of the European flat oyster (Ostrea
edulis): from larvae to populations. Explosé au Illeme Congres International des Sociétés
Européennes de Malacologie, 24-27 Juin, La Rochelle, France.

3.4 Encadrement d’étudiants (Bac+2 a Bac+5)

Cornette F. (1996). A la recherche de I'huitre portuguaise : identification de marqueurs
moléculaires discriminant Crassostrea angulata et Crassostrea gigas. Certificat de
spécialisation en aquaculture, CEMPAMA-Beg Meil Fouesnant.

Morand B. (1996) - Etude de la variabilité de croissance d'une population d'huitres creuses
Crassostrea gigas - bases génétiques. DESS "Exploitation des Ressources Vivantes
Catiéres", Université de Caen.

Vano L. (1996) - Recherche de marqueurs de 'ADN nucléaire chez les huitres creuses du
genre Crassostrea. Rapport de stage de 2eme année de BTS Biochimie. Lycée Jean Perrin,
Reze (44).

Délandes H. (1997). Phylogénie moléculaire des huitres du genre Crassostrea. Approche
par les techniques de restriction enzymatique et de sequencage. Maitrise de Biochimie.
Université des Sciences de La Rochelle.

Huvet A. (1997). Différentiation génétique de deux huitres creuses Crassostrea gigas et
Crassostrea angulata : apport des marqueurs microsatellites. DEA de Biologie des
Populations, Génétique et Eco-Ethologie, Université des Sciences et Techniques de Tours.

Minguez X. (1997). Suivi de croissance d'une génération d'huitres creuses Crassostrea
gigas dans le cadre du programme "Genephys 1996-2000". Maitrise "Biologie des
Populations et des Ecosystemes”, Université de Poitiers.

Hervouet V. (1998). Utilisation d’un marqueur microsatellite pour [I’étude des
contributions parentales chez I’huitre Crassostrea gigas. DEA de Biologie des
Populations, Génétique et Ecoéthologie. Université des Sciences et Techniques de Tours.

Balabaud K. (1999). Etude préalable a la diversification d’huitres creuses en France :
isolement reproductif entre Crassostrea gigas et Crassostrea angulata. Rapport de stage
Institut des Sciences et Techniques des Aliments de Bordeaux. Université de Bordeaux I.

Boutet 1. (1999). Taxonomie et phylogéographie des huitres creuses de I’Atlantique Sud.
Rapport de stage, Maitrise de Biologie des Populations et des Ecosystéemes, Université de
La Rochelle.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Diaz Almeda E. (1999). Structuration génetique mitochondriale chez I’huitre plate Ostrea
edulis L. le long des cétes européennes et comparaison avec la différenciation nucléaire.
DEA Biologie de I’Evolution et Ecologie, Université Montpellier 11 Sciences et
Techniques du Languedoc.

Fabioux C. (2000). Différenciation génétique et hybridation entre les populations
naturelles d’huitres creuses Crassostrea gigas et Crassostrea angulata. DEA Océanologie
Biologique et Environnement Marin (option “Ressources vivantes et écosystéemes
cotiers™), Université de Bretagne Occidentale, Institut Universitaire Européen de la Mer.

Verdon B. (2000). Phylogeographie des huitres creuses des mangroves de I’ Atlantique sud
par I’apport des marqueurs moléculaires. Maitrise de Biologie des populations et des
écosystemes, Université de La Rochelle.

Mira Da Silva S-M. (2001). La variabilité génétique chez I’huitre plate Ostrea edulis (L.
1758) : inférence du nombre de géniteurs instantané d’une population. DEA Biologie de
I’Evolution et Ecologie. Université de Montpellier II.

Moreau D. (2001). Etude de génétique des populations sur I’huitre creuse de mangrove,
Crassostrea gasar (Adanson, 1757), par I’apport du marqueur ITS2. Maitrise de Biologie
des populations, mention environnement. Université des Sciences de La Rochelle.

Champion C. & Franqueville J.P (2002). Réalisation d’une sélection divergente chez
I’huitre Crassostrea gigas et élevage larvaire. INA-PG, stage de seconde année.

Durozoi B. 2002. Action du facteur trophique sur les marqueurs amylases chez I’huitre
creuse Crassostrea gigas. Maitrise de Biologie des Populations et des Ecosystemes.
Université de Pau.

Rambelo-Ramanitra S. (2002). Les genes de I’amylase chez I’huitre creuse Crassostrea
gigas : transmission et mise en évidence des pressions sélectives. Maitrise Biologie des
Populations et des Ecosystemes. Université de Bordeaux I.

Taris N. (2002). Diversité génétique et dynamique du recrutement chez I’huitre plate
Ostrea edulis L. DESS Gestion de la biodiversité, méthodologies et valorisation des
ressources génétiques. Université Pierre et Marie Curie — Paris 6.

Sauvage C., 2003. Etude des effets de la sélection sur les genes de I’amylase chez une
population d’huitre creuse Crassostrea gigas en fonction des conditions trophiques
précoses. Maitrise de Biologie des Populations et Ecosystemes, Université du Littoral
Cote d’Opale, Calais.

3.5 Encadrement d’étudiants en thése

1.

Collet B. (1998). Bases génétiques des caracteres physiologiques impliqués dans la
croissance chez I’huitre creuse Crassostrea gigas. Thése de Doctorat de I’Institut National
Agronomique de Paris Grignon (Co-responsable Scientifique avec S. Bougrier, Directeur:
M. Héral).

. Huvet A. (2000). Ressources génétiques et phylogéographie des huitres creuses

Crassostrea gigas et C. angulata : variabilité, différenciation et adaptation des populations
naturelles et introduites. Thése de Doctorat de I’Université de Tours (responsable
scientifique, Directeur: G. Periquet).
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3. Ernande B. (2001). Deéveloppement, plasticité phénotypique et évolution. These de
Doctorat de I’Université de La Rochelle (Co-responsable Scientifique avec U. Diekmann,
Directeur: J. Clobert).

4. Degrémont L. Etude des bases génétiques des mortalités estivales et relatoin avec la
croissance chez les juvéniles de Crassostrea gigas. These de Doctorat de I’Université de
Caen (responsable scientifique, Directeur: Ph. Goulletquer). Soutenance prévue en
Décembre 2003.

5. Taris N. Bases génétiques et consequences des conditions environnementales de
production en écloserie aux stades précoces chez Crassostrea gigas. These de Doctorat de
I’Université de La Rochelle (responsable scientifique, Directeur: Ph. Goulletquer).
Soutenance prévue fin 2005.

6. Batista F. Assessment of the aquacultural potential of the Portuguese oyster Crassostrea
angulata. These de Doctorat de I’Univeristé de Porto (Portugal) (co-responsable
scientifique avec F. Ruano, Directeur: M.A. Henrigues). Soutenance prévue fin 2005.

3.6 Encadrement de post-doctorants

1. Leitao A (1 juillet 2000 au 30 Juin 2003). Développement de méthodes d’identification et
de description des chromosomes d’huitres pour I’étude de I’aneuploidie et de I’évolution
de ces espéeces (co-responsable avec Pr. H. Guesdes-Pinto du Laboratoire de Génétique de
I’Universidade de Tras os Montes e Alto Douro-ICETA-UTAD, Portugal).

2. Arnaud-Haond S (Octobre 2000 — Mai 2002). Développement de marqueurs moléculaires
et étude des ressources génétiques de I’huitre perliere de Polynésie francaise (co-
encadrement avec E. Goyard, IFREMER/COP).

3.7 Participation a des jurys ou évaluations de theses

1. Examinateur de la thése de J. Haure. Testage de souches d’huitres plates Ostrea edulis
tolérantes a Bonamia Ostreae : élevage controlé, écophysiologie et modélisation de la
croissance. Ecole Pratique des Hautes Etudes, 8 septembre 1999.

2. Rapporteur de la thése d’A. Leitao. Cytogenetique de bivalves d’intérét commercial : les
huitres. Université de Paris VI en co-tutelle avec I’Université de Porto (Portugal), 24
janvier 2000.

3. Rapporteur de la these de S. Arnaud. Flux génique et phylogéographique comparée a deux
espéces de bivalves du Pacifique : Pinctada mazatlanica et Pinctada margaritifera,
marqueurs mitochondriaux et nucléaires. Université de Montpellier 11, Sete, 27 juin 2000.

4. Examinateur de la these de C. Daguin. Etude de la phylogéographie des moules du
complexe d’especes Mytilus edulis. Université de Montpellier 11, Sete, 15 décembre 2000.

5. Examinateur de la thése d’A. Tanguy. Marqueurs génétiques et réponse adaptative de
I’huitre Crassostrea gigas en condition de stress environnementaux. Université de
Bretagne Occidentale, 19 décembre 2000.

6. Examinateur de la these de G. Rafferty. Recombinant DNA studies on the pacific oyster
Crassostrea gigas. National University of Ireland, Galway, Irelande, 22 mai 2001.
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7.

Examinateur de la thése de N.C. Hautekeete. Evolution de la durée de vie dans le
complexe d’espéces Beta. Université des Sciences et Technologies de Lille 1, ler juin
2001.

Examinateur de la these de N. Bierne. Barrieres aux flux génique en milieu marin :
sélection et dispersion larvaire dans la zone d’hybridation des moules cétieres Mytilus
edulis et M. galloprovincialis. Université de Montpellier 11, 3 décembre 2001.

Rapporteur de la thése de Rosalind Hand intitulé « Commercialisation of triploid Sydney
rock oysters, Saccostrea glometara, in New South Wales » pour I’Université de Tasmanie,
mai 2002.

3.8 Rapports de contrats

1.

Boudry P, Naciri Y, Heurtebise S, Delsert C, Ledu C, Phélipot P, Chollet B, Cochennec N
& Gérard A (1995). Acclimatation de nouvelles especes d’huitres creuses du genre
Crassostrea : Hybridations et conservatoire de souches. 2eme Partie : année 95. Contrat
Etat-Région Poitou-Charentes 1994-1998. Convention 95/RPC-R-57 "Génétique", 20 p.

Boudry P, Naciri Y, Héral M, Collet B, Bougrier S, Geffard O, Ledu C, Phélipot P,
Heurtebise S & Gérard A (1995). Amélioration de la qualité chez [I'huitre creuse
Crassostrea gigas par sélection de souches performantes. 1ére partie : année 1994. Contrat
Etat-Région Poitou-Charentes1994-1998. Convention 95/RPC-R-57 "Génétique”, 30 p.

Rapport URM 16 année 1995 - Unité de Recherche Marine n°16 - IFREMER
n°95/1212315/N - Developpement et utllisation des marqueurs génétiques hypervariables
chez les espéces marines.

Boudry P, Naciri-Graven Y, Barré M, Collet B, Cornette F, Heurtebise S, Ledu C, Chollet
B, Phelipot P & Gérard A (1997). Acclimatation de nouvelles espéeces d'huitres creuses du
genre Crassostrea : hybridation et conservatoire de souches - Amélioration de la qualité
chez I'huitre creuse Crassostrea gigas par sélection de souches performantes. Contrat de
plan Etat/Région Poitou-Charentes 1994-1998. Convention 96/RPC-R-65 "Génétique", 33

p.
Gérard A, Boudry P & Bougrier S (Coord. GENEPHYS), (1997). Genetic bases and
variability of physiological traits involved in growth in Crassostrea gigas. First Progress

Report 1st January-31st December 1996. Commission of the European Communities.
Contract N°. FAIR 95-421, 128 p.

Rapport URM 16 année 1996 - Unité de Recherche Marine n°16 - Contrat n° 96 566 400 -
Développement et utilisation des marqueurs génétiques hypervariables chez les espéces
marines, 41p.

Rapport URM 16 année 1995-1996. Unité de Recherche Marine n°16. Contrat n°96 566
400 - Développement et utilisation des marqueurs génétiques hypervariables chez les
epéces marines. Rapport de synthése des deux premiéres années d'activité 1995-1996, 67
p.

Gérard A et al., (1997). Acclimatation de nouvelles espéces d'huitres creuses du genre
Crassostrea : Hybridation et conservation de souches. Amélioration de la qualité chez
I'nuitre creuse Crassostrea gigas par selection de souches performantes : année 1996.
Contrat Etat/Région Poitou-Charentes 1994-1998. Convention 96 RPC-R-65 "Génétique",
25p.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Gerard A, Naciri-Graven Y, Boudry P, Launay S, Heurtebise S, Ledu C & Phelipot P
(1997). Contréle de la gamétogenése des huitres creuses et plates. Relations
"Reproduction” et "Géneétique”. Rapport du groupe de travail "Reproduction naturelle et
controlée des bivalves cultivés en France", novembre 1995. RIDRV-RA 97.11 Brest, 7-19.

Baud JP, Palvadeau H, Nourry M, Haure J, Penisson C & Boudry P (1998). Bases
génétiques et variabilité des caracteres physiologiques impliqués dans la croissance de
Crassostrea gigas. Rapport convention annuelle SMIDAP n° 97 05266, 15 p.

Boudry P, Dumolin-Lapégue S, Goyard E, Heurtebise S, Ledu C, Phelipot P & Gérard A
(1998). Acclimatation de nouvelles espéces d'huitres creuses du genre Crassostrea:
hybridation et conservatoire de souches. Contrat de plan Etat/Région Poitou-Charentes
1994-1998 - Convention 97 RPC-R-54 "Génétique". Rapport année 1997.

Gérard A, Boudry P & Bougrier S(Coord. GENEPHYS) (1998). Genetic bases and
variability of physiological traits involved in growth in Crassostrea gigas. First Progress
Report 1st January-31st December 1997. Commission of the European Communities.
Contrat n° FAIR 95-421, 157 p.

Huvet A, Boudry P, Baud JP, Nourry M, Phelipot P & Gérard A (1998). Ressources
génétiques chez I’huitre creuse Crassostrea gigas: variabilité, différenciation et
adaptation aux conditions de production en Charente-Maritime. Rapport du Contrat
Conseil Général du 2 mars 1998, 48 p.

Boudry P, Heurtebise S, Huvet A, Chollet B, Ledu C, Phelipot P & Gérard A (1999).
Accimatation de nouvelles espéces d’huitres creuses du genre Crassostrea : hybridation et
conservatoire de souches. Contrat de plan Etat/Région Poitou-Charentes 1994-1998.
Convention 98 RPC-R-8 « Génétique ». Synthése finale, 47 p.

Boudry P, Collet B, Goyard E, Lapegue S, Heurtebise S, Ledu C, Phelipot P, Cornette F,
Bougrier S & Gérard A (1999). Amélioration de la qualité chez I’huitre creuse
Crassostrea gigas par la sélection de souches performantes. Contrat de plan Etat/Région
Poitou-Charentes 1994-1998. Convention 98 RPC-R-8 « Génétique ». Synthese finale, 34
p.

Huvet A, Boudry P, Baud JP, Nourry M, Phelipot P & Gérard A (1999). Ressources
génétiques chez I’huitre creuse Crassostrea gigas: variabilité, différenciation et
adaptation aux conditions de production en Charente-Maritime. Rapport du contrat
Conseil Général du 2 mars 1998. 48 p.

Gérard A, Boudry P & Bougrier S (Coord. GENEPHYS) (1999). Genetic bases and
variability of physiological traits invovlved in growth in Crassostrea gigas. Third Progress
Report 1st january-31st december 1998. Commission of the European Communities.
Contrat FAIR 95-421, 191 p.

Boudry P, Heurtebise S, Huvet A, Lapégue S, Ledu C, Phelipot P & Gérard A (2000).
Acclimation de nouvelles espéces d’huitres creuses du genre Crassostrea : hybridation et
conservatoire de souches. Contrat Région Poitou-Charentes 1999 — Convention 99 RPC-
A-203 « Génétique » : 25 p.

Lapegue S, Thiriot C, McCombie H, Heurtebise S, Boudry P, Robert S, Soletchnick P,
Goulletquer P & Gérard A (2000). Etude du niveau d’aneuploidie dans les populations
des zones de captage du bassin de Marennes-Oléron. Contrat Région Poitou-Charentes
1999. Convention 99 RPC-A-201 «Génétique», 39 p.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

Gerard A, Boudry P & Bougrier S (Coord.) (2000). Genetic bases and variability of
physiological traits involved in growth in Crassostrea gigas. Fourth Progress Report 1st
January-31st December 1999. Commission of the European Communities — Contract
FAIR 95-421 : 157 p.

Huvet A & Boudry P (2000). Ressources genétiques chez I’huitre creuse Crassostrea
gigas : variabilité, différenciation et adaptation aux conditions de production en Charente-
Maritime. Rapport du Contrat « Conseil Genéral du 2 mars 1998. Année 1999, 21 p.

Gérard A, Boudry P & Bougrier S (Coord.) 2001. Genetic bases and variability of
physiological traits involved in growth in Crassostrea gigas. Final report 1st January
1996-31st December 2000. Commission of the European Communities — Contract FAIR
95-421 : 66p.

Boudry P & Lapéegue S (2001). Programme 3: Gestion durable des productions
ostréicoles : les apports de la génétique. Convention 2000 RPC-A-530, Région Poitou-
Charentes : 56 p.

Boudry P, Heurtebise S, Lapégue S, Lam K, McCombie H, Leitao A & Gérard A (2002).
Etude des ressources génétiques chez les huitres creuses. Contrat Région Poitou-Charentes
2000-2006. Convention N°2001-RPC-A-212 «Génétique», «Gestion durable des
productions ostréicoles : les apports de la génétique » : 38 p.

Lapégue S, McCombie H, Leitao A, Bouilly K, Sabatier S, Heurtebise S, Boudry P,
Thiriot C & Gérard A (2002). Etude des anomalies chromosomiques chez Crassostrea
gigas. Contrat Région Poitou-Charentes 2000-2006. Convention N°2001-RPC-A-212
«Génétique», «Gestion durable des productions ostréicoles : les apports de la génétique » :
44 p.

Arnaud S., Prou J., Boudry P., Vonau V. & E. Goyard, 2003. Ressources génétiques de
I’huitre perliere de Polynésie Francaise, Pinctada margaritifera : recherche de populations
locales originales et aide a la définition d’une stratégie de conservation. Rapport final
Contrat de Développement Etat-Territoire 2000-2003 : 22 p.

Arnaud-Haond S, Prou J, Boudry P, Vonau V & Goyard E (2003). Ressources génetiques
de I’huitre perliere de Polynésie Francaise, Pinctada margaritifera: recherche de
populations locales originales et aide a la définition d’une stratégie de conservation.
Rapport de Contrat Etat-Region : 42 p.

Boudry P, Dégremont L, Brizard R, Lapegue S, Phelipot P, Heurtebise S & Cornette F
(2003). Action 1 : Etude des ressources génétiques des huitres creuses. Contrat Région
Poitou-Charentes 2000-2006. Convention 2002-RPC-A-A80 « Génétique ». Programme
3 : Gestion durable des productions ostréicoles : les apports de la génétique : 14 p.

Lapegue S, Taris N, Boudry P, Langlade A & Bonhomme F (2003). Diversité génétique et
dynamique du recrutement chez I’huitre plate Ostrea edulis L.. Rapport de synthese du
projet soutenu lors de I’appel d’offres 2001-2002 de I’Institut Francais de la Biodiversité :
15p.

3.9 Enseignement

1.
2.

Maitrise de génétique, Université de La Rochelle : printemps 1995 : 10 h.
Maitrise de génétique, Université de La Rochelle : printemps 1996 : 10 h
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10.
11.
12.

13.

DEA « Biotechnologie vegétale », Université de Compiégne : 2h.

Semaine d’enseignement « Aquaculture », Centre IFREMER de Brest, janvier 1998 : 2h.
Semaine d’enseignement « Aquaculture », Centre IFREMER de Brest, janvier 1999 : 2h.
DESS « Gestion de la Biodiversité », Université Paris VI, 8 février 2000 : 3 h.

Maitrise Biologie des Organismes, Université de Nantes, 15 novembre 2000 : 3h.

DEA Biologie de I’Evolution et Ecologie, module de Biologie et Génétique des
Populations Marines » Université de Montpellier 1, Sete 19 janvier 2001 : 2 h.

DESS « Gestion de la Biodiversité », Université Paris VI, 8 février 2000 : 3 h.
DESS « Gestion de la Biodiversité », Université Paris VI, 22 février 2001 : 3 h.
CSAGAD (INA-PG), 13 juin 2001 : 4 h.

DEA Biologie de I’Evolution et Ecologie, module de Biologie et Génétique des
Populations Marines » Université de Montpellier 11 20 décembre 2001 : 3h.

DEA Biologie de I’Evolution et Ecologie, module de Biologie et Génétique des
Populations Marines » Université de Montpellier Il 20 décembre 2002 : 3 h.

3.10 Revues d’articles et de projets

Revues d’articles (nombre de revues) :

Acta Oecologia (1)

Aguaculture (4)

Conservation Genetics (1)

Evolution (1)

Genetics (1)

Genetics Selection Evolution (1)
Marine Ecology (1)

Molecular Ecology (4)

Journal of Fish Biology (1)

Journal of the Marine Biological Association of the United Kingdom (2)
Theoretical and Applied Genetics (1)

Revues de projets pour les organisations suivantes (nombre de projets) :

European Community: DGXII (1), DGXIV (3)

United States Department of Agriculture (Washington DC, USA) (3)

Maryland Sea Grant College (University of Maryland System, USA) (1)

Bureau des Ressources Génétiques (Paris, France) (3)

Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, France) (1)

Programme National Dynamique de la Biodiversité et Environnement (PNDBE, France) (1)
Université René Descartes — ECOS-Sud (1)

Institut Francais de la Biodiversité (I.F.B., France) (1)

Natural Environment Research Council (NERC, U.K.) (1)

School of Marine Science / Virginian Institute of Marine Science (SMS/VIMS) of the College

of William and Mary (Virginia, USA) (1).
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Titre : Diversité génétique chez les huitres creuses du genre Crassostrea : quelles ressources
pour quelle amélioration des productions de C. gigas ?

Résumé : Malgré I’importance économique des huitres, les connaissances concernant leurs
ressources génétiques de ces espéces restent relativement limitées. Mes travaux de recherche
ont eu pour but de d’améliorer les connaissances dans les domaines (1) de la taxomonie, la
phylogénie et la phylogéographie des huitres creuses du genre Crassostrea, (2) du testage de
souches de diverses origines géographiques de C. gigas et C. angulata et (3) la caractérisation
de la variabilité phénotypique et génétique chez C. gigas pour des caracteres d’intérét
aquacole, en vue de leur amélioration par sélection. Les études, basées sur le polymorphisme
de I’ADN et la description des chromosomes, ont permis de préciser ou de corriger
I’identification, la répartition et les relations phylogénétiques entre certaines espéces. Les
comparaisons de souches géographiques de C. gigas et C. angulata, réalisées en laboratoire et
en condition de production, montrent des différences ecophysiologiques entre taxon et une
meilleure adaptation des populations européennes aux conditions locales. C. gigas présente
une grande variabilité phénotypique et génétique pour des caractéres d’intérét aquacole. La
variabilité de caractéres liés a I’allocation des ressources et les corrélations qui en résulte,
ainsi que les spécificités de la production du naissain en écloserie pourraient expliquer la forte
variance génétique observée pour des caracteres liés a la « fitness ». La mise en place de
programmes raisonnés de sélection, a partir de la diversité présente en France, devrait donc
conduire & une amélioration efficace des productions.

Mots clés : ressources génétiques, phylogénie, testage de souches, variabilité, amélioration
par la selection, huitres creuses, Crassostrea gigas.

Titre : Genetic diversity among Crassostrea cupped oysters: which resources and
improvements in Crassostrea gigas production ?

Abstract : Despite the economic importance of oyster farming, knowledge about genetic
resources of these species is still limited. The objectives of my research were to provide
further information about (1) taxomomy, phylogeny and phylogeography of Crassostrea
oysters, (2) to compare C. gigas and C. angulata strains of various geographic origins and (3)
to study phenotypic and genetic variation for traits of aquacultural interest in C. gigas. Studies
based on DNA polymorphism and chromosomes allowed to improve or correct identification,
geographic range and phylogeographic relationships among several species. The comparison
of various strains of C. gigas and C. angulata, both in laboratory and field conditions,
revealed significant differences among taxa and the better adaptation of European strains to
local conditions. C. gigas showed a large phenotypic and genetic variability for traits of
interest for aquaculture. The observed variability for traits related to resource allocation and
their correlation, together with the specific conditions of spat production in hatchery might
explain why such a variation is observed for fitness-related traits. The development of
selective breeding programmes, based on French C. gigas populations, should lead to efficient
improvement of the oyster production.

Key-words : genetic resources, phylogeny, strains testing, variability, genetic improvement
by selection, cupped oysters, Crassostrea gigas.
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