Ifremer

Sauvage Christopher Charente-Maritime
Laboratoire de Génétique

et Pathologie

Avenue Mus de Loup

17390, La Tremblade

DEVELOPPEMENT DE MARQUEURS MOLECULAIRES LIES A LA
RESISTANCE A LA MORTALITE ESTIVALE CHEZ L'HUITRE CREUSE
CRASSOSTREA GIGAS -APPROCHE QTL

Université de La Rochelle
U.F.R des Sciences et Technologies
Ecole doctorale ED0374

These soutenue le 9 juin 2008

Spécialité Biologie

Membres du Jury :

Mr Boudry Pierre Cadre de recherche, Ifremer Directeur de thése
Mme Le Roy Pascale Directeur de recherche, INRA Rapporteur

Mr Filip Volckaert Professeur, Katholieke Universiteit Leuven  Rapporteur

Mme Garcia-Meunier Pascale Professeur, Université de La Rochelle Examinateur

Mme Quillet Edwige Directeur de recherche, INRA Examinateur

Mme Lapégue Sylvie Cadre de recherche, Ifremer Responsable

scientifique












Remerciements

Le moment tant attendu est enfin arrivé... ! Terminer sa thése. Cependant, je
dirai que je termine plus qu’une these, jarrive au terme d'une époque, d'une
aventure, qui a duré plus de 5 ans (record a battre !). En effet, je suis arrivé au début
de 'année 2003 a la station Ifremer de La Tremblade, comme stagiaire de maitrise,
pour travailler sur le polymorphisme des genes de I'amylase chez I'huitre creuse.
Apres quelgues mois de cours a I'USTL, je suis revenu en 2004, pour effectuer mon
stage de DEA. Je n’ai plus quitté la région et le laboratoire jusqu’a aujourd’hui, car
Pierre Boudry m’a offert la possibilité de terminer mon cursus universitaire, par un
doctorat.

Au cours de ces cing années, j'ai rencontré beaucoup de personnes qui ont
contribué, de pres comme de loin, au bon déroulement de I'ensemble de mes
travaux. C’est pourquoi, je souhaite vivement les remercier. Pour ouvrir le bal, je
remercie trés sincérement tous les membres de mon jury de these, qui m’ont fait
’honneur de juger mon travail. Je remercie donc Pascale Le Roy de I'INRA de
Rennes, Pascale Garcia de l'université de La Rochelle, Edwige Quillet de 'INRA de
Jouy en Josas et enfin Filip Volckaert de la Katholieke Universiteit Leuven, en
Belgique (Leve Belgié!).

Ensuite, je remercie Philippe Goulletquer et Jean Prou qui se sont succédés
au poste de chef de station et m'ont accueilli au sein du laboratoire. Mes
remerciements vont également a Tristan Renault, directeur de département et chef
de laboratoire, qui dirige le laboratoire avec efficacité, rigueur et humanite.

Bien évidemment, je souhaite vivement remercier ma responsable scientifique
et mon directeur de thése, Sylvie Lapégue et Pierre Boudry. lls m’ont fait pleinement
confiance et m’'ont laissé une grande autonomie au cours des trois années de
doctorat. lls ont toujours été disponibles pour discuter ou m’aider dans mes
démarches de toute nature. Je les remercie également pour les corrections et
commentaires constructifs qu’ils ont apportés a ce manuscrit afin de I'améliorer.

Le microcosme de la station Ifremer de La Tremblade est peuplé de figures
emblématiques qui le rendent si particulier et attachant. Je vais essayer de les
remercier et de n’oublier personne. Si tel est le cas, j'en suis vraiment désolé...

Tout d’abord, je remercie énormément Serge, mon équipier de co-voiturage,
pour I'ensemble de son ceuvre ! Celle-ci refléte le travail considérable qu’il a accompli
pour le génotypage des microsatellites, dans le cadre du projet Aquafirst. Au-dela de
ce super boulot, je me souviendrai de Serge pour ses jeux de mots et autres blagues
mais aussi pour sa bonne humeur quotidienne !

Ensuite, si je devais désigner un chef d’orchestre, je pense que Nicole peut
occuper ce poste. Je n’ai pas compté le nombre de fois ou je suis allé la voir pour lui
demander : « Nicole, tu sais pas ou je peux trouver ... », mais ce chiffre doit étre
énorme ! Je te remercie Nicole pour le travail de fourmi que tu as accompli dans la
gestion et la réorganisation du labo, pour I'aide que tu m’as apporté mais aussi pour



nos discussions, accoudés a la paillasse. Trop souvent, nous, les thésards, te
faisons tourner en rond avec toutes les conneries qui nous passent par la téte !

Depuis, plus de trois ans, je partage le bureau avec Abdellah. Je le remercie
pour ses conseils, notamment scientifiques, et nos discussions! Il m’a initié a la
cytogénétique moléculaire, au « Free Jazz », a la cuisine marocaine, mais surtout au
meilleur vin de France, le vin de Bourgogne. « Je te remercie Mec et te souhaite bon
courage pour la suite ! »

J'ai également cbtoyé beaucoup d’'autres personnes avec qui jai travaillé ou
discuté avec grand plaisir. Pour cela, je souhaite donc remercier Stéphanie dit « la
sale gosse », Véronique, Maryse, Maeva, Sylvie, Isabelle, J.F. (merci pour les
bieres), et Stéphane dit « Camarade » !

Je remercie également tous les membres de I'équipe de I'écloserie : Florence,
Christophe, Pascal P, Pascal S, J.C et Raphaél pour leur bonne humeur, leur
assistance technique et coups de main, pour assurer le bon déroulement des manips
nécessaires a mes travaux. Le nursage des familles F2 a été assuré par Max Nourry,
Mathias Papin et Joél Haure, de la station Ifremer de Bouin, c’est pourquoi, je les en
remercie.

Cette vague de remerciements se continue par ceux que j'adresse a Martine,
Maryse, Florence et Véronique pour l'aide qu’elles m’ont apporté dans I'organisation
de mes missions, I'envoi de courriers et de colis, mes demandes bibliographiques et
la gestion de toutes les commandes, tant attendues !

Pendant plus de trois ans, jai ramé dans une barque que jai joyeusement
partagé avec les autres doctorants du laboratoire. A cet égard, je remercie Delphine,
Sophie, Yann, Julien et Benjamin pour ses expressions si caractéristiques du sud-
ouest, qu’il m’a appris (Téte de frangipane !). Je leur souhaite bon courage pour la
suite... accrochez vous !

Entre 2003 et 2004, j'ai travaillé en tant que stagiaire sous la direction de deux
autres doctorants, deux « anciens » qui m’'ont précédeé et dont je me suis inspiré : il
s’agit de Lionel et Nicolas, que je remercie de m'avoir offert ces stages et pour leurs
nombreux conseils !

Au cours de mon doctorat, jai quitté épisodiqguement ce microcosme pour
voyager. J'ai donc eu 'opportunité de visiter I'lle de Gran Canaria (lles Canaris), San
Diego (USA) a deux reprises pour participer au colloque du PAG, Birmingham
(Royaume-Uni) et enfin, Edinbourg, en Ecosse. J'ai eu un réel coup de caceur pour
cette ville car son architecture et son ambiance sont exceptionnelles ! J’espere avoir
I'occasion d’y retourner un jour, notamment au moment d’Hogmanay... J'y ai résidé
un peu plus d’'un mois pour travailler au Roslin Institute avec Chris Haley et DJ de
Koning, qui m’ont initié aux joies de la cartographie génétique et de la détection de
QTL. Je mesure la chance que jai eu de travailler avec eux. Tous deux ont été trés
prompt a m’'aider et a répondre a mes questions les plus farfelues sur la détection de
QTL, pour tirer le meilleur de mes données.



Je remercie également trés vivement Nicolas Bierne qui m’a beaucoup appris
en évolution moléculaire et qui m’a aidé a rédiger I'un des articles présenté dans ma
these.

Je souhaite remercier tout particulierement Edwige Quillet, qui a assisté a tous
mes comités de these. Edwige a toujours su m’encourager et m'a aidé a y voir un
peu plus clair dans ce que je faisais avec la téte dans le guidon !

Depuis 2004, jai été employé a deux reprises en CDD par la société
Genindexe située a La Rochelle. A cet égard, je remercie beaucoup Corinne et
Sophie ! Je vous souhaite bon courage !

Je remercie également Brigitte Hudelaine et Jenifer De la Corté-Gomez de
I'école doctorale de 'université de La Rochelle pour leur aide.

Je terminerai tous ces remerciements par ceux qui me sont les plus proches,
malgré la distance. lls sont tous venus en Charente Maritime pour y passer quelques
jours de vacances et me rendre visite. Je remercie vivement toute ma famille en
commencant par ma sceur, mon frere, mes oncles et tantes mais aussi mes beaux-
parents et bien évidemment mes parents pour leur soutient moral et financier !

Enfin, je ne sais comment remercier celle qui m’a accompagné tout au long de
ces années avec fidélité, qui a ensoleillé mes journées les plus sombres, qui a
toujours cru en moi, qui m’a surtout supporté et que jaime tant. Merci a toi, Adeline.






"Science sans conscience,
n'est que ruine de I'ame"

Francois Rabelais






Sommaire

Chapitre I : Introduction générale

1.1 BiolOgie d€ PESPECE .....viieeeieeie ettt et nreenn 19
I O (=0 (R 1 SRS SS 19
1.1.2 Anatomie @ I’8ge adUIE.........cceeiviiiiiece e 21
1.1.3 SYSEEMALIQUE ...cveeeeeeiieciieie ettt et et e b e ste e e s reenbeeneenaeenas 22
1.2 Elevage et production aqUACOIE. ...........ccueiieiiie e 24
1.3 Connaissances sur le génome de I’NUTIIE CrEUSE ........cvviveiveie i 29
1.3.1 Taille et compoSItion dU gENOIME .........cviivieiieeie e 30
1.3.2 Polymorphisme gENELIGUE ........ccuiiieiecie ettt 30
1.3.3 Marqueurs MOIBCUIAITES .........ceeueiieie et 31
1.3.4 Fardeau gENELIGUE ......cceeiveiieeeieeie sttt ettt e et te e et este e beesre e e saeenas 32
1.3.5 Cartographies gENELIGQUES ........ecoviiieiireie ettt sre e sae e 33
1.3.6 Cartographie CYtOgENELIGUE.......cveieeiireie ettt 33
1.4 CONEEXTE 08 IELUTE ...ttt bbbt sbe bbb 34
1.4.1 Les caracteres d’intérét pour I’amélioration chez les huitres............cccocvevveievnenen. 34
1.4.2 Le caractére de survie aux mortalites estivales...........c.ccoovviiiiinininnenene e 35

1.4.3 Etude des bases génétiques de la mortalité estivale du naissain et des
possibilites d’amélioration de la survie par sélection dans le cadre du programme

IVIOTEST ...ttt ekt e e h e he e b e sn e et e e nnn e e b nneere s 36
1.4.3.1 Sélection en premiére génération (Go-G1).....ocevvvevververeeiieieere e 36
1.4.3.2 Seconde génération : sélection divergente pour une faible ou une forte
survie du naissain sur estran en premiére période estivale (G1-G2) .....coevvvevernrenen. 38

1.4.3.3 Troisieme génération : répétabilité de la réponse a sélection divergente
pour une faible ou une forte survie du naissain en premiere période estivale

(TRl T ISP S PRSP 38

1.4.3.4 Etude des performances de survie du naissain au laboratoire et

corrélations avec les données Obtenues SUr €Stran. .........ccceovverineeiienene e 40
1.5 Objectifs généraux du travail de thBSE ..........cecveiiiiiii s 44

Chapitre 11 : Caractérisation phénotypique de familles en période estivale

2.1 Production de familles en SEGrégation ............cccveveiierieiiieiee e 49

2.2 Implication d’organismes pathogenes dans les phénoménes de mortalité estivale chez

PRUTEFTE CTBUSE ...ttt bbbt b e bt bbbt s et et bbb n e 51

2.3 Production du matériel DIologiqQUE ........c.cove i 53
2.3.1 ChOiX 08S GENITEUIS .....veivieeieie ettt ettt be e e e e saaenesraenreennens 53
2.3.2 P1an & CrOISEMENT .....ccviiiiiiieiieieieie ettt ettt sbe b nre s 55
2.3.3 Obtention des gametes et feCoNdation............c.cccevvveveeiiiie i 55
2.3 4 EIEVAQE TArVAITE .....ccoeeie ettt ettt et e e nre e 56
2. 3.5 NUISEIIE ...ttt ettt b et e bt b e s et e b e sbenbenbenbeans 56
2.3.6 SUIVI A& MOITAIITE ......coiiiiiiiieiee e 57
2.3.7 EXIraction @’ ADN ......ooiiiiiiieieieie ettt nre s 59
2.3.8 Protocole de quantification de la charge virale par PCR-Q ........ccccovevviieiverieenenn, 59
2.3.9 OULIIS SEALISTIGUES . ve.vveveeie ettt e sre e e 63

2.4 RESUITALS ...ttt bbbt b e b e e bt et et et b bbb b 63
2.4.1 EIEVAQE JANVAITE.......ccveeiecie ettt sae et 63

2.4.2 Taux de fixation et MICIONUISAGE......ccveviiieieeie et 64



2.4.3 PNASE U8 NUISATE ....veveeieeeie ettt ettt ettt te e s s b e e e reenteenbeaneesaeeneeenee e 64

2.4.4 SUIVI de MOIAlITE ........ccveiieiie e 66
2.4.5 EXIraCtion A ADN .......ooiiiiiie ittt 66
2.4.6 Mesure de la charge virale individuelle ............ccooovviieiicieccceee e 67
FES T ol U TSt o o OSSPSR 70
2.6 PISPECTIVES .....evieti ettt ettt et st e e a e e teeae et e e be Rt e re et e e na e te e te e e nneenn 73

Chapitre 111 : Développement de marqueurs moléculaires et génotypage

3.1 Polymorphisme et marqueur MOIECUIAITE .........cocveiieiiie e 77
3.2 Les marqueurs MiICroSatellites ..........ooveiiiiiiieceee e 79
3.3 Revue des méthodes de génotypage des marqueurs moléculairesSNP81
3.3.1 Caractéristiques des MarqUEUrs SNP..........cocuciiieie e 81
3.3.2 La deteCtion de SNP ........oiiiiiieieiee et 84
3.3.2.1 La détection de SNP par approche « In Silico ».......ccccvevvevievciciiiiinns 84
3.3.2.2 Le SBQUENCAge AIFECE .....c.ecveieeiie et 85
3.3.2.3 Le polymorphisme de conformation de PADN.........cccccoevvevveviiieceenns 85
3.3.2.4 L& € THING » 1ottt nre e 86
3.3.3 Le géNnotypage deS SNP.....cc.cci it 86
3.3.3.1 Restriction eNZYMALIQUE ......cc.eeivreieiiieiie et 87
3.3.3.2 L7eXtENSION A’ AMOICE .....cvveueeieie sttt 87
3.3.3.3 L& PYrOSEQUENGAUE ......eeveeueeiteeiteeieeieesteete st e ste e reesteesaesraesaeeeesreesreeneens 88
3.3.3.4 La mesure du point de fusion par PCR en temps réel (rt-PCR) ............... 88
313,35 L SNPIBX ..ottt 91
3.3.4 ApPlIications deS SNP ........coiiiiiicie et 93
3.3.4.1 Cartographie GENELIGUE ........ceevveeeerieeie sttt 93
3.3.4.2 Ancrage d’une cartographie phySiqQUe ...........cocevveieeiieieece e, 94
3.4 SNP VS MICTOSALEIITES ...t 94
3.4.1 Tracabilité d’individus ou d’un Produit............cccceeveieere i 94
3.4.2 AsSIGNAtion de Parenté ..........ccoeiveiiiiieieese ettt saa e 94
3.4.3 Cartographie genétique et recherche fine de QTLS.....cccccecvevieviiiieveee e, 95
3.5 Méthodes de développement et genotypage des MarqUEUNS .........ccveververieeieseesreerieseeseeenns 96
3.5. 1 EXLraction de PADN ......oioiiiiiesieieeee e 96
3.5.2 Développement de microsatellites In SiliCO..........c.ccevveviiieii i, 96
3.5.3 Génotypage des marqueurs microsatellites publi€s............cccocovviiiiieie i, 97
3.5.4 Protocole eXperimental............ccooieiieiiiii i 97
3.5.5 La catégorisation des groupes d’alléles ou « BINNING »........ccccccvvvveveecieiicseerieenn, 98
3.5.6 Développement de marqueur de type SNP.........cccooiiieie e 99
3.5.7 Analyse du biais d’usage du code génétique chez C. gigas.........ccevvevereervereennn, 103
3.6 Criteres de choix des loci polymorphes et leur génotypage chez les individus F2................ 104
BT RASUIALS ...t ettt b ettt bbbttt et ees 105
37 L IMCTOSALEITITES ...ttt bbb 105
3.7.2 Développement de marqueurs microsatellites par approche « In Silico » .............. 109
3.7.3 Développement de marqueurs moléculaires de type SNP .........cccccocvvvevveiecienenn, 115
3.7.4 Génotypage des marqueurs SNP par SNPIlex chez les individus de laF2.............. 127
3.8 DHSCUSSION ...ttt ettt bbbttt bbb bt b e b e bt e st et e b et e b e e b e et e e be e bt e neeneente e 127
3.8.1 Développement de MarqueUrs SNP.........cccooiiieiice e 127
3.8.2 Génotypage des marqueurs microsatellites ...........covvvveiiiieiicie e, 128
3.8.3 Biais d’usage du code gENELIQUE .........ccverueiieiieie et 129

3.9 Perspectives de développement de marqueurs moléculaires chez C.gigas. ........cccceevvennne. 130



Chapitre 1V : Construction d’une cartographie génétique

4.1, DETFINITION BL PIINCIPE .. veevicie ettt ettt e et e st esteeae s raesneennennee e 135
4.1.1 Les tests de 11aison entre 18S 10CH ........coviiiieieieiee e 136
4.1.2 Le calcul des distances GENELIGUES .......ccveiveeiieeieieese et 136
4.1.3 Test de conformité aux lois Mendéliennes (ou S€grégation).........ccccecvevevvervennnnnn. 140
4.2 Cartographies génétiques établies chez les principales especes d’intérét aquacole............... 142
4.3 Materiel € METNOUES. ........oviiei ettt re s 149
4.3.1 Matériel biologique et marqueurs MolEculaires...........ccovvevveveiieeve e 149
4.3.2 Choix du logiciel de cartographie ..........ccccovevieieeiieie e 149
4.3.3 Principe d’utilisation du logiciel Crimap .........ccccovveveiieiieie e 150
4.3.4 Application au jeu de données Chez C.gigas........coevvriereerieeriesieese e se e 151
4.3.5 Représentation graphiques deS CArteS..........cciverueiiieiieresiee s ese e sie e sre e 152
4.3.6 Comparaison avec la carte génétique précédente établie par Hubert et Hedgecock
ChEZ CrasSOSLIEA QIJAS. .. .cuueviiieiieeieeie sttt e et e e e e e et e e te e sneeneas 153
A4 RESUIALS ...ttt ettt ettt b e b e bR s e s ettt e ans 153
4.4.1 Distorsion de SEQregation ..........cccueieeieiiieieereeee s ese e e e be e 153
4.4.2 Carte geNELIQUE CONSENSUS. .....cveireerreeireareesreesteaseessaesseasesseesseessesseesseassesseesssesesseens 153
4.4.3 Carte consensus SEXE SPECITIQUE .......eevvveiiiieiiee e 157
4.4.4 Comparaison avec la carte génétique développée par Hubert et Hedgecock.......... 161
R B T S oL U 1] o] RSOSSN 163
4.5.1 Facteurs influencant la construction des cartes génetiques..........cceevvevveveereeieannns 163
4.5.1.1 Distorsion de SEQrégation ...........ccceieeiierieiieeieere s 163
4.5.1.2 Qualité de PADN eXIrait ........c.ccoieiiiiirieiie et 165
4.5.1.3 Taille de la Population/Pourcentage de données manquantes/Erreurs de
(0 1= 1007 0 o[- OSSR RURSSOROS 165
4.5.2 Comparaison de cartes au sein de I’espece Crassostrea gigas ........c.ccevvevververnenne. 166
4.5.3 Recombinaison différentielle entre méles et femelles..........cccoocoveiiiiiiniiiennen, 167
4.6 Perspectives de cartographie génétique chez Crassostrea gigas ........ccooevvevereereeieeseesnenes 168
4.6.1 Poursuite du développement de marqueurs moléculaires ...........ccocevvvevviieivennenne. 168
4.6.2 Intégration des différents types de Cartes ........ccoevveeiieeriiie s 169

Chapitre V : Détection de QTL

5.1 Principe de la détection de QT L .......cccveiieieiieie et 175
5.2 Etapes des analyses QTL ..ot 176
5.3 Modeles de cartographie de QT L ......ccuciiiieiiieii et 177
5.4 Parametres des analySeS QT L ...cc.vciiiiiiiiie ettt e e esra e 179
5.4.1 Nombre et type de MarqQUEUIS ..........coveveieerieiiesteesiesee e ste e sre e e sreenae e sneeeas 179
5.4.2 Distribution des MarQUEUIS ..........cccvereiieieeieiieseesiesee e ste s e e sre e sreeseesseesseenas 181
5.4.3 Echantillonnage et schéma expérimental .............cccccvoveiieii i 182
5.4.4 Le génotypage SEIECHIT.......covcii e s 182
5.4.5 Seuil de SIgNITICAtION .........coveiiiicci e e 183
5.4.6 Estimation de I’intervalle de confiance de la localisation des QTL par
RO =013 £ o] oL To 1RSSR 184
5.4.7 Part de varianCe eXPlIQUEE..........ceiveiiiie et 184
5.5 Recherche de QTLs chez les espéces d’intérét aquacole ...........cccovevveveiieve e 186
5.6 Matériel et MEtNOUES ........cc.eiiiiiicieee ettt nreas 187
5.6.1 Simulations de la puissance de détection des QTL .......cccevveieiieviccieseese e 187

5.6.2 Jeu de données disponible pour les analyses QTL ......ccccoveveeieiievecciesecse e 187



5.6.3 Présentation du logiciel QTL EXPreSS .....civeiiiiieiierieiiesieesie e e e eee e sae e 187

5.8.4 MOTUIE F2 ...ttt 188
5.6.5 MOdule Half-SiD........ociiiiiiii e e 189
5.6.6 Module d’analyse en intra-famille — module « Tree » ........ccccvevvevievievcvccciecee, 190
5.7 RESUITALS ...ttt bbbt bbbt b et e et e b stenbennenre s 191
B.7. 1 MOUUIE «€ F2 3 1ottt 191
5.7.2 Module « Half SID ..o s 199
5.7.3 Module « Large single full-Sib family analysis- Tree » ........ccccoccevvveviviicivcrncnnn, 199
5.8 DISCUSSION ....vttieteetiesiete sttt sttt ettt b bbbt b s e s et e b et e s besb e bt e b e e s e e st eneebenbesbesbesnenreas 201
5.8.1 Nombre de QTL identifié et part de variance expliquee.............ccoevvevvivieircrieennenn. 201
5.8.2. Ségrégation différentielle entre les familles F2..........cccoooiveiiiiiiicc i, 203
5.8.3. Relations entre QTL de survie et de charge virale............ccccooevveiieii i, 204
5.0 PISPECTIVES ... ettt ettt ettt et et e e a e ettt e r e et e e a e et e naenre e te e e e aneenn 205

Chapitre V1 : Conclusion et synthése générale

6.1 Poursuite des travaux de cartographi€s ...........ccvevveiieiieie i 211
6.2 DELECTION U8 QT ittt ettt et e et e e sbe e s be e sbe e st e e sbeesabeesbeesnbeesbeesnneens 212
6.3 Interactions NOte-PatNOGENE ..........cviiiiiice et 213
6.4 Applications pour la filiere conChylicole ............coooviiiiii i 214
=1 o] [ToT o =] L[ SO SSTSSRSR 219
Liste des figures et des tabl@aUX............coviiiiieiicc e 253

N 1 ST 261









CHAPITRE |

INTRODUCTION GENERALE



— 30 mm — 20 mm

Figure 1 : Cycle biologique de I’huitre creuse Crassostrea gigas. 1-Fécondation : ovocytes en
présence de spermatozoides. 2-Embryon stade morula (2-3 h). 3-Larves D (24 h). 4-Larves
véligéres (14 jours). 5-Larve pédiveligére (18 jours). 6- Naissains post-fixation (1 mois). 7-
Naissains (2 mois). 8-Naissains (6 mois). 9-Adulte (10 mois). 10-Géniteur mature (10 mois)
(Dégremont, 2003).



Chapitre | - Introduction

Ce chapitre a pour objectif de passer en revue les connaissances sur la biologie, le
génome et la production nationale et internationale de I’huitre creuse Crassostrea gigas et de
recadrer ce travail de thése dans le contexte de la sélection génétique au cours du projet

Morest.

1.1 Biologie de I’espece
1.1.1 Cycle de vie

L’huitre creuse est une espece ovipare qui se caractérise par une forte fécondité
(Walne, 1974). Le déterminisme sexuel de cette espece reste mal connu. Cependant, I’huitre
creuse est hermaphrodite a tendance protandre; c’est a dire que les individus sont
généralement male au cours des premiers cycles de reproduction puis se comportent comme
femelles (Buroker, 1983). Son cycle de vie se déroule en deux phases principales (figure 1) :
une phase larvaire libre ou pélagique suivi d’une phase benthique ou fixée. Entre le mois de
mars et le mois d’octobre, les individus adultes, agés de 1 an et plus et d’une taille d’au moins
de 2 cm de longueur, entament leur gamétogenese pour atteindre la maturité sexuelle a
I’approche de la période estivale. La gamétogenese est influencée par de nombreux facteurs
internes et externes tels que I’état physiologique et immunitaire de I’animal, I’abondance
d’éléments nutritifs et la température du milieu (Gérard et al., 1995); (Goulletquer, 1997);
(Fabioux, 2004). La fécondation est externe et les gameétes sont expulsés dans le milieu. Les
premiéres divisions cellulaires interviennent trés rapidement aprés fécondation, le stade
morula (16 cellules) étant atteint apres 3 h. Apres 24 h de développement, la larve trocophore
mesure environ 70 um, posséde une coquille et un velum qui lui sert d’organe de nutrition et
de locomotion : c’est le stade de la larve «Dx» en référence a la forme de la coquille. La larve
va poursuivre son développement pendant quinze a vingt cing jours environ selon la
température de I’eau et de I’abondance en éléments nutritifs. Elle atteint généralement une
taille de 300 a 380 um de diamétre avant de se métamorphoser. Un organe sensoriel, « I’ceil »,
apparait au moment de cette transformation. Cet organe prend I’apparence d’un point noir
tres réfringent au milieu de la coquille de la larve. Parallelement a cet ceil, la larve a
également développé un « pied » (stade pédivéligere). Ce dernier lui permet de rechercher un
substrat solide propice a sa fixation. La larve se métamorphose alors et passe d’une vie
pélagique a une vie benthique : le stade juvénile est alors atteint. L’individu ressemble a un
adulte a I’exception de sa petite taille. Ensuite, I’animal va croitre puis entrer en

gamétogeneése, des sa premiere année de vie si les conditions sont favorables.
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Figure 2 : Anatomie a I’age adulte de I’huitre creuse Crassostrea gigas
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1.1.2 Anatomie a I’age adulte

Une vue générale de I’anatomie de I’huitre creuse est représentée en figure 2. L’huitre
vie protégée par sa coquille dont I’ouverture et la fermeture est assurée par le muscle
adducteur (figure 2). Cette coquille est composée de deux valves (gauche et droite)
asymétrique reliées par une charniere. L une des deux valves est creusée et accueille ainsi la
masse viscérale de I’animal. Cette caractéristigue morphologique donne son nom usuel a
I’huitre creuse (Hughes, 2002). La masse viscérale de I’animal est composée de plusieurs
organes. Tout d’abord, le manteau, composé de deux lobes, renferme la cavité palléale et
assure diverses fonctions. C’est un organe sensoriel mais surtout I’organe qui assure la
filtration des éléments nutritifs pour I’alimentation de I’animal. De plus, il permet la
croissance de la coquille et la synthese de nacre qui recouvre I’intérieur de cette coquille. La
cavité palléale comprend les orifices anal et rénaux ainsi que les branchies.

L’huitre creuse possede une paire de branchies composées de quatre feuillets
branchiaux, constituées de rangées longitudinales de filaments. Cet organe a deux fonctions :
tout d’abord, les branchies retiennent les particules nutritives en suspension (fonction de
nutrition) ; ensuite, elles permettent I’absorption de I’oxygéne dissous dans I’eau (fonction de
respiration Goulletquer et al., 1999). L’ cesophage est cilié et donne sur I’estomac qui contient
un stylet cristallin. L’estomac se prolonge par I’intestin et le rectum qui longe le muscle
adducteur et se termine par I’orifice anal. L’organe reproducteur ou gonade est diffus et se
développe autour de la glande digestive. Sa taille varie considérablement en fonction de la
période de I’année. En effet, lorsque la maturité sexuelle est atteinte, généralement au mois de
juin, celle-ci peut atteindre 70% de la masse séche de I’animal sans différentiation de sexe
(Goulletquer, 2005). Le cceur, formé de deux oreillettes et de deux ventricules, se situe dans la
cavité péricardique a proximité du muscle adducteur. Enfin, le systéme nerveux est réduit,

composé de ganglions cérébroides et viscéraux.
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1.1.3 Systématique

Le nom usuel de Crassostrea gigas est I’huitre japonaise ou huitre creuse du
Pacifique. Il s’agit d’un mollusque bivalve marin dont la position systématique précise est la

suivante, selon les critéres de Grasset établis en 1960 :

Régne Animal
Embranchement des Mollusca
Classe des Bivalva

Ordre des Filibranchia

Sous ordre Pteromorphia
Super famille des Ostreoidea
Famille des Ostreidae

Genre Crassostrea

Espéce gigas

Il est & noter que la taxonomie chez les huitres est parfois ambigué. La grande
plasticité morphologique des coquilles peut facilement porter a confusion et la plupart du
temps, les caractéres de la coquille sont utilisés pour I’identification. Ranson (1948) est
malgré tout parvenu a distinguer dans la famille des Ostreidae trois genres (Crassostrea,
Ostrea et Pycnodonta d’aprés les caractéristiques de la prodissoconque (coquille larvaire).
Harry (1985), toujours selon des criteres morphologiques, ajoute trois sous-familles a la
famille des Ostreoidea, a savoir Lophinae, Ostreinae, et Crassostreinae a laquelle le genre
Crassostrea appartient.

Le genre Crassostrea regroupe pres de 6 espéces différentes dont la répartition
géographie est large puisqu’elle s’étend de I’Asie (C. gigas, C. ariakensis, C. sikamea); a
I’Afrique (C. gasar) et I’Amérique (C. virginica, C. rhizophorea). Cependant, la notion
d’espece est relativement complexe et parfois mal élucidée (Gaffney et al., 1993), plus
particulierement entre les especes C. gigas et angulata. Différentes études, morphologiques
(Ranson, 1960; Menzel, 1974), expériences d’hybridation (Huvet et al., 2001; Huvet et al.,
2002), analyse caryotypique (Leitdo, 1999), marqueurs allozymiques (Buroker et al., 1979;
Mattiucci et al., 1983) et ADN satellite (Lopez-Flores et al., 2004) considérent les deux taxa
comme une méme espéce. D’autres données différencient ces deux especes (caractéristiques
écophysiologiques ; Haure et al., 2003); par analyse de caryotypes (Leitao et al., 2004)
appuyeées par des analyses d’ADN mitochondrial (Boudry et al., 1998; O'Foighil et al., 1998;
Boudry et al., 2003a). Le séquencage de I’huitre creuse C. gigas (Hedgecock et al., 2005) est
un argument supplémentaire permettant de différencier de maniere certaine, les différentes

especes du genre Crassostrea .
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Figure 3 : Principaux pays producteur de I’huitre creuse C. gigas (FAO Fishery Statistics,
2002)
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1.2 Elevage et production aquacole

Originaire d’Asie, et plus précisément du Japon, I’huitre creuse a été introduite en
France en 1966 (Grizel et al., 1991). Celle—ci coincide avec I’épisode de mortalité massive de
I’huitre portugaise Crassostrea angulata. Ces mortalités sont attribuées a une infection
présumée d’origine virale (iridovirus) plus connu sous le nom de maladie de la branchie
(Comps et al., 1976). Sa répartition géographique naturelle s’étend de I’Asie du Nord Est, a
I’Europe depuis le Portugal a la Norvege et en Amérique du Nord du Sud est de I’Alaska a la
Californie (figure 5). Cette espece a également été introduite en Afrique, dans la région
Australo-Pacifique et en Amérique du Nord et du Sud (ICSEMS, 2000; AMCS, 1998;
Hopkins, 2001; Boyd, 2003). Depuis cette époque, I’huitre du Pacifique est I’espéce
dominante en France. En 2006, la production globale de cette espece était estimée a 4,5
millions de tonnes (Mt) pour une valeur marchande estimée a environ US$ 3,7 milliards. Cela
représente la production la plus importante en tonnage devant celles des autres poissons ou
crustacés. Prés de 84% (3.7Mt) de cette production globale est aujourd’hui réalisée sur le
littoral chinois. Le reste de la production est majoritairement assurée par le Japon (261.000
tonnes) ; la République de Corée (238.000 tonnes) et la France (115.000 tonnes). Les Etats-
Unis (43.000 tonnes), Taiwan (23.000 tonnes) produisent également cette espece (figure 3).
La production mondiale de cette espéce croit de maniére réguliere (figure 4) : elle est passée
de 156.000 tonnes en 1950, a 437.000 tonnes en 1970. Cependant, c’est au cours des années
1990 que la production «explose » pour atteindre 4,5 millions de tonnes en I’an 20086,
notamment par I’augmentation de la production chinoise. A I’heure actuelle, la production de
I’huitre creuse est toujours en augmentation mais elle tend a se ralentir a cause, notamment,

de I’'urbanisation de la zone cotiere et des zones de culture (FAO, 2007).
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Figure 5 : Répartition naturelle mondiale de I’huitre creuse C. gigas et zones d’introduction
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Figure 6 : Répartition de la production de I’huitre creuse sur les sites d’élevage francais
(données du Centre National de la Conchyliculture, 2006).
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La France occupe aujourd’hui le quatrieme rang mondial et le premier européen pour
la production de [I’huitre japonaise. En 2001, cette production reposait a 98% sur
I’exploitation de C.gigas et cette production était issue a 90% du captage naturel de naissain.

Ce captage était principalement réalisé sur le bassin d’Arcachon et celui de Marennes-Oléron.

La production francaise est localisée sur une plus grande zone géographique (figure 6)
qui s’étale sur la facade maritime méditerranéenne, atlantique, bretonne et normande. En
effet, le cycle d’élevage que pratique les professionnels de I’ostréiculture se déroule
communément de la maniére suivante : au cours de la période estivale, les ostréiculteurs
placent sur I’estran des collecteurs de nature diverses (tuiles chaulées ; coupelles plastiques,
coquilles d’huitres) afin de permettre aux larves de trouver un substrat propice a leur fixation.
Puis, apres une période de croissance de 6 a 18 mois, le naissain est détroqué, c’est a dire qu’il
est détaché manuellement de son support pour étre mis en poche. Les poches sont alors
placées sur des tables ostréicoles dont la hauteur varie entre 15 et 70 cm de hauteur. Une
nouvelle période de croissance commence alors. Pour les ostréiculteurs, le travail consiste a
retourner régulierement les poches afin d’éliminer le film algal qui se développe sur les
poches, puis de changer la maille des poches et enfin de les dédoubler en fonction de la
croissance des animaux. Ceux-ci atteignent une taille commerciale des 40 grammes. Les
huitres peuvent alors étre disposées en claires ostréicoles pour affinage afin de répondre a des
criteres de qualité dont dépendent les appellations commerciales. D’autres pratiques culturales

consistent a semer les huitres “‘a plat” sur estran ou en eaux profondes.

Cependant, les méthodes de production d’huitres ne reposent plus uniquement sur le
captage naturel qui apparait moins régulier (http://www.theveliger.org/). En effet, la
production de naissain issue d’écloserie commerciales est en pleine expansion. Les techniques
de reproduction artificielle ont été améliorée depuis les premiers travaux (Brooks, 1879).
Désormais, ces techniques sont bien maitrisées pour assurer la reproduction en masse (Helm
et al., 2006) dans des conditions différentes de celles du milieu naturel (température
supérieure a 25°C, apport trophique présumé optimal). Ces conditions intensives d’élevage
induisent des pressions de sélection (perte de diversité génétique et d’effectif efficace,
Hedgecock et al., 1992) entrainant un phénomeéne de sélection-domestication des les stades
précoces de développement (Taris, 2005).

La part de naissain produit en écloseries occupait environ 10% du naissain produit en
1998 (Robert et al., 1999) En 2004, 50% du naissain produit est issu d’écloserie (Leroux,

2004). L’optimisation des performances de C. gigas s’est orientée vers la manipulation du
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niveau de ploidie. Ces recherches ont permis d'obtenir des huitres creuses triploides stériles, a
partir du croisement d’huitres males tétraploides par des femelles diploides, dont la réduction
gonadique permet un meilleur taux de croissance et une commercialisation étalée sur toute
I'année. Il a été démontré que I'huitre triploide présentait des performances de croissance
constantes toute I'année (Allen et al., 1986), ainsi qu'une qualité de chair et une résistance aux
pathogeénes tel que Vibrio parahaemolyticus beaucoup plus développées que I'huitre diploide
commune (Peyre et al., 1999). L'intérét aquacole de l'utilisation d'individus triploides a

conduit, ces derniéres années, au développement de cette production en France (Nell, 2002).

L’huitre creuse Crassostrea gigas introduite massivement en France dans les années
soixante dix constitue désormais 70 % de la conchyliculture francaise. L’espece se trouve a la
limite des conditions naturelles de sa reproduction. En conséquence, le risque écologique de
sa dispersion n’avait pas été initialement envisagé. Toutefois, aprés s’étre reproduit
« naturellement » dans les bassins conchylicoles, un processus de colonisation a été observé
depuis plus de 10 ans jusqu’en Bretagne et Normandie et plus largement en Belgique, aux
Pays bas et au Royaume-Uni. L’espéce présente aujourd’hui des caractéristiques proches
d’une espece invasive. Au niveau mondial, C. gigas a été introduite dans 70 pays dans le
cadre d ‘activités aquacoles. Cette espece fait désormais I’objet d’études d’impact sur
I’environnement cotier de part sa prolifération car ce phénomene entraine des conséquences
écologiques sur les populations naturelles mais aussi socio-économiques (ex : impact sur le

rendement de production de moules aux Pays-Bas).

En Frane, étant donné I’importance du phénomene, des opérations massives de gestion
des bancs naturels ont été effectuées sur les principaux sites de captage (Arcachon et
Marennes) pour diminuer la compétition trophique et augmenter la productivité des élevages.
Aujourd’hui, de nombreux habitats marins reconnus dans le cadre de la Directive Habitat sont
touchés par cette prolifération alors qu’ils sont déja soumis a de fortes pressions et des

gestionnaires ont pris des mesures d’éradication qui restent toutefois tres locales.

Malgré I’ampleur du phénomeéne, sa rapidité a fait qu’aucune étude scientifique n’a
pour le moment été réalisée et a fortiori aucune mesure de gestion n’a été proposée pour gérer

cette colonisation déja présente dans certains sites Natura 2000.
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Figure 7 : Taille de génomes chez les vertébrés et invertébrés (pg) (Gregory, 2005)
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Figure 8 : Estimation de la taille de génomes chez quelques bivalves (pg) (Gregory, 2005)
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1.3 Connaissances sur le génome et la génétique de I’huitre de I’huitre creuse

La taille du génome chez les mollusques bivalves est comprise entre 0,65 pg et 5,4 pg
alors que, sur I’ensemble du regne animal, cet intervalle s’étend de 0,03 pg chez le nématode
Meloidogyne graminicola a 133 pg chez le Protoptere d'Ethiopie, Protopterus aethiopicus
(Gregory, 2005). Cet intervalle se trouve dans la moyenne de la taille des génomes d’espéces
modeles telles que certains poissons ou insectes (figures 7 et 8). Des données ont été obtenues
sur le génome de I’huitre creuse Crassostrea gigas car cette espece représente d’importants

intéréts économiques (FAO, 2007).

Les EST (Expressed Sequence Tags) sont classiquement des séquences d’ADN
obtenues a partir d’une librairie d’ADN codant (ou ADNCc). Les séquences EST sont trés
utiles car elles apportent des informations sur la part du génome exprimé chez I’organisme et
elles sont également a la base de nombreuses applications en génomique telles que le
développement de microarray. Environ 22000 ESTs sont disponibles chez C. gigas et sont
issus, par exemple, de challenge en hybridation soustractive suppressive menés sur difféerents
types cellulaires (Tableau 1 ; Huvet et al., 2004; Tanguy et al., 2008). De nouveaux EST ont
été récemment développés au sein du programme de recherche « Marine Genomics Europe »
(http://www.marinegenomics.org) et déposés sur GenBank enrichissant considérablement les
bases de données. Dans un futur proche, plus de 300.000 EST, issus d’un effort de séquencage

mené aux Etats-Unis, viendront enrichir les bases de données.

Tableau 1 : Principaux EST développés chez C. gigas.

Auteurs . . Nombre o -
Principaux Tissu(s) cible(s) d'ESTs Publications associées
J.M. Escoubas / .
E Bachere Hémocytes 1142 (Gueguen et al., 2003)
A.)'(I' a(r;gl;y/ Hémocytes / Manteau 70 (Tanguy et al., 2004)
A. Huvet Manteau / Gonade 137 (Huvet et al., 2004)
A.H. Kausland Manteau 409 -
A. Tanguy / Gonade / Glande
D. Moraga digestive 377 (Tanguy et al., 2005)
G.P. Rafferty Manteau 106 -
Marine Genomics Divers >15000 (Tanguy et al., 2008)
Europe
Génoscope Divers >25000 -

Au début de ce travail (2004), le nombre d’EST était relativement faible par rapport a
d’autres espéeces modéles, mais le nombre de génes impliqués dans les mécanismes de défense
immunitaire, de mécanisme énergétique ou de réponse aux stress a considérablement
augmenté. Enfin, plus de 25000 EST vont étre déposes dans le domaine public suite au travail

réalisé par le Génoscope.
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1.3.1 Taille et Composition et taille du génome

Mc Lean et Whiteley (1973) ont été les premiers a caractériser le génome de I’huitre
creuse. Sa taille fut estimée a 1,26 pg et sa composition a environ 32,2% en bases G et C.
Cependant, Gonzalez-Tizon et collaborateurs (2000) ont ré-estimé la taille haploide du
génome de I’huitre creuse, par analyse d’images Feulgen (technique de coloration spécifique
de I’ADN), a 0,91 pg, soit une taille de huit cents vingt quatre millions de paires de bases
(Mb). Le génome de I’huitre est d’une taille relativement faible par rapport a d’autres bivalves
tels que la moule bleue Mytilus edulis (1,6 pg < 1400Mb ; figure 7 ; Gregory, 2005). A
I’heure actuelle, aucun génome de bivalve, n’a été complétement séquencé. Depuis 2004,
Hedgecock et collaborateurs (2005), associés au sein de I’Oyster Genome Consortium (OGC)
ainsi que le génome sequencing center de Pékin (Chine) promeuvent le séquencage du

génome de I’huitre creuse.

Le caryotype diploide de [I’huitre creuse comprend 20 chromosomes (2n=20)
métacentriques et sub-métacentriques (Ahmed et al., 1967; Leitdo, 1999; Leitdo, 2001). Le
phénomene d’aneuploidie (caractéristique d’une cellule qui ne posséde pas le nombre normal
de chromosomes, mais 17, 18, ou 19) a eté largement étudié. Une corrélation négative entre
I'aneuploidie somatique et le taux de croissance a été décrite dans la descendance d'huitres
cultivées (Thiriot-Quiévreux et al., 1988; Thiriot-Quiévreux et al., 1992; Leitao et al., 2001) et
dans les populations naturelles (Zouros et al., 1996). De plus, I'hypothése d'une base
génétique dans la détermination de I'aneuploidie a été émise (Leitao et al., 2001) et il
existerait aussi une perte préférentielle de certains chromosomes (dans les paires 1, 5, 9 et 10)
dans les cellules aneuploides (Leitao et al., 2001). Enfin, I’effet de polluants sur le taux
d’aneuploidie des huitres creuses a également été mis en évidence (Bouilly et al., 2003;
Bouilly et al., 2005; Bouilly et al., 2006 ; Bouilly et al., 2007).

1.3.2 Polymorphisme génétique

La premiere forme de polymorphisme génétique mis en évidence chez C. gigas est le
polymorphisme protéique. Chez cette espéce, le taux moyen d’hétérozygotie aux marqueurs
allozymiques est supérieur a 20% ce qui est trois a quatre fois plus important que le taux
d’hétérozygotie observé chez les mammiferes (Buroker et al., 1975; Hedgecock et al., 1990).
L’abondance d’alléles nuls lors de I’amplification de marqueurs moléculaires de type
microsatellites met également en évidence un polymorphe nucléotidique trés important
(McGoldrick et al., 2000; Huvet et al., 2000; Launey et Hedgecock, 2001; Reece et al., 2004).
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Le polymorphisme des marqueurs moléculaires microsatellites est également important.
L’amplification de certains marqueurs microsatellites montrent plus de 40 alleles différents
par marqueurs (Huvet et al., 2000). Plus récemment, Curole et Hedgecock (2005) ont mis en
évidence un niveau de polymorphisme SNP (Single Nucleotide Polymorphism) trés élevé
avec 1 SNP toutes les 40 paires de bases et une « indel » (insertion-délétion) toutes les 33

paires de bases.
1.3.3 Marqueurs moléculaires

Plusieurs types de marqueurs moléculaires ont été développés chez I’huitre creuse
dans le cadre d’études de génétique des populations, d’identification d’especes, d’études de
polymorphisme ou de cartographies genétiques. A I’heure actuelle, les marqueurs

moléculaires disponibles sont :

- Allozymes: la vigueur hybride (ou heterosis) a été décrite chez les bivalves pour la
premiére fois en 1978 (Singh et al., 1978). Cette vigueur était positivement
corrélée au niveau d’hétérozygotie de marqueur allozymes chez des populations
naturelles. Les causes de cette association entre marqueurs et I’hétérosis ont été
largement débattu et opposeérent deux hypothéses : la superdominance « directe »
Ou « associative » (Zouros et al., 1994; Britten, 1996; David, 1998; Bierne et al.,
2000).

- SSCP (single Strand Conformation Polymorphism) de génes mitochondriaux ou
nucléaires: ces marqueurs ont été utilisés pour différentes application telles que
I’étude du succes reproducteur (Li et al., 1998); du polymorphisme de genes
impliqués dans des mécanismes de défense (Tanguy et al., 2002; David et al.,
2007).

- RAPD (Random Amplification of DNA Polymorphism) : ces marqueurs, dont
I’utilisation est relativement aisée, ont été développés afin d’identifier deux
populations d’huitres provenant du Japon (Hiroshima) et de Corée (Goseong). Au
final, 49 marqueurs RAPD particulierement polymorphes (93% d’individus
polymorphes) ont été developpés (Aranishi et al., 2004) .

- AFLP (Amplified Fragments Lenght Polymorphism) : Pour I’élaboration de leur
carte genétique, Li et Guo (2004) ont utilisé 17 combinaisons d’amorces afin de

développer le maximum de marqueurs AFLP possible. Au total, 1106 pics AFLP

31



Chapitre I - Introduction

ont tout d’abord été identifiés, mais seulement 34,7% d’entre eux ont été utilisés
car ils étaient polymorphes chez les individus issus du croisement backcross utilisé
pour cette étude. Cette approche a également été utilisée pour la construction de la
carte génétique chez I’huitre creuse Crassostrea virginica, chez laquelle, 114

marqueurs AFLPs ont été cartographiés (Yu et Li, 2003).

- Microsatellites : les marqueurs microsatellites sont aujourd’hui les marqueurs
moléculaires les plus utilisés chez C. gigas. Désormais, il existe plus de 300
marqueurs microsatellites déposés dans « GenBank » dont plus d’une centaine a
été publiée (Magoulas et al., 1998; Huvet et al., 2000; Li et al., 2003; Sekino et al.,
2003; Yamtich et al., 2005; Yu et Li, 2007; Wang et al., 2008; Yu et Li, 2008). lls
ont été largement utilisés pour des études de parenté (Taris, 2005) ou de
construction de cartographies génétiques (Li et Guo, 2004; Hubert et Hedgecock,
2004; Yamtich et al., 2005) car leur atout majeur est le nombre moyen élevé
d’alléles a un locus (>30 ; Huvet et al., 2004 ; Boudry et al., 2002).

- SNP (Single Nucleotide Polymorphism): A [I’heure actuelle et a notre
connaissance ; aucun marqueur de type SNP n’est clairement identifié, ni déposé
dans le domaine publique en tant que marqueur moléculaire chez Crassostrea
gigas, mais il existe un intérét certain pour leur développement en raison du haut
niveau de polymorphisme observé facilitant leur identification au sein des
séquences ESTs (Curole et Hedgecock, 2005).

1.3.4 Fardeau Génétique

Chez les mollusques bivalves, des phénoménes d’association entre marqueurs et
hétérosis et de distorsion de ségrégation, ont été largement décrits au cours des 25 dernieres
années. Un important fardeau génétique de mutations déléteres récessives pourrait expliquer
ces deux phénomenes, selon I'nypothese de dominance de I'hétérosis. Launey et Hedgecock
(2001) ont utilisé des lignées dérivées d'une population naturelle d'huitre du Pacifique, ils ont
compareé les ratios de ségrégation de microsatellites a 6 h apres fécondation et a 2-3 mois en
familles hybrides F2 ou F3. Les données de segrégation des marqueurs, lorsque les modeles
de sélection liée aux mutations récessives délétéres sont extrapolés a I'ensemble du génome,
estiment que ces lignées portent chacune de 8 a 14 des mutations récessives hautement
délétéres. Cette preuve d’un fardeau génétique élevé établit I’huitre comme un modéle animal
pour la compréhension des causes genétiques (dépression de consanguinité) et physiologiques
de I’hétérosis (Hedgecock et al., 2007).
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1.3.5 Cartographies génétiques

Deux cartes génétiques ont été développés chez I’huitre creuse. La premiere est
basée sur des marqueurs de type AFLP (Li et Guo, 2004); et la seconde sur une centaine de
marqueurs microsatellites (Hubert et Hedgecock, 2004; tableau 2). La premiére carte regroupe
119 marqueurs chez la femelle et 96 chez le male répartit en 11 et 10 groupes de liaison,
s’étend sur une distance totale de 1258 et 933 cM respectivement chez la femelle et le male.
La seconde carte, se divise en 12 et 11 groupes de liaison, s’étend sur une longueur de 770 et
616 cM chez la femelle et le male et regroupe 88 et 86 marqueurs microsatellites
respectivement. En terme de densité, la premiere carte est relativement plus dense avec une
distance moyenne intermarqueurs de 9,5 et 8,8 cM chez la femelle et le male alors que pour la
seconde carte, cette méme distance, est comprise entre 13 et 10 cM selon le sexe considéré.
Ces deux cartographies posent les bases nécessaires a la recherche de QTLs d’intérét chez
cette espéce. Ces aspects de cartographie génétique seront développés plus amplement au sein

du chapitre 111 de ce manuscrit de thése.

Tableau 2 : Principales caractéristiques des deux cartes de liaison développées chez C.gigas.

Nombre de Distance inter- % de
Nombre de Taille de la carte couverture du o
groupes de - marqueur . Publication
marqueurs - (Femelle/Male - A génome e
~ liaison (Femelle/Male - associée
(Femelle / Méale) A cM) (Femelle /
(Femelle/Male) cM) A
Male)
119/ 96 (AFLP) 11/10 1258 /933 9,5/8,8 82/81,3 (Li et al., 2004)
88 /86 12/11 770/ 616 13,6 /10,1 75179 ~ (Hubertetal,

(Microsatellites) 2004)

1.3.6 Cartographie cytogénétique

Au sein du genre Crassostrea, des analyses comparatives de caryotype marqués (G-
banding) ont été menees chez trois especes (C. gigas, C. angulata et C. virginica) mettant en
évidence des régions communes (chromosome 3) et des régions caractéristiques de chacune
des espéces, fournissant un argument supplémentaire a la divergence génétique entre C. gigas
et C. angulata (Leitao, 2004; Leitdo, 1999). De plus, la cartographie cytogénétique de géenes
ribosomaux (sous unité 5S) par hybridation in situ a été réalisée (Wang et al., 2001). La
séquence cible a été identifiée sur les paires chromosomiques 1, 2, 4, 5, 7, 8 et 10. A
I’exception de ces travaux, peu de données sont disponibles. Chez les espéces proches C.

virginica et C. angulata, seuls quelques genes ribosomaux ont été cartographieés.
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1.4 Contexte de I’étude :

1.4.1 Les caracteres d’intérét pour I’amélioration chez les huitres

Malgré I’importance économique de la production de I’huitre creuse Crassostrea
gigas en France et dans le monde, cette espece a peu bénéficié des améliorations observées
chez la quasi-totalité des especes d’intérét agricole et un nombre croissant d’especes d’intérét
aquacole. Le principal apport de la génétique a I’amélioration de la production de cette espéce
consiste en la production d’individus triploides (pour revue voir Nell, 2002). Chez les huitres,
les principaux objectifs des programmes de selection ont été classés par Mahon (1983) en
quatre groupes principaux par caracteres d’intéréts: (a) caracteres liés a la ponte et au
développement larvaire ; (b) amélioration de la survie et de la croissance de la fixation a la
taille commerciale ; (c) résistance a des facteurs environnementaux défavorables ; et (d)
morphométrie de I’huitre. La survie et la croissance sont toujours les deux caracteres

prioritaires étudiés dans les programmes de sélection (Lymbery, 2000).

Les huitres sont, a priori, de trés bons candidats pour des programmes de selection
compte tenu de leur importance économique, du contréle de leur cycle biologique et de la
grande variabilité génétique. En Australie, plusieurs programmes de sélection ont débuté dans
les années 1990 visant a améliorer la croissance chez Saccostrea commercialis. A partir de
1990, un programme de sélection massale a été initié par le NSW Fisheries. Les résultats
acquis apres deux genérations de sélection étaient encourageants (Net et al. 1996; Nell et al.,
1999). Pour C. gigas, un programme de sélection a débuté dans ce pays en 1996. Les
principaux objectifs de ce programme visent a améliorer la croissance, la qualité de la chair et
la forme de la coquille par I’intermédiaire de plusieurs stratégies de selection (sélection
individuelle et/ou familiale, croisements consanguins). Les premiers résultats indiquent un
gain de performance pour tous les caractéres étudiés avec les meilleurs résultats via la
sélection familiale (CSIRO, 2002). Aux USA, le « Molluscan Breeding Program »
(http://www.hmsc.orst.edu/projects/mbp), programme de sélection ayant pour objectif
d’améliorer le rendement en culture, a été initié en collaboration avec les écloseries
ameéricaines sur la cote ouest. Les résultats de ce programme, basé sur un nombre important
de familles (>400), montrent un gain génétique significatif pour ce caractére (Langdon et al.,
2003).

L'héritabilité désigne la part des genes dans la variance d'un caractére exprimé. Il s'agit

d'une mesure statistique et quantitative qui ne concerne jamais un individu, mais toujours un
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ensemble d'individus. L’estimation de I’héritabilité et des corrélations génétiques entre
caractéres d’intérét apparait un préalable indispensable au lancement d’un programme de
sélection de ces caracteres. Chez les bivalves, un nombre relativement important
d’estimations d’heéritabilité pour divers caracteres est rapporté dans la littérature, mais la
grande majorité de ces études concerne la croissance et tres peu la survie. En effet, ce
caractére est difficile a améliorer par I’intermédiaire de la sélection génétique (Gjedem,
1985), alors que la croissance est généralement considérée comme étant un caractere

présentant une héritabilité faible a modérée (Toro et al., 1990).
1.4.2. Le caractere de survie aux mortalités estivales

Aux USA, les travaux menés chez C. gigas dans les années 1970-1980, suite aux
problemes de mortalités estivales survenues des les années 1960, ont montré que ces
mortalités affectaient différentiellement des familles bi-parentales (Beattie et al., 1980). Un
schéma de sélection, basé sur (1) des « challenges » thermiques appliqués aux géniteurs et (2)
la sélection des meilleures familles issues de ces géniteurs fut alors proposé (Beattie et al.,
1980). Les résultats obtenus en troisiéme génération ont montré une diminution significative
des mortalités (Hershberger et al., 1984) mais le schéma de croisement et de sélection utilisé
n’a apparemment pas permis de calculer I’héritabilité du caractére ni de poursuivre a plus
long terme ce programme. De la méme maniére, des différences significatives en terme de
survie entre familles bi-parentales ont été mises en évidence en France (Pajot et al., 1998; Le
Borgne, com. pers.). Cependant, les différences observées entre familles ne sont pas
forcément d’origine génétique du fait (1) des biais possibles liés a la confusion entre effet
« famille » et effet « environnement précoce» et (2) a la possible transmission verticale ou

pseudo-verticale d’agents pathogenes (notamment le virus de type herpes).

Des travaux plus récents (Ernande, 2001) ont montré des résultats intéressants,
notamment sur la survie d’huitres agées d’un an. Les bases génétiques de la croissance, de la
survie et de I’effort reproducteur, ainsi que leur plasticité (capacité d’un génotype a exprimer
différents phénotypes en fonction de I’environnement), ont été étudiées en se basant sur un
plan de croisements de type hiérarchique (15 familles de plein-fréres constituant 5 familles de
demi-freres ; Ernande et al., 2004). Les résultats obtenus en milieu contr6lé et en milieu
naturel ont montré des différences significatives entre familles pour I’ensemble des trois

caractéres étudiés. Parmi ceux-ci, la survie présente la plus forte héritabilité (0,28" + 0,18).

! L*héritabilité est comprise entre 0 (caractére non héritable) et 1 (caractére fortement héritable).
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Pour ce qui concerne la plasticité de ces caracteres, I’effort reproducteur présente une forte
héritabilité (0,58 + 0,33). L’étude des corrélations génétiques et phénotypiques (en milieu
contr6lé) entre les caractéres de croissance, effort reproductif et survie est particulierement
intéressante. Les corrélations phénotypiques entre (1) croissance et survie et (2) croissance et
effort reproductif sont négatives. A I’inverse, la corrélation phénotypique entre croissance et
effort reproductif est positive. Le signe des corrélations génétiques entre ces caractéres change
en fonction des environnements dans lesquels les huitres sont élevées. De plus, une forte
correlation génétique positive entre survie et plasticité de I’effort reproducteur a également été
montrée. Ces résultats demontrent la grande flexibilité des « mécanismes » physiologiques
sous-jacents et I’importance des interactions animal-environnement dans les études génétiques

chez les huftres.

1.4.3. Etude des bases génétiques de la mortalité estivale du naissain et des possibilités

d’amélioration de la survie par sélection dans le cadre du programme Morest

Suite a ces travaux, la partie  génétique du projet  Morest
(http://www.ifremer.fr/morest-gigas/), visaient a déterminer si la survie du naissain de C.
gigas en peériode estivale était héritable et donc sélectionnable. Les principales questions

traitées étaient les suivantes :
» Existe-t-il une base génétique de la survie du naissain en période estivale ?
» Quelle est I’importance de cette base génétique si elle existe ?
* Quelle est la réponse a la sélection lorsque la survie est sélectionnée ?

e Quelle est la nature des corrélations entre la survie du naissain et d’autres caractéres

d’intérét (survie ultérieure et croissance) ?

Afin de répondre a ces questions, un protocole expérimental de génétique quantitative
a été mis en ceuvre sur plusieurs genérations afin de répondre a ces questions. Ces travaux ont
également fourni également les bases nécessaires a la définition d’une stratégie de sélection

géneétique pour améliorer la survie et a sa mise en ceuvre (Boudry et al., 2008)
1.4.3.1 Sélection en premiére génération (Go-G1)

Un échantillon de 300 huitres, issues de captage naturel de Seudre, a été prélevé en
novembre 2000 dans le bassin de Marennes-Oléron. Ces huitres ont été placées en maturation
selon les conditions habituelles d’écloserie et reproduites aux cours de 3 séries successives de

croisements. Pour chaque série, 6 males ont été utilisés et chaque male a été croisé avec
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quatre femelles afin d’obtenir 6 familles de demi-fréres et 24 familles de plein-freres (les

males et les femelles étant choisis aléatoirement dans la population G).

La caractérisation sur estran des familles a été realisée chez 17 familles de demi-fréeres
(6 méles x 3 séries mais perte d’une famille par mortalité en phase larvaire), dont chacune
d’elle est constituée de 2 a 3 familles de plein-freres, dans un dispositif multi-sites composé
de 3 sites ateliers : Ronce Perquis (« Ronce » dans le Bassin de Marennes-Oléron), Riviére
d’Auray (« RA » en Bretagne sud) et Baie des Veys (« BDV » en Normandie). Ronce et RA
sont des sites présentant habituellement les plus fortes mortalités de juvéniles entre juin et
septembre, alors que BDV présente des mortalités estivales moins importantes a ce stade
(Fleury et al., 2001).

Les mortalités entre la mise sur site et octobre ont été de 6, 16 et 25% sur les sites BDV,
Ronce et RA respectivement. Les familles de demi-fréres ont montré des mortalités moyennes
de 2 a 34% en BDV, de 3 a 69% a Ronce et de 8 a 82% a RA (Figure 9). Tous les facteurs
testés sont significatifs sauf les interactions site x male et site x femelle. La famille de demi-
fréres issue du méle 14 a montre des fortes mortalités dans les 3 sites. Les familles de demi-
freres issues des males 4, 7 et 8 ont montré de fortes mortalités (38 a 63%) a Ronce et RA.
Inversement, les familles de demi-fréres issues des males 2, 9, 10, 11, 15 et 18 ont montré des

faibles pourcentages de mortalité (moins de 7% a Ronce, 12% a RA et 6% a BDV).

1005 T Ronce B RA BDV

80 | , JI
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20 - | ) 1 ..
| - .

0 - 1 ‘

Figure 9 : Pourcentages moyens de mortalité et écart-types chez les 17 familles de demi-freres

Pourcentage de mortalité (%)

relevés dans les 3 sites, le 02 octobre 2001.

L’estimation d’héritabilité de la survie est tres élevée sur le site de Ronce (1,08 * 0,46)
et le site de RA (0,89 + 0,40) et moderée en BDV (0,47 + 0,20).
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1.4.3.2 Seconde genération : sélection divergente pour une faible ou une forte survie

du naissain sur le terrain en premiere période estivale (G1-G,)

Suite aux résultats obtenus en 2001, la meilleure et la plus mauvaise des familles de
demi-freres pour chaque série ont été retenues pour une expérience de sélection divergente sur
la survie au stade naissain. Les familles sélectionnées n’ayant pas ou peu subi les mortalités
estivales de 2001 ont été dénommées familles « résistantes», ou ‘R’, et les familles
sélectionnées comme ayant présentées des mortalités importantes en 2001 ont été appelées

familles « sensibles » ou “S’.

Pour chaque famille G1 sélectionnée, 500 individus ont été conservés a la nurserie
Ifremer de Bouin pour grossissement intensif afin d’obtenir des animaux aptes a se reproduire
des I’age de 9 mois. Ces animaux, indemnes de toute mortalité, ont été mis en élevage sur
estran dans le bassin de Marennes-Oléron de fin septembre a mi-janvier. Début janvier 2002,
aucune mortalité n’ayant été constatée, 60 individus par famille ont été conditionnés pour
reproduction afin de générer les familles « G2R » et « G2S ». Chaque famille a été obtenue
par le croisement d’une moyenne de 25 males et 25 femelles de chaque famille G;
sélectionnée afin de représenter au mieux leur valeur génétique. D’autre part, ces mémes
familles G; ont été reproduites en consanguinité (intra famille de plein-freres et de demi-

freres) générant les familles « G,CR » et « G,CS »

Les lots G, ont été placés sur estran en période estivale et la mortalité a été suivie. Les
mortalités moyennes ont été de 13,8%, 24,1% et 11,5% a Ronce, RA et BDV respectivement.
De plus, I’interaction entre la survie des lots et les sites est significative. Pour ce qui concerne
les lots G,c, la mortalité moyenne sur le site Ronce a été de 19,6%. Les lots G,CcR ont montré

une mortalité significativement inférieure (3,8 %) aux G,cS (43,3%).

1.4.3.3 Troisieme génération : répétabilité de la réponse a sélection divergente pour

une faible ou une forte survie du naissain en premiere période estivale (G,-G3)

Afin de tester la répétabilité de la réponse a la sélection et des estimations des
parameétres génétiques observées en seconde génération, une troisieme génération a été
produite en 2003. De maniére similaire aux générations précedentes, 500 huitres par lot G,
ont été gardées indemnes de toute mortalité et soixante huitres par lot ont été conditionnées
pour leur reproduction. Chaque croisement a été réalisé avec une moyenne de 23 males et 23

femelles par lot parental G,. Les lots G3S et G3R ont été obtenus par croisement des G,CR et
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G,cS. Chaqgue croisement a éeté réalisé dans les deux sens possibles (males x femelles et

femelles x males) avec une moyenne de 23 males et 23 femelles par lot parental G,c.

Des croisements intra-lots (donc générant de la consanguinité) ont également été
réalisés. Une moyenne de 12 males et 12 femelles a été utilisée pour chaque lot G2R, G,S,
G,CR et G,cS, générant respectivement les lots consanguins GscR, GacS, Gsc’R et Gsc?S (c?
indiquant 2 générations successives de consanguinité). Pour les lots Gs, les protocoles
d’élevage larvaire, de micronurserie et de nurserie utilisés pour G; et G, ont été appliques a

I’identique. Le testage sur estran des lots G3R et G3S n’a été réalisé que sur le site RA.

Les mortalités moyennes des lots Gs, sur le site de RA, est de 27.1% et 72.5%
respectivement pour les lots GsR et G3S. Sur le site de Ronce, la mortalité des lots Gsc?R

(34,6%) a été significativement inférieure & celle des Gsc?S (73,1%)

L’examen plus détaillé des mortalités des GscR et GscS montre que les lots issus du
male 15 (Go), qui avaient montré des faibles mortalités dans les générations précedentes,
présentent une mortalité élevée, en comparaison a celle des descendants des males 2 et 9. De
la méme maniére, les lots issus du méale 7 se distinguent des lots issus des males 4 et 14,
Ainsi, les lots issus des males 7 et 15 ont montré une mortalité du méme niveau que le témoin
et ils ne semblent pas étre respectivement aussi « sensible » ou « résistant » au phénomeéne des
mortalités estivales qu’estimé en G; (figure 10). Les estimations d’héritabilité et leur

significativité sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3: Estimations d’héritabilité réalisée estimée en troisieme génération pour le caractére

de survie du naissain (octobre 2003 ; n= nombre de familles ayant servi a ces estimations).

site R S R+S
h? n h? n h? n
G3 RA 1,62+0,58° 12 0,74+0,09° 12 0,930,007 24
G3c + G3c2 Ronce 1,69+091 23 0,43+0,10° 23 0,70+0,09 46

Seuil significatif : * P>0,05 ; ** P>0,01 ; *** P>0,001
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Figure 10 : Moyennes et écarts types par male de la genération «0» des mortalités des lots

G3CR et G3cS et témoin (vert) en octobre 2003 sur le site de Ronce

1.4.3.4 Etude des performances de survie du naissain au laboratoire et corrélations

avec les données obtenues sur estran.

En complément des suivis sur estran, plusieurs suivis ont été réalisés au laboratoire
(bassins extérieurs et raceways intérieurs). Ceux-ci avaient initialement pour principal objectif
d’identifier de maniere précoce (c.a.d. avant les périodes de mortalité sur estran) des lots
présentant des performances contrastées. L’ensemble des suivis realises est présenté dans le
tableau 4. Pour les expeériences L1 et L8, un stress thermique (2 h a 40°C en étuve) a été
appliqué aux huitres. Pour les expériences L3 et L4, contrairement a toutes les autres, le
naissain a séjourné sur estran a Ronce entre la période de nursage a Bouin et les suivis en
laboratoire. Les corrélations entre la survie au cours de ces suivis au laboratoire et les survies

sur estran ont pu étre examinées a partir des données présentées précédemment.
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Tableau 4 : Ensemble des suivis réalisés pour I’étude de la survie en laboratoire

Nombre
Tragsfert Transfert Début du Fin du suivi Nombre Nombre No(rjr;bre de
lots Expérience Croisement nurserie sur estran suivi au au de lots R de lots S t6moins témoins
; laboratoire laboratoire testés testés . 3n
(Bouin) 2n testés .
testés=
G2 L1 18/03 2/04 / 13/06 2/07 9 9 4 1
G2 L2 18/03 2/04 / 4/07 5/08 6 5 4 1
G2 L3 18/03 2/04 11/07 22/08 4/09 11 11 4
G2c L4 29/04 18/06 8/08 4/09 17/09 10 8 3
G3 L5 17/02 10/04 / 25/06 4/09 12 12 1 3
G3c?
L6 24/03 15/05 / 9/07 04/09 12 11 1
G3c L7 28/04 11/06 / 24/07 04/09 12 12 1

- Résultats des suivis en laboratoire

Dans I’expérience L5, le naissain Gz 4gé de 4 mois a été testé en laboratoire a partir du
25 juin. Les mortalités ont eu lieu durant une semaine a partir du 23 aoQt. Les mortalités des
lots R ont varié de 19 a 42%, celles des lots S de 42 a 67% (témoin 2n: 52%). Les
expériences L6 et L7 ont présenté des résultats similaires, les différences entre lots R et S

étant toujours significatives.
- Comparaisons entre les mortalités sur estran et au laboratoire

Les mortalités des lots testés dans les expériences en laboratoire L1 a L8 ont été
corrélées a celles observées sur estran. En 2003, pour I’expérience L3, les corrélations sont
significatives pour le site RA (r = 0,63, p < 0,01) et le site de Ronce (r = 0,47, p = 0,01). De

plus, toutes les corrélations entre mortalité au laboratoire et sur estran sont significatives.

- L5/RA (G3) : r=0,85, p<0,0001
- L6 / Ronce (Gsc?) : r = 0,84, p < 0,0001 (Figure 11)
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Figure 11 : Corrélation entre les mortalités cumulées au cours de I’expérience L4 et les

mortalités & Ronce sur estran des lots Gac?.

L’ensemble des résultats obtenus supporte I’hypothese de I’existence d’une base
géneétique importante aux variations observées pour la résistance aux mortalités estivales :
46% de la variabilité totale observée dans la G; (Dégremont et al., 2005). Les résultats
obtenus dans le cadre du programme de sélection « MBP » sont trés semblables (Evans &
Langdon, pers. com.). Les estimations de I’héritabilité du caractere obtenues en Gi, les
estimations d’héritabilité réalisées pour améliorer ou, au contraire, diminuer la survie estivale
du naissain, sont tres élevées. Ces résultats peuvent apparaitre surprenants, les caracteres
fortement liés a la fitness présentant généralement une héritabilité faible ou nulle. La
répétition en Gz des résultats obtenus en G, pour la réponse a la sélection et la cohérence de
nos résultats (entre sites, entre années, entre lots consanguins ou non consanguins et entre
niveaux de ploidie) est cependant a souligner. Globalement, nous pouvons observer que
lorsque les mortalités sur les lots témoins sont supérieures a 10%, les lots R correspondants
ont toujours une survie significativement supérieure (sauf un cas d’égalité pour les Gsc) et que
les mortalités des lots S sont toujours significativement supérieures a celles des témoins (et
également celles des R). Globalement, les différences observées entre les lots suivent les
mémes tendances qu’en premier été (quand les mortalités sont supérieures a 10%, les lots R

présentent des survies significativement supérieures aux lots S, sauf pour la G3 en RA).

Les résultats corroborent ceux précédemment observés aux USA (Beattie et al., 1980;
(Hershberger et al., 1984) et en France (Ernande et al., 2004). La plus forte héritabilité du

caractéere dans ces expérimentations par rapport a ces travaux peut étre liée au fait que ceux-ci
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concernent des huitres plus agées (un an et plus). Si des mortalités ont lieu avant la période de
mesure du caractéere (ce qui est souvent le cas) et qu’il existe une base génétique a ces
mortalités, la conséquence est une perte de la diversité génétique (par effet de la sélection) et
donc des estimations d’héritabilité plus faibles. De plus, les conditions d’élevage n’étant
jamais strictement homogénes entre les individus, plus le caractere est étudié tardivement,

plus il peut étre affecté par ces variations, sous-estimant ainsi sa base génétique.

La variabilité génétique, mise en évidence en G; et sélectionnée dans les générations
suivantes, apparait nettement additive. Ainsi, la réponse a la sélection pour augmenter la
survie est tres semblable a celle pour la diminuer. La consanguinité ne semble pas affecter de
maniere significative la survie du naissain aux mortalités estivales. Les suivis de lots
consanguins et non consanguins effectués a Ronce en G, montrent des mortalités similaires.
Les effets de la consanguinité ont été étudiés chez de nombreux bivalves : Ostrea edulis
(Bierne et al., 1998), Crassostrea virginica (Longwell et al., 1973), Pecten maximus
(Beaumont et al., 1983), Argopecten circularis (Ibarra et al., 1995), and C. gigas (Hedgecock
et al., 1995) et les travaux publiés par Launey et Hedgecock (2001) ont clairement démontré

un important fardeau génétique chez C. gigas.

L’expression du fardeau génétique en phase larvaire contribue a masquer I’effet de la
consanguinité aux stades de développement ultérieurs (certains genotypes étant éliminés des
la phase larvaire). Nos résultats sont en concordance avec ceux publiés par Evans et al.
(2004), qui montrent que la survie au stade adulte est relativement peu affectée par un niveau
de consanguinité modéré. En G3 les comparaisons sont moins directes car les lots consanguins
ont été testés a Ronce et les non consanguins a RA, mais les lots G3R et G3S présentent des
mortalités similaires aux lots Gsc?R et Gsc?S. Ces résultats pourraient étre interprétés comme
le masquage de la réponse a la sélection (observée dans les lots R et S non consanguins) par

une « légere » dépression de consanguinité.

Parmi les différents facteurs permettant le maintien de variabilité génétique pour des
caractéres directement a la fitness, nous favorisons celle proposée par Ernande et al. (2004) :
I’existence de « trade-offs» (effets de compensation) entre la survie et la reproduction.
L’absence de réponse corrélative entre survie et croissance observée dans les
expérimentations et les études de la reproduction entre lots R et S supportent cette hypothese.
L’investissement dans la reproduction est connu pour étre tres important chez I’huitre adulte

mais I’effort de reproduction chez le naissain a été moins étudié. Cette hypothése ne sous-
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entend pas forcément un lien physiologique direct entre colt de la reproduction et survie,

I’intervention d’agents pathogénes comme agent causal des mortalités restant possible.

La résistance aux mortalités estivales n’en reste pas moins un caractere trés plastique
car tres dépendant des conditions environnementales qui induisent (ou non) les mortalités.
Cette importance de I’environnement sur I’expression du caractére peut contribuer au
maintien de variabilité génétique du fait des variations, dans I’espace et dans le temps, des

pressions de sélection (Ernande et al., 2004).

1.5 Objectifs généraux du travail de thése

Forts des connaissances acquises, et du matériel biologique disponible, un projet
européen (« Aquafirst : Combined genetic and functional genomic approaches for stress and
disease resistance marker assisted selection in fish and shellfish » FP6, n°513692) a été initié.
L'objectif global de ce projet est d'identifier les genes associés au stress et la résistance a des
maladies chez I’huitre creuse, la truite, la dorade et le bar, afin de fournir une base
physiologique et génétique pour la sélection assistée par marqueurs. Ces études ont été
réalisées pour les poissons (bar, daurade, truite arc en ciel) en s’intéressant a des caractéres de
stress et de résistance a différents agents pathogénes directement liés a l'aquaculture, et chez
I’huitre creuse en utilisant des conditions qui induisent de fortes mortalités en période

estivale.

Un des objectifs principaux de ce projet était d’identifier et caractériser des marqueurs
liés a la résistance a la mortalité estivale chez C. gigas, en vue de leur possible application

dans le cadre d’une sélection assistée par marqueurs.

Mon travail de thése s’inscrit dans le cadre de ce projet. Il avait pour objectifs généraux de
développer de nouveaux marqueurs moléculaires de type SNP, de les intégrer dans la
construction d’une carte génétique consensus qui nous servira de base pour la recherche de
QTL liés a la résistance a la mortalité estivale chez I’huitre creuse C. gigas. Pour permettre

une primo-localisation de ces QTL, nos efforts se sont concentrés sur quatre points :
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- Produire le matériel biologique adapté (familles F2) et réaliser un suivi de mortalité

en conditions expérimentales (phénotypage)

- Développer de nouveaux marqueurs moléculaires de type SNP et microsatellites a

partir des sequences EST disponibles dans le domaine public

- Génotyper et intégrer des marqueurs précedemment cartographiés par Hubert et
Hedgecock (2004) et les marqueurs nouvellement développés pour construire d’une

cartographie génétique consensus

- Reéaliser une primo-localisation de QTL(s) de résistance a la mortalité estivale

Ce document de thése se présentera donc selon les quatre points indiqués précédemment.
Ainsi, le chapitre Il aborde le schéma de production de familles ségrégeantes F2. Ces familles
ont été placées dans des conditions expérimentales permettant de suivre I’évolution
temporelle des mortalités. Ce suivi nous a permis de récolter des données phénotypiques qui
ont ensuite été combinées aux données de génotypes (chapitre V) pour rechercher des
associations génotype-phénotype pour le caractére survie a la mortalité estivale et la charge

virale en herpés virus associée aux mortalités.

Le troisieme chapitre est consacré au développement de nouveaux marqueurs de
type SNP, avec une revue des méthodes de détection et de génotypage a « haut debit » de ces
marqueurs et le développement de microsatellites par une approche «in silico» ou

bioinformatique. Le génotypage de I’ensemble de ces marqueurs y est également décrit.

Les méthodes et résultats de la construction d’une carte génétique consensus, c'est-
a-dire résultant de I’analyse combinée des données des différentes familles F2, sont décrits

dans le chapitre IV.

Enfin, le chapitre V traite de la recherche des associations entre génotype et
phénotype (ou QTL), pour les caracteres de survie et de charge virale associée a la mortalité

estivale chez I’huitre creuse C. gigas et de leurs effets et localisation.
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Chapitre Il : Caractérisation phénotypique de familles en période estivale

Ce chapitre a pour but de décrire la production de familles en ségrégation et de
caractériser (dynamique de I’événement de mortalité) une expérience de suivi de mortalité en
période estivale en vue de recueillir des données de phénotypes sur ce matériel. Ce matériel
biologique servira ensuite de base a la construction d’une carte génétique consensus puis
I’ensemble de ces données sera combiné pour rechercher des QTL liés a la variance des

caracteres phénotypés au cours de I’expérience.
2.1 Production de familles en ségrégation

Afin de réaliser une recherche de QTL, la construction d’une carte génétique est
nécessaire. Ceci est réalisé a partir d’un matériel biologique adapté, chez lequel les caracteres
d’intérét et les marqueurs sont en ségrégation. Selon Vaiman (2000), une famille idéale pour
construire une carte génétique est une famille de trois générations d’au moins 40 descendants.
Alors que de telles familles sont difficiles voire impossibles a constituer chez beaucoup de
mammiferes, elles peuvent étre aisément produites chez des espéces beaucoup plus fécondes,
comme les plantes, les poissons et les mollusques. En théorie, pour couvrir un génome de
mammifere, 300 méioses informatives suffisent pour construire une carte comprenant environ
200 marqueurs répartis uniformément sur la carte de liaison (Elsen et al., 1994). Cela revient a
disposer de familles informatives de 150 individus. Les types de descendance (« pedigree »)

sont relativement divers, certains n’étant applicables que chez les végétaux :

- une descendance de premiére géenération (F1 ; Chistiakov et al., 2008)

- une descendance de seconde génération (F2), issue de l'autofécondation d'un hybride
simple F1 (Tanksley et al., 1992) ou issue du croisement de deux parents F1 (approche
classique)

- une population F3 dérivee d'individus F2 par une génération d'autofécondation
(Beavis et Grant, 1991 ; Gradiner, 1993)

- une population de lignées recombinantes dérivée des individus F2 par plusieurs
générations d'autofécondation sans sélection (Reiter et al., 1992; Philipp et al., 1994)

- une descendance de croisement en retour (“backcross™) de premiere génération
lorsque I'nybride F1 est recroisé avec un de ses parents (Gebhardt et al., 1991; Durham
etal., 1992)

- des lignées issues d'haploides doublés chez des espéces ou l'androgenése ou la
gynogenese sont réalisables (Graner et al., 1991; Ferreira et al., 1994)

- une famille d'hybrides simples, inter ou intra-spécifique (Grattapaglia et al., 1994)

- une famille d'hybrides doubles (Jarrel et al., 1992; Devey et al., 1994)
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Le choix des parents a croiser et la création d'une descendance en ségrégation
constituent la premiére étape de la cartographie, support de la recherche de QTL. Une fois les
parents déterminés, une descendance en ségrégation d’un nombre aussi important que
possible d'individus est nécessaire pour obtenir un échantillon d'événements méiotiques
permettant d’estimer le plus précisément possible les taux de recombinaison entre les
marqueurs. De plus, si le génotype d’un ou plusieurs grands-parents est connu, cela permet de
déterminer de facon certaine la phase de liaison des alleles. Dans ces conditions, les individus
recombinants et non recombinants entre deux marqueurs liés peuvent étre cumulés méme s’ils
proviennent de familles différentes. En effet, I’analyse combinée de données de génotype et
de phénotype de deux a n familles, offre un potentiel pour extraire des informations
supplémentaires de ces données. Par exemple, I'analyse conjointe de deux a n populations ou
familles permet d’obtenir plus de puissance pour détecter les QTL, qui n’apparaissent dans
aucune étude individuelle ou peut étre utilisé pour confirmer la présence de QTL détectés
dans une seule population (Lander et al., 1995). L’analyse conjointe permet des estimations
plus précises des effets et de la localisation de QTL et pourrait étre utilisée pour étudier les
différences d’effets de QTL entre différentes populations (Walling et al., 2000).

De nombreuses cartes génétiques ont été réalisées a partir de croisements de plantes
appartenant a des especes différentes, ceci dans le but d’augmenter le nombre de marqueurs
polymorphes. Des cartes géenétiques ont ainsi pu étre obtenues chez la tomate et la pomme de
terre (Tanksley et al., 1992; Haanstra et al., 1999) ou le coton (Lacape et al., 2003). Ces
especes, bien que génétiqguement différentes, produisent des hybrides F1 fertiles. Plus les
especes sont éloignées, moins leurs génomes seront susceptibles de recombiner, générant ainsi
des cartes de liaison plus courte qu’en croisement intra-spécifique. Le choix d'un type de
descendance dépend essentiellement des objectifs de I’étude et des contraintes biologiques de
I'espéce. Les familles issues de "backcross™ ou les F2 sont les plus utilisées car elles sont

relativement rapides a obtenir.
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Il est admis que pour un méme nombre d’individus analysés, une descendance F2 est
préférable a une descendance issue d'un "backcross" car elle fournit deux fois plus
d'événements méiotiques exploitables dans le cas de marqueurs co-dominants (Beavis et al.,
1991). Les parents d'une descendance en ségrégation peuvent aussi étre choisis pour
maximiser les différences phénotypiques des caracteres d'intérét, permettant ainsi d'accroitre
la variance expliquée par le QTL (Lander et Botstein, 1989). Cependant, la cartographie de
QTL est beaucoup plus difficile chez des populations de type « outbred » parce que tous les
parents ne seront pas informatifs. Un parent informatif est un parent pour lequel les marqueurs
et les QTL ségrégent. Une méthode pour augmenter la puissance de I'analyse est donc de
choisir les parents sur la base des génotypes des marqueurs pour maximiser le déséquilibre de

liaison dans leur descendance.

L’huitre creuse est une espece qui se préte bien au schéma de production de familles
pour la recherche de QTL, car c’est une espéce a forte fécondité, les croisements sont bien
maitrisés et le temps de génération est relativement court (1 an). Dans notre étude, les
individus FO sont issus des lignées sélectionnées pour augmenter (lignées « R ») ou diminuer
(lignées « S ») la survie du naissain obtenus en troisieme génération du programme MOREST
(Dégremont, 2003). Ces deux groupes de géniteurs présentaient donc des performances
contrastées pour le caractére « résistance au phénoméne de mortalité estivale » pour lequel
une forte héritabilité (h?=0,7+0,34) a été mise en évidence (Dégremont, 2003). Ce matériel
biologique est donc a priori bien adapté a un schéma expérimental de détection de QTL pour
ce caractere. Par contre, cette sélection divergente ayant été strictement familiale (i.e. taux de
survie), la possibilité d’obtenir des valeurs phénotypiques discriminantes restait a démontrer

au niveau individuel.

2.2 Implication d’organismes pathogenes dans les phénomenes de mortalité estivale chez

I’huftre creuse

L’un des objectifs principaux en pathologie des mollusques est d’identifier et d’étudier
les organismes pathogeénes capables d’induire une maladie et des mortalités. Chez I’huitre
creuse, Crassostrea gigas, il est décrit en France des phénomenes de mortalité récurrents en
période estivale depuis de nombreuses années. Des travaux en pathologie semblaient d’autant
plus indispensables chez cette espéce qu’il n’était pas rapporté en Europe, jusqu’a ces
derniéres années, de maladies identifiées chez I’huitre creuse, a I’exception d’une infection
virale causée par un herpes virus. Ce dernier a été suspecté dés 1992 comme a I’origine

d’épisodes de mortalité massive chez les larves et au stade naissain (Renault et al., 1995;

51



Chapitre Il : Caractérisation phénotypique de familles en période estivale

(Renault et al., 2001). Ainsi, dans le cadre du projet MOREST, un certain nombre de travaux
ont été entrepris afin d’explorer I’implication d’organismes pathogenes dans le phénomeéne de
mortalité estivale de I’huitre creuse. Des travaux ont €té plus particulierement menés en
bactériologie. A I’issue du projet, aucun organisme pathogene n’est apparu comme
systématiquement associé aux mortalités estivales sur estran (Nicolas et al., 2007). Cependant,
des bactéries du genre Vibrio (Lacoste et al., 2001) et I’herpés virus OsHV-1 (Ostreid Hepes
virus typel) ont été décrits comme a I’origine de certaines des mortalités observées en periode
estivale. Les bactéries du genre Vibrio (V. aestuarianus et V.splendidus) sont détectées dans
plus de 50% des cas de mortalités et le virus herpés est trés frequemment détecté chez les
huitres de moins de un an. En effet, la recherche du virus en PCR réalisée entre 1997 et 2006,
lors de mortalités anormales observées en période estivale chez des lots de naissain de C.
gigas a montré une corrélation positive entre la détection du virus OsHV1 et ces événements
de mortalités. Parmi les lots présentant des mortalités, la détection du virus OsHV1 est
supérieure a 40% alors que la détection de ce virus est inférieure a 2% chez des lots analysés
hors période de mortalité (Garcia et al., com. pers; Pépin, com. pers.). Des résultats

comparables ont été rapportés aux Etats-Unis (Friedman et al., 2005).

Jusqu’a présent, aucune recherche d’agents pathogénes n’avait été effectué sur le base
d’un pas de temps journalier de préléevement lors d’un épisode de mortalité estivale chez
I’huitre creuse. Ceci s’explique en particulier par le difficulté technique de réaliser de telles
analyses pour des animaux élevés sur estran essentiellement pour des raisons d’accessibilité
(zones de balancement des marées). Compte tenu des récentes avancées technigques en matiere
de quantification de I’ADN du virus OsHV1 (Pépin et al., 2008), il apparaissait
particulierement intéressant de combiner (1) le suivi de mortalité mis en place pour le
phénotypage des familles F2 (décrit ci-dessous) et (2) I’évolution temporelle de la détection et
de la quantification de I’ADN viral associée a la mortalité observée grace aux nouveaux outils
de virologie moléculaire disponibles (PCR quantitative). Ces deux phénotypes (mortalité et
quantité d’ADN viral par individu interprétée comme la charge virale) ont été mesurés au
cours d’un épisode de mortalité de familles F2 pour étre finalement intégrés dans nos analyses
de recherche de QTL.
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2.3 Production du matériel biologique

Afin d’optimiser la détection de QTL, nous avons retenu le schéma de type F2. Les
précédents travaux de construction de cartographie genétique chez C.gigas ont été menés sur
une descendance obtenue par backcross (Li et Guo, 2004) ou par la production d’une F2
(Hubert et Hedgecock, 2004). La production de familles F1 biparentales a eu lieu en juillet
2004 a la station expérimentale Ifremer d’Argenton. Le naissain a été transféré en nursage a

I’écloserie Ifremer de Bouin (figure 12).

L’ensemble des phases de croisement, d’élevage larvaire et de pré-grossissement des
familles F2 a été réalisé au sein de I’écloserie expérimentale Ifremer de La Tremblade. Un
grossissement dit « intensif » du naissain a été assuré a la station Ifremer de Bouin grace a la
production en masse de la micro-algue fourrage Skeletonema costatum. Cette phase de
grossissement s’est deroulée du 12 avril au 31 juin 2006 (soit douze semaines) et avait pour
but de favoriser la croissance du naissain afin que la taille des individus soit la plus grande
possible. En effet, le protocole expérimental prévu visait a réecupérer des fragments de tissus
en dégradation sur les individus morts au cours de I’épisode de mortalité estivale, ce qui
nécessite d’utiliser des animaux d’une taille convenable (au moins supérieur a 4 cm) afin de

récupérer un fragment de tissu de taille suffisante pour les analyses génétiques.
2.3.1 Choix des géniteurs

En 2006, sur la base des ascendants des individus F1, le choix des individus de la F1 a
été réalisé afin de croiser les individus F1 les moins apparentés les uns aux autres. 150
animaux par famille F1 ont été ramenés de la station expérimentale de Bouin. Un échantillon
de 50 individus par famille a été placé dans des conditions environnementales optimales pour
leur entrée en maturation le 22 novembre 2005. Les 100 individus restants ont été placés en
raceways pour disposer d’animaux de réserve. Au début de la phase de maturation, la
température et I’apport trophique ont été progressivement augmentés pour atteindre, d’une
part une température de 22°C, et d’autre part un régime algal composé de Isochrysis aff.
galbana et Tetraselmis suecica, assurant une croissance optimale. Le croisement a été réalisé
le 22 février 2006.
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Lignées resistantes

Male GO 4etd 46t 14

a Famile G1 | FA-15*F4-16/ (F14-54)2 |  (F4-16)2/ (F14-54) | F4-15*F4-16 /F14-55"F14.54 |  (FA-16)?/F14-55"F14-54
o) G2C1 B2M2 D2*M2 B2P2 D2*P2

g Male GO Famille G1 G2C1 G3SD BM2 (K) DM2 (Q) BP2 (R) DP2 (AC)

O | .4 (F2-5)%/ (F3-36)2 A2*02 A02 (Y) Y1K(R) Y1Q(Z) R1Y (N) AC1Y (C)
a (F2-8)2/ (F9-36)2 62*02 G02(Z) Z1K(B) Z1Q(J) | R1Z(E) AC1Z (H)
g )3 (F2-8)2/ (F9-35)? G212 GJ2 (H) K1H (F) Q1H (V) H1R (AC) H1AC(O)
g) (F2-5)2 / (F/35)? 22 AJ2 (V) K1V (L) Q1V(T) VIR(Q) V1AC ( X)
—

Figure 12 : Plan de croisement a I’origine des individus FO dans le cadre du projet Aquafirst.

Prenons I’exemple du croisement F1: J*Q qui implique des individus des familles J et Q (cadres jaunes). Un individu de la famille J (entre
parenthéses), de génération FO dans le cadre du programme Aquafirst, est issu du croisement entre la femelle Z1 (le sexe femelle est codé par une
lettre et un chiffre) et le male Q. La femelle Z1, de la génération G3SD du programme MOREST, est elle-méme issue du croisement, en génération
G2, des individus des familles G2 et O2 (lire a I’horizontal vers la gauche), eux-mémes issus d’animaux issus de la lignée sensible au phénomene de
mortalité estivale (males Go n°2 et 9). A I’opposé, le male issu de la famille Q est issu de la lignée résistante au phénomeéne de mortalité car il est
issu du croisement entre des individus des familles D2 et M2 (lire en vertical et vers le haut), eux-mémes descendants d’individus de lignée
résistante (Male GO n°4 et 14).
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2.3.2 Plan de croisement

Pour chaque paire de familles F1, quatre croisements bi-parentaux (ou réplicats)
faisant intervenir quatre couples de parents différents ont été reéalises, permettant de faire face
a d’éventuels problémes de mortalités au cours des phases précoces du cycle de vie. Pour
chacun des cing croisements inter-familles, quatre réplicats ont été réalises. Ainsi, la famille
F2 a été nommée B*X car les individus de la famille F1 B ont été croisés avec des individus
de la famille F1 X. Quatre croisements (notés de 1 a 4), impliquant deux males et deux

femelles de chacune des deux familles, ont été réalisés (Tableau 5).

Tableau 5 : Plan de croisements F2

Croisement
Inter- Réplicats
Familles

Male R1 * Femelle O1
R*0O Male R2 * Femelle O2
Femelle R3 * Male 03
Femelle R4 * Male O4
Male Z1 * Femelle AC1
- Male Z2 * Femelle AC2
Z*AC Femelle Z3 * Male AC3
Femelle Z4 * Male AC4
Male B1 * Femelle X1
B * X Male B2 * Femelle X2

Femelle B3 * Male X3
Femelle B4 * Male X4
Male J1 * Femelle Q1
1*Q Male J2 * Femelle Q2
Femelle J3 * Male Q3
Femelle J4 * Male Q4
Male E1 * Femelle T1
Male E2 * Femelle T2
Femelle E3 * Male T3
Femelle E4 * Male T4

E*T

2.3.3 Obtention des gametes et fécondation

Les gametes ont éte obtenus par scarification de la gonade (« stripping ») a I’aide d’un
scalpel puis récupérés et rincés a I’eau de mer. Les spermatozoides et ovocytes ont été filtrés
sur des tamis de 25 et 60 um respectivement. Un comptage, par analyse d’image grace au
logiciel SAMBA™, a été réalisé pour déterminer la concentration des gametes pour chaque
individu scarifié. Ce comptage est réalisé sur cellules de Malassez pour les ovocytes et
cellules de Thoma pour les spermatozoides. Un ratio de 100 spermatozoides par ovocyte a été
utilisé pour la fécondation. Les fécondations ont eu lieu dans des béchers de 500 ml contenant

100 ml d’eau de mer filtrée, a température ambiante (18-20°C) afin d’éviter toute compétition
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spermatique. Pour chacune des jarres d’élevage de 30L, 3 millions d’ovocytes ont été
fécondés et mis en élevage. Aprés mélange, les gametes ont été laissés au repos pendant une
période de trois heures. Suite a cette période, L’observation au microscope d’ovocytes
fécondés a attesté du bon déroulement de la phase de fécondation. Les larves néoformées ont
alors été transférées en salle élevage larvaire. En parallele, des prélévements de tissus ont été
réalisés : pour chaque parent F1, la glande digestive et la gonade ont été decoupées et
éliminées et le reste des tissus a été conserve a une température de —20°C en vue de leur

génotypage.

2.3.4 Elevage larvaire

Apreés la fécondation, les zygotes ont été placés en jarre de 30L d’eau de mer, filtrée a
0,4 um et chauffée a 23°C+2°C. Deux jours aprés fécondation, I’estimation du taux
d’éclosion a été réalisee. Ces estimations sont basées sur le comptage de trois réplicats par
jarre d’élevage larvaire et qui doivent comporter un minimum de 50 larves. Pour chaque lot
ou croisement, I’ensemble de la population larvaire a été conservée, afin d’éviter I’impact des
pratiques d’élevage sur la diversité génétique des lots. En effet, des pratiques zootechniques,
telles que le tamisage sélectif (élimination des larves de petites tailles) a un impact significatif
sur la diversité génétique des lots produits (Taris, 2005). Ce genre de pratique, dans un cadre
expérimental, est donc fortement déconseillé car elles introduisent un biais important dans la
représentation des génotypes de la population, ce qui peut engendrer des phénomenes de
distorsion de segrégation problématiques dans la construction de cartes génétiques (voir

chapitre 111).

2.3.5 Nurserie

Les premieres larves oeillées retenues sur une maille de 220 um, c’est a dire préte a se
fixer, ont été transférées en micronurserie. Ces larves été placées dans un tamis de 150 pm,
dont les parois intérieures sont recouvertes d’une pellicule de paraffine. Au préalable, une
couche fine de microbrisure de coquilles d’huitres a été disposée sur le fond du tamis. Cette
brisure constitue un substrat propice a la fixation des larves. Les tamis ont été disposés dans
des raceways dont I’alimentation est assurée par un flux continu d’eau de mer filtrée, chauffée
a 23°C enrichie en phytoplancton. Les mémes conditions ont été appliquées a I’ensemble des
cohortes de fixation placées en micro-nurserie. Enfin, I’effectif maximum de larves placées

par tamis est de 50000 individus. Lorsque I’ensemble des individus d’une cohorte de fixation

56



Chapitre Il : Caractérisation phénotypique de familles en période estivale

est retenu sur une maille de 2 mm, il est alors possible de transférer cette cohorte en nurserie
(figure 13). L’étape de grossissement a eté assurée par I’équipe technique sur le site Ifremer
de Bouin pour assurer une croissance rapide des animaux. Cing cohortes (Z3*AC3 ; R2*02 ;
B2*X2 ; J1*Q1 et E2*T2) ont été envoyées a Bouin le 21 avril 2006 pour une période de
deux mois de nursage intensif : les animaux ont été placés dans des tubes tamis en raceways
ou une eau de mer chauffée et enrichie en phytoplancton circulait. Les animaux des cohortes
restantes ont été placés dans des conditions moins propices a un développement rapide (apport
trophiqgue monospécifique, eau de mer non chauffée). Dés lors, ces lots constituaient une

réserve permettant de modifier le choix des familles F2.
2.3.6 Suivi de la mortalité

A la fin du mois de juin 2006, les premiers échantillons (500 individus pour chacune
des familles F2) ont été congelés a -20°C. Puis, un échantillon de 1000 individus par lot, a été
mis en poche d’une maille de 4 mm, puis placé en raceway d’un volume de 120m?®. En
parallele, 500 individus de ces cing familles ont été mis en poche. Ainsi, pour chaque famille
F2, deux poches, contenant respectivement 1000 (poche n°1) et 500 individus (poche n°2)
étaient disponibles. Pour ne pas biaiser I’estimation du nombre d’individus morts qui ont été
échantillonnés dans la poche 1, le prélevement d’individus vivants a été réalisé dans la poche
2. Ce schéma expérimental nous a permis de comparer directement, la quantification d’ADN
viral par PCR quantitative associée aux deux états des animaux (morts/vivants) a une méme
date. Chaque poche ostréicole a été vidée quotidiennement de son contenu pour estimer la
mortalité et récupérer les individus morts. Tous les individus morts pour lesquels un fragment
de tissu était encore prélevable (c.a.d. pas trop décomposé), ont été immédiatement
individualisés puis congelé a -20°C, dans I’attente de I’extraction de I’ADN et de la
quantification de I’ADN du virus OsHV-1 (charge virale). En plus de ces individus morts, un
échantillon de 30 individus vivants a été prélevé quotidiennement. A la fin du suivi de
mortalité (15 octobre 2006), 150 individus survivants par lot ont été échantillonnés. Cet
échantillonnage constitue un groupe extréme de la distribution qui a été utilisé dans notre
stratégie de génotypage sélectif que nous avons appliqué dans la recherche de QTL liés a la
résistance au phénomene de mortalité observé en période estivale (voir chapitre V). Le second
groupe extréme était représenté par les premiers individus morts au cours du suivi chez
chacune des familles F2. De plus, la quantification de I’ADN viral a également été réalisée

chez ces animaux survivants.
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Production de la F2

Février Juillet Octobre
O 3 | E—
JO 'J18 'J83 Jl38 . J224
Reproduction Elevage Nurserie Suivi quotidien de
larvaire la mortalité estivale

Figure 13 : Schéma synthétique de la production des descendants F2 et du suivi de mortalité en 2006.
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2.3.7 Extraction d’ADN

Pour chaque individu mort puis congelé, un fragment de tissu, préférentiellement de la
branchie ou du manteau a été soigneusement découpé et isolé de la masse viscérale de chacun
des individus. Ce fragment a été pesé au dixieme de milligramme prés. L’ADN est alors
extrait a partir de ce fragment tissulaire selon le protocole recommandé du Kit Qiagen (Qiamp
tissue mini kit® ; Robledo et al., 2000). Les extractions ayant donné un rendement trop faible
(>50 ug d’ADN.uL™) ont été répétées. Si la quantité d’ADN extrait a été & nouveau trop
faible, I’échantillon a été remplacé par un autre. L’extrait brut d’ADN a été dosé par
spectrophométrie (Biospectrophotomeétre, Eppendorf) et visualisé par migration sur gel
d’agarose a 1,5%. Ensuite, les solutions meéres d’ADN ont été diluées en eau a diverses
concentrations adaptées au génotypage de marqueurs microsatellites (100ng.uL™), SNP

(50ng.uL™) et pour la quantification de la charge virale (2ng.uL™).
2.3.8 Protocole de quantification de I’ADN viral par PCR quantitative

Les charges virales des individus morts, des individus vivants (c'est-a-dire
échantillonnés au méme moment) et des individus survivants ont été estimées par
quantification du nombre de copies d’ADN viral par milligramme de tissu frais. Cette
quantification repose sur une technique de PCR quantitative préalablement publiée (Pépin et
al., 2008). Pour chaque échantillon, le mélange réactionnel (ou Mix) de PCR est détaillé dans

le tableau 6.

Tableau 6 : composition du Mix de PCR quantitative pour la quantification du virus OsHV1

Volume par
échantillon
(bL)
Mélange
Full-Velocity 12,5
Amorce sens 25
C9 [2uM]
Amorce
antisens 2,5
C10 [2uM]
Eau 2,5
ADN 5
[2ng/pL]
Total 25
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Le Mix Full-Velocity (Stratagene) comprend une Taq dite « Hot-Start? » ainsi que les
tampons et réactifs (MgCl,) nécessaires a son fonctionnement, des dNTP ainsi qu’un
fluorochrome, le Sybr Green I®. Sous forme libre, dans le milieu réactionnel, ce fluorochrome
n’émet aucune fluorescence. Dés lors qu’il se trouve en présence d’ADN double brin, il
s’intercale dans la structure double brin et émet alors une fluorescence. L’intensité de cette
fluorescence est proportionnelle au nombre de copies de I’ADN cible et permet une
quantification. Cette fluorescence est mesurée par un appareil de PCR adapté (MxPro 3.0,
Stratagene). La spécificité de Iamplification est controlée de maniére systématique en
vérifiant la courbe de dissociation (Bustin, 2000). Le couple d’amorces Cg-C1o, qui génére un
amplicon de 197 paires de bases, cible la région C du génome viral codant pour deux

protéines de fonctions inconnues (Arzul et al., 2001).

Chaque échantillon a été analysé en triplicat afin de pouvoir éliminer les valeurs
aberrantes. En cas d’erreur technique, I’analyse systématique des échantillons en triple permet
d’écarter un réplicat sans répéter I’analyse dans sa totalité. La charge virale d’un échantillon,
pour lequel un réplicat montre une valeur « aberrante », est calculée avec les deux valeurs

restantes. Le profil thermique appliqué au cours de la réaction de PCR est décrit en figure 14.

95°C § 95°C § 95°C 95°C

10 | 15 v 30"
: so°c | SO
30” p E 3077 p
Dénaturation 40 cycles Courbe
initiale d’amplification de dissociation

Figure 14 : Profil thermique appliqué au cours de la réaction de PCR-Q

% Taq polymérase modifiée qui s’active par une exposition de quelques minutes & une température élevée (94°c)
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Une gamme de dilution d’ADN viral (de 1.10° & 32 copies d’ADN viral/uL) a été
réalisée a partir d’une concentration d’ADN viral connue. Cette gamme de dilution permet
d’établir une courbe standard servant de référence pour le calcul de la quantité d’ADN virale
de chaque échantillon (Figure 15). Il est assumé qu’une particule virale contient une seule
copie du génome du virus. Dans ces conditions, il est possible, a partir de la quantification de
I”’ADN viral, de définir la notion de charge virale (Arzul et al., 2001), c'est-a-dire le nombre

de particules virales par unité de poids dans notre cas.

A I’issue des 40 cycles d’amplification, une courbe de dissociation est réalisée. Cette
courbe permet de Vérifier la spécificité du produit de PCR. La propriété d’intercalant du Sybr
Green |® est exploitée. Au cours d’une montée en température lente, par paliers de 0,5°C, la
fluorescence est mesurée toutes les secondes. Lorsque la température atteint la température de
dissociation du produit de PCR, celui-ci passe d’une conformation double brin a une
conformation mono brin. A ce moment, la fluorescence chute brutalement car le fluorochrome

est libéré en solution.

La dérivé premiere de la courbe de dissociation révele la température de dissociation
du produit de PCR. Un pic représente la température a laquelle 50% des produits se sont
dissociés. Cette courbe de dissociation révele la spécificité de I’amplification. L’ observation
d’un second pic, a une température différente de celle du produit de PCR attendu, traduit la
présence de structures en dimeéres ou de produits non spécifiques. Enfin, I’efficacité de la
réaction de PCR et la linéarité (R?), déduits de la courbe standard, sont vérifiées. En effet, une
efficacité (E) trop faible ou trop forte (90%<E<110%) ou une linéarité trop basse (R?<95),
biaisent les résultats de quantification. L’ensemble des parametres analysés (E, R?) est calculé

par le logiciel dédié a I’appareil de PCR quantitative (Mx Pro 3.0).

61



Chapitre Il : Caractérisation phénotypique de familles en période estivale

* | | |
o y = -3.5222x + 41.261

k N R%*=0.996
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Nombre de cycles de PCR Ct)

29

28
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26

25

2 24 28 3.2 3.6 4 4.4
Log CO

Log quantité d’ADN viral
Log Qté = 3.28 (copies ADN viral/mg de tissu frais)

Figure 15 : Utilisation de la courbe standard pour déduire la quantité d’ADN viral présente dans I’échantillon

R2: linéarité
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2.3.9 Analyses statistiques

Les statistiques descriptives (moyenne, maximum, minimum, médiane) pour les
charges virales ont été obtenues par I’utilisation du logiciel de statistiques SPSS v11.5. La
normalité des données a été examinée par le test de Shapiro-Wilk. De plus, la corrélation entre
I’intensité de la mortalité estivale, estimée par le nombre ou le pourcentage d’individus morts
par famille F2, et la charge virale associée a été mise en évidence, en utilisant le test du Rhé
de Spearman. Le test de rang de Wilcoxon (test non paramétrique) a été utilisé pour mettre en
évidence les différences de charge virale entre les individus morts et les individus vivants,
échantillonnés au méme moment, dans une méme famille. Ce méme test statistique a été
utilisé pour mettre en évidence d’éventuelles différences significatives de charge virale

moyenne des groupes d’individus vivants et morts entre familles.
2.4 Résultats

2.4.1 Elevage larvaire

Les résultats des taux d’éclosion a J+2 figurent dans le tableau 7. Mis a part le lot 9
(croisement B1*X1) qui a été perdu accidentellement (tamis déchiré), I’élevage larvaire s'est

déroulé normalement et les premieres larves oeillées sont apparues 22 jours apres fécondation

Tableau 7 : Estimation du taux d’éclosion a J+2 et de pourcentage de larves fixées.

. Effectif e . Moyenne % de
Lot Familles P EffectifaJl % Eclosion - larves
théorique par famille o,
fixées
1 R1*0O1 3000000 1232000 41,1 70
2 R2*02 3000000 1447000 48,2 347 78
3 R3*03 3000000 610000 20,3 ' 67
4 R4*04 3000000 878000 29,3 22
5 Z1*AC1 3000000 474000 15,8 64
6 Z2*AC2 3000000 48000 1,6 273 74
7 Z3*AC3 3000000 1212000 40,4 ' 70
8 Z4*AC4 3000000 1536000 51,2 41
9 B1*X1 3000000 114000 3,8 2
10 B2*X2 3000000 130000 4,3 27 100
11 B3*X3 3000000 1740000 58 42
12 B4*X4 3000000 1256000 41,9 20
13 J1*Q1 3000000 1236000 41,2 85
14 J2*Q2 3000000 46000 15 30.7 57
15 J3*Q3 3000000 1152000 38,4 ' 62
16 J4*Q4 3000000 1246000 41,5 100
17 E1*T1 3000000 1384000 46,1 20
18 E2*T2 3000000 816000 27,2 81
19 E3*T3 3000000 554000 18,5 256 3
20 E4*T4 3000000 320000 10,7 100

-%: pas de données disponibles

63



Chapitre Il : Caractérisation phénotypique de familles en période estivale

2.4.2 Taux de fixation et micronursage

Le taux de fixation moyen est de 60% avec un taux de fixation minimum et maximum
de 3 et 100% pour les croisements E3*T3 et B2*X2 respectivement. L’ensemble des résultats

des taux de fixation figure dans le tableau 7.
2.4.3 Phase de nursage

Lorsque le naissain a atteint une taille supérieure a 2 mm, I’envoi des cohortes de fixation,

vers le site Ifremer de Bouin, s’est déroulé en deux temps :

1. Une cohorte (ou réplicat d’un croisement inter-famille) par famille F2 a été
choisie selon deux critéres : le succés a la métamorphose et la taille
moyenne des individus.

2. Les individus restants ont également été envoyés dans leur ensemble vers la

station de Bouin 64 jours apres fécondation.

Des mortalités massives (>90%) sont survenues pendant la phase de nursage sur
certains lots. L’une des cohortes (E2*T2), placée en nursage intensif, a été infectée par
OsHV1, (détection du virus en PCR quantitative). La cohorte E2*T2 a été alors remplacee par
la cohorte E4*T4 qui n’a pas subi de mortalité au cours de cette étape. Apres une période de
douze semaines de grossissement, le naissain des cohortes E;*T4, R4*O4, Bo*X5, J1*Q; et
Z3*ACj3 a éte ramené sur le site de La Tremblade 130 jours apres fécondation pour étre placé
en condition expérimentale. Par la suite, les familles F2 seront nommeées, dans un souci de

simplicité de lecture, uniquement par des lettres (ex : Famille E;*T4 sera nommée E*T).
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Figure 16 : Cinétiques de mortalité journaliére des cing familles F2 étudiées au cours de la
période estivale 2006 (n=1000/famille).
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Figure 17 : Pourcentages cumulés de mortalité des familles F2 étudiées au cours de la période
estivale 2006 (Juillet a octobre 2006, n=1000/famille).
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2.4.4 Suivi de mortalité

Le suivi de mortalité a débuté 138 jours aprés fécondation et les premiéres mortalités
massives sont apparues des le 10 juillet. Au cours de la premiere semaine de suivi, 28, 35 et
37% des individus sont morts pour les familles E*T, Z*AC et R*O respectivement (Figure
16). A I’issue du suivi (15 octobre 2006), le pourcentage de mortalité cumulé maximum était
de 67% (famille Z*AC). A I’opposé, les familles B*X et J*Q, placés dans le méme raceway,
n’ont subi que peu de mortalité : 1,2 et 5% respectivement (Figure 17). Pour la suite des
analyses génétiques (génotypage de marqueurs moléculaires, cartographie de liaison et
recherche de QTLsS), seules les 3 familles E*T, Z*AC et R*O ont été étudiées. Le tableau 8
résume le nombre, la nature et la date des échantillons prélevés au cours de ce suivi de

mortalité chez chacune des familles F2.

Tableau 8 : Echantillons prélevés puis congelés au cours du suivi de mortalité

Nbr

Nbr —  individus Nbr
d’individus vivants d'individus
. morts au e survivants
Familles F2 cours du prélevés rélevés
O quotidien- b
suivi (%) nement (octobre 06-
(n=1000) (n=500) n=1000)
B*X 12 30 150
J*Q 46 30 150
E*T 298 30 150
R*O 393 30 150
Z*AC 670 30 150

2.4.5 Extraction d’ADN

L’ensemble des individus morts, vivants ou survivants échantillonnés a été traité de la
méme maniére. Conformément a notre stratégie de géenotypage sélectif (30% de la distribution
divisée en deux groupes extrémes de 15%), les extractions d’ADN ont été menées sur les 150

premiers individus morts et 150 individus ayant survecu, chez chaque famille F2.
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2.4.6 Mesure de la charge virale individuelle

Préalablement aux mesures de charges virales chez des animaux morts, des tests ont
été entrepris. Tout d’abord, les échantillons dont la quantité d’ADN extraite était inférieure a
50ug/uL et de qualité insuffisante (DO 260/280>1.8) ont été écartés. Ensuite, les ADN ont été
controlés visuellement par migration sur gel d’agarose a 1,5% et des PCR de test ont été
effectuées avec des échantillons pris au hasard afin de vérifier I’amplification des ADN

extraits.

Tableau 9 : statistiques descriptives de la charge virale par famille F2 et par condition
(Individus morts, vivants ou survivants)

1 * 1 *
Charge virale* Charge virale Charge virale*

N individuelle individuelle Ecart type
o . moyenne
minimale maximale
Famille E*T - 150 347 8,22E+07  3,99E+06  9,78E+06
Ind. Morts
Famille R*O - 150 5 2,05E+07  2,04E+06  3,86E+06
Ind. Morts
Famille Z*AC - 150 0 4,84E+08  1,14E+07  4,66E+07
Ind. Morts
Famille R*O -
Ind.Vivants 107 0 6,57E+07 1,08E+05 6,70E+06
(Ech. quotidien)
Famille Z*AC -
Ind.Vivants 150 0 1,10E+08 1,71E+05 1,11E+06
(Ech. quotidien)
Famille B*X -
Ind.Vivants 96 0 3,40E+03 2,50E+02 1,34E+03
(Ech. quotidien)
Famille E*T -
Ind. Survivants 150 0 2,35E+03 1,02E+02 2,48E+02
(Ech en octobre 06)
Famille R*O -
Ind. Survivants 150 0 1,71E+03 3,34E+02 1,47E+02
(Ech en octobre 06)
Famille Z*AC -
Ind. Survivants 150 0 2,46E+02 1,86E+02 2,54E+02

(Ech en octobre 06)
* Charge virale : nombre de copies d’ADN viral par mg de tissu frais

L’hypothése de distribution normale des données a été testée par le test de Shapiro-
Wilk. Cette normalité n’étant pas respectée, un test de Kruskall-Wallis (équivalent non
paramétriqgue de ’ANOVA) a permis de mettre en évidence une différence significative
(P<0,001) pour I’analyse de variance de la charge virale entre individus morts, vivants et
survivants. La quantification de I’ADN d’OsHV1 chez les 150 premiers individus morts au
cours de I’expérience montre que la charge virale moyenne la plus élevée est détectée chez la
famille Z*AC (Z=27,25, P>0,001) avec une charge virale moyenne estimée a 2,24.10’
particules virales/mg de tissu frais. Le nombre de copies d’ADN viral/mg de tissu frais est

cependant relativement variable, car il est compris entre 0 et 4,84.10°. De méme, chez les
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individus vivants, échantillonnés quotidiennement, la charge virale moyenne la plus élevée est

observée chez les individus de la famille Z*AC (Z=14,39, P>0,01). L’ensemble des
statistiques descriptives est réesumé dans le tableau 9 et représenté en figure 18. Il est a noter
que les individus vivants de la Famille E*T n’ont pas pu étre analysés pour des raisons
techniques. Chez la famille B*X, aucune analyse sur des animaux morts n’a été effectuée car
celle-ci ne présentait que de trés faibles mortalités (pas d'animaux morts). De plus, aucune
analyse sur des animaux survivants (en fin d'expérience) n’a été effectuée car nous nous
sommes intéressés a I’évolution dans le temps la détection du virus apres une épisode
infectieux averé (c'est a dire pour les familles qui ont présentés de fortes mortalités associées
a de trées fortes charges virales). Enfin, chez les animaux survivants (en fin

d’expérimentation), la charge virale est comprise entre 1.10% et 3,3.10%
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Figure 18 : Représentation graphique en Box-plot (Moyenne, écart-type, minimum et maximum) de la variance de la charge virale au sein des trois

familles F2 et entre conditions
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2.5 Discussion

Le suivi temporel serré, mis en place dans le schéma expérimental est le premier suivi
qui permet de mettre en évidence I’évolution quotidienne de la charge virale moyenne chez
les individus morts au sein d’un méme lot et entre différents lots dans des conditions
environnementales strictement identiques (méme raceway). Les résultats obtenus démontrent
une évolution trés rapide de I’infection par I’herpés virus et permettent d’établir une nette
corrélation entre les mortalités et la charge virale associée dans le cadre de ce suivi de
mortalité. En effet, en I’espace de dix jours, I’infection virale s’est développée en affectant
differentiellement les familles F2 et atteindre des charges virales individuelles supérieures a
1.10° copies d’ADN viral/mg de tissu frais. Cela confirme que la courte période dans laquelle
les mortalités sont intervenues est compatible avec les mécanismes de réplication virale. De
plus, nos résultats confirment la difficulté de suivre, de maniére adéquate, I’évolution de ce
virus chez des animaux placés sur I’estran du fait de leur accessibilité limitée et de

I’impossibilité de récupérer des échantillons de tissus sur ces animaux.

La détection différentielle du virus souleve I’hypothése de son influence: (1) le virus
OsHV1 est-il un marqueur d’un état de stress ; (2) le virus est-il I’agent causal de mortalité ?
La premiere hypothése parait peu probable car nos résultats montrent une association forte

entre le pourcentage de mortalité et I’augmentation de la charge virale.

La récupération quotidienne de tissus sur les individus morts et la mise au point de la
technique de quantification de la charge virale par PCR quantitative, nous a permis d’établir

plusieurs conclusions :

1) Parmi les individus morts au cours du suivi, la charge virale associée
présentait une grande variance mais se corrélait avec I’intensité de la
mortalite.

(2) Les animaux vivants présentaient une charge virale significativement plus
basse que les animaux morts. Cette observation supporte I’hypothése de
I’existence d’une base génétique sous jacente a la variation pour la survie

estivale transmise entre générations.
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Sachant que I’héritabilité du caractére résistance a la mortalité en période estivale est
forte (Dégremont et al., 2007) mais que les lignées « R » et « S » utilisées en FO ne sont pas
fixées, une hypothése possible pour expliquer les différences de survie moyenne observée
entre famille serait que seules les familles R*O, Z*AC et E*T ségrégent pour le caractére, au
contraire des familles B*X et J*Q. Ces différences seraient donc dues a des effets de tirage
aléatoire des parents FO utilisés dans les croisements. Alternativement, I’hypothéese d’un effet
environnemental influencant différentiellement les familles (interaction génotype X

environnement) est également possible mais moins probable.

Enfin, I’hypothése du transfert vertical du virus OsHV-1 ne peut pas étre exclue pour
expliquer les résultats observés dans cette expérience. En effet, une transmission de ce virus
des parents a leur descendance a été suspectée (Arzul et al., 2001; Barbosa-Solomieu et al.,
2005; Boudry et al., 2008). Les différences observées entre familles en terme de mortalité
pourraient étre aussi expliquées par un portage différentiel du virus pour les géniteurs ayant
donné naissance aux différentes familles. Les familles ayant présenté les tres fortes mortalités
pourraient étre issues de géniteurs porteurs asymptomatiques du virus alors que celles n’ayant
subi que de trés faibles mortalités le seraient de géniteurs indemnes. Cependant, cette
hypothése a elle seule ne permet pas d’expliquer pourquoi les individus des familles B*X et
J*Q, alors qu’ils ont été exposes au virus de la méme maniere que les animaux des autres
familles n’ont pas contracté I’infection et exprimé la maladie. En effet, les individus des cing
familles ont été maintenus dans le méme bassin tout au long de I’expérience et ont été exposés
au méme risque en terme de transmission horizontale du virus. Méme s’il est reconnu que les
virus enveloppés comme les herpés virus sont sensibles dans le milieu extérieur, il a été
démontré pour tous les membres de la famille des Herpesviridae que la transmission a lieu
d’animaux infectés a animaux sains. La présence d’un grand nombre d’individus morts dans
le bassin au cours de I’épisode de mortalité et les charges virales trés elevées détectées chez
certains de ces individus laissent suspecter que toutes les conditions étaient réunies pour
qu’une transmission horizontale survienne. De plus, de I’ADN viral a pu étre détecté dans
I’eau du bassin au cours de I’épisode de mortalité (Pépin, com. pers.) démontrant la présence
du virus hors des animaux, méme si la technique utilisée, la PCR quantitative, ne permet
qu’une détection de I’ADN du virus et ne donne pas d’information sur son pouvoir infectieux.
Dans ses conditions (transmission horizontale possible), les différences observées entre
familles en termes de mortalité et de détection d’ADN viral s’expliqueraient par des capacités

de résistance a I’infection virale différentielles. 1l existerait une base génétique de la
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résistance au virus OsHV-1 chez I’huitre creuse, Crassostrea gigas. Cependant, il reste
possible que les différences observées entre familles ne soient pas dues a une différence en
termes de résistance a I’infection virale, mais bien a une capacité différentielle entre individus
a transmettre I’agent infectieux (Renault, 2001). Une base génétique pourrait aussi exister
pour ce phénomeéne. Le virus OsHV1 appartient a la famille des herpés virus qui se
caractérisent, tout particulierement par leur capacité de persister chez leur héte sans se
répliquer et induire de maladie (latence). Ces virus peuvent ainsi rester présents dans I’héte
toute sa vie durant. lls n’induiront une maladie et des mortalités que lorsque que les
conditions leur seront favorables (état de stress chez leur héte). Cette stratégie est le résultat
d’une longue co-évolution entre virus et héte impliquant des interactions complexes. Dans ce
contexte, il peut étre tres difficile de déméler I’écheveau concernant la résistance a la maladie

entre capacités de défense différentielles et portage du virus.

La nature quantitative de la variabilit¢ de la mortalité, mis en évidence par nos
résultats, soutient I’hypothése d’une base génétique. Les deux familles F2, n’ayant pas
présenté de mortalité, ne sont pas informatives pour la recherche de QTL et ont donc été
écartées des analyses suivantes (construction de carte génétique et recherche de QTL).
Néanmoins, ces deux familles F2 sont intéressantes pour identifier une base génétique a la
résistance au virus OsHV1. Le différentiel de mortalité observé entre familles pourrait
apporter des élements de compréhension des mécanismes de résistance a I’infection par le
virus OsHV1. La variance phénotypique observée pour la charge virale associée aux
mortalités, ainsi que la réponse différentielle des familles F2, vis-a-vis du caractére survie,
laisse présager de la forte probabilité de détecter des régions chromosomiques (ou QTL) liées

a la variance de ces deux caracteres.

Au sein méme de chacune des trois familles affectées par la mortalité, il existe une
variance importante dans la charge virale détectée dans les échantillons de tissus. Les
quantités d’ADN viral détectées chez certains animaux morts au cours du suivi, tendent a
démontrer que le virus s’est répliqué de maniére active chez ces individus (>1.10% copies
d’ADN viral/mg de tissu frais). Ces derniers peuvent constituer des sources de virus, a partir
desquels, ce dernier peut se transmettre aux individus voisins et les infecter a leur tour. De
plus, la réplication active du virus laisse suspecter des lésions cellulaires et tissulaires
extensives pouvant expliquer la mort des huitres. Dans ces conditions, nous pouvons supposer

que I’herpés virus est la cause majeure de mortalité dans le cadre de ce suivi. Néanmoins, la
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recherche d’autres organismes pathogenes, tels que les bactéries du genre Vibrio, n’a pas été
effectuée. De ce fait, I’implication agents infectieux autres que OsHV-1 dans I’épisode de
mortalité ne peut pas étre exclus. Des techniques moléculaires sont aujourd’hui disponibles au
Laboratoire de Génétique et Pathologie (La Tremblade) pour explorer la présence d’autres
organismes pathogénes associés aux mortalites, notamment les bactéries du genre Vibrio.
L’ analyse, avec ces outils, du matériel biologique phénotypé dans cette expérience, apporterai
un éclairage supplémentaire aux interactions et mécanismes qui interviennent pendant des

évenements de mortalité.

2.6 Perspectives

D’un point de vue fonctionnel, I’étude de I’expression de genes impliqués dans la
réponse immunitaire chez I’huitre creuse, a partir de techniques de biologie moléculaire, telles
que I’hybridation suppressive soustractive (SSH), est une voie de recherche qu’il faut
explorer. En effet, le matériel biologique, produit au cours de cette expérience, montre de
forts contrastes en terme de réponse de la survie lors d’un épisode de mortalité survenant en
période estivale. La mise en évidence de génes préférentiellement ou spécifiguement
exprimés ou réprimeés, au cours d’une réponse déclenchée par une infection virale entre deux
groupes de familles ou d’individus, est une piste prometteuse pour la compréhension des
mécanismes de cette réponse. De plus, cela permettrait de (1) identifier des genes clés dans
ces meécanismes ; (2) établir des réseaux d’interactions entre ces genes; (3) d’intégrer a
posteriori ces genes comme marqueurs moléculaires dans une carte de liaison et vérifier la co-
localisation de régions QTL avec ces marqueurs ou de mettre en évidence de nouvelles

régions QTL.

Ces travaux ont débuté au laboratoire de Génétique et Pathologie (Ifremer, La
Tremblade) par I’étude de I’expression, par PCR quantitative, de génes ciblés. La fonction de
ces géenes a été identifiée par homologie de séquence et montre que ceux-ci sont impliqués
dans les mécanismes de réponse immunitaire. Des premiers résultats montrent une expression
difféerentielle significative entre des animaux infectés et non infectés. A moyen terme, un plus
grand nombre de genes impliqués dans la réponse immunitaire liée a I’infection par I’herpés
virus doivent étre identifiés afin de préciser les connaissances concernant les mécanismes

moléculaires et physiologiques sous jacent a cette réponse.
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Chapitre I11 — Développement des marqueurs moléculaires et génotypage

Ce chapitre aborde le développement de nouveaux marqueurs moléculaires SNP et
microsatellites, et leur validation par génotypage chez les individus des trois familles F2. Ces
marqueurs, ainsi qu’une sélection de marqueurs microsatellites, précédemment publiés,

serviront de base a la construction d’une cartographie génétique (Chapitre 1V).
3.1 Polymorphisme et marqueur moléculaire

La séquence nucléotidique d’un segment d’ADN, a un locus donné, dans le génome
peut montrer certaines variations. Les différentes formes d’un locus sont appelées alleles.
L’existence de différents alleles a un locus définit le polymorphisme génétique. Les
techniques moléculaires qui révélent le polymorphisme de I’ADN ont connu un
développement trés important ces derniéres décennies. Avec I’augmentation du nombre des
marqueurs, il est aujourd’hui possible de décrire ces variations génétiques a I’échelle du

génome.

Un marqueur moléculaire peut présenter les caractéristiques suivantes :

Spécificité : il peut étre utilisé chez une ou plusieurs espéces, servant a les
différencier et/ou a les comparer

- Mono- ou multi-locus (nombre de copies du marqueur dans le génome)

- Polymorphisme : un ou plusieurs alleles a chaque locus

- Réparti de maniere aléatoire au sein du génome

- Neutralité ou non : soumis ou non aux effets de la sélection

Il est possible de distinguer trois catégories de marqueurs moléculaires en fonction du

niveau d’information qu’ils apportent (Tableau 10):

- les marqueurs dominants : RAPD (Random Amplification of polymorphic DNA) et
les AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) ;

- les marqueurs co-dominants: ce sont les RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) et SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism)

- les marqueurs multi-alléliques co-dominants tels que les VNTR (Variation Number

of Tandem Repeat) qui sont les minisatellites, les microsatellites et SNP.
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Tableau 10: Caractéristiques des principaux marqueurs moléculaires

Caractéristiques techniques

Type de Restrict.ion PCR Amqrces Gel ) Effort de Effort de Reproductibilité ) Niveau.
marqueur enzymatique Spécifiques développement  génotypage d’information
RFLP + - - + Important Important Important Trés important
PCR-RFLP + + + + Important Moyen Important Trés important
RAPD - + - + Tres faible Tres faible Faible Tres faible
AFLP + + - + Faible Trés faible Important Moyen
SSCP - + + + Moyenne Moyen Moyenne Moyen
Microsatellite - + + + Important Faible Important Important
SNP - + + - Important Variable @ Important Trés important

(1) dépend de la technique employée (voir figure 20 — Lynch et Walsh, 1998)
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Les marqueurs moléculaires de type dominants tels que les AFLPs sont, a priori, moins
intéressants a utiliser de part leur nature et leur difficulté de transfert entre especes et/ou entre
laboratoires. Ils ont cependant I’avantage d’étre relativement facile a développer en grand
nombre. De plus, les AFLPs sont assez peu appropriés dans le cadre de la cartographie de
QTLs (Quantitative Trait Loci) car ils ont tendance a se grouper. En effet, avec ce type de
marqueurs, la détermination de la phase du marqueur est plus difficile. Cependant, ces
marqueurs trouvent des applications telles que I’étude de diversité ou la construction d’une
cartographie dense en marqueurs chez une espece dépourvue de tous marqueurs (Van
Haeringen et al., 2001). Depuis plusieurs décennies, les marqueurs moléculaires les plus
couramment utilisés chez I’homme et les especes animales agricoles telles que le porc (Rohrer
et al., 1996) ou le poulet (Groenen et al., 2000) sont les microsatellites. Cependant, les SNP
(« Single Nucleotide Polymorphism ») gagnent en intérét et tendent a étre utilisés a plus large
échelle. Afin de mieux appréhender ce type de marqueur moléculaire, nous allons en décrire
les principales caractéristiques, méthodes de détection et de génotypage ainsi que leurs
principales applications. De plus, un bref comparatif entre marqueurs microsatellites et

marqueurs SNP sera établi.

3.2 Les marqueurs microsatellites

Les microsatellites se définissent comme des séquences d’ADN composées de motifs
répétés en tandem n fois. Ces motifs sont genéralement composés de 2 a 6 nucléotides (ex :
CGp, CAGC,, etc...) et peuvent étre également appelés STR (Single Tandem Repeat) ou SSR
(Single Sequence Repeat). Ces marqueurs sont communément décrits chez de nombreuses
especes eucaryotes et procaryotes, mais leur répartition au sein d’un génome n’est pas
aléatoire (Toth et al., 2000). En effet, leur présence est rare dans les régions telomériques et
centromeériques des chromosomes (Wintero et al., 1992). De plus, I’étude de Toth et
collaborateurs (2000) qui examine la répartition des microsatellites au sein de plusieurs
taxons, montre que leur abondance est relativement importante avec un marqueur disposé tous
les 2 a 10 kb selon le taxon considéré. Enfin, les microsatellites les plus communs sont les
mono et dinucléotide (n=1 ou 2), composés principalement de bases A et T et leur taille
n’excede pas 50 répétitions. Les marqueurs microsatellites présentent un fort polymorphisme
dd a la variation du nombre de répétitions du motif qui les composent (Zhu et al., 2000). Ils
présentent des propriétés de transmission mendélienne, de codominance, de relative neutralité

et enfin de polymorphisme.
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Leur développement peut s’opérer selon deux modalités : par séquencage de clones
issus de banques enrichies (Zane et al., 2002). En général, cette modalité est appliquée chez
des especes dont le génome n’est pas séquencé. La seconde modalité consiste a la recherche
bioinformatique de motifs dans des bases de données (méthode dite In silico) lorsque, chez
I’espece considérée, les ressources sont suffisantes et disponibles. Indépendamment de la
modalité employée, lorsque la séquence de motifs est révélée par séquencage, un couple
d’amorces est dessiné en vue de I’amplification d’un fragment contenant le marqueur au cours
d’une réaction de PCR. Ce mode de développement est relativement long et codteux.
Cependant, cet effort est contre balancé par la facilité d’utilisation et la relative transférabilité
(ou « cross amplification ») entre espéces tres proches de ce type de marqueurs. Cependant, il
existe une corrélation négative entre le succes d’amplification entre deux espéces proches et la

distance génétique qui les séparent (Primmer et al., 1996).

De nombreux modéles de mutation ont été proposé afin d’expliquer I’important
polymorphisme que présentent les marqueurs microsatellites. Les mécanismes de mutation se
produisent essentiellement lors de crossing-over inégaux (Wolff et al., 1989) ou bien au cours
de la réplication de I’ADN par phénomene de glissement de la polymérase suivi d’une

absence de réparation (« Slipped Strand Mispairing » ou SSM, Levinson et al., 1987).

Le réle fonctionnel de ce type de marqueurs n’est pas clairement défini. La plupart se
situent dans les régions non codantes de I’ADN, raison pour laquelle aucune fonction ne
pourrait leur étre attribuée. Cependant, des études démontrent le réle des microsatellites dans
la régulation de génes de part leur implantation dans la région promotrice de ces derniers (Li
et al., 2002; Li et al., 2004) mais aussi I’organisation des chromosomes, la structure de I’ADN
et I’organisation des centromeéres et téloméres. Enfin, selon Kashi et collaborateurs (Kashi et
al., 2006), les microsatellites ont un role important dans I’évolution des génomes, car ils

permettent I’apparition et le maintien d’une variance génétique quantitative.

Les microsatellites sont, la plupart du temps, utilisés en tant que marqueurs
moléculaires dans le cadre d’analyses de diversité de population, d’assignement de parenté
(Figure 19) ou encore pour la construction de cartes génétiques. Cependant, leur utilisation
requiére une certaine attention car la possible présence d’alleles nuls, c'est-a-dire non
amplifiés au cours de la PCR, peut induire des biais d’analyse. Cela est notamment vrai pour
les loci hétérozygotes, qui en cas de non amplification d’un des deux alleles, sera observés

comme homozygotes. Le biais engendré est alors relativement important dans la
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caractérisation d’une population ou la recherche d’ascendants. L’explication la plus
rationnelle a ce phénomene est I’apparition d’une mutation au niveau du site de ligation des
amorces de PCR (Callen et al., 1993).
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Figure 19 : Schématisation du principe de détection du polymorphisme de microsatellites en
ségrégation dans des familles.

Chez I’huitre creuse, le nombre de marqueurs moléculaires de type microsatellite est
en constante augmentation grace, notamment, au nombre croissant de séquences EST

disponibles.
3.3 Revue des méthodes de génotypage des marqueurs moléculaires SNP
3.3.1 Caractéristiques des marqueurs SNP

Les SNP constituent la forme de variation la plus fréquente au sein du génome humain
(Sachidanandam et al., 2001). Ce sont des marqueurs de choix de part leur abondance et leur
stabilité supérieure aux microsatellites. Les SNP ont été principalement développés et utilisés
pour cartographier des maladies complexes (Collins et al., 1998). Depuis quelques années, des
SNP sont développés chez de nombreuses espéces d’intérét comme le mais (Thornsberry et
al., 2001), I’arabette des dames (Cho et al., 1999), la canne a sucre (Grivet et al., 2003) ou le
poulet (Ka-Shu Wong et al., 2004). A I’heure actuelle, plus de 1,4 millions de SNP ont été
identifiés au sein du génome humain sous I’impulsion du programme international HGP
(Human Genome Project). Les SNP sont une forme de polymorphisme engendrée par une
mutation ponctuelle qui crée différents alléles a un méme locus. Ces mutations ponctuelles,

entrainant une différence dans une séquence d’ADN, ont été caractérisees depuis le début du
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séquencage de I’ADN en 1977. Chez les mammiferes, la fréquence de mutation est
relativement faible puisqu’elle est estimée & 1x10™ par site et par an & une position neutre (Li
et al., 1981). La probabilité de modification d’une base a plusieurs reprises au méme locus
s’avere donc tres faible d’autant plus qu’il existe un biais mutationnel. En effet, deux types de
modifications existent : transition et transversion. Généralement, les transitions sont plus
fréquentes que les transversions. La transition consiste en un passage d’une base purine a une
autre base purine (A<G) ou du passage d’une base pyrimidine a une autre pyrimidine
(C<T). La transversion consiste en un passage d’une base pyrimidine a une base purine
(A=C, ALT, T&G, C<G). En théorie, un SNP peut présenter jusqu’a quatre alleles (les
quatre bases possibles composant I’ADN) au méme locus. Mais, la plupart des SNP sont
considérés comme des marqueurs bi-alléliques car ils sont restreints a une ou deux bases. De
plus, la fréquence de I’allele le moins fréquent doit étre supérieur a 1% pour qu’il soit
considéré comme significatif. En tant que marqueur moléculaire co-dominant bi-allélique, le
niveau d’information apporté par les SNP est inférieur a celui des microsatellites qui sont
multi-alléliques. L’intérét majeur des SNP réside dans leur abondance au sein de n’importe

quel génome.

En plus de cette distinction, les mutations peuvent étre qualifiées de synonymes, de non
synonymes ou de non sens. Une mutation synonyme est une mutation qui n’entraine pas de
changement d’acide aminé a I’inverse des mutations non synonymes. Les mutations peuvent
également introduire, de maniére anticipée, un codon stop. Elle est alors appelée mutation non
sens. Celle-ci est beaucoup plus rarement observée que les deux autres types de mutations car,
a I’issue de la traduction, la protéine néo-synthétisée est généralement non fonctionnelle. Il'y
a un codt en terme de fitness élevé pour I’organisme lorsqu’un codon stop est introduit par
erreur lors d’un événement de mutation. Enfin, une mutation est dite silencieuse si celle-ci est
une mutation synonyme qui apparait dans la partie codante de I’ADN mais aussi tout type de
mutation dans les parties non codantes de I’ADN. Une mutation silencieuse n’induit donc

aucun changement d’acide aminé.

Si les mutations SNP apparaissent de maniere totalement aléatoire dans les génomes,
le ratio transition/transversion devrait étre égal a 0,5. Or, ce n’est pas le cas. La plupart des
données de ce type montre clairement un biais mutationnel en faveur des transitions (Vignal
et al., 2002). Par exemple, une étude a montré chez I’homme que le ratio
transition/transversion était égal a 1,7 (Picoult-Newberg et al., 1999). En effet, la structure

dégenérée du code génétique induit ce biais car la plupart de la diversité des codons est
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composée de mutations synonymes. De ce fait, le ratio transition/transversion tend a
augmenter dans les parties codantes de I’ADN. Chez I’huitre creuse, ce ratio (ts/tv=1.3) est
relativement proche de ceux observés chez d’autres organismes tels que la Drosophile (1.5 -
Moriyama et al., 1996) ou I’homme (1,4 — Brookes, 1999). De plus, ce biais mutationnel
s’applique a une échelle large car il existe généralement une forte corrélation entre la diversité

nucléotidique non-synonyme dans le codant et le non codant (Moriyama et al., 1996).

Les SNP sont aujourd’hui des marqueurs largement utilisés de part leur abondance au
sein des génomes. Leur utilisation relativement routiniere, et la diversité des techniques de

génotypage constituent les avantages principaux de ce type de marqueurs.

Les SNP sont retrouvés en moyenne tous les 1 kb chez la plupart des espéces (Kwok et
al., 1996) telles que I’homme (Sachidanandam et al., 2001). Cet intervalle peut descendre a 1
SNP toutes les 125 paires de bases (pb) chez le moustique Aedes aegypti (Morlais et al.,
2003), 1 SNP toutes les 104 pb chez le mais Zea mays ssp. mays L. (Tenaillon et al., 2001) et
un SNP toutes les 40 pb au niveau des régions non codantes du génome de I’huitre creuse
(Curole et Hedgecock, 2005). Mais, le niveau le plus élevé de polymorphisme reporté a ce
jour a été detecté chez le ver rond Caenorhabditis remanei avec un SNP toutes les 20 paires

de bases sur I’ensemble de son génome (Cultter et al., 2006).

Il existe un autre type de marqueur nucléotidique. Ce sont les insertions/délétions
(« indels ») qui générent une variation de longueur de la séquence nucléotidique (figure 20).
Les « indels » sont plus fréquents au niveau des introns que des exons, car ces derniers sont
des régions relativement bien conservées. Les « indels » de grande taille sont plus facilement
identifiables par la comparaison de taille de fragments suite a une restriction enzymatique puis
une électrophorese sur agarose. Les SNP ou substitutions de bases sont considérés comme une
vraie forme de polymorphisme car ils constituent des marqueurs moléculaires beaucoup plus

informatifs que les « indels » (Rafalski, 2002).

83



Chapitre I11 — Développement des marqueurs moléculaires et génotypage

AATAGCTGATCATGGTCATGTAGCTA AATAGCTGATCATGGTCATGTAGCTA
TTATCGACTAGTACCAGTACATCGAT TTATCGACTAGTACCAGTACATCGAT
AATAGCTGATCACGGTCATGTAGCTA AATAGCTGATCA-GGTCATGTAGCTA
TTATCGACTAGTGCCAGTACATCGAT TTATCGACTAGT -CCAGTACATCGAT

(a) (b)

Figure 20: Polymorphisme de séquence: (a) Polymorphisme de séquence d’un seul

nucléotide (SNP) ; (b) Polymorphisme d’insertion ou de délétion (Indel).
3.3.2 La détection de SNP

Différentes approches ont été développées afin de révéler le polymorphisme SNP de
I’ADN. En dépit de I’abondance des SNP au sein d’un génome, le développement et la

caractérisation des SNP ne sont pas aisés.

3.3.2.1 La détection de SNP par approche « In silico »

L’une des méthodes principales de détection de SNP, est la méthode dite « in silico »,
rendu possible par I’augmentation constante du nombre de séquences disponibles dans les
bases de données, notamment sur NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) et sur Sigenae
(www.inra.fr/agenae/SIGENAE.html). Cette méthode consiste a rechercher des SNP dans les
bases d’EST. En regle générale, les ESTs sont développés chez une espéce a partir de
populations différentes, ce qui amene souvent a la redondance de certaines séquences et
permet ainsi d’obtenir plusieurs séquences pour un méme gene. Il est alors possible de
détecter rapidement et facilement des SNP par analyse bioinformatique de telles séquences
redondantes. La difficulté majeure de cette technique, réside dans le fait que les bases de
données d’EST peuvent contenir des erreurs de sequencage qui doivent étre distinguées du
vrai polymorphisme. Actuellement, un grand nombre de logiciels sont capables de détecter de
vrais SNP (revu par Marth et al., 1999). Dés lors que les SNP sont identifiés, I’étape
d’amplification par PCR peut étre effectuée en vue de caractériser le ou les SNP détectés. Il'y
a deux avantages principaux a cette méthode de détection des SNP. La recherche du
polymorphisme est réalisée grace a I’outil informatique a partir de données existantes,
éliminant ainsi le colt du développement classique des SNP. Leur polymorphisme doit
cependant étre examiné pour le matériel biologique étudié (ex. les parents FO pour leur

cartographie).
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3.3.2.2 Le séquencage direct

Cette seconde approche est plus directe. Elle consiste a détecter les SNP par le
séquencage direct des produits de PCR issus d’un grand nombre d’individus a un méme locus
(Gaut et al., 1993). Des amorces sont dessinées a partir de séquences d’ADN connues
extraites des bases de données. La recherche de SNP hors des régions codantes augmente
considérablement la probabilité de détection de ces marqueurs moléculaires. Cependant, la
recherche de SNP doit de faire préférentiellement au niveau de genes présents en simple copie
au sein du génome de I’espece éetudiée. En effet, si plusieurs copies du gene existent ou s’il
existe une famille de genes, plusieurs fragments d’ADN peuvent étre amplifiés lors de la
PCR. Ceci amene alors a d’importantes confusions dans la détection de SNP. Ensuite, si les
individus genotypés sont homozygotes au locus considéré, la détection de polymorphisme est
d’autant plus facile. Dans le cas d’individus hétérozygotes, les SNP peuvent étre détectés mais
les « indels » engendrent des difficultés. Les haplotypes ne peuvent pas étre déterminés de
facon exacte ou non ambigué. Le clonage des produits de PCR peut lever cette incertitude en
isolant chacun des haplotypes. L’autre solution consiste a croiser, par « backcross »,
I’haplotype incertain avec un individu dont I’haplotype est bien connu et de caractériser leur

descendance.

La sélection d’amplicons dans des régions non codantes, tels que les introns, augmente
la fréquence du polymorphisme observée d’un facteur trois environ (Zhu et collaborateurs,
http://www.intl-pag.org/pag/9/abstracts/P3e_11.html). La PCR est alors basée sur un
ensemble d’individus représentant la diversité de la population étudiée. Les produits de PCR
sont alors séquencés dans les deux sens. Puis, la séquence résultante est alignée afin de

distinguer les erreurs de séquencage du vrai polymorphisme.
3.3.2.3 Le polymorphisme de conformation de I’ADN

Ces techniques d’analyse électrophorétique des produits PCR sont particulierement
utiles pour mettre en évidence des mutations ponctuelles au niveau d’un géne. Des produits
PCR (ou amplicons) particuliers sont formés si des mutations sont présentes sur I’ADN initial.
Les produits PCR seront différents en fonction de la présence d’une séquence normale, d’une

séquence mutée (homozygote, hétérozygote ou composite).
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- Techniqgue DGGE (pour « denaturating gel gradient electrophoresis »)

La température de fusion d’un produit PCR (ADN double brin), c’est-a-dire la
température moyenne de séparation des deux brins est fonction de sa séquence. Une mutation
ponctuelle qui change donc la séquence entraine une modification de la température de fusion.
Cette modification est mise en évidence par électrophorese sur gel de polyacrylamide en

présence d’un gradient d’agent dénaturant.
- Technique SSCP (pour « single strand chain polymorphism »

La technique SSCP est basée sur I’analyse électrophorétique des produits PCR sous
forme de fragments simple brin. On amplifie par PCR une région que I’on désire étudier et on
compare la mobilité de I’ADN dénaturé portant une mutation par rapport a celle d’un
fragment de référence comportant une séquence normale. Une mutation ponctuelle au sein
d’une séquence modifie suffisamment la structure secondaire de I’ADN monobrin pour qu’il
en résulte des changements de migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide. Les
techniques DGGE et SSCP sont concurrencées par des techniques de chromatographie liquide

a haute performance avec des températures d’élution variables (DHPLC).
3.3.2.4 Le « Tilling »

Le Tilling, ou Targeting Induced Local Lesions in Genomes, est une technique de
criblage des SNPs inconnus qui repose sur I’utilisation de I’endonucléase Cell isolée chez le
céleri. Cette endonucléase clive les hétérohybrides d’ADN au niveau d’un mésappariement.
Cette approche permet un criblage car la taille des fragments d’ADN utilisés est relativement
longue (plusieurs kb). Aprés amplification par des amorces spécifiques du locus, des
hétéroduplexes sauvages et variants sont générés par association, puis digérés par
I’endonucléase Cell. Les produits de cette digestion sont alors visualisés sur gel dénaturant

par électrophoréese (Till et al., 2004).
3.3.3 Le génotypage des SNP

Depuis les années 1990, un nombre croissant de techniques est désormais disponible
pour génotyper des SNP en « haut débit » en plus de techniques plus traditionnelles. La
plupart d’entre elles sont basées sur (1) le développement par amplification PCR puis (2) une
réaction allele — spécifique grace a la connaissance exacte de la séquence d’ADN étudiée. Ces

méthodes reposent principalement sur I’hybridation d’oligonucléotides, le clivage par des
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nucléases, la ligation d’oligonucléotides, ou I’extension de primer (Gut, 2001). En voici une
revue non exhaustive, présentant leurs principales caractéristiques (résumé en Figure 20).

Chacune de ces techniques de détection de SNP présente des avantages et des inconvénients.

3.3.3.1 Restriction enzymatique

Si le SNP se situe sur un site de restriction d’une enzyme, il est alors possible de le
détecter par le biais d’une PCR-RFLP. L’étude du profil des produits de PCR digérés sur gel
d’agarose permet de révéler la nature du nucléotide au locus d’intérét. Cette méthode ne
nécessite aucun matériel spécifique qu’un laboratoire de biologie moléculaire ne posséderait.
De plus, elle a I’avantage d’étre peu colteuse et relativement rapide mais le niveau
d’information apporté reste faible. Bien que relativement fiable, cette technique n’est pas

adaptée aux analyses a haut débit.

3.3.3.2 L’extension d’amorce

Cette technique nécessite I’utilisation d’une amorce spécifique de maniere identique a
la PCR. Il existe deux variantes de cette technique nécessitant un produit de PCR : dans le
premier cas, deux oligonucléotides dont I’extrémité 3’ de chacun d’eux est complémentaire
aux deux alleles SNP sont utilisés. Ces deux oligonucléotides se différencient soit par leur
taille soit par le fluorochrome qu’ils portent. Cette variante révele alors chacun des deux
alléles. L’autre variante consiste en une réaction de mini-séquencage aussi nommee Single
Base Extension (SBE). Par le méme principe, une réaction primer spécifique permet
I’incorporation d’un des quatre dNTPs. Dans ce cas, ce sont les ANTPs qui seront différenciés
par fluorescence, car chacun porte un fluorochrome différent. L’utilisation d’un lecteur de

fluorescence, quel qu’il soit, permet de révéler I’alléle présent au locus étudie.

Plus récemment, la technique de Matrice Assistée par Laser pour Désorber et loniser
I’échantillon, a été adaptée au génotypage de SNP. A I’origine, cette technique permettait
d’identifier des protéines (Lester et al., 2002). Cette nouvelle variante est appeléee MALDI-
TOF. Tout d’abord, une réaction de PCR du type SBE (Single Base extension) est réalisée.
Ensuite, I’échantillon est placé sur une plaque de métal pour étre soumis a un rayonnement
laser, qui propulse hors de la plague le nucléotide incorporé au cours de la réaction de PCR.
Celui-ci est alors acceléré a haut voltage pour voler ensuite dans un tunnel sans champ
électrique, ou est calculé son temps de passage (Time Of Flight). Ce temps de passage est
converti en masse, en calculant le rapport de la masse (m) sur la charge du fragment (z) d’ou

(m/z) déterminant le temps de vol (ou Time Of Flight). Cette technique est, a I’heure actuelle,
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considéré comme I’une des plus performantes en terme de répétabilité et de rapidité d’analyse
(Gut, 2004). Elle permet également de déterminer la phase des alleles SNP au locus
polymorphe c’est a dire de déterminer les bases qui se situent a ce locus chez un individu
hétérozygote. La génération actuelle d’appareils de lecture MALDI-TOF est capable de lire
un spectre toutes les secondes. En théorie, un débit maximum de 30.000 génotypages par jour
peut étre atteint, si les analyses sont multiplexées. Contrairement aux autres meéthodes de
génotypages SNP, la spectrométrie de masse repose sur I’analyse directe de la masse du
produit et non sur une analyse indirecte ou un réactif fluorescent ou radioactif est utilisé (Tost
etal., 2002).

3.3.3.3 Le pyroséquencage

Le pyroséquencage est une technique récente de « re-sequencage » dont le principal
avantage est sa rapidité autorisant ainsi I'analyse de grands nombres d'individus. Au cours de
la réaction, les nucléotides ne sont pas ajoutés tous ensemble comme dans les réactions de
séquence normales, mais I'un apres l'autre. Si le nucléotide ajouté dans le milieu réactionnel
correspond a celui attendu par la polymérase, il est incorporé dans le brin en cours de synthese
en libérant un PyroPhosphate. Grace a une ATP sulfurylase, ce pyrophosphate est transformé
en ATP, qui est utilisé par une luciférase pour émettre un signal lumineux. Ce signal est capté
par le séquenceur qui le reproduit sous la forme d'un pic sur un pyrogramme. La hauteur de ce
pic est fonction de l'intensité du signal lumineux, elle-méme proportionnelle au nombre de
nucléotides incorporés en méme temps. La taille de la séquence est alors déduite des pics
obtenus. Par ailleurs, en cas de mélange de nucléotides a une méme position (individus
hétérozygotes au locus), la taille des pics permet d'avoir une quantification de la proportion de

brins porteurs de I'un ou l'autre des nucléotides (Ahmadian et al., 2000; Gruber et al., 2002).

3.3.3.4 La mesure du point de fusion par PCR en temps reel (rt-PCR)

Cette technique repose sur la détection et la quantification d’un marqueur fluorescent
au cours de la réaction. Le signal fluorescent est directement proportionnel a la quantité de
produits de PCR générés. En mesurant I’intensité de fluorescence émise a chaque cycle, il est
possible de suivre la formation des produits pendant la phase exponentielle. Les produits
d’amplification peuvent étre détectés selon deux principes : (1) marquage non spécifique avec
des agents se liant & I’ADN double brin (Sybr Green I®) ou (2) par marquage spécifique a
I’aide de sondes fluorescentes ou sondes Tagman (AppliedBiosystems). La premiere

technique a I’avantage d’étre peu onéreuse. Pour distinguer les alleles, une courbe de fusion
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est réalisée apres I’étape de PCR. Les produits de PCR ont un Tm (ou température de fusion)

différent selon I’allele qu’ils portent, qui est clairement identifiable par la dérivée de la courbe

précédemment établie (Schneeberger et al., 1995).

La seconde technique emploie deux approches au cours du marquage spécifique par

sonde « Tagman » (figure 22).

une sonde spécifique : la PCR est réalisée a I’aide de deux sondes encadrant le
SNP et une sonde spécifique d’un allele qui présente un double marquage situé
en position 3’ et 5°, respectivement appelés quencher et reporter. Au cours du
cycle, la fluorescence émise par le reporter est absorbée par le quencher situé a
sa proximité. Pendant I’élongation du produit de PCR, la Tag polymérase va
dégrader la sonde et le quencher va libérer sa luminosité. La fluorescence
mesurée est proportionnelle a la quantité de molécules de produits de PCR
contenant le SNP recherché (Livak et al., 1995).

deux sondes spécifiques : dans ce cas, la PCR en temps réel nécessite I’ utilisation
de deux sondes Tagman spécifiques de I’allele sauvage et du variant. Cependant,
le principe reste le méme. Il est alors possible de différencier un individu
homozygote d’un individu hétérozygote au locus étudié, par le biais de la

fluorescence émise.

Etape 1 : Hybndation de la sonde TagMan.

Amorce sens u Z &
—
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anti-sens
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Etape 2b : Polyménisation et clivage de la
sonde s1 le complexe sonde/matrice est stable. Polymérisation terminée

Etape 2a : Polymérisation et déplacement de la sonde s1

le complexe sonde/matrice contient un mésappariement

Figure 22 : Principe de la discrimination allélique par hybridation allele spécifique de sondes

TagMan. Le

fluorophore donneur est représenté en jaune et le fluorophore receveur en noir
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3.3.3.5 Le SNPIex

Le systéeme de génotypage de SNP, nommé SNPlex est une application de génotypage
a haut débit qui utilise un ensemble de réactifs universels pré-optimisés. Ce systéeme est
relativement flexible car le génotypage des marqueurs se fait en multiplexe de 2 a 48
marqueurs par individu. Cela réduit ainsi le temps d’analyse et le colt du génotypage. Ce
systeme de génotypage est basé sur la ligation d’oligonucléotides par PCR. Des sondes
fluorescentes sont hybridées a des séquences complémentaires a la séquence spécifique de
I’amplicon. Ces sondes sont déetectées par électrophorese sur séquenceur a capillaires. Cette
approche est relativement intéressante par rapport aux technologies alternatives. Elle ne
nécessite que trois amorces non marquées par marqueur SNP, consomme trés peu d’ADN, et
nécessite un séquenceur a capillaires qui est une machine que I’on retrouve désormais de plus

en plus en laboratoire.
Le processus de génotypage se décompose en 8 étapes (figure 23)

1. Activation des sondes de ligation par phosphorylation

no

Ligation des ‘linkers’ sur les sondes complémentaires de la séquence d’ADN
génomique

Elimination des oligonucléotides non ligués

Amplification simultanée des produits de ligation par PCR

Capture des amplicons

Hybridation de sondes universelles a I’amplicon capturé

Détachement des sondes universelles

© N o g B~ W

Détection des sondes fluorescentes par électrophorése

Le design expérimental du génotypage par SNPlex est genéralement réalisé de facon
automatique afin de déterminer la meilleure combinaison de sites polymorphes a génotyper et
leur capacité a étre génotyper en multiplex pour éviter toute interaction négative ou
duplication. Le génotypage de SNP par la technologie SNPlex est une technique récente,
relativement robuste, dont le codt est relativement faible puisqu’elle nécessite un équipement

courant dans un grand nombre de laboratoires (De la Vega et al., 2005).
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Techniques mol éculaires appliquées

Restriction Extension Conformation Nucléase Hybridation
enzymatique d’amorces de 'ADN

@ ® @

06

MALDI-TOF Electrophorése Chromatographie

Analyse de masse / taille Conformation Fluorimétrie Array

Techniques de révélation du polymorphisme

Figure 21 : Principales techniques de génotypage SNP (d’aprés Plomion (2005)
1: PCR-RFLP ; 2: Maldi-Tof ; 3: Miniséquencage ; 4 : SSCP, DGGE ; 5: DHPLC (Chromatographie) ; 6 : Pyroséquencage ; 7 : Tagman ; 8 :

Microarray.
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3.3.4 Applications des SNP

Au niveau mondial, le développement de marqueurs de type SNP date du milieu des
années 1990. Depuis 2000, la base de données ‘dbSNP : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP.’
constituée par le « National Center for Biotechnology Information (NCBI) » réunit le plus
grand catalogue de variations génétiques connues au sein de génomes divers (Sherry et al.,
2001). A ce jour, cette base de données compte plus de 46 millions de sites polymorphes
identifiés dont 16 millions ont été validés. La plupart ont été identifiés chez les principales
especes modeles telles que I’homme, la souris (Mus musculus) ou le riz (Oriza sativa). Le
développement de marqueurs SNP est principalement lié au développement de séquences de
type EST. En effet, cette ressource permet une sélection de sites polymorphes candidats pour
leur intégration au sein de cartes génétiques (Picoult-Newberg et al., 1999 ; Kota et al., 2003).
Chez les espéces d’intérét aquacole, le développement de ce type de marqueur est initié. Par
exemple, chez I’huitre creuse américaine, Crassostrea virginica, des SNP ont été identifiés
(Lee et al., 2006; Quilang et al., 2007) a partir de la production et de I’alignement de
séquences d’ESTs. De méme, chez trois especes de saumon Oncorhynchus tshawytscha, O.
nerka et O. keta, des SNP ont été développées avec succes a partir de séquences d’EST
disponibles chez la truite arc en ciel O. mykiss et le saumon atlantique Salmo solar (Smith et
al., 2005).

3.3.4.1 Cartographie génétique

Les marqueurs de type SNP sont utilisés dans de nombreuses applications telles que la
construction de cartographie génétique de grande précision. L une des approches proposées
dans la cartographie génétique est de réaliser un « scan » complet du génome. Cela signifie
gu’un nombre suffisant de marqueurs SNP sont développés et genotypés pour détecter des
relations entre génotype et phénotype ou « QTLs » sur I’ensemble du génome. Cela a été
réalisé chez le poulet notamment, ou 2,8 millions de SNP ont été identifiés au cours d’un

« genome Scan » (Ka-Shu Wong et al., 2004).

Sachidanandam et collaborateurs (2001) ont cartographié plus de 1,4 millions de ces
marqueurs chez I’homme, avec une densité moyenne de un marqueur toutes les 1,9 kb.
Cependant, chez les especes d’intérét aquacole, les seuls marqueurs SNP cartographié a ce

jour, ont été développé chez le Bar (Chistiakov et al., 2008).
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3.3.4.2 Ancrage d’une cartographie physique

Il est possible de relier un groupe de liaison d’une cartographie génétique a une entité
physique tel qu’un chromosome ou un gene. Cette carte physique est constituée de
chromosomes BAC?® (Bacterial Artificial Chromosome) dont les séquences terminales (« Bac
Ends ») sont relativement polymorphes. Ces BAC, assemblés en « Contigs », regroupent
I’ensemble du génome de I’espece considérée. Chez le mais, approximativement 20% de ces
« BAC ends » ont été séquencés et sont présents en une seule copie (Meyers et al., 2001). Ces
séquences d’extrémités de BAC constituent de précieuses ressources pour la cartographie fine
de région d’intérét de génomes d’especes modéles et le développement de nouveaux

marqueurs SNP « In silico ».
3.4 SNP vs Microsatellites

Les marqueurs moléculaires microsatellites et SNP sont souvent qualifiés de
marqueurs de « nouvelle génération ». Ce sont, en effet, les marqueurs moléculaires les plus
utilisés dans divers domaines tels que la génétique des populations ou la cartographie

génetique. 1l est donc intéressant de dresser un comparatif entre ces marqueurs.
3.4.1 Tracabilité d’individus, d’un produit et utilisation médico-légale

Fries et collaborateurs (2001), ont proposé d’utiliser une signature genétique afin de
suivre des animaux dans une chaine de production alimentaire. Dans cette étude, le résultat
principal est le suivant : en estimant le taux d’alléles nuls et d’erreurs techniques, un jeux de 8
marqueurs moléculaires microsatellites apparait suffisant afin de permettre une identification
exacte d’un bovin. Une comparaison a alors été menée afin de déterminer le nombre minimal
de SNP nécessaire pour effectuer cette identification. A I’aide de marqueurs moléculaires bi-
alléliques tels que les SNP distribués de maniere aléatoire, le nombre minimum de SNP
nécessaire a été estimé a 30. Ce résultat s’explique par la présence d’alleles rares au loci

polymorphes (SanCristobal et al., 2000).
3.4.2 Assignation de parenté

En génétique, il est nécessaire de connaitre le lien de parenté qui relie deux ou
plusieurs individus (frére, sceur, demi-frére, parent, ...) entre eux. Le plan de croisement, le

nombre d’individus impliqués, le taux d’erreur de génotypage, le nombre d’alléles au locus

% Vecteur utilisé pour cloner des fragments d’ADN jusqu'a une taille de 300 kb.
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sont les principaux facteurs qui influencent directement le pourcentage d’assignation de
parenté (Letcher et al., 2001). Les travaux de simulations de Anderson (2006), tenant compte
des erreurs de génotypages, montrent qu’un jeu de 60 a 100 marqueurs SNP léve toute
ambiguité sur une assignation de parenté quelle que soit I’espéce considérée. De plus, il a été
estimé, avec des fréquences égales, qu’il faut en moyenne 2,23 fois plus de marqueurs bi-
alleliques (SNP) que de marqueurs multi-alleliques (microsatellites) pour obtenir un méme
pourcentage d’assignation (Vignal et al., 2002). L’utilisation des microsatellites est donc plus
facile dans ce cas, car I’effort de développement d’un nombre supérieur de SNP représente un

travail tres important.

3.4.3 Cartographie genétique et recherche fine de QTLs

L’utilisation de microsatellites pour la cartographie genétique est courante. Les
premiéres cartes de liaison basées sur de tels marqueurs ont été établies chez nombreuses
especes d’intérét aquacole comme le bar Dicentrarchus labrax (Chistiakov et al., 2005), la
daurade Sparus aurata (Franch et al., 2006) ou encore I’ormeau Haliotis rubra (Baranski et
al., 2006). L’inclusion de marqueurs moléculaires de type 1 (genes) au sein de cartes
géneétiques n’est possible qu’au travers du développement de SNP. Cela a pour but de
travailler en comparaison de cartographies chez des especes proches ou de positionner des
génes d’intérét. Quelques microsatellites ont été identifiés dans des zones trés proches a des
génes (Gene A de I’'amylase chez I’huitre creuse ; Sellos et al., 2003) mais ce cas reste rare.
Les SNP constituent donc des marqueurs de choix en cartographie génétique grace a leur

abondance et leur couverture quasi-compléte des génomes (Sachidanandam et al., 2001).

Pour la recherche fine de QTLs, le polymorphisme responsable de la variance
phénotypique se situe souvent au niveau de sites particuliers tels que les promoteurs (Vignal
et al., 2002). Les marqueurs SNP révélent alors leur intérét en se situant au plus pres des sites
polymorphes qui conditionnent la réponse phénotypique. En effet, il a été démontré que
I’utilisation de SNP pour la localisation de loci impliqués dans une maladie permet de réduire
par 2 les intervalles de confiance sur la position de ces loci par rapport a I’utilisation d’autres
types de marqueurs (Papachristou et al., 2006). De plus, les syndromes complexes sont
souvent induits par de multiples loci dont la contribution de chacun dans la variance du
phénotype est relativement faible (Papachristou et al., 2006). Cela souligne la nécessité de
développer un grand nombre de marqueurs afin de localiser le plus finement possible les loci
impligués. Cependant, I’inconvénient des SNP provient de leur nature bi-allélique et leur

faible taux d’hétérozygotie (H <0,5). Cela confirme qu’ils sont moins informatifs que les

95



Chapitre I11 — Développement des marqueurs moléculaires et génotypage

marqueurs microsatellites. L hétérozygotie des marqueurs joue un role tres important dans
I’estimation des distances entre marqueurs. Les simulations menées par Leal et collaborateurs
(2003) ont démontré I’intérét d’utiliser des marqueurs microsatellites en association avec les
SNP, car les cartes assemblées exclusivement d’un des deux types de marqueurs sont moins

précises que celles assemblées a partir de I’association SNP-microsatellite.
3.5 Méthodes de développement et génotypage des marqueurs
3.5.1 Extraction de I’ADN

Au cours de ces travaux de thése, I’ensemble des extractions d’ADN a été réalisé selon
le protocole du Kit Qiagen (QlAamp DNA Mini Kit). La quantitt d’ADN de chaque
échantillon a été mesurée par spectrophotométrie (Eppendorf) puis diluer au 1/20*™
(100ng.pL™). En paralléle au dosage de I’ADN, la masse de tissu prélever a été mesurée au
dixieme de mg prés afin de calculer le ratio masse de tissu/concentration en ADN. Des tests
de validation par PCR ont été effectués afin de contrdler la qualité des extraits et standardiser

les concentrations.
3.5.2 Développement de microsatellites In silico

En paralléle a I’ensemble de ces travaux, un effort de développement de nouveaux
marqueurs microsatellites a été entrepris par une approche dite «In Silico» ou
bioinformatique. Devant I’augmentation constante du nombre de séquences disponibles chez
Crassostrea gigas, nous avons recherché des motifs d’ADN répétés (de 2 a 6 nucléotides)
parmi les séquences d’EST obtenues au cours du Réseau d’Excellence Européen Marine
Genomics Europe (http://www.marine-genomics-europe.org/; Tanguy et al., 2008). Les
séquences dont le score était supérieur a 20 ont été retenues. Ce score est attribué par le
moteur de recherche qui identifie les séquences répétées. Plus le score est important, plus la
séquence répétée sera facilement utilisable (dessin d’amorces, taille de la séquence répétée,
etc...). Dés lors, pour chaque marqueur, un couple d’amorces a été dessiné avec Primer 3
(Rozen et al., 2000) pour amplification sur une population naturelle composée de 48
individus. Pour plus de détails, I’article intitulé « Identification and characterization of 18
novel polymorphic microsatellite markers derived from expressed sequence tags in the Pacific
oyster Crassostrea gigas. », présenté dans la, section résultat, apporte un complément

d’information concernant le développement de ces marqueurs.
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3.5.3 Génotypage des marqueurs microsatellites

Plus de 300 marqueurs moléculaires microsatellites sont aujourd’hui disponibles dans
la littérature et les bases de données (NCBI) pour C. gigas. En 2003, Li et collaborateurs
(2003) ont développé et publié environ 80 marqueurs, qui, par la suite, ont été cartographiés
par Hubert et Hedgecock (2004). Cette cartographie regroupant les marqueurs publiés par
Huvet et al. (2000); Li et al. (2003) et Sekino et al. (2003), au sein des cartes génétiques
relative a chaque sexe, est une base trés utile nous permettant de sélectionner un ensemble de
marqueurs selon leur emplacement. En effet, sur les cartographies génétiques développées par
Hubert et collaborateurs, certains marqueurs sont relativement proches (d<10 cM). En
sélectionnant un ensemble de marqueurs dont la répartition est la plus large possible, nous
avons cherché a optimiser I’établissement de la carte génétique. Cependant, une phase de
travail préliminaire fut entreprise. Celle-ci avait pour but de vérifier les conditions de PCR
nécessaires a la bonne amplification et d’identifier le niveau de polymorphisme de chacun des
marqueurs publiés chez les 24 individus de la génération FO. Ainsi, les marqueurs trés peu

informatifs ont été écartés de la sélection.
3.5.4 Protocole expérimental

Les premieres conditions de PCR testées correspondent aux conditions décrites dans la
littérature. Les produits d’amplification ont ensuite été visualisés sur gel d’agarose a 1%
(40V.cm™ ; 40 min). L’ADN utilisé est celui des 24 individus composant la génération FO
(100ng.pL™). Si un unique produit de PCR de taille attendue est observé, I’une des deux
amorces marquées par un fluorochrome (Fam/Hex) adapté a un séquenceur a capillaires de
type ABI 3100 a été commandée chez Eurogentec. Dans le cas contraire, si des bandes
multiples apparaissaient, les conditions d’amplifications ont été modifiées par augmentation
de la température d’accrochage des amorces (Tm), dans un premier temps. Si cela n’était pas
satisfaisant, des gammes de concentration en amorces et en Chlorure de Magnésium (MgCly,)
ont été préparées, afin d’établir les conditions optimales d’amplification. Neanmoins, si aucun
produit ou un profil de type « multi bande » était obtenu, le marqueur moléculaire a été

définitivement écarté de toutes les analyses suivantes.

Le mix réactionnel est commun a I’ensemble des marqueurs. Il se compose de 5 plL de
Tampon, 5 uL de dNTP (2 mM), 1,5 uL de MgCl,, 1 uL de chacune des deux amorces (12,5
uM), 1,5 uL d’ADN (100ng.uL™) et 0,2 unité de Taq polymérase (New England Biolabs). Le

protocole d’amplification est le suivant : dénaturation initiale de 5 min a 96°C, puis 30 cycles
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de 1 min a 96°C, 30 sec au Tm optimal, puis une élongation de 1 min a 72°C et enfin, une

phase d’élongation finale de 30 min a 72°C.

La taille des alleles microsatellites est lue aprés migration sur un séquenceur a
capillaires (ABI13130, Applied Biosystems). Dans un souci d’économie et de rapidité, les
produits de PCR d’un méme individu ont été groupés par deux selon le fluorochrome utilisé
au cours de la PCR. Cela permet de faire migrer au cours d’un méme run d’analyse les
produits de deux marqueurs. Les alléles de ces derniers sont différenciés par la couleur du
fluorochrome porté par les amorces de PCR (lecture deux a deux, fluorochrome Fam couplé
avec un fluorochrome Hex). Cette stratégie a été appliquée a I’ensemble des marqueurs
microsatellites analysés. Un volume de 1uL de chacun des deux produits de PCR est ajouté a
un mix composé de 0,25uL de marqueur de taille (ROX GS500, Applied biosystems) et de
7,75ul de Hi-Di formamide (Applied biosystems). L’ensemble est dénaturé pendant 5 minutes
a 96°C puis rapidement placé sur glace (4°C) pour éviter la renaturation des deux brins
d’ADN. Ensuite, les échantillons sont placés dans le séquenceur. Les parametres d’analyse de
la machine sont conformes aux recommandations du constructeur (temps d’injection de 100

ms, voltage de 20 kV, temps de migration de 2500 sec).

La lecture des profils de migration (ou éléctrophérogramme) est un travail long et
fastidieux qui nécessite de vérifier notamment le bon positionnement du marqueur de taille
sur lequel repose I’estimation des tailles des alleles. Un examen visuel de ces profils permet
de verifier que les pics, retenus par le logiciel, correspondent bien a un allele microsatellite et
non a un produit non spécifique se situant a proximité. Le logiciel utilisé est bande® v4

(Applied Biosystems) dont les parameétres d’analyse par défaut ont été respectes.
3.5.5 La catégorisation des groupes d’alléles ou « Binning »

Afin de caractériser et de corriger les groupes d’alleles, c'est-a-dire de ne retenir que
les alleles parentaux qui apparaissent dans le génotype des descendants, I’étape dite de
«Binning» est indispensable. Le logiciel (Genemapper®) permet par I’élaboration de «panels»
(définition d’une fenétre d’apparition des valeurs alléliques de descendants pour chaque locus
en fonction des alleles parentaux), de déterminer et de valider les alleles réellement transmis
tout en s’affranchissant des pics artefactuels et de la variabilité entre migration. Le binning est
une étape importante car la qualité des données en dépend entierement. Cette étape est
partiellement automatisée par I’utilisation d’un logiciel dédié mais nécessite une vérification

manuelle et visuelle des alleles amplifiés, la présence de pics parasites entraine parfois des
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confusions dans la lecture des génotypes. Pour éviter ce type d’erreur, I’ADN des grands-
parents (FO) et des parents (F1) a été systématiquement placé sur la microplaque de PCR.
Pour un méme « run » d’analyse, il est possible de comparer directement les alléles parentaux

et les alleles des descendants et d’écarter les pics parasites.

3.5.6 Développement de marqueur SNP

Au début de I'année 2008, la base de données Genbank contient plus de 22000
séquences EST principalement issues de travaux d’expression de genes chez C. gigas. Le
nombre d’EST disponibles dans le domaine public va atteindre plus de 50000 séquences grace
au dépdt des EST séquences par le Geénoscope et le projet Marine Genomics Europe.
Cependant, fin 2004, les sequences EST disponibles dans le domaine public, se limitaient a
4428 EST déposeés sur la GenBank et 1142 autres sequences du méme type déposées dans la
Gigasbase (Gueguen et al., 2003; http://www.ifremer.fr/GigasBase/). La recherche de
polymorphisme nucléotidique a été orientée vers des EST de fonctions connues.
Contrairement a des EST anonymes, cela présente I’avantage de cartographier des genes de
fonctions connues. Dans I’éventualité ou ces marqueurs co-localisent avec des régions QTL, il
est alors intéressant de mettre en relation la fonction du gene et sa potentielle implication dans
la variance du caractére considéré. Par exemple, la recherche de polymorphisme a été
effectuée, en partie, sur des EST hébergés sur la Gigasbase, dont I’ensemble des séquences

correspond a des genes impliqués dans des fonctions immunitaires.

Pour chacun des EST sélectionnés, un premier couple d’amorces a été dessiné par
I’utilisation de Primer 3 (Rozen et al., 2000) pour obtenir des amplicons de taille comprise
entre 350 et 550 paires de bases. Puis, 3 conditions de PCR différentes ont été testées pour
déterminer les conditions optimales d’amplification. Ces conditions different par leur
température d’annealing. Pour la premiére condition de PCR, dite en ‘touchdown’, la
température d’annealing couvre une gamme allant de 55 a 45°C, la seconde couvre la gamme
de 65 a 55°C et la troisieme couvre la gamme de 74 a 65°C. Cette stratégie d’amplification
par PCR en ‘touchdown’ augmente la probabilité d’amplification des fragments. En effet, en
appliquant une température d’annealing qui décroit de 1°C tous les 2 cycles, cela augmente la
spécificité de la réaction. Lorsque la température d’annealing atteint la température maximale
d’annealing du couple d’amorces, les premiéres copies d’ADN produites sont tres spécifiques.
Dés lors, le différentiel entre le nombre de copies de I’amplicon et le nombre de copies
d’ADN « parasite » ou non attendu penche largement en faveur de I’amplicon. Généralement,

le signal obtenu par visualisation du produit de PCR sur gel d’agarose est plus intense lorsque
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celui-ci a été amplifié par ‘touchdown’ PCR. Cette stratégie permet également I’amplification
de différents produits dont la température d’annealing des amorces est relativement proche
(x4°C) au cours d’une méme réaction de PCR. Ainsi, les couples d’amorces dont les
températures d’annealing étaient identiques ou proches ont été groupés par nombre de 4 (4*24
individus FO = 96, c’est a dire le nombre exact de puits disponibles sur une plaque de PCR).

Le protocole appliqué est le suivant :

Un mélange ou « mix» commun a été composé pour I’ensemble de la phase de
recherche de polymorphisme. Il se composait de : 5 uL de dNTP (2 mM - Eurogentec), 5 ul
de Buffer (1X), 1 uL de MgCl, (2 mM - Sigma), 1 uL de chacune des deux amorces (10 uM -
Eurogentec), 0,3 unité de Taq polymérase (New England Biolabs), 2 uL d’ADN (100ng.uL™)
g.s.p 48 uL d’eau de biologie moléculaire (Sigma). Les conditions de PCR sont également
communes : tout d’abord une phase de dénaturation de 5 min a 96°C est appliquée, puis pour
chaque palier de 1°C au cours de la descente de la température d’annealing, 2 cycles
composés d’une dénaturation de 30s a 96°C, d’une phase d’annealing de 30s au Tm et suivi
par une phase d’élongation de 1 min a 72°C. Enfin, lorsque la température d’annealing basse
est atteinte, 25 cycles d’amplification sont appliqués identiques au précédent et a cette méme
température basse (45/55 ou 65°C).

L’etape suivante consiste a purifier une fraction des produits de PCR afin d’éliminer
tout élément qui interféere au cours de la réaction de séquencage. Il s’agit principalement
d’éliminer les dNTP et les amorces non incorporées au cours de la réaction de PCR. En effet,
au cours de la réaction de séquence, ceux-ci vont jouer le role de brins matrices et permettre la
fixation de fluorochromes contenus dans le Mix réactionnel. Ces produits vont alors se méler
a la séquence cible en cours de formation et sa lecture sur sequenceur sera problématique voir
impossible. Sur les électrophérogrammes, chaque nucléotide de la séquence cible présente
deux pics différents perturbant I’assignation des bases par le logiciel d’analyse de séquences
(Segscape v2.1, Applied Biosystems). De telles seéquences ne sont pas exploitables. Pour se
faire, I’enzyme Exo-Sap IT (Amersham Biosciences), isolée chez la crevette, est utilisée. Elle
a la propriété de dégrader les petits fragments d’ADN et d’étre inactivée par une exposition a
une température de 80°C pendant plusieurs minutes. Un volume de 2 ul de cette enzyme
permet la purification d’un volume de 5 uL de produits de PCR lorsque qu’elle est placée en
mélange et a 37°C pendant 30 min. Ensuite, elle est inactivée afin de ne pas dégrader les
produits de PCR par une exposition a 80°C pendant au moins 15 min. Cette enzyme n’est pas
la seule méthode de purification de produits de PCR. Il est également possible de réaliser cette

étape par précipitation a I’acétate d’ammonium ou par centrifugation sur micro-colonne
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(Microcon - Eppendorf). Cependant, I’utilisation de cette enzyme est la solution la plus rapide
(45 min suffisent pour purifier 96 échantillons) et son codt est relativement faible
(0,5€/échantillon).

L’étape suivante consiste a réaliser la réaction de séquence sur les produits de PCR
purifiés. Le Mix réactionnel (Big Dye Terminator® v3, Applied Biosystems) a été optimisé
dans le but de réduire le volume de réactifs nécessaires au cours de la réaction par rapport au
protocole recommandé par Applied Biosystems. Ainsi, le volume réactionnel a été réduit de
25uL (recommandeé) a 10ulL. Ce dernier se compose de 2 uL de Tampon 5X, de 0,5uL de Big
Dye terminator® v3 (mix de dNTP portant un fluorochrome spécifique a chacun des 4
nucléotides de I’ADN), de 1 uL de I’une des deux amorces ayant servie a I’étape précédente
de PCR (5 uM), d’un microlitre de produits de PCR purifié (100 & 300 ng.uL™) et enfin d’eau
de biologie moléculaire g.s.p 10 uL. Le cycle d’amplification est toujours le méme quel que
soit le produit a séquencer. Il se compose d’une dénaturation initiale de 5 min a 96°C suivie
par 25 cycles de 10 s de dénaturation a 96°C, 5s d’annealing a 55°C et d’une élongation de 4
min a 60°C.

Ensuite, la derniere étape consiste a éliminer de nouveau les produits non incorpores
au cours de la réaction de séquence (amorces et dNTPs marqués). De méme, il existe
plusieurs méthodes de purification dont I’efficacité et le codt est relativement variable. La
précipitation par éthanol est I’une des solutions les plus efficaces et surtout la moins chere. Le

protocole appliqué est le suivant :

(1) Ajouter aux 10 uL de produits de réaction de séquence, 26 pL d’eau ultra pure

(Sigma) et 64 uL d’éthanol (>95%) fraichement préparé.
(2) Centrifuger a 3000g pendant une durée de 30 min
(3) Vider les tubes puis laver avec 100 uL d’éthanol a 70%
(4) Centrifuger a 3000g pendant une durée de 15 min
(5) Vider les tubes puis sécher au SpeedVac pendant 15 min

(6) Resuspendre les culots secs avec 10 uL de formamide Hi-Di (Applied Biosystems)

pendant 30 min a I’abri de la lumiére

Enfin, les échantillons sont dénaturés une derniére fois (96°C, 5 min) puis placés sur

glace. Les propriétés dénaturantes du formamide ainsi que le passage rapide des echantillons
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de 96°C a 4°C (flash-cooling), évite la ré-association des deux brins complémentaires de
I”’ADN car les séquences doivent étre lues sous forme mono-brin. Ces séquences sont placées
dans un séquenceur a capillaires (ABI 3130, Applied Biosystems). Les parametres d’analyse
de la machine sont conformes aux recommandations du constructeur (temps d’injection de

100 ms, voltage de 20 kV, temps de migration de 2500s).

Les profils de migration bruts (ou électrophérogrammes) sont analyseés grace au
logiciel Seqscape v2.1 (Applied Biosystems). Ce logiciel permet a la fois de révéler la
séquence lue sous forme d’un enchainement de nucléotides a partir des profils bruts (raw
data) mais aussi d’aligner les séquences les unes par rapport aux autres. Dés lors, le travail de
nettoyage et de correction manuelle des erreurs de lecture des séquences commence. Cette
étape a pour but de corriger (si nécessaire) I’alignement des séquences formé par le logiciel et
de lever les incertitudes de I’assignation des bases. Lorsque deux pics se superposent sur la
méme position, par défaut, le logiciel considere le nucléotide comme un site indéterminé (noté
N). Par examen de la qualité de la séquence (QV : quality value) et de la hauteur relative de
chacun des pics qui se superposent, I’incertitude est levée. Le site polymorphe est soit
confirmé, soit modifié. Ce travail est relativement long mais il est nécessaire et trés important.
La présence de faux sites polymorphes tels que les singletons est a éviter. Tous les singletons
identifiés ont éteé ignorés si chacun de ces sites polymorphes n’était pas présent chez au moins

deux individus frére-sceur ou sceur-sceur.

Chague alignement, constitué des 24 séquences d’un méme gene chez les individus de
la FO, est transformé au format Fasta (extension .fsta). Ce format, largement répandu, permet
I’exploitation des données par d’autres logiciels plus spécialisés. Pour chacun des
alignements, le cadre de lecture (ou ORF - Open Reading Frame) a été déterminé afin de
caractériser les sites polymorphes par I’utilisation des logiciels Bioedit (Hall, 1997) et DnaSP
(Rozas et al., 1995). Pour chaque site polymorphe, les informations suivantes ont été

déduites :

o Position en paires de bases ; marqueur situé dans un intron, un exon ou un
UTR

o Nature : Transition (Ts), Transversion (Tv), synonyme (pas de changement
d’acide aming), non-synonyme, silencieux et non sens (introduit un codon
stop)

o Diversité nucléotidique de la séquence (I)
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3.5.7 Analyse du biais d’usage du code génétique chez C. gigas

Afin d'étudier le biais d’usage du code génétique chez C. gigas, le tableau des codons
optimaux a été déduit a partir de l'analyse d'un jeu de séquences EST. La redondance de
chaque EST a été utilisée comme une évaluation approximative de I'expression des genes
(Duret et Mouchiroud, 1999). Le jeu de donneées est composé de 8800 séquences EST issues
de bande (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et des données obtenues au cours du réseau
d’excellence Marine Genomics Europe. Les cadres de lecture (ORFs — Open reading frames)
ont été identifiés et les séquences d’une longueur inférieure a 100 codons (300 bp) ont été
retirées du jeu de données pour éviter d’utiliser de mauvais cadres de lecture et avoir assez de
codons pour calculer la fréquence des codons synonymes. En effet, plus un cadre de lecture
est long, plus la probabilité qu’il soit correct est élevée. Il est cependant possible que certaines
annotations d’EST soient fausses a la suite de substitutions dans la sequence nucléotidique.
Nous avons suppose que les probléemes de qualité des séquences n’introduisaient pas de biais

d’analyse.

Ensuite, a l'aide de l'algorithme développé par Bazin et collaborateurs (2005), nous
avons regroupé toutes les séquences appartenant a un méme géne pour construire la base de
données. Deux séquences ont été regroupees si elles partagent un fragment de plus de 300 pb
d’une similitude supérieure a 95%. Seule le plus long cadre de lecture de chaque
regroupement de séquences a été utilisée pour calculer le tableau d’usage des codons. La
fréquence des codons synonymes par acide aminé a été calculée avec le programme
CODONW (Peden, 1999). Un synonyme codon a été qualifieé d’optimal lorsque sa fréquence
augmente de facon significative avec la redondance des EST (Duret et Mouchiroud, 1999).
Cette corrélation a été testée par le test non-paramétrique de la corrélation de Spearman (JMP
v5.0© ; SAS Institute Inc.). Des que les codons optimaux ont été identifiés, nous avons utilisé
la fréquence des codons optimaux (Fop; Ikemura, 1985) comme la mesure du biais d’usage du

code genétique chez C. gigas.
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3.6 Criteres de choix des loci polymorphes et leur génotypage chez les individus F2

Parmi I’ensemble des loci polymorphes identifiés dans une méme séquence d’EST, un
seul site polymorphe a été choisi pour étre génotypé par SNPlex. Plusieurs criteres ont été
établis afin de retenir le site le plus approprié. Tout d’abord, le site polymorphe doit étre
relativement isolé d’un autre site polymorphe pour autoriser le dessin d’une amorce
spécifique. Cet intervalle a été fixé a 20 paires de bases en amont et en aval du SNP et
correspond aux exigences de la technologie du SNPlex. Le second critere est celui du niveau
d’information apporté par le marqueur. Cette information est cruciale car I’analyse en
ségrégation en dépend totalement. Nous avons donc préféré choisir des sites pour lesquels
I’un des deux grand-parents de chaque couple de FO est homozygote pour le marqueur et

I’autre grand-parent hétérozygote a ce méme locus (Figure 24).

Grand-Parent 1 Grand-Parent 2

-TCACGGT - -TCATGGT-

-TCACGGT - -TCATGGT-

Figure 24 : Cas idéal de marqueur SNP pleinement informatif (pas d’ambiguité sur I’origine

parentale de I’alléle C).

Cette stratégie a été appliquée a I’ensemble des séquences EST pour identifier le site
polymorphe le plus intéressant pour le plus de familles possibles. Le travail conséquent de
génotypage des marqueurs de type SNP chez les 900 individus de la F2, a été realisé sur la
plate forme du Max Planck Institute (MPI) a Berlin (Allemagne). Ce laboratoire a été désigné
comme plateforme partenaire du réseau d’excellence « Marine Genomics Europe ». L’ADN
des individus de la F2 (n=900), de la F1 (n=10) et de la FO (n=20) a été envoyé sous format de
plaques PCR de type 96 puits & une concentration de 10ng.uL™ (V=50uL). Pour plus de
sécurité dans le choix des sites polymorphes a génotyper, nous avons choisi d’ajouter I’ADN
des individus de la FO et de la F1. Cela nous a permis de vérifier une seconde fois le génotype
des individus aux loci retenus. Les résultats du génotypage ont été codés en données binaires
(1/2 : individu codé 11 ou 22 = individu homozygote ; individu codé 21 ou 12 = individu

hétérozygote).
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3.7 Résultats
3.7.1 Microsatellites

Un total de 114 marqueurs, choisi pour leur couverture la plus large et réguliére sur la
carte de liaison et publiés par Hubert et al. (2004) ou publiés par Yamtich et al. (2005) et Yu
et Li (2007) ont été testés sur un échantillon d’individus d’une population naturelle. Aprés
migration des produits de PCR sur gel d’agarose (1,5%) puis sur séquenceur a capillaires, les
marqueurs montrant une seule bande suffisamment intense sur gel d’agarose ont été retenus.
65 marqueurs ont été écartés pour les raisons suivantes : aucune condition de PCR testées n’a
permis d’amplification pour 16 marqueurs ; 30 marqueurs montraient systématiquement plus
de deux alleles par individu ; les 19 marqueurs étaient monomorphes. Un total de quanrante
neuf marqueurs microsatellites (soit 43% - Tableau 11) ont été retenus et genotypés chez
I’ensemble des individus étudiés (soit 20 FO, 10 F1 et 900 F2). Le nombre moyen d’alléles par
marqueur est 7,3 avec au maximum 14 (UcdCg 126,156, 165 et 196) et au minimum 2 (Cgri
3, 4,45, et UcdCg 145, 152, 176 et 193).

Les données de génotypes apres « binning », corrections et de vérifications manuelles
des alléles ont été déposées sur la base de données Resspecies abritée par le Roslin Institute
(http://www.resspecies.org/). Les données ont éteé codées selon la taille de chacun des alléles

pour chaque marqueur.
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Numéro

Locus Séquence Répétée Séquence des Amorces (5' - 3") Ia Na Ga.mme de d'accession Pubhcalt,lons
(°C) taille (pb) associées
GenBank

Crgi3 (TC)n TAGGATGAGGCTGGCACCTTGGA 2 166-168 AB091548 (Sekino et al., 2003)
GCCTGCCTTGCCTTTGAGGAATA

Crgi4 (TTC)n(CTTTT)n CCAAAACACGATAAGATACACTTTC 2 243-245  AB091549 (Sekino et al., 2003)
GATCAGTCCCTCACATCTTTCCTC

Crgi26 (TC)n ACAACCCCAATAACATTAGGAAGAT 9 177-209 AB091570 (Sekino et al., 2003)
ATTGTAAACACTGGATGAATCTGGG

Crgi45 (AT)n(ATTT)n GAGTCACCATGAAGAGTATCTGAA 2 147-159 AB091588 (Sekino et al., 2003)
ATGATTACATAACTCTGACCCAAT

UcdCgl109 (CAT)n GCTATGGTTGTCATCCTCGAA 10 164-225  AF468525 (Li et al., 2003)
TGCCTTTATCGGTTTTGCTT

UcdCgl117 (TC)n CCAAGCTTGCACTCACTCAA 8 288-332  AF468528 (Li et al., 2003)
GAGTGTTCTGGTGTGCCAAAT

UcdCg119 (TC)n AGGATGCCAATCGATTTTATTT 5 208-222  AF468529 (Li et al., 2003)
ACCATGCCGTCTTAGTGGAC

UcdCgl120 (CA)n (GA)n GGGTGAGATTTAGGGGGAGA 4 149-155 AF468530 (Li et al., 2003)
CTCCATCAAACCTGCCAAAC

UcdCgl126 (TCTA)n TGGATTTGATCACCCCTTACA 14 116-207  AF468532 (Li et al., 2003)
CCTGGATTCTGTGCGAGATT

UcdCg129 (GA)n CGAATTTTTCGGACATCGTT 13 222-255  AF468534 (Li et al., 2003)
GTGGTATGCCTGCATCATGT

UcdCg133 (CT)n GTTGGCGCGAAATATAGGAA 5 278-312  AF468537 (Li et al., 2003)
TGAACTTGTGATGTGCAGGA

UcdCgl134 (CT)n (CGCT)n TTTGTATGTCCGTCATCGTCA 5 204-244  AF468538 (Li et al., 2003)
CCCTGCAAAATGGTGAAAAT

UcdCgl141 (TG)n CTCAACGACTTTTTGCCTGA 11 227-262  AF468545 (Li et al., 2003)
GTGTCTTCTATCCCGCAACG

UcdCgl145 (GA)n CAGGTGTATGCGACGTGACT 2 255-258  AF468547 (Li et al., 2003)
CAGGCTTTTAAGCGCATTTT

UcdCgl149 (GA)n (GACA)n TGATTAAACGTGGGTGATTCAG 7 213-245  AF468551 (Li et al., 2003)
TTTCTGACTGTCCGTCTGTGA

UcdCgl150 (CT)n CCTTTCATGTAGGATGACTCTTTTT 8 250-291  AF468552 (Li et al., 2003)

TGAGGGGAGCATTGATTGAT
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. s . Ta Gamme de Numérp Publications
Locus Séquence Répétée Séquence des Amorces (5' - 3") o . d'accession C
(°C) taille (pb) associées
GenBank

UcdCgl51 (GT)n AGGTAATCCGCAAACCAGTG 8 264-308  AF468553 (Li et al., 2003)
GCATTGCGTCAGGATTAGGT

UcdCgl52 (CAT)n TGGTTTTGGAGCTTGGCTTA 2 256-259  AF468554 (Li et al., 2003)
TCAAGCAAAGAAAGTCACCTCA

UcdCgl53 (GAT)n GCAGCAGCTTCAGAGTGAAA 11 257-289  AF468555 (Li et al., 2003)
CAAAATCTGGTGGACCTTCG

UcdCgl56 (GATA)n (GA-TG)n (TA)n AGCAGACCTTGGCAAATACG 14 116-208  AF468557 (Li et al., 2003)
CCGTCATCAGGTCCTGTTTT

UcdCgl57 (GA)n (TAGA)n GGGGGATGTCGGAGAAGTAT 9 229-313  AF468558 (Li et al., 2003)
AACAGAGAAAGGTGGATTTTAGGA

UcdCgl60 (GA)n (GACA)n GGAGCCATTAACAACACCACA 11 223-278  AF468560 (Li et al., 2003)
TCTCTCCCTTCCCCCTCTTA

(TTCA)n (AT-CT)n

UcdCg162 (GTCT)n CCAAATCACCGTTTTAGTTTGTT 6 199-326  AF468562 (Li et al., 2003)
AGCGACACAGAGACCACCTT

UcdCgl65 (ATCT)n (CA)n TTTTTACCAGCACTCGCTGT 14 171-239  AF468565 (Li et al., 2003)
TCCGAATTTCACAAGTGTGTGT

UcdCgl66 (TC)n CATCGGAACTAAATCGGGTAA 6 204-237  AF468566 (Li et al., 2003)
TTCCTTTGTGCTGTCTTACAGG

UcdCgl70 (GA)n (GT)n TGGTGGTCAGTGAATGTGAGA 8 110-134  AF468568 (Li et al., 2003)
CGGACAGTAGCCTTTTAACACA

UcdCgl71 (CAT)n CCACTCATAAGGGAAAATGAAA 8 245-262  AF468569 (Li et al., 2003)
TCGTCGACCTTAAAACTCGT

UcdCgl72 (GAT)n CCACCGTTAAACGTAGCATTG 5 242-250  AF468570 (Li et al., 2003)
TTGTGTCCCTTTTCCGTCTC

UcdCgl73 (CT)n (CA)n AAAATGGGAATTCACTGTGTCA 9 217-250  AF468571 (Li et al., 2003)
CGGCACCGGTTTGTTATCT

UcdCgl74 (CAT)n CTTCCTGCTGCAGAACCTGT 5 178-244  AF468572 (Li et al., 2003)
AATGACGGGATGATGATGATG

UcdCgl76 (GAT)n TTCCGATGATGATAGCGATG 2 259-262  AF468574 (Li et al., 2003)
GGCTCGTGTTCCAATATGGT

UcdCg180 (GAT)n (GTT)n TCACACGCAGCGAATTTTTA 6 281-306 AF468578 (Li et al., 2003)
AATAACCACGCCGACAGC
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. s . Ta Gamme de Numérp Publications
Locus Séquence Répétée Séquence des Amorces (5' - 3") o Na . d'accession .
(°C) taille (pb) associées
GenBank

UcdCgl181 (GT)n (GA)n CACCCCAAAGGACCACATAC 10 214-263  AF468579 (Li et al., 2003)
TGTCAGCATGGGTAAGTCCA

UcdCgl186 (GA)n GCCGCCGATTCTCTTAGATT 6 243-284  AF468584 (Li et al., 2003)
GGGCTAGCTAGTCATCACCCTA

UcdCg189 (GA)n AATGCAGGGGTCACTGAGAG 8 159-262  AF468587 (Li et al., 2003)
GGGATTAAGTTTGAACATGTGG

UcdCg191 (GA)n (CAGA)n GCTTCCATGACACAACTACTGG 11 236-258 AF468589 (Li et al., 2003)
ATGATGCATTGCCAAGTTGA

UcdCg193 (GT)n (TA)n CTAGAAACGCTTCGGTCGAT 2 252-254  AF468591 (Li et al., 2003)
TATCTTTCGCAAATCGCAGT

UcdCgl194 (GAT)n (GAG)n CCCAGTGAAAACTTGGAGACA 9 244-290  AF468592 (Li et al., 2003)
TTTCGAATCGGGAAAATACG

UcdCg195 (CAT)n CCAACAACAGGGCACCTACT 6 260-282  AF468593 (Li et al., 2003)
GGTCCAGTTGGCATCCTCTA

UcdCgl196 (GAT)n (GAC)n CCTTTCATTTGGAGGTTACATTG 14 245-318  AF468594 (Li et al., 2003)
ATCTTGCCATTTGCTTTTGG

UcdCg197 (CTT)n (TG-A)n (GA)n AGCAGACCCACTGGAGGTAA 10 238-364  AF468595 (Li et al., 2003)
GTCGCTTCACCCAGGAAAT

UcdCg198 (CAT)n GAAAGACACGACCGGAGAGA 8 220-250 AF468596 (Li et al., 2003)
CTGATGATGTCCCACACCTG

UcdCg199 (CAT)n GGGAAGAGTTGAATTCTGCAA 3 265-273  AF468597 (Li et al., 2003)
AAACCGAGGCTCAGGAAAAT

UcdCg200 (GAT)n AAAGTTGCTTTGCTGTCGTC 11 232-265  AF468598 (Li et al., 2003)
CGCTAACGTGCTTCATTCAA

UcdCg203 (GATA)n AAGCTTACCGGACTGGGTTA 5 129-282  AF468601 (Li et al., 2003)
GGGTTCCGCCATTTACTTTA

UcdCg210 (GAT)n TTCACAATGAAGATGACAGTGC 4 318-325 AY999708 (Yamtich et al., 2005)
CCTCCTCTGCCTCCATATCA

CGEO001 (TG)n TCGCTATACTGAGATAGACG 2 195-197  AJ565507 (Yu et al., 2007)
GACTGTTACTTCGCTGTTC

CGEO006 (TA)n TAACCTCTTCAAGGATTT 2 313-324 BQ426914 (Yu et al., 2007)
ATGTCATTATCGCTCAAA

CGEO009 (AG)n TTCGTTGAAGGTGACAAGTG 8 107-129 CX068958 (Yu et al., 2007)
GCATTTTGGGATGAACAGA
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3.7.2 Développement de marqueurs microsatellites par approche « In silico »

L’ensemble des résultats du développement de marqueurs microsatellites par approche
in silico sont détaillés au sein d’un article présenté dans les pages suivantes (Sauvage et al.,
2008). Cet article a été accepté pour publication dans le journal Molecular Ecology
Ressources. L’encadré 1 résume les résultats obtenus pour le développement de ces

marqueurs SNP.

Encadré 1: Synthése des résultats du développement des marqueurs Microsatelites in
silico

Les travaux de recherche de microsatellite ont permis d’obtenirles résultats suivants:

* 22 séquences répétées ont été identifiées par « screening » des séquences EST produites
dans le cadre du Réseau d’excellence « Marine Genomics Europe » (Tanguy, 2008).

* 18 des 22 couples d’amorces ont donné un unique amplicon et ontété amplifiés chez 48
individus issus d’une population naturelle (Bassin de Marennes-Oléron, France)

* Le nombre moyen d’alléles est de 29 avec un minimum de 12 et unmaximum de 48 alléles
* Le niveau d’hétérozygotie attendu se situe entre 0,77 et 0,97

* 3 marqueurs apparaissent liés entre eux (Sili3, Sili6 et Sili7; P>0.05)

» 3 marqueurs dévient de I'équilibre d’'Hardy Weinberg (Sili3,15 et 57; P>0.05).
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Abstract

We report the development of eighteen new polymorphic microsatellite DNA markers
derived from Crassostrea gigas expressed sequences tags. Genotyping of 48 wild adult
oysters sampled from Marennes-Oléron bay (France) revealed 12 to 48 alleles per locus.
Observed and expected heterozygosity ranged from 0.64 to 1 and from 0.77 to 0.97
respectively. The development of these new markers creates a useful complementary tool for
population genetics studies, parentage analysis and mapping in Pacific oyster, a species of

major aquacultural and ecological importance.

The Pacific cupped oyster is one of the most widely cultivated aquatic species with a
world annual production of 4.5 millions metric tons in 2005 (FAO, 2006). It has been
introduced into many countries, and may naturalise and become invasive. Most production is
based on collection of wild seed and this species has therefore benefited little from genetic
improvement by selective breeding. A significant genetic basis has been shown for several
traits of aquacultural interest, such as resistance to summer mortality (Degremont et al.,
2007), indicating the potential for genetic improvement of cultured stocks. Moreover, the
development of genomic resources is increasing (Hedgecock et al., 2005; Jenny et al., 2007;
Tanguy et al., 2007). Current linkage maps include around 100 AFLP (Li et al., 2004) or 100
microsatellite markers (Hubert et al., 2004). Higher density maps, required for QTL or
genome scan studies, rely on the development of additional microsatellite (Yu and Li, 2007;
Wang et al., 2008) or SNP (Sauvage et al., 2007) markers. However, high frequencies of null
alleles (Hedgecock et al., 2004) and segregation distortions (Launey and Hegecock, 2004)
have been frequently observed in C. gigas, leading to additional constraints to the

development of high density linkage maps.

Here we present the identification and the characterization of a new set of 18 EST-
SSR markers, recently reported to present lower frequencies of null alleles than genomic
SSRs (Yu and Li, 2008). A total number of 9272 EST contigs assembled from the Public
sequences and the Marine Genomics database (http://www.sigenae.org/) were screened to
identify every repeated tandem sequence (from penta to dinucleotide) using the Cotton
Microsatellite Database Simple Sequence Repeat Server (Clemson University Genomics
Institute; http://www.mainlab.clemson.edu/cm/ssr_server/). A total of 22 primers pairs were
designed from the available sequences (see Table 1 for Accession numbers) using the
Primer 3 program (Rozen, 2000; http://frodo.wi.mit.edu/ - table 1).

PCR amplifications were performed as follows: an initial denaturation step of 2 min at
94°c, then the annealing temperature is decreased, from 65 to 55°C, in increments of 1°C for

every subsequent set of 2 cycles, and followed by an extension step of 1 min at 72 °C. When

111



Chapitre I11 — Développement des marqueurs moléculaires et génotypage

the lowest annealing temperature was reached, it was used for the 25 remaining cycles. The
PCR mix was composed of 0.3U Taq polymérase (New England Biolabs), 10 mM provided
buffer, 1 mM MgCl,, 2 mM dNTP (Eurogentec), 10mM of each primer and 100 ng genomic
DNA in a final reaction volume of 10 uL. Capillary electrophoresis was performed on a ABI
3130xI genetic analyser (Applied Biosystems) and alleles were scored using the software
Genemapper version 4 (Applied Biosystems).

Eighteen SSR out of 22 gave PCR products of expected size and showed only two
alleles. Descriptive statistics (table 1) on the genotypes from the 48 adult samples were
obtained using Genetix 4.1 (Belkhir et al., 1996). The number of alleles per locus ranged
from 12 to 48, with mean of 29.9. The expected and observed heterozygosity estimates,
ranged from 0.77 to 0.97 and from 0.64 to 1, respectively. These results are similar to those
previously published by Huvet et al. (2000). Testing for Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE)
was carried out using the Markov chain method (100 000 steps; 10 000 dememorisation)
using ARLEQUIN Version 3.1 (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/). Three out of 18 loci
(Cgsili3, 15 and 57) showed a significant deviance from equilibrium. Such deviations are
unusually frequent in oysters and were recently observed in a set of EST-SSR developed by
Yu and Li (2007) in the Pacific oyster. In most cases, such deviations are due to the high
frequency of null alleles (Hedgecock et al., 2004). Moreover, genotypic linkage disequilibrium
was detected between three markers (Cgsili3, 6 and 7; P>0.05). The null allele frequency (r)
was  computed using the Cervus program (Marshall et al., 1998;
http://www.fieldgenetics.com/pages/aboutCervus_Overview.jsp) and results show that this
frequency is low (r>0.5 for 17% of loci), which is as expected because the frequency of null
alleles in EST-derived SSRs is usually lower than in genomic SSRs due to lower mutation at
splicing sites (Goldstein and Schlb6tterer, 1999).

These novel microsatellite loci, developed by an in silico screening approach will be
useful for further population genetics, parentage analysis and linkage mapping studies in the

Pacific oyster.
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Table 1. EST-SSR isolated in Crassostrea gigas with: primer sequences, number of individuals genotyped (Ni), observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (HE), testing of Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE) and calculated frequency of null alleles in 48 individuals.

Null alleles Frequency

Locus Repeat sequence Primers sequences (5'-3) Ni Na (size range, bp) Ho He HWE 0 Accession no.

Cgsili3 (TA)27 F: TGAAATTAACAACCCTTGGT 39 36 (324-403) 0.641 0,9589 0.032* +0.1995 AM857068
R: TTGAATCTAAAGAATATGGCAA

Cgsili4 (AG)26 F: GGTGCAGTAGTTGGAAACAT 43 45 (267-397) 0.7907 0,9594 0.431 +0.0976 AM854894
R: TCACATTTAACTAGCGCTCTC

Cgsilié (GA)2 F: ATGAACGTCCAAGTTCAGAC 46 48 (238-410) 0.913 0.97 0.221 +0.0301 AM854296
R: ACACATTTCCTTATAAAGCC

Cgsili7 (GA)24 F: ACAACGCTATCAGAACCATT 44 32 (209-300) 0.8864 0.9122 0.080 +0.0077 CU682571
R: ATCTCCCGGCAAGTATATG

Cgsilil2 (CAATG)s F: CCATCTTCTGTTTGGTTCAT 45 40 (155-242) 1.0000 0.9644 0.057 -0.0183 AM857087
R: GCACCGGATGGTAGATATT

Cgsilil5 (TCCA)s F: TCTCTTTCCATCCATCAATC 42 16 (200-230) 0.595 0.763  0.021* +0.1289 AM856504
R: GGTGATATTGTAACGGCATT

Cgsili26 (GA)1sGC(GA), F: CCCACTAAAGCTACCTATTGA 47 30 (202-278) 1.0000 0.9124 0.689 -0.0522 AM855372
R: TGTGGATTCCTTAACTGACC

Cgsili29 (AG)20 F: TTTATATGCGATTTCTGAAGC 42 38 (302-400) 0.9524 0.9592 0.744 +0.0030 AM856933
R: TTGACTAAGAATTCATCGGG

Cgsili37 (TC)ss F: TTGCTGGTTGTGATGAATAG 37 32 (109-190) 1.0000 0.9592 0.451 -0.0210 BQ427164
R: ATATCTGGCCTAACATGTGC

Cgsili38 (TG)sC(GT)s F: TTTCTGCTCTGTGTGTGTGT 34 23 (306-391) 0.9412 0.9325 0.332 -0.0060 AM854072
R: ACGTGGAGTGACGCTACTAT

Cgsili39 (AG)13 F: GACCATACAGCTCTGTCCAT 29 30 (331-445) 1.0000 0.9566 0.094 -0.0237 AM854746
R: GCTACTGAATGAGAATGGCT

Cgsili43 (GA)10 F: AAATGCTGCAGAAATAATCC 43 15 (340-358) 0.8837 0.8807 0.077 -0.0013 AM854072
R: AGATGGCTACAGTGAAATGG

Cgsili44 (AG)-AAA(GA), F: TGGCATTTCATGGTTAATTT 39 25 (208-261) 0.9744 0.9395 0.123 -0.0193 AM858556
R: TGTTGTATGAAATGTCGGAA

Cgsili45 (AG)-AAA(GA), F: GTCGAGAAATAAAGCTGGAA 41 20 (184-211) 1.0000 0.898  0.089 -0.0592 AM857706
R: CAAGATTCCAAGGAAACAAA

Cgsili46 (TG)sA(GT); F: CATGACAATCGAGTCCATAA 39 33 (340-414) 0.9487 0.9481 0.091 -0.0010 AM856490
R: CATGGTGGAGAAAGAGTTGT

Cgsili50 (CA)wo F: CTATCTGAGCACGCTTCTCT 46 25 (221-250) 0.848 0.913 0.078 +0.0314 AM865904
R: TCTCTGTCAGATGATCTCAGG

Cgsili56 (GTT)s F: GTCCCTGTGTTACACTCCTG 42 21 (232-289) 1.0000 0.8747 0.239 -0.0720 CuU682998
R: TATCAGTCCAACAAAGGAGG

Cgsili57 (AAG)s F: CAGTCCCTCTACGCTACATC 35 12 (320-374) 1.0000 0.7727 0.046* -0.1613 AM856592
R: ACACTACCGCTTTCCTGATA

* Significance level of 0.05
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3.7.3 Développement de margueurs moléculaires de type SNP

L’ensemble des résultats du développement de marqueurs moléculaires de type SNP
ainsi que I’analyse du biais d’usage du code génétique (ou utilisation de préférentielle de
codons) chez I’huitre creuse C. gigas sont détaillés au sein d’un article présenté dans les pages
suivantes (Sauvage et al., 2007). L’encadré 2 résume les résultats obtenus pour le
développement de SNP (figures 25 et 26).

Encadré 2: Synthése des résultats du développement des marqueurs SNP

Les travaux de recherche de SNP ont permis d'obtenir les résultats suivants:
» Un total de 149 séquences d’'EST ont été retenues pour identifier des sites polymorphes.
+ Ces ESTs sont impliqués dans les mécanismes énergétiques et immunitaires chez I'huitre
creuse.
+ Le taux de réussite de I'amplification par PCR et de séquengage a été limité de 41% (61/149)
par la présence d'introns de grande taille, de produits de PCR non spécifique ou des difficultés
techniques.
+ 321 sites polymorphes ont été identifiés (Figure 25) :
+ 73,5% se situent dans les régions introniques et 26,5% dans les régions exoniques
+ dans les régions exoniques, 15,8% sont des mutations non-synonymes et 10.7% sont
des mutations dites silencieuses ou synonymes

Figure 25 : Répartition et nature des marqueurs SNP identifiés.

+ Le taux de polymorphisme nucléotidique a été estimé a :
» un SNP toutes les 61 paires de bases dans les régions exonigques
» un SNP toutes les 41 paires de bases dans les régions introniques
* un ratio global ts/tv estimé a 1,3 (1,34 dans les régions codantes et a 1,17 dans les
régions non codantes - Figure 26).

. 85% o %
15.9% 16.7%
30.5% I >< 26.8% 26. 1%I >< 26.6%
X 85% W X 81% %
e 12.6%
Codant Non-Codant

Figure 26 : Pourcentage de transitions et de transversions dans les régions codantes et non
codantes de I'ADN.
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Abstract

DNA sequence polymorphism and codon usage bias were investigated in a set of 41 nuclear loci in the Pacific oyster Crassostrea gigas. Our
results revealed a very high level of DNA polymorphism in oysters, in the order of magnitude of the highest levels reported in animals to date. A
total of 290 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were detected, 76 of which being localised in exons and 214 in non-coding regions. Average
density of SNPs was estimated to be one SNP every 60 bp in coding regions and one every 40 bp in non-coding regions. Non-synonymous
substitutions contributed substantially to the polymorphism observed in coding regions. The non-synonymous to silent diversity ratio was 0.16 on
average, which is fairly higher to the ratio reported in other invertebrate species recognised to display large population sizes. Therefore, purifying
selection does not appear to be as strong as it could have been expected for a species with a large effective population size. The level of non-
synonymous diversity varied greatly from one gene to another, in accordance with varying selective constraints. We examined codon usage bias
and its relationship with DNA polymorphism. The table of optimal codons was deduced from the analysis of an EST dataset, using EST counts as
a rough assessment of gene expression. As recently observed in some other taxa, we found a strong and significant negative relationship between
codon bias and non-synonymous diversity suggesting correlated selective constraints on synonymous and non-synonymous substitutions. Codon
bias as measured by the frequency of optimal codons for expression might therefore provide a useful indicator of the level of constraint upon
proteins in the oyster genome.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: SNP; Genetic diversity; Codon bias; Crassostrea gigas

1. Introduction

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) are the most
abundant sequence variations encountered in a genome (Cho
et al., 1999; Picoult-Newberg et al., 1999; Griffin and Smith,
2000). Although moderately sparse in the human genome with
one SNP per kb (Sachidanandam et al., 2001), they sometimes

Abbreviations: AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism; bp, base
pair; kb, kilo base pair; Fop, Frequency of optimal codon; GC3, Percentage of G
and C content at third position of codon; ORF, Open reading Frames; QTL,
Quantitative Trait Loci; SNP, Single Nucleotide Polymorphism; SSR, Single
Strand Repeat; ts, transition; tv, transversion.

* Corresponding author. LGP, Station IFREMER, 17390 La Tremblade,
France. TéL: 433 5 46 76 26 30; fax: +33 546 76 26 11.
E-mail address: slapegue@ifremer.fr (S. Lapégue).

0378-1119/% - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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reach high densities in some highly diverse species such as in
some insects (e.g. one SNP every 125 bp in the Aedes mosquito
genome, Morlais and Severson, 2003) or some crops (e.g. one
SNP every 104 bp in the maize genome, Tenaillon et al., 2001).
With the development of DNA-based marker assays and high-
throughput genotyping technologies, SNPs have become
markers of choice for large scale mapping and genotyping
(Rafalski, 2002; Black et al., 2001). For example, it has had a
great impact on the generation of genetic maps, for the analysis
of genetic diversity, trait mapping and diagnostics. They are
especially useful for association studies because of their high
frequency in the genome, and they are genetically more stable
than microsatellite markers. SNPs are therefore ideally suited
for the generation of high-density genetic maps (Cho et al.,
1999; Nairz et al., 2002) and have number of advantages for
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population genetics studies (Vignal et al., 2002). However, only
few SNP markers have been developed in marine bivalves and
more generally in marine invertebrates.

Marine molluscs are recognised to reveal one of the highest
level of allozyme polymorphism within the animal kingdom
(average heterozygosity 15-30%, Ward et al., 1992; Bazinet al.,
2006). The extreme heterozygosity of marine molluscs is at first
best explained by large effective population sizes expected for
species with high fecundities, extensive larval dispersal, dense
populations and broad distribution. However, numerous studies
have questioned the neutrality of allozyme variation in marine
molluscs. Popular examples of direct selection on some
allozyme loci come from the marine bivalves literature (Koehn
etal., 1980; Karl and Avise, 1992; Riginos et al., 2002), although
they have sometimes been criticized (McDonald, 1996; Bieme
et al., 2003). The observation that multilocus heterozygosity is
frequently comrelated with fitness-related traits in these species
(review in David, 1998) was initially taken as evidence for
overdominance at allozymes (Mitton, 1993). However, a
consensus now emerged that the correlation is in fact best
explained by the indirect effect of deleterious mutations on
neutral marker variations (David, 1998). This neutral alternative
introduced two requisites that have a bearing on our under-
standing of the population genetics of marine bivalves: (i) a high
genetic load and (i) the existence of particular population
structures generating a strong variance in individual inbreeding
(Bierne et al., 2000). Both have received support. The genetic
load has been quantified and was estimated to be extremely high
(Bierne et al., 1998; Launey and Hedgecock, 2001). Several
authors have challenged the idea that marine bivalves occur in
large, homogeneous, randomly mating populations. Hedge-
cock’s sweepstakes hypothesis proposes that large variation in
reproductive success lead to effective population sizes several
orders of magnitude below census numbers (Hedgecock, 1994).
The slight, unpredictable but significant genetic differentiation
observed at small spatial scales (Johnson and Black, 1984;
David et al., 1997) is also consistent with the fragmentation of
marine populations into small, transient reproductive groups.
Finally, Bazin et al. (2006) reported that mitochondrial diversity
was not higher in marine molluscs than in other taxonomic
groups in sharp contrasts with allozyme diversity. Bazn et al.
(2006) also reported a positive correlation between allozyme
diversity and nuclear DNA diversity at a large taxonomic scale,
suggesting that these two types of variation share the same
information, namely population size. However, their meta-
analysis nonetheless revealed that quantification of nuclear
DNA diversity remains uncommon in many invertebrate groups,
including molluscs, precluding the use of DNA polymorphism
for comparison with mitochondrial diversity. Taking into
consideration the doubts accumulated on the neutral status of
allozymes and on the effective population size in marine
bivalves, one might enquire thorough assessments of silent DNA
polymorphism in these taxa.

Here, we describe the characterization of SNPs in coding and
non-coding sequences of the Pacific oyster Crassostrea gigas.
We used primer sequences designed in a set of 41 ESTs and
direct sequencing of PCR products. The validity of detected

SNPs was ascertained by multiple sampling of the same allele in
a sample of related individuals. This sampling strategy allowed
us to remove technical artefacts of PCR and sequencing that
generate singleton substitutions. We describe levels of diversity
observed in coding and non-coding regions. We also undertake
an investigation of codon usage bias and its relationship with
DNA polymorphism. It is now widely accepted that selection
acts on synonymous codons to improve translation in many
organisms (lkemura, 1992; Akashi, 1994) but not always
(Duret, 2002). Variation in the effectiveness of selection on
synonymous codons between species is likely to reflect
variation in effective population sizes rather than variation in
coefficients of selection (Li, 1987; Bulmer, 1991; Akashi, 1995;
Cutter et al., 2006). Indeed, genomes with the strongest
variation in codon usage correspond to species recognised to
have large effective population sizes such as bacteria, yeast or
insects (lkemura, 1982; Merkl, 2003; Akashi, 1995) while
natural selection does not appear to play a role in Mammals
(Urrutia and Hurst, 2001). Although selection on synonymous
codon use has been known for more than two decades, it
remains unclear whether codon usage primarily affects the
clongation rate or the fidelity of protein synthesis (Akashi,
2001; Duret, 2002). However, the latter hypothesis has received
evidences in Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans
and Escherichia coli (Akashi, 1994; Marais and Duret, 2001;
Stoletzki and Eyre-Walker, 2007). A negative correlation
between the rate of non-synonymous substitution and codon
bias have been described in a number of species (Stoletzki and
Eyre-Walker, 2007; Pal et al., 2001; Betancourt and Presgraves,
2002) and seems best explained by the effect of selection on the
accuracy of translation (Bieme and Eyre-Walker, 2006;
Stoletzki and Eyre-Walker, 2007). As a consequence, some
authors have recently proposed that codon bias might
sometimes be used as an indicator of the selective constraint
acting on a protein (Stoletzki and Eyre-Walker, 2007; Plotkin et
al., 2006) as others proposed to use codon bias as a measure of
the level of gene expression (Sharp and Li, 1987; Karlin and
Mrazek, 2000; Coghlan and Wolfe, 2000). We here provide
results suggesting that codon bias could provide useful
information about the level of constraint upon a gene in the
oyster genome.

2. Materials and methods
2.1. Biological material and DNA extraction

Twenty four two year-old oysters (C. gigas) were used in this
SNP discovery experiment. They were produced during the
French MOREST program that studied the genetic basis of the
summer mortality phenomenon as described in Dégremont et al.
(2007). These 24 individuals belongs to the third stage of
selection for the resistance to the summer mortality and were
selected to initiate a genetic linkage mapping experiment to
detect quantitative trait loci (QTL) of aquacultural interest.
These oyster are related with each others as following (Fig. 1):
there are two replicates of four groups composed of three
individuals (one male and two females), which are brothers and
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Fig. 1. Genealogical relationship between the oysters used in our analysis of polymorphism.

sisters. They are related by a semi-brother relationship to
individuals of the three other groups. All individuals that

compose the eight groups are the progeny issued from a cross of
two individuals randomly taken from eight pools (G2) of

individuals, named A, O, G, J. K. Q. R and AC. These ecight

pools are themselves the progeny of an ancestral couple of

oysters (G1) selected for their resistance to summer mortality
phenomenon (Dégremont et al., 2007).

DNA was extracted from samples of mantle tissue following
the Promega DNA Wizard cleanup Kit recommendations. The
quality of DNA was first checked on a 1.5% agarose gel (15 V/

cm; 40 min) and secondly by quantification using an Eppendorf

biospectrophotometer. This allowed to get 24 equal concentra-
tion of DNA (100 pg/mL) prepared for the amplification step.

2.2. Primer design and amplification

Primers were designed using the Primer3 software (Rozen
and Skaletsky, 2000) from Expressed Sequence Tags (EST)
developed in the Pacific oyster and retrieved from the Genbank
database (http://www.ncbinlm.nih.gov/). Few additional un-
published ESTs were also added in our experiment (Huvet,
Boulo and Renault, Pers. Com.). Primers produced fragments
from 250 to 550 bp. PCR conditions were standardized by the
use of a touchdown PCR protocol. The same reaction mix was
used for each pair of primers and amplification was performed
with three ranges of annealing temperatures (60 to 50 °C, 65 to
55°C and 82 to 74 °C). The mix was composed for each sample

of 0.3U Tag polymerase (New England Biolabs), 10 mM of

provided buffer, I mM MgCl,, 2 mM of dNTP (Eurogentec),

10 uM of each primer and 100 ng of genomic DNA. in a final
reaction volume of 48 pL. Pairs of primers with the same
optimal range of annealing temperature were grouped and ran
on a Perkin-Elmer ABI 2700 PCR machine (Applied Biosys-
tems) as following: initial denaturation step for 5 min at 94 °C,
then 2 cycles of 1 min denaturation at 94 °C, for every
subsequent 2 cycles, the annealing temperature was decreased
by | °C during | min, and an extension step at 72 °C of 1 min.
Atthe lowest annealing temperature (50, 55 or 74 °C), 25 cycles
at 94 °C for 30 s, 30 s annealing and | min extension at 72 °C
were applied. A quantity of 5 pL of PCR products was purified
with 2 uL of the ExoSAP-IT enzyme (Amersham Biosciences)
to remove non-incorporated dNTPs and primers according to
the manufacturer manual. Then, purified PCR products were
sequenced in a single direction using the forward primer with
the ABI Prism BigDye v3 Terminator Cycle sequencing Kit
(Applied Biosystems) and the sequences were analysed on an
ABI 3100 Avant genetic analyser (Applied Biosystems).

2.3. Nucleotide diversity

Sequences were edited, corrected by hand if needed and
aligned using Seqscape v2.1 software (Applied Biosystems)
using the KB basecaller algorithm. After a Blast homology search
(http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), the sequences that did
not correspond, at least partly to the EST used to design primers,
were removed. Multiple sequences alignment was exported to
BioEdit v7.0.5. (Hall. 1997) and aligned with the comresponding
EST sequence in order to infer intronic regions. Open Reading
Frames (ORF) were inferred by trying the three frames and
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Table 1
Nucleotide polymorphism in Crassostrea gigas nuclear genes
Genes Accession Pn Ps Pnc Type of non- ILn Ls Lnc Leds s ™m me  wsio wn/ Fop GC3
number coding sequence (bp) (bp) (bp) msi
Drac 3 EF694083 1 1 2 Intron 122 37 78 325 0.027 0.008 0.026 0.026 0.314 039 0.71
Elongation factor lalpha EF694084 0 1 5 Intron 7320 99 1386 0.050 0 0.051 0.050 0 0.42 0.48
Adrenal gland protein EF694077 0 4 5 Intron 114 30 220 714 0133 0.000 0.023 0.036 0.000 0.33 0.52
Astacin EF694085 2 1 16 Intron 91 26 175 752 0038 0.022 0.091 0.085 0.260 026 0.39
Cytochrome P450 EF694086 0 1 7 Intron 63 21 115 151 0048 0 0.061 0.059 0 0.35 0.6
Tubulin EF694087 2 0 4 Intron 78 27 142 533 0 0.026 0.028 0.024 1.083 0.28 0.46
GlycoProtein Hormone receptor EF694088 1 1 0 UIR 207 56 67 3279 0018 0.005 0.000 0.008 0.594 0.3 049
Glutaryl-CoA dehydrogenase-like protein  EF694089 0 0 18 UTR 10 32 202 216 0 0 0.089 0.077 0 03 041
Glutathion S transferase EF694090 0 0 11 Intron 70 23 277 537 0 0 0.040 0.037 0 0.37 0.53
Amylase gene B EF682217 1 1 0 Intron 224 73 88 1557 0.014 0.004 0.000 0.006 0.719 0.34 049
Apolipophorin EF694091 0 0 0 Intron 265 74 88 562 0 0 0.000 0 0.31 0.39
Ciaol like protein EF694092 2 6 6 Intron 154 40 107 564 0.150 0.013 0.056 0.082 0.159 0.27 0.38
Vasa-like EF694093 0 1 9 Intron 138 48 303 2274 0021 0 0.030 0.028 0 0.35 0.43
ATPase H™ EF694094 0 0 6 Intron 61 17 141 183 0 0 0.043 0.038 0 0.37 0.64
BQ427367 EF694095 0 3 15 Intron 79 23 187 489 0.130 0 0.080 0.086 0 0.36 0.36
S-adenosylhomocysteine hydrolase EF694096 0 0 12 Intron 97 32 145 470 0 0 0.083 0.068 0 0.28 0.52
Super oxyde dismutase EF694097 0 1 2 Intron 97 32 145 576 0031 0 0.014 0.017 0 0.41 0.52
Glucose 6 phosphatase EF694098 0 1 5 Intron 100 29 117 130 0034 0 0.043 0.041 0 0.51 0.58
Ik cytokine — down regulator of HLA ~ EF999946 0 0 11 Intron 4 7 250 312 0 0 0.044 0.043 0 0.31 0.59
Similar to sodium/potassium transporting EF627977 0 0 0 Intron 79 20 98 100 0 0 0.000 0 0.41 0.52
ATPase
Phospholipase C EF999947 0 0 2 Intron 76 23 201 343 0 0 0.010 0.009 0 0.32 0.55
Calcium dependant protein kinase EF694100 0 0 5 Intron 131 34 177 744 0 0 0.028 0.024 0 0.31 0.51
Inhibitor protein kappa B EF694101 0 0 0 Intron 42 15 166 1086 0 0 0.000 0 0.27 0.41
Plastin AF075690 1 0 9 27 177 0 0.010 0 0.19 0.36
Actophorin AF075694 0 0 81 21 201 0 0 0 0.25 0.35
Myosin light chain AJ563458 2 0 95 28 477 0 0.021 0 0.31 0.54
Amylase gene A EF694074 4 6 206 67 1560 0.090 0.019 0.090 0.217 032 0.51
Beta tubuline AY713400 0 0 118 38 1128 0 0 0 0.46 0.54
BQ426586 BQ426586 2 1 132 39 279 0.026 0.015 0.026 0.591 0.29 0.49
Laccase EF999948 0 4 92 28 321 0.143 0 0.143 0 0.33 05
Similar to macrophage expressed gene 1 EF627979 1 3 131 37 471 0.081 0.008 0.081 0.094 0.32 0.52
Notch EF999949 1 0 159 42 310 0 0.006 0 0.27 0.37
Flavin-containing monooxy genase 2 AJIS85074 0 2 130 35 1365 0.057 0 0.057 0 0.39 0.61
Integrin EF694075 30 UTR 241 234 0.124 0.124 0.37 0.53
Gigasin 2 (exons 1-2) EF694076 0 Intron 162 83 0.000 0 0.12 0.21
Paired type homeodomain protein AY187692 Il Intron 168 96 0.065 0.065 0.39 0.67
Cyclophiline EF694080 8 Intron 199 492 0.040 0.040 0.37 0.5
Scavenger EF694081 2 Intron 168 246 0.012 0.012 0.14 0.29
HAT14 EF694082 5 Intron 256 360 0.020 0.020 0.38 0.53
Kazal-type proteinase inhibitor CB617337 25 UTR 404 395 0.062 0.062 0.21 0.35
Arha2 EF694078 3 Intron 261 579 0.011 0.011 0.42 0.6

Pn : Number of non-synonymous polymorphic sites in coding DNA.
Ps : Number of synonymous polymorphic sites in coding DNA.

Pnc : Number of polymorphic sites in non-coding DNA.

Ln : Number of non-synonymous sites in coding DNA.

Ls : Number of synonymous sites in coding DNA.

Leds : Length of the longest coding sequence available (bp).

Lnc : Length of the non-coding sequence (bp).

7n : Number of non-synonymous SNPs per non-synonymous sites, Pn/Ln.
ms @ : Number of synonymous SNPs per synonymous sites, Ps/Ls.
mnce : Number of non-coding SNPs per non-coding sites, Pne/Lnc.
wsi : Number of silent SNPs per silent sites, (Ps+Pnc)/(Ls+Lnc).
Fop: Frequency of optimal codon.

GC3: G/C content at third position of codon.

finding the longest ORF together with the help of orthologous
sequence from GenBank. Regions outside the ORF but matching
the EST sequence were considered to be UTRs. However, UTRs
were found for only 4 loci (Table 1) and the majority of non-
coding DNA sequences described in the present study belongs to

introns. We expected to find identical alleles by descent (i.e. the
same sequence) several times because individuals of the sample
are related. As a consequence, singleton substitutions were
inferred to be technical artefacts arisen during PCR and
sequencing steps. Although, SNPs were characterised by direct
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sequencing of PCR products, this sampling strategy allowed us to
obtain a valid characterisation of these markers. SNPs were
identified as transitions or transvertions for both coding and non-
coding regions. For SNPs occurring in coding sequences,
variations were classified as synonymous or non-synonymous
changes. The analysis of genetic diversity was conducted with
DnaSP 4.0 (Rozas and Rozas, 1995). We computed the average
number of SNPs per site (I'T) which is the number of polymorphic
sites divided by the length of the sequence. Calculations were
conducted independently for non-coding (IT,.), synonymous
(T1), and non synonymous (I1,,) substitutions. In order to
compute I'l; and IT,,, we estimated the number of synonymous
and non-synonymous sites in a coding sequence with the method
of Nei and Gojobori (1986).

2.4. Synonymous codon use

In order to investigate codon usage bias, the table of optimal
codons was deduced from the analysis of an EST dataset using
EST counts as a rough assessment of gene expression (Duret
and Mouchiroud, 1999). The dataset was composed of 8800
EST sequences which were available for C. gigas in Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and the Marine Genomics
Europe Network of Excellence databases. Open reading frames
(ORFs) were identified by choosing the longest possible
translation into amino acid sequence. Sequences with an ORF
smaller than 100 codons (300 bp) were removed from the
dataset to prevent the occurrence of wrong ORFs and to have
enough codons to compute the frequency of synonymous
codons. It is likely that some EST annotations are wrong as a
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result of artifactual frameshift substitutions in single-pass
sequences. However, our procedure should result in removing
a part of the coding region from the analysis rather than
misinferring UTRs as coding regions. We therefore argue that
sequence quality problems could introduce a statistical noise but
should not bias the analysis. We built clusters of ESTs
corresponding to the same gene by using the algorithm
developed by Bazin et al. (2005) to construct the Polymorphix
database. Two sequences were clustered into the same family if
they shared fragment longer than 300 pb with similarity
superior to 95%. Only the longest ORF of a cluster was used to
compute tables of codon usage. The frequency of synonymous
codon per amino acid was computed with the program
CODONW (Peden, 1999). A synonymous codon was inferred
as “optimal” when its frequency significantly increased with
EST counts (Duret and Mouchiroud, 1999). This was tested by
non-parametric Spearman’s correlation in JMP v5.0€ (SAS
Institute Inc.). Once optimal codons were inferred, we used the
frequency of optimal codons (Fop; Ikemura, 1985) as a measure
of codon bias.

3. Results
3.1. Tipes and distribution of polymorphism

A total of 84 EST sequences were chosen for primer design.
Fifteen of these ESTs were chosen on the basis of their putative
function in relation to summer mortality. Forty one ESTs (51%)
amplified a clear genomic DNA fragment. For 31 of the 41
amplitying loci (72%), the size of the fragment obtained was
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Fig. 2. Level of polymorphism detected in coding and non-coding parts of ESTs.
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longer than the size expected from the EST sequence because of
the presence of introns. Therefore, we suspect that the presence
of several and/or very long introns could partly explain the rate
of failure of PCR amplification.

Approximately, a total of 10.5 kb of the pacific oyster
genome were sequenced with a total of 290 SNP markers
identified in both coding and non-coding DNA. Around 3/4 of
SNPs (69%) were localised in non-coding regions (Table 1).
The level and the repartition of this polymorphism in each locus
is shown in the Fig. 2. We found only 4 monomorphic locus
which represented only 5% of amplified loci. The average
density of SNPs in coding regions was estimated to | every
60 bp and 1 every 40 bp in non-coding ones. An average
number of 6.7 SNPs were detected in each amplicon with a
minimum of 0 (monomorphic sequence) and a maximun of 30
SNPs within a 241 bp (1 SNP every 9 bp) entirely non-coding
sequence of the Integrin gene.

Our data show a global 7z, ratio (1.3) in the Pacific oyster,
which is similar to the ratio observed in Drosophila (1.5,
Moriyama and Powell, 1996) or humans (1.4, Brookes, 1999).
t/t, was equal to 2.1 for synonymous changes while it was 0.9
and 1.2 for non-synonymous and non-coding changes respec-
tively (exact ¢ Fisher test, r=0.264). With twice more
possibilities of transvertions than transitions, 7,/z, should ideally
be equal to 1/2, if substitutions appeared randomly in DNA.
However, it is well-known that a mutational bias favours
transition over transversion. Because of the structure of the
genetic code, synonymous changes are more often transitions
than transversions. As much of the diversity is composed of
synonymous substitutions, the #/¢, ratio increases in coding
sequences (#/t,=1.34). The same phenomenon is observed in
the mosquito Aedes aegypti where t./t, in coding sequences is
similar. (Morlais and Severson, 2003). The mutational bias for

Table 2
Table of optimal codons deduced from the analysis of the EST dataset

transition is therefore more accurately estimated from non-
coding sequences and was estimated to be 7/t,=1.2 in C. gigas.

The number of SNPs per site was calculated for both coding
and non-coding regions. Diversities were similar at synony-
mous (ITs=0.035) and non-coding positions (I'lnc=0.038) and
were not significantly different (per permutation 7 test=—0.55,
P=0.29). Although the level of polymorphism in coding and
non coding regions was positively correlated as expected for
neutral substitutions sharing correlated genealogies, the corre-
lation was not significant (Spearman’s p=0.3; P=0.16). As the
two kinds of silent substitutions gave the same information, they
have been combined into a single indice (Ilsi). The non-
synonymous to silent polymorphism ratio (ITn/TTsi) was 0.16
on average. However, I'Tn/TTsi varied greatly from one gene to
another.

3.2. Codon usage bias

Table 2 presents Spearman’s correlation coefficients between
the frequency of synonymous codons per amino acid and EST
counts. As an illustration, we explain the results obtained at the
Phenylalanine amino acid. Phenylalanine is a two-fold degen-
erate codon, which means that two different codons (UUU and
UUC) can code for this amino acid. The average frequency of
this amino acid among all others is 0.05 in the Pacific oyster
genome and it does not vary significantly with expression levels
as measured by EST counts. Ideally, each of the two codons of
the phenylalanine should be equally represented by a frequency
of 0.5. However, as expected in a GC-poor genome, the UUU
codon is over-represented on average in lowly expressed genes
(~60% in the category of genes with a single EST). On the other
hand, the frequency of the UUC codon increases with expression
level and the situation is reversed in highly expressed genes for

Fourfold degenerate codons

Twofold degenerate codons

Six and threefold degenerate codons

Aa  Codon Speamnan correlation  Probability aa Codon  Spearman correlation  Probability  aa Codon  Spearman correlation  Probability
Thr  ACU ~0.02 NS Lys AAA Arg AGA 003 NS
ACC 0.04 0.012 AAG  0.06 <.001 AGG 0.03 NS
ACA  —0.01 NS Asn  AAU CGU 0.04 0.012
ACG ~0.02 NS AAC  0.04 0.01 cGC 0.05 0.007
Pro  CCU 0.01 NS Gln  CAA CGA 0.01 NS
cce 0.04 0.023 CAG 0,07 <.001 CGG —001 NS
CCA ~0.02 NS His CAU Leu CUU 002 NS
CCG -0.03 NS CAC  0.03 0.023 cuc 0.05 0.002
Ala  GCU 0.04 0.011 Glu  GAA CUA  -0.03 NS
GCC 0.05 0.003 GAG  0.02 NS cuG 0.06 0.001
GCA ~0.05 0.006 Asp  GAU UUA  —005 0.003
GCG -0.02 NS GAC  0.03 NS uuG 0.01 NS
Gly GGU -0.02 NS Tyr  UAU Ser  AGU ~0.02 NS
GGC 0.01 NS UAC  0.02 NS AGC 0.01 NS
GGA 0.05 0.008 Cys UGU ucu 0 NS
GGG —0.02 NS uGgce 0.0l NS ucc 0.05 0.005
Val  GUU =0.03 NS Phe UUU ucAa =001 NS
GucC 0.05 0.002 vuc 007 <.001 ucG  —0.03 NS
GUA ~0.05 0.002 lle AUU 0 NS
GUG 0.04 0.011 AUC 0.1 <.001
AUA  —0l1 <.001
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which the UUU codon is under-represented (~40% in the
category of genes with 5 or more ESTs). The same trends were
observed for other amino-acid: although -A and -U ending
codons are more frequent on average as expected in a GC-poor
genome, -G or -C ending optimal codons are more frequently
observed (Table 2). As a consequence, GC-content at the third
coding position is also correlated to expression levels (Spear-
man’s p=0.087, P<0.0001) although less than Fop (Spear-
man’s p=0.13, P<0.0001). As a consequence, codon usage is
paradoxically less balanced in lowly expressed genes that are
GC-poor than in highly expressed genes that reach an
intermediate GC-content. This result highlights that codon
usage bias is difficult to establish without an assessment of
expression levels (Duret and Mouchiroud, 1999). In the case of
the genome of C. gigas, a simple analysis of codon usage
without expression data could have resulted in the inference that
GC-poor genes are more biased and that -A and -U ending
codons are optimal for translation while it is indeed the reverse —
translational selection primarily favours -G or -C ending codons
although rare in a GC-poor genome but the effectiveness of
selection is not sufficient to result in a strong enrichment in GC-
content which remains intermediate in biased genes. The results
we obtained in C. gigas are similar to those recently reported in
some GC-poor Nematode genomes in which translational
selection nonetheless tends to favour -G or -C ending codons
(Cutter et al., 2006).

We analysed whether genetic diversities would be cor-
related with codon bias. Synonymous diversity could have
been expected to decrease with codon bias because of
selection for codon usage. However, selection on synonymous
substitutions is often too small to result in a detectable
correlation (Bulmer, 1991; McVean and Charlesworth, 2000).
In Drosophila for instance, although synonymous divergence
decrease with codon bias (Sharp and Li, 1987) synonymous
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Fig. 3. Correlation between non synonymous diversity and codon bias revealed
by Fop (Frequency of Optimal Codon).

polymomphism does not vary with codon bias with a dataset
size comparable to this study (Bierme and Eyre-Walker, 2006).
On the other hand, we detected a significant correlation bet-
ween non-synonymous diversity and Fop (Fig. 3; Spearman’s
p=-0.47, P=0.005) or between I'In/TIsi and Fop (Spear-
man’s p=-045, P=0.02).

4. Discussion
4.1. High nucleotide diversity

The level of DNA polymorphism observed in this study is
one of the highest ever observed to date, with one SNP every
40 bp in non-coding regions. To our knowledge, the highest
levels of DNA polymorphism reported in the animal kingdom
were found in the nematod Caenorhabditis remanei (Cutter
et al., 2006) and the sea squirts Ciona savignyi (Small et al.,
2007) with one SNP every 20 bp. Insect species are also
recognised to often be highly polymorphic. The density of SNPs
was reported to be one every 50 bp in Drosophila (Shapiro
et al., 2007) and one every 125 bp in Mosquitoes (Morlais and
Severson, 2003). Our results therefore confirm previous reports
on allozyme diversities which revealed that marine inverte-
brates are amongst the most diverse animal species (Ward et al.,
1992; Solé-Cava and Thorpe, 1991). Furthermore, DNA
sequence polymorphism provides the opportunity to compare
different categories of substitutions on which selection is
expected to act differently. Synonymous and non-coding (silent)
substitutions that do not result in a change in the protein can be
used as a neutral reference to infer the level of purifying
selection that act on non-synonymous (replacement) substitu-
tions. A theoretical expectation is that selection should more
efficiently remove deleterious mutations in species with large
population sizes (Kimura, 1983). The non-synonymous to silent
polymorphism ratio (I'n/TTsi) should therefore be inversely
comrelated to the effective population size. In addition, unlike
divergence data, polymorphism data should not be affected by
adaptive evolution (McDonald and Kreitman, 1991) and I'ln/
ITsi is expected to be a good measure of the proportion of non-
synonymous substitutions that are effectively neutral (Smith
and Eyre-Walker, 2002). We found that non-synonymous
substitutions contributed substantially to the polymorphism
observed in C. gigas: IIn/TTsi=16%. This value is much lower
than in humans (0.22, Bustamante et al., 2005), but it is fairly
higher to what has been reported in Drosophila (0.12, Shapiro
et al., 2007) and much higher than in Caenorhabditis remanei
(0.09, Cutter et al., 2006) and Ciona savignyi (0.07, Small et al.,
2007). Therefore, purifying selection does not appear to be as
strong as it could have been expected for a species with a large
effective population size. However, this result at the molecular
level concurs with the observation of a high genetic load in this
species (Launey and Hedgecock, 2001) and would require
further attention. Unfortunately, without any data on the
frequency of substitutions in natural populations, it is difficult
to investigate further the potentially deleterious nature of
segregating non-synonymous polymorphisms (e.g. Eyre-Walk-
er et al., 2006).
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Some polymorphisms that affect biological functions can
occur outside of coding regions, in promoters or other
regulating regions. Non-coding DNA contains important
sequences for regulatory functions and can be constrained to
some extent. Detectable levels of constraint on non-coding
DNA have already been reported in Drosophila where non-
coding diversity is lower than synonymous diversity (Moriyama
and Powell, 1996; Andolfatto, 2005). The non-coding
sequences we studied were in the close vicinity of genes,
mostly in introns. However, contrary to what was reported in
Drosophila we observed a similar level of diversity between
the two kinds of silent substitutions. We conclude that syno-
nymous and non-coding substitutions are equally (un)con-
strained in the oyster genome.

Recombination might be an interesting parameter to
investigate further in the future in order to reconcile the
possible discrepancy observed between high diversity and
relaxed purifying selection. Indeed, intriguing results have
been reported in marine bivalves. Guo and Allen (1996)
reported the existence of a single recombinational hot spot in
the proximal region of each chromosome arm in Mulinia
lateralis. Hubert and Hedgecock (2004) detected chromosom-
al rearrangements in C. gigas and suggested that blocks of the
genome may retain linkage disequilibria for longer than might
be expected in putatively large, well-mixed populations.

4.2. Pattern of codon usage bias

The pattern of codon usage within a genome results from a
balance among selection, random genetic drift and mutation
(Bulmer, 1991). Our results in Crassostrea gigas first suggest
that a mutational bias tends to enrich the genome in A and T
because the genome is GC-poor on average (GC3=43%).
Secondly, using a moderately large EST database (8800 ESTs)
we nonetheless were able to easily detect synonymous codons
that significantly increase with expression levels measured
with EST counts (Duret and Mouchiroud, 1999). Ideally, one
may verify that optimal codons correspond to the most
abundant tRNAs in the cell (Ikemura, 1985). Unfortunately,
tRNA concentrations in the cell or tRNA gene copy numbers
are not available for C. gigas to date and we had to deal with
expression levels alone. In addition, it should be noted here
that expression levels inferred from EST data seem to be
affected by gene length (Munoz et al., 2004). It can potentially
be a problem because gene length and codon bias are
correlated in a number of species, positively in Prokaryotes
(Eyre-Walker, 1996) but negatively in Eukaryotes (Moriyama
and Powell, 1998; Duret and Mouchiroud, 1999). Although
puzzling the correlation is not necessarily the result of a direct
link of causality (Duret and Mouchiroud, 1999). It seems
difficult to imagine that a gene length effect could bias the
inference of optimal codons for two reasons: (i) Longer genes
are more energetically costly to translate. It seems expected
that they could be underrepresented in the category of highly
expressed genes. The fact that expression levels measured
with EST data miss the correlation does not imply that other
variables such as codon bias cannot be studied with EST

counts. (ii) Although a significant correlation between codon
bias and gene length has been reported in some genomes, the
correlation is always small, accounting for <5% of the total
variance in codon bias (Moriyama and Powell, 1998).

Most of these codons that we inferred as being optimal for
translation were -G or -C ending codons. As a consequence
selection for translational efficiency tends to enrich highly
expressed genes in G and C (GC3=49% for genes with five or
more ESTs) when compared to lowly expressed genes
(GC3=43% for genes with one EST). A difference of 6% in
GC-content (or 5% in Fop) between highly and lowly expressed
genes may be considered as small. However, EST count is a
very rough assessment of expression level and the inherent
statistical noise of an analysis of a moderately small EST dataset
prevents from using this difference as a reliable estimate of
selection intensity. Nonetheless, using a much larger EST
database (114665 ESTs) in Drosophila melanogaster (data
from Hey and Kliman, 2002), one may remark that genes with
one EST are already GC-rich (GC3=64%) and that highly
express genes are not tremendously richer in GC (GC3=70%
for genes with more than 50 ESTs). Conversely, the simple fact
that a significant effect is detected with a small EST dataset
could have been taken as evidence that translational selection is
strong in C. gigas.

We observed a strong and significant negative correlation
between the frequency of optimal codons and non-synony-
mous diversity. Several hypotheses have been proposed to
explain the correlation but an agreement recently emerged to
propose that this is a consequence of correlated selective
constraints on synonymous and non-synonymous substitutions
(Bierne and Eyre-Walker, 2006; Stoletzki et al., 2005) possibly
as a consequence of selection for translational robustness
(Drummond et al., 2005). Indeed, Akashi (1994), Marais et al.
(2004) and Stoletzki and Eyre-Walker (2007) provided
evidence for selection on translational accuracy in Droso-
phila, C. elegans and E. coli respectively. Codon usage bias in
C. gigas could therefore be due, at least partly, to selection for
translational accuracy: a synonymous codon tends to be
replaced by a more preferred one to reduce the fitness cost of'a
misincorporation (minimize the costs of proofreading and/or
the cost of producing incorrect proteins). However, the
confirmation of translational selection for accuracy in C.
gigas would require further tests (see Stoletzki and Eyre-
Walker, 2007). Whatever the exact cause of the correlation, our
results nonetheless provide evidence that codon bias as
measured by the frequency of optimal codons for expression
might be used as a useful indicator of the selective constraint
acting on a protein in the oyster genome (Stoletzki et al.,
2005).
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Tableau 12 : SNP génotypés avec succés (@) dans chaque famille F2

Nom du gene Famille R*O  Famille E*T  Famille Z*AC
Adrenal Gland Protein 14} 10 10
AJ557014 10
Amylase Gene A 14} 0]
Amylase_GeneB_2 14}
Astacin
ATPase H+ 10} 0]
AY321300 0] 0] 0]
Bcl2 0] 0]
Bcl2_2 0] 0]
BMP 0]
BQ426586
BQ427193
BQ427367 10 10
Calcium Dependant Protein Kinase 14} 14}
Cavortine
Cytochrome P450 14} 0]
Dehydrogenase 14}
Drac3 10 10
Elongation Factor 1 Alpha 14} 14} 0]
Flavin Monoxygenase 14}
Flavin Monoxygenase 2 14}
Galectine 14} 0] 0]
Glucose 6 Phosphatase 14} 14}
Glutaryl coA dehydrogenase 14} 14}
Glutathion S transferase 14} 10
Glycogen Phosphorylase
GlycoProtein Hormone Receptor 14} 14}
Glygogen Synthase 14}
HA114 0] 0]
HA114 2 10 10
IK Cytokine 14} 0]
IK Cytokine_2 14}
Kazal type proteinase inhibitor 14}
Laccase 0] 0]
Laccase_2 14}
Macrophage expressed Protein
Myosin Light Chain
Notch homolog 3 variant protein 14} 14}
Paired type Homeodomain Protein
Plastin 0]
Serine 0]
Super Oxyde Dismutase 14} 14}
sodium/glucose cotransporter 14} 14} 14}
sodium/glucose cotransporter_2 14} 14}
TRAF 0] 0] 0]
Tubulin Alpha 14} 14} 0]
Vasa like 0]
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3.7.4 Génotypage des marqueurs SNP par SNPIlex chez les individus de la F2

Le dépouillement des données brutes de génotypage des marqueurs SNP par SNPlex
révele que 77% (47/61) des marqueurs soumis pour génotypage ont pu étre génotypés chez les
3 familles F2. Parmi ces 47 EST, 6 ont été génotypés en double (deux sites polymorphes
différents) et pour 8 autres EST (Astacin, BQ426586, BQ427193, Cavortine, Glycogen
Phosphorylase, Macrophage expressed Protein, Myosin Light Chain et Paired type
Homeodomain Protein), aucune données n’ont été obtenues pour des raisons techniques. Cela

ramene le pourcentage de marqueurs exploitables a 54% (33/61-Tableau 12).

3.8 Discussion

3.8.1 Développement de marqueurs SNP

L’identification de SNP, par séquencage partiel d’EST, a été un travail relativement
long et fastidieux mais fructueux. Un total de 321 marqueurs a été identifié dans 61 séquences
d’EST, soit en moyenne, plus de 5 sites polymorphes par EST. Si le produit de PCR séquencé
est celui attendu, la probabilité de révéler des sites polymorphes est donc relativement
importante. Seuls, 5% des ESTs ne présentaient aucun polymorphisme. Ce résultat est a
mettre en relation avec la taille relativement faible (<200 pb) de ces séquences EST. Plus un
amplicon est long, plus la probabilité de trouver du polymorphisme est importante. Le taux de
polymorphisme le plus élevé a été estimé a un SNP toutes les 9 paires de bases (partie
intronique du géne de I’intégrine). Ce résultat est a relativiser car il aurait été bon de cloner
puis de séquencer ce fragment afin de vérifier son exactitude. Cependant, I’ensemble de nos
résultats démontre que I’huitre creuse est I’'un des organismes qui présente un taux de
polymorphisme nucléotidique des plus élevés parmi ceux décrits pour le régne animal. Par
exemple, chez le tunicier Ciona savignyi et le ver rond Caenorhabditis elegans, des taux de
polymorphismes record ont été mis en évidence avec un SNP toutes les 35 et 20 paires de
bases (Small et al., 2007 ; Cutter et al., 2006). Nos résultats confirment de précédents résultats
obtenus par Curole et Hedgecock (2005) qui ont estimé le taux de polymorphisme moyen
d’un SNP/33 pb chez C. gigas.

Par définition, un SNP correspond a un polymorphisme d’une seule base, mais son
génotypage dépend principalement des séquences nucléotidiques qui le bordent. Nos résultats
révelent un taux de polymorphisme tres élevé : 1 SNP/60pb dans le codant et 1SNP/40pb dans
le non codant. Pour la recherche de polymorphisme, cette caractéristique du génome de

I’huitre est tres intéressante mais pose des problemes pour le génotypage. En effet,
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I’abondance d’autres sites polymorphes a proximité du site polymorphe d’intérét empéche ou

restreint le dessin d’amorces spécifiques pour le génotypage. Le site d’intérét doit étre
abandonné pour un autre dont le niveau d’information est souvent inférieur. La région
promotrice et la région 3’ d’un gene sont des régions généralement mieux conservées que la
région 5°. C’est pourquoi, il est essentiel de concentrer les efforts de séquencage d’EST et

d’identification de SNP dans ces régions.

Le développement de marqueurs SNP est un travail difficilement automatisable a
partir du séquencage d’ADN genomique du fait des difficultés de corrections des alignements
de séquences et des vérifications des nombreux sites « douteux ». De plus, un grand nombre
de ces marqueurs doivent étre identifiés pour contrebalancer les « pertes » liées aux difficultés
techniques rencontrées pour le génotypage. En effet, parmi les marqueurs initialement
identifiés dans les 61 EST, seulement 33 marqueurs (soit 54%) ont pu intégrés dans la
construction de la cartographie génétique (voir chapitre 1V). Les SNP sont certes abondants et
largement répartis au sein des génomes, mais leur développement en grand nombre reste une
tache qui nécessite beaucoup de temps. L’équilibre entre I’effort de développement et une
certaine forme de rentabilité peut étre trouvée, en augmentant le nombre d’individus

génotypés et réduire ainsi le colt par échantillon de cette étape.

3.8.2 Génotypage des marqueurs microsatellites

Contrairement a lI'analyse des SNP, celle des microsatellites est basée sur I'étude de la
taille de fragments composés de séquences répétées. Elle est confrontée au phénomene de
"bégayement” ou "slippage” de la Taq polymérase lors de I'amplification et de ce fait, souffre
des difficultés d'interprétation pouvant étre induites par la présence de ‘stutter bands’.
L'observation des résultats d'électrophorése lors de I'analyse des marqueurs microsatellites est
automatisable, mais la lecture finale du résultat est réalisée et vérifiée manuellement (Coquoz,
2003; Buckleton et al.,, 2006). De plus, des artéfacts techniques viennent brouiller
I’interprétation des résultats. Par exemple, sur un méme échantillon d’individus et pour un
méme marqueur microsatellite, les résultats de deux «runs» de migration peuvent étre
relativement différents. La fluidité du polymeére, support de la migration, et la température
ambiante sont des parametres difficilement contrélables mais qui ont une nette incidence sur
la qualité et la répétabilité des analyses. Une température ambiante élevée tend a fluidifier le
polymere, ce qui accélére la vitesse de migration des produits de PCR au cours du « run ». De
ce fait, la taille d’un méme produit de PCR peut étre lue et interprétée differemment (alléles

plus ou moins longs). Le génotypage de marqueurs microsatellites a donc été standardisé pour
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minimiser les biais techniques et leurs incidences sur la qualité des résultats par le strict

respect des conditions de migrations (renouvellement du polymere et température ambiante
régulée a 20°C+2°C).

La seconde difficulté du genotypage des marqueurs microsatellites réside dans la
correction manuelle des profils de migration. Cette étape importante doit étre menée de facon
rigoureuse pour différencier les pics qui représentent les deux alléles du marqueur et les pics
parasites correspondant a des produits non spécifiques. L’insertion dans le jeux de données de
résultats erronés ou manquants a une influence non négligeable sur les étapes suivantes de
cartographie genétique (Hackett et Broadfoot, 2003). En effet, au-dela de 4% de données
erronées, les distances genétiques, entre marqueurs éloignés d’une distance supérieure a 20

cM, tend a étre sous évaluée.

3.8.3 Biais d’usage du code génétique

Le biais d’usage du code génétique dans un génome est la résultante des effets de la
sélection, des mutations et de la dérive génétique (Bulmer, 1991). Nos résultats montrent qu’il
existe un biais mutationnel chez I’huitre creuse qui tend a enrichir son génome en bases A et
T. De plus, I'analyse du biais d’usage du code génétique chez I’huitre creuse a mis en
évidence la corrélation entre la fréquences des codons optimaux et le niveau d’expression des
genes. En conséquence, le biais d’usage du code génétique chez C. gigas est paradoxalement
moins équilibré. Dans les genes qui sont peu exprimes, ceux-ci sont pauvres en G et C alors
que dans les génes fortement exprimés le taux de G et C apparait supérieur. Ce résultat
souligne que I’analyse du biais d’usage du code est difficile a établir sans une évaluation des
niveaux d'expression (Duret et Mouchiroud, 1999). Dans le cas du génome de C. gigas, un
effet de sélection agit vraisemblablement au niveau du mécanisme de traduction. Cette
sélection favoriserait le maintien des codons qui se terminent par un G ou un C, en dépit de la
pauvreté du génome de I’espéce en bases G et C. Cependant, I'efficacité de la sélection n'est
pas suffisante pour donner une forte impulsion a I'enrichissement au contenu en G et C, car le
taux de GC dans certains genes reste relativement faible. Nos résultats sont similaires a ceux
récemment mis en évidence chez le nématode C. elegans (Marais et al., 2001) dont le génome
est pauvre en GC ou la sélection traductionnelle tend a favoriser codons se terminant par G ou
C (Cutter et al., 2006).
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3.9 Perspectives concernant le développement de marqueurs moléculaires chez C. gigas.

De récents travaux d’analyse d’EST chez Crassostrea virginica (Quilang et al., 2007)
ont révélé un grand nombre de SNP (>4500). De plus, la publication d’un grand nombre
13000 séquences EST chez quatre espéces de bivalves marins, dont I’huitre creuse (Tanguy et
al., 2008), constitue une source supplémentaire ou de nouveaux marqueurs SNP pourront étre
identifiés et intégrés a notre carte consensus. Dans la perspective de la recherche de QTL, des
travaux sont en cours pour identifier du polymorphisme nucléotidique parmi des génes
candidats (Huvet et al., 2004). De plus, I’identification de génes candidats, issus de I’analyse
de micro-arrays et PCR en temps réel, est actuellement en cours, suite aux travaux menes chez
Crassostrea gigas (Fleury et al., 2008). Ces travaux ont plus particulierement identifiés 104

EST candidats impliqués dans la réponse au phénomene de mortalité estivale.

Suite aux tres récents travaux menés en collaboration avec le Génoscope, plus de
50000 EST sont aujourd’hui disponibles chez I’huitre creuse. A partir de ces données, une
détection de marqueurs in silico a été menee. Par I’utilisation de moteurs de recherche
spécialisés : SSR Finder (www.maizemap.org/bioinformatics/SSRFINDER/) et PupaSuite,
(Conde et al., 2006), 232 marqueurs microsatellites et 7530 SNP ont pu étre identifiés. Ces
résultats soulignent I’intérét des EST comme source de développement de marqueurs
géneétiques. Néanmoins, ces marqueurs, obtenus par une approche in silico, doivent encore
étre validés par le génotypage d’individus de familles de référence ou issus de populations
naturelles afin d’évaluer leur intérét. Les prochaines cartes genétiques vont permettre de
développer I’utilisation de ces ressources conjointement a I’évolution des techniques de

génotypage a trés haut débit.

A moyen terme, I’élaboration d’un jeu de marqueurs SNP, utilisables pour différentes
applications telles que la génétique des populations ou la cartographie de liaison, peut étre
envisagée. En effet, les techniques récentes de génotypage a haut et tres haut debit telles que
les technologies Illumina®, Affimetrix®, Sequenom® ou 454 de Roche deviennent
accessibles car leur colt diminue et un nombre croissant de plateformes de génotypage s’en

équipent.
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Chapitre IV - Construction d’une Cartographie Génétique chez C.gigas
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Figure 27 : Différents types de cartes (liaison, physique, d’hybride de radiation et cytogénétique)

134



Chapitre IV - Construction d’une Cartographie Génétique chez C.gigas

Il existe deux types différents de cartes génétiques (Figure 27) : les cartes de liaison et
les cartes physiques. La carte de liaison est une représentation statistique du génome en
fonction du taux de recombinaison entre marqueurs moléculaires constituant des groupes de
liaisons. Une carte physique est I'ordonnancement de marqueurs le long de chromosomes. Il
existe différents types de cartes physiques. Ainsi, la carte cytogénétique obtenue par
hybridation moléculaire in situ sur métaphases colorées (FISH) permet de localiser et
d'ordonner directement des sondes correspondant a des génes, des marqueurs génétiques, etc.
La carte d’hybrides de radiation (RH) repose, quant a elle, sur la fréquence de cassures
chromosomiques induites artificiellement, observées chez des hybrides d'irradiation (ex :
cellules humaines lourdement irradiées et fusionnées a des cellules de hamster). En ce qui
concerne les cartes de liaison, que nous appellerons cartes génétiques dans ce chapitre par
simplification, des marqueurs moléculaires de différentes natures (allozymes, AFLP,
microsatellites, SNP, etc...) peuvent étre combinés au sein d’une méme cartographie
génetique. L’intégration de marqueurs microsatellites reste trés intéressante car ce sont des
marqueurs tres polymorphes qui jouent le réle de marqueurs d’ancrage (Schltterer et
Goldstein, 1999).

4.1. Définition et Principe

La carte génétique est I’assemblage en groupes de liaison et I’ordonnancement de
marqueurs moléculaires grace a I’analyse statistique de leur ségrégation au cours des
géneérations. Les distances génétiques se mesurent en centimorgan (cM). Cette unité est
définie comme la distance entre deux loci chromosomiques pour lesquels un produit
méiotique sur cent est recombinant (voir encadré 3). A priori, les recombinaisons se
produisent aléatoirement le long des chromosomes au cours de la méiose. Plus la probabilité
de recombinaison entre deux marqueurs est elevée, plus la distance entre ceux-ci est grande.
Par conséquent, la cartographie génétique consiste a suivre la segrégation de loci au sein de la
descendance. Le niveau de résolution de la cartographie dépend directement de la densité de
marqueurs et de la taille et de la structure de la population analysée. Ainsi, trois niveaux
d’analyse peuvent étre effectués : (1) I’analyse de ségrégation, (2) I’analyse des individus dits
recombinants et (3) I’analyse du déséquilibre de liaison (de Vienne, 1998). L’analyse de la
ségrégation permet la construction d’une carte globale du génome en étudiant la transmission
allélique au sein de familles informatives. Les analyses d’individus recombinants et du
déséquilibre de liaison permettent de travailler sur des distances génétiques plus courtes et
ainsi affiner la détection de QTL. La construction d’une carte génétique s’effectue

classiqguement en plusieurs étapes :
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4.1.1 Les tests de liaison entre les loci

Le plus souvent, I’existence d’une liaison est vérifiée par I’analyse du rapport de
vraisemblance connu sous le nom de LOD Score pour Logarythm of the Odd ratio (Morton,

1955). Celui-ci se déecompose comme suit :

Soit HO : il y a une liaison génétique entre 2 locus (r<0,5) ; la vraisemblance de cette

hypothése est notée e(r = 0)

Soit H1 : il n’y a pas de liaison génétique entre ces 2 locus (r=0,5) ; la vraisemblance

ce cette hypothése est notée e“(r = 0,5)

e(r=0)
d’ol LOD score = Log1o
e“(r=0,5)

Lorsque le LOD score est supérieur a une valeur seuil, il existe une liaison génétique. Par
exemple, lorsque le LOD = 3, cela signifie que I’hypothése de liaison est 1000 fois plus

vraisemblable que I’hypothese d’indépendance des 2 loci.
4.1.2 Le calcul des distances génétiques

Il existe des régions du génome qui recombinent beaucoup plus qu’attendu en fonction
de leur distance physique (points chauds de recombinaison Brown et al., 1991). Inversement,
il existe de trés longues portions d’ADN dans des régions centromériques et télomériques ou
le phénomeéne de recombinaison est réprimé par la présence d'hétérochromatine (Tanksley et
al., 1992) ou d'ADN hautement répété. Ces zones montrent par conséquent des distances
génétiques plus faibles entre les marqueurs qui tendent a étre regroupés en "cluster”. Si le
rapport entre distance physique et distance génétique varie au niveau intra-chromosomique, il
varie plus généralement lorsque I'on compare des espéces a contenu d'ADN différents. A titre

d'exemple, 1 cM équivaut en moyenne a 13 ; 3,5 ; 2,5 et 0,23 millions de paires de bases
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Encadré 3: principe de la cartographie génétique et calcul du taux de
recombinaison entre locus

A1 B1 A2 B2
i X =
i —=

A1 B1 A2 B2

F1 l
Ala méiose la A1 B1 r proportionnel
recombinaison a la distance
r=n/N AB
= = =
A2 B2
N gamétes l
A1 B1 A2 B2 A1 B2 A2 B1
i 0 == e
Parentaux = N-n Recombinés = n

Au cours de la méiose, qui donne lieu a la formation des gameétes, des échanges entre
les chromosomes homologues se produisent : il s’agit du « crossing-over », représentés
schématiquement entre deux locus A et B. Le calcul de la fréquence de cette
recombinaison (r) permet d’estimer la distance entre loci. Cette fréquence sera d’autant
plus élevée que les deux locus seront éloignés I'un de I'autre sur le chromosome. R est
estimé comme le rapport entre les gamétes de type recombiné et ceux de type parental.
Sir =0, les locus sont totalement liés et aucun gaméte de type recombiné se produit lors
de la méiose. Si0 <r<0,5, les deux locus sont liés. La valeur de r est une mesure de
cette liaison et est estimée par la proportion de gamétes recombinés. Enfin, sir= 0,5,
les deux locus ségrégent de fagon indépendante, soit ils se trouvent sur deux
chromosomes différents, soit sur le méme chromosome mais a une distance suffisante
pour qu’il y ait autant de gamétes recombinés que de gameétes parentaux.
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respectivement chez le pin maritime, le blé, le mais et I’arabette des dames. Ainsi, des
distances qui peuvent sembler faibles en terme de distance génétique s'avérent parfois
importantes en terme de distance physique. Le taux de recombinaison entre marqueurs
identiques est également variable selon I'environnement (Allard, 1956; Towe et al., 1964; Lu,
1974; Ihrke et al., 1975; Rose et al., 1979; Zhuchenko et al., 1983; Tulsieram et al., 1992a), le
fond génétique (Beavis et al., 1991) et le sexe (Moran et al., 1983; Robertson, 1984; Vizir et
al., 1990; de Vicente et al., 1993; Paterson et al., 1991; Graner et al., 1991; Eshed et al., 1992;
Groover et al., 1995). Des croisements inter-spécifiques donnent également des longueurs de
carte plus faibles que des croisements intra-spécifiques (Rick, 1969; Tadmor et al., 1987;
Douches et al., 1988; Gebhardt et al., 1991; Causse et al., 1995). Un mauvais appariement des
chromosomes homologues a la méiose plus ou moins important en fonction du degré de
divergence des especes parentales entrainerait une baisse de la fréquence des chiasma et se
traduirait par un taux de recombinaison plus faible entre les marqueurs (Borts et al., 1987).

La premiére fonction de cartographie a été formulée par Sturtevant en 1913 qui établit
que le taux de recombinaison R (voir encadré 3) est égale a une unité de distance génétique
M. Cette hypothese est partiellement vraie car elle ne s’applique qu’aux petites distances
géneétiques. Au dela, les taux de recombinaison ne sont pas additifs pour des fréquences de
recombinaison importantes (>0,2). La conversion du taux de recombinaison en distances
génétiques nécessite une fonction de conversion mathématique complexe destinée a modéliser
I’interférence entre la recombinaison. Il existe quatre fonctions cartographies développées
respectivement par Haldane (1919), Kosambi (1944), Carter et Falconer (1951) et Morgan
(1914). Celles-ci se distinguent entre elles principalement par la prise en compte de
I’interférence entre crossing-overs. L’interférence se définit comme la probabilité que deux
crossing-over se produisent proches I’un de I’autre. Par exemple, la fonction de Morgan est

basée sur une interférence totale.
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Fréquence de Recombinaison ()
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Figure 28 : Fonctions de cartographies linéaires (1) Fonction de Sturtevant’s (R =M) ; (2)
Fonction de Haldane avec interférence (3) Fonction de Kosambi ; (4) Fonction de Haldane

sans interférence

Cependant, la fonction mathématique la plus couramment utilisée pour le calcul des
distances est la fonction de Kosambi (1944; Figure 28). Ce calcul de distance prend donc en
compte les crossing-over multiples ainsi que I’interférence. Si les crossing-over sont
indépendants, il n’y a pas d’interférence. Celle-ci s’écrit ainsi (ou r est la fréquence de

recombinaison) :
d (M) = 1/4 In [(1 + 2r)/(1 - 21)]

Les fonctions de calcul des distances génétiques convertissent des fréquences de
recombinaison en distances génétiques mais elles n’estiment pas les distances physiques entre
les marqueurs. Les régions ou la recombinaison est relativement forte (Hot-spot), le ratio entre
distance génétique (cM) et distance physique (kilobases) sera important. Cependant, lorsque
la recombinaison est uniforme le long du chromosome, une fonction de conversion
recombinaison-distance génétique peut aider a déterminer la localisation d’un gene sur une
carte physique. L’intervalle de confiance de la position du marqueur moléculaire cartographié
peut étre estimé par de nombreux algorithmes. Cependant, une formule relativement simple
est appliquée. Cette formule, établie chez la souris, calcule I’erreur standard selon la formule

suivante : [r(1-r)/n]1/2 ou r est la taux de recombinaison et n le nombre de population.
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Ensuite, les cartographies génétiques peuvent étre comparées entre elles : il s’agit de la
cartographie comparée qui est généralement réalisée entre deux cartes établies chez deux
especes différents (ex : homme/souris) ou chez différentes especes appartenant au méme
genre (ex : Salmonidés, Gharbi et al., 2006) pour évaluer le niveau d’homologie entre ces
cartes. Cela peut orienter le choix d’un gene candidat qui pourrait étre intéressant de
cartographier chez une espece proche. Enfin, lorsque des cartographies génétiques sont
disponibles chez des especes relativement proches (du méme genre, par exemple), il est alors
possible de mesurer le degré de synténie qui sépare ces deux especes. Ce degré de synténie
refléte la conservation de I’ordre des génes des génes des chromosomes entre ces deux mémes

especes (Lyons et al., 2008).

4.1.3 Test de conformité aux lois de Mendel

La ségrégation est un concept fondamental en génétique. Il correspond a la separation des
deux alléles d’un méme locus au cours de la formation des gametes chez un individu diploide.
Cela assure en théorie la représentation de ces deux alleles dans la descendance avec un ratio
1:1. Lorsque la transmission des alleles ne respecte plus ce ratio, il y a une distorsion de la
ségrégation. C’est pourquoi, en cartographie génétique, il est essentiel de tenir compte de ce
biais en testant I’hypothése nulle HO : la ségrégation des marqueurs est mendélienne (ou non
distordue). La plupart des tests de conformité repose sur I’hypothése d’absence de distorsion
de ségrégation (Whitkus, 1998). Cette distorsion peut avoir plusieurs origines et engendrer

d’importantes conséquences notamment en cartographie génétique.

0 Le biais méiotique: au cours de la méiose, la moitié des gametes
(spermatozoide ou ovocyte) recoit un exemplaire du gene paternel et I’autre
moitié des gametes recoit un exemplaire du gene maternel. Cette répartition
équitable des alleles n’est cependant pas toujours de regle, la méiose
constituant un moment favorable a I’apparition de conflits génétiques. En effet,
les deux formes alléliques au niveau d’un locus sont en compétition pour leur
représentation dans les gameétes. Dans une cellule hétérozygote, si I’un des
alléles a le pouvoir d’entrainer un biais dans la ségrégation méiotique, cela lui
permet d’étre surreprésenté dans la population de gameétes. La distorsion de
ségrégation meiotique est universellement répandue et a été mise en évidence
des 1957 par Sandler et Novitski chez de nombreuses espéces d’animaux et de

plantes (Sapienza et al., 1982). Alors que les divisions méiotiques sont
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symétriques chez le male (autant de chromatides que de produits de méiose),
chacune de ces deux divisions sont asymétriques chez la femelle (ovocyte et
globules polaires ; figure 29). En effet, la séparation non-aléatoire des
chromatides entre I’ovocyte et les globules polaires résulte en une
représentation inégale des alleles (Pardo-Manuel de Villena et al., 2001). Ce
phénomene rejoint la notion de taux de transmission de la distorsion ou TRD
(Transmission Ratio Distorsion) qui peut se définir comme un « écart
statistique significatif aux regles de ségrégation Mendélienne attendues quelle

que soit la cause » (Pardo-Manuel de Villena et al., 2000).

Femelle Male

Division asymétrique Division Symétrique

Figure 29: Schématisation du phénomene de biais meéiotique (Pardo-Manuel de Villena et al.,
2001).
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0 Les réarrangements structuraux: des mécanismes en amont de la
fécondation, tels que les translocations (ex : translocation robertsonienne chez
I’homme) et la perte de chromosomes (aneuploidie) sont a I’origine de
réarrangement structuraux qui affectent la viabilité des gameétes, notamment
chez les végétaux (Faure et al., 1993).

o La sélection en phase zygotique: suite a la fécondation, les premieres
divisions cellulaires forment un zygote ou ceuf. Chez les especes a trés forte
fécondité, telle que I’huitre creuse, une partie, parfois importante, des zygotes
ne survivent pas au dela de ce stade de développement (prédation, virus,
interactions génotype-environnement défavorable). La distorsion résulte alors
du différentiel de taux de survie chez ces zygotes qui appartiennent a

différentes classes gamétiques (Falconer et al., 1996).

Diverses études démontrent I’effet de cette distorsion sur les tests de liaison entre loci
et les estimations des distances genétiques. En effet, une importante distorsion augmente le
nombre de faux-positifs dans les tests de liaison et tend a surévaluer les distances génétiques
(Garcia-Dorado et al., 1992; Lorieux et al., 1995a; Lorieux et al., 1995b). Cependant, la
plupart des méthodes statistiques utilisees pour construire des cartes génétiques ne tiennent
pas compte de ce phénoméne (Lander et al., 1987; Jiang et al., 1997). Zhu et collaborateurs
(2007) proposent une méthode statistique relativement complexe de reconstruction des cartes
de liaison établies a partir de marqueurs dits « distordus ». Les résultats obtenus montrent que
la carte corrigée permet une détection de QTL(s) plus juste. De maniére plus pratique, il est
également possible de minimiser I’effet de la distorsion de ségrégation en travaillant sur des
individus échantillonnés aux stades les plus précoces de leur cycle de vie. Cette stratégie a été
appliquée avec succes par Hubert et Hedgecock (2004) chez Crassostrea gigas dans le cadre
de I’établissement de la premiére carte génétique basée sur des marqueurs co-dominants. En
effet, les auteurs ont échantillonné des larves d’huitre agées de 11 jours car, a ce stade, la

sélection en phase zygotique est encore faible.
4.2 Cartographies génétiques établies chez les principales especes d’intérét aquacole

De part les importants intéréts commerciaux, de nombreuses cartographies ont été
établies chez les espéces aquacoles et agricoles. La littérature relative a ce sujet est trés
importante, c’est pourquoi, nous ne passeront en revue ici que les études de cartographies

publiées récemment chez les principales espéces aquacoles : le zebrafish (Kelly et al., 2000),
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tilapia (Lee et al., 2005), le poisson chat ou « channel catfish » (Waldbieser et al., 2001; Liu et
al., 2003), «Japanese flounder » (Castano-Sanche et al., 2007), le bar (Chistiakov et al.,
2005 ; Volckaert et al., 2007), la carpe (Liao et al., 2007), la daurade (Franch et al., 2006) et
les salmonidés (Young et al., 1998; Sakamoto et al., 2000; Nichols et al., 2003; Guyomard et
al., 2006). Des cartographies génétiques ont également été établies chez les ostréidés (Yu et
al., 2003; Li et Guo, 2004; Hubert et Hedgecock., 2004; Lallias et al., 2007), les pectinidés (Li
et al., 2005; Qin et al., 2007) et autres espéces telles que la moule bleue (Lallias et al., 2007),
I’ormeau (Sekino et al., 2007) ou encore chez les différentes espéces de crevettes (Wilson et
al., 2002; Li et al., 2003; Zhang et al., 2007). Le développement de cartographies génétiques
est relativement récent chez les espéces aquacoles et connait un intérét croissant (figure 30).
L’ensemble des caractéristiques de ces cartographies est résumé dans le tableau 13, pages 144
a 148.

12

10

Nombre de Publications

1998 2000 2002 2004 2006
1999 2001 2003 2005 2007

Année

Figure 30 : Evolution du nombre de publications de cartes génétiques chez les especes
d’intérét aquacole au cours de la derniere décennie (nombre de publications identifiées par
comptage sur la base de publication Pubmed en mars 2008).

Chez I’huitre creuse, deux cartes de liaison ont été publiées. La premiére, développée
en 2004 par Li et collaborateurs, se compose de 11 groupes et comporte 119 marqueurs AFLP
espacés en moyenne de 9,5 cM. La seconde, développée en 2004 par Hubert et Hedgecock,
repose sur 102 marqueurs microsatellite, et présente onze groupes de liaison chez le male et
12 chez la femelle couvrant une distance respective de 616 et 770 cM. Pour cette seconde
carte, la distance moyenne séparant deux marqueurs est de 10,5 cM chez le méle et 13,6 cM

chez la femelle.
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Espéces

Caractéristiqgues de la Nombre et type de

carte

marqueurs

Design expérimental

Logiciel utilisé

Références
bibliographique
associées

Zebrafish - Dario rerio

Carte consensus: 25
LG 1364 Marqueurs
Longueur 3011cM

642 SSCP, 593
Microsatellites et
129 génes

2 famillesF1 hybrides et 42
individus double hybrides

MapManager/MapMaker

(Kelly et al., 2000)

Tilapia - Oreochromis

niloticus (n=22)

Carte consensus:
24L.G Longueur
1311cM Intervalle
2,4cM

525 microsatellites
et 21genes

1 famille F2 obtenue par le
croisement interspécifique de
O.niloticus et O.aureus

Crimap

(Lee et al., 2005)

Barbue de riviére -

Carte consensus:
32LG 262 Marqueurs

Ictalurus punctatus (n=29) Longueur 1958cM

Intervalle 8,7cM

293 Microsatellites

2 familles de référence

Crimap

(Waldbieser et al., 2001)

Japanese Flounder -
Paralichthys olivaceus

(n=23)

Carte male: 25LG
223Marqueurs
Longueur 741,1cM
Intervalle 8cM

82 Microsatellites
149 AFLP

Carte femelle: 27LG
294Marqueurs
Longueur 670,4cM
Intervalle 6,6cM

101 Microsatellites
203 AFLP

Croisement inter-lignée (male
produit par gynogenése)

MapManager

(Coimbra et al., 2003)

Bar - Dicenthracus labrax

(n=25)

Carte male: 25LG
Longueur 567,4cM
Intervalle 3,5¢cM

Carte femelle: 25LG
Longueur 905,9¢cM
Intervalle 5,59¢cM

162 Microsatellites
11 SNP

1 famille F1

Crimap

(Chistiakov et al., 2005)
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Espéces

Caractéristiqgues de la Nombre et type de
carte marqueurs

Design expérimental

Logiciel utilisé

Références
bibliographique
associées

Carpe - Cyprinus carpio

Carte consensus: 110 microsatellites

1 famille haploide obtenue par

(n=50) 50LG 268marqueurs 105 geénes et 57 nogendse MapManager (Sun et al., 2004)
= Longueur 4111cM RAPD gynog
Carte consensus: 26
Daurade - Sparus aurata LG 204Marqueurs 204 microsatellites 1 famille F1 Crimap (Franch et al., 2006)
Longueur 1241,6cM
Carte méle: 20 LG 301
;n4agclt::(la\>ljrs Longueur 2 males de population
Salmo trutta (2n=80) ' 288 microsatellites  méditerranéenne croisés en Carthagene (Gharbi et al., 2006)

t 13 all
Carte femelle: 20LG € alozymes

301 marqueurs
Longueur 912,5¢cM

backcross par des femelles
atlantiques

Saumon Atlantique -

Carte méle: 31 LG 251
Marqueurs Longueur

103cM 473 AFLP et 54

2 familles de pleins freres (full-

Calcul des « lod scores »
pour chaque paires de

Salmo salar ; . . ! ; . (Moen et al., 2004)
(n=40) Carte femelle: 33LG microsatellites sib) marqueurs !nformatlfs puis
230 Marqueurs JoinMap
Longueur 901cM
Truite Arc en Ciel - Carte consensus: 31 296 Microsatellites
Oncorhynchus mykiss LG Longueur 2750cM 2 familles F2 Carthagene (Guyomard et al., 2006)
_ et 2 SNP
(n=29-32) Intervalle 4cM
Carte méle:10LG 96
marqueurs Longueur
Huit q 758,4cM
uifre creuse du Intervalle 8,8cM i
Pacifique - Crassostrea 349 AFLP 2 familles F1 (dont une Mapmaker (Li et Guo, 2004)

gigas (n=10)

Carte femelle: 11 LG
119 marqueurs
Longueur 1030,7cM
Intervalle 9,5cM

backcross)
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Espéces

Caractéristiqgues de la Nombre et type de
carte marqueurs

Design expérimental

Logiciel utilisé

Références
bibliographique
associées

Huitre creuse du
Pacifique - Crassostrea
gigas (n=10)

Carte male: 10 LG 88
marqueurs Longueur
616,1cM Intervalle 8cM

115 microsatellites

Carte femelle: 10 LG
86 marqueurs
Longueur 770,5cM
Intervalle 10,4cM

3 familles F2

Mapmaker

(Hubert et Hedgecock,
2004)

Huitre creuse américaine
- Crassostrea virginica
(n=10)

Carte male: 12 LG 114
marqueurs Longueur
647cM Intervalle 6,3cM

153 AFLP 3
microsatellites et 2
EST

Carte femelle: 12 LG
84 marqueurs
Longueur 904,3cM
Intervalle 12,6cM

129 AFLP 3
microsatellites et 1
EST

1 famille F1

Mapmaker

(Yu et al., 2003)

Huitre plate européenne -
Ostrea edulis

Carte parent 1: 9LG
104 marqueurs
Longueur 471,2cM

Intervalle 4,86¢cM 235 AFLP et 16

Carte parent 2: 10LG microsatellites

117 Marqueurs
Longueur 450cM
Intervalle 4,21cM

1 famille F2

Crimap/Mapmaker

(Lallias et al., 2007)

Moule Bleue - Mytilus
edulis

Carte male: 14LG 116
marqueurs Longueur
825cM intervalle 8cM

Carte femelle: 14LG 791 AFLP

121 marqueurs
Longueur 862,8cM
Intervalle 8cM

1 famille F1

MapMaker

(Lallias et al., 2007)
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Références
Design expérimental Logiciel utilisé bibliographique
associées

Caractéristiqgues de la Nombre et type de

Espéces
carte marqueurs

Carte male: 23 LG 166
Marqueurs Longueur
2468cM Intervalle 1 famille F1 issue du

14,9cM : o
603 AFLP croisement de deux individus MapMaker (Wang et al., 2005)

Carte femelle: 25LG provenant d'une population
198 marqueurs Japonaise et Chinoise

Longueur 3130cM
Zh|kong Scanop - Intervalle 14,6CM

Chlamys farreri (n=19) carte Male: 20 Lg 197
marqueurs Longueur
1630,7cM Intervalle 1 Famille F1 issue du

9,2cM - v
667 AFLP croisement de deux individus MapMaker (Li et al., 2005)

Carte Femelle: 19LG provenant d'une population
166 marqueurs Japonaise et Chinoise
Longueur 1503,9cM

Intervalle 10,2cM

Carte male: 18LG 167
marqueurs Longueur
702,4cM Intervalle

Ormeau - Haliotis discus 4:7¢M

hannai (2n=36) Carte femelle: 19LG

160 marqueurs
Longueur 888.1cM
Intervalle 6,3cM

180 Microsatellites 3 familles F1 JoinMap (Sekino et al., 2007)

Carte male: 45L.G

267Marqueurs
Pacific White Shrimp - Longueur 3220cM 118 AFLP et 30 200 familles de plein-fréres (full-
Litopenaeus vannamei Carte femelle: 45L.G Microsatellites sib)

319 Marqueurs

Longuer 4134cM

MapMaker (Zhang et al., 2007)
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Espéces

Caractéristiqgues de la Nombre et type de
carte marqueurs

Design expérimental

Logiciel utilisé

Références
bibliographique
associées

Kuruma prawn - Penaeus 9,7¢M

japonicus (n=43)

Carte male: 43LG 227
marqueurs Longueur
1781cM Intervalle

401 AFLP

Carte femelle: 31 LG
125 marqueurs
Longueur 1026¢cM
Intervalle 10,9cM

1 famille F2

MapMaker

(Li et al., 2003)

Black Tiger Shrimp -

Penaeus monodon (n=44) Longueur 1412cM

Carte consensus:

19LG 63 marqueurs 673 AELP

Intervalle 22cM

3 familles F2

MapMaker

(Wilson et al., 2002)

White shrimp - Penaeus
vannamei (n=44)

Carte male: 47LG 182
marqueurs Longueur
2116c¢cM Intervalle
15,6¢cM

741 AFLP
Carte femelle: 51Lg

212 marqueurs
Longueur 2771cM
Intervalle 17,1cM

1 famille F2 issue d'un stock
domestiqué aprés 5 générations
de slection

MapManager QTX

(Perez et al., 2004)
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4.3 Matériel et Méthodes

4.3.1 Matériel biologique et marqueurs moléculaires

Notre schéma expérimental est basé sur I’analyse de la ségrégation chez trois familles
F2 d’individus au stade naissain (voir chapitre 1) et les données de génotypage de marqueurs
SNP et microsatellites (voir chapitre Ill) chez deux groupes d’individus de phénotypes
extrémes (individus morts au cours des premiers jours du suivi et individus survivants). Les
microsatellites issus de la publication de Hubert et Hedgecock (2004) ont été sélectionnés
selon leur répartition, afin d’assurer une couverture du génome la plus large possible tout en

réduisant le nombre de marqueurs a génotyper et la masse de travail en biologie moléculaire.
4.3.2 Choix du logiciel de cartographie

Les analyses de liaison ont suscité le développement de nombreux logiciels de
cartographie génétique. Une revue non exhaustive est disponible sur le site internet suivant :
http://linkage.rockefeller.edu/soft/. La plupart de ces logiciels utilisent les mémes statistiques
de base pour le test de liaison entre marqueurs. Leurs principales différences résident dans le
type de populations et de croisements (Backcross, F2, etc...), leur plateforme de
fonctionnement et interface (Windows, Unix), le codage des données et les options qu’ils
proposent (analyse multipoint, recherche d’erreurs dans le jeu de données, modules de
représentation graphique des cartes, etc...). Quatre logiciels sont plus couramment utilisés :
Crimap (Lander et al., 1987), Mapmaker (Lander et al., 1987), JoinMap (Stam, 1993) et
Carthagene (Schiex et al., 1997). Ces quatre logiciels sont couramment utilisés chez les
especes d’intérét aquacoles comme I’huitre plate européenne Ostrea edulis (Lallias et al.,
2007) ; la moule bleue Mytilus edulis (Lallias et al., 2007) ; I’huitre creuse Crassostrea gigas

(Hubert et al., 2004) ou la truite arc en ciel Oncorhynchus mykiss (Guyomard et al., 2006).

Pour établir une carte consensus a partir du jeu de données obtenus sur les familles F2,
nous avons utilisé le logiciel Crimap. Ce dernier est un logiciel relativement robuste ou les
différentes options proposées permettent notamment de tester I’ordre des marqueurs au sein

des groupes de liaison (Lander et al., 1987).
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4.3.3 Principe d’utilisation du logiciel Crimap

Le logiciel de cartographie Crimap (Lander et al., 1987) a été développé pour réaliser
la construction de groupes de liaison a partir de données de génotypes. Son principe de
fonctionnement est relativement simple. Les données brutes sont regroupées dans un fichier
d’extension « .gen ». Lorsque ce fichier est complet, celui-ci contient les informations sur les
3 générations d’individus (FO, F1 et F2), leurs ascendants directs, leur sexe, et leur génotype
aux marqueurs moléculaires associés. Chaque allele d’un marqueur microsatellite a été codé
selon la taille du fragment. Pour les marqueurs de type SNP, les deux alléles ont été codés en

données binaires (1/2). Enfin, les données manquantes ont été codées par un zéro.

Dés lors que le fichier de données est en forme, la fonction « prepare » du logiciel est
utilisée afin de créer quatre fichiers d’extensions différentes. Premierement, le fichier « .par »
contient I’ensemble des paramétres de I’analyse (ordre de marqueurs, analyse sexe spécifique,
etc...). Deuxiemement, le fichier «.loc » contient les informations relatives a chacun des
marqueurs (nombre de méioses informatives, etc...). Troisiemement, le fichier « .dat»
contient les données réorganisées selon son propre format alors que le quatrieme fichier

« .ord » contient I’ordre des marqueurs.

Ensuite, la premiere étape vers la construction de la carte génétique consiste en
I’exécution de la commande ‘Twopoint’. Cette commande effectue les tests de liaison pour
chaque paire de marqueurs et leur attribue un LOD score supérieur ou égal a 3 en fonction de
I’importance ou de la force de la liaison. Un Lod score égal a 3 signifie que I’hypothese de
liaison est 1000 fois supérieure a I’hypothése inverse car Log 3=1000. Ce Lod score
minimum peut étre modifié afin d’éliminer les scores qui refletent de faux positifs, c’est a dire
qui mettent en évidence une liaison génétique entre deux loci alors que celle ci n’existe pas.
Généralement, un faux positif se repere par un score proche de trois. Prenons un exemple :
soit cing loci A, B, C, D et E. Les couples de loci A/B et C/D sont liés entre eux par un Lod
score tres éleve (ex : supérieur a 20). E est lié a A et B par un Lod score élevé (env. 10) eta D
par un Lod score proche du seuil de signification (ex: 3,02). Si E ne montre aucune liaison
avec C ou un autre marqueur du groupe auquel appartiennent C et D, alors la liaison entre E et
D, sera considérée comme un faux positif. Ainsi, le marqueur E sera placé dans le groupe de
liaison des loci A et B. Le parametre de seuil minimal de Lod score peut donc étre utilisé dans

le but d’éliminer les faux positifs et de lever les ambiguités d’assignation de loci au sein des
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groupes de liaison. Par association, il est alors possible de construire I’ensemble des groupes

de liaison.

Lorsque tous les groupes de liaison sont formés, les analyses suivantes sont menées
séparément et de maniére identique sur chacun des groupes de liaison. Il convient alors de
déterminer la distance qui sépare les marqueurs et leur ordre le plus probable dans le groupe
de liaison. Pour cela, la fonctionne BUILD est exécutée. Néanmoins, pour eviter les erreurs
dans cette étape de construction et éliminer les distances génétiques aberrantes, la commande
FLIP doit étre également utilisée. Cette commande recalcule les distances génétiques et
I’ordre des marqueurs au sein du groupe en intervertissant de deux a (n-1) marqueurs et
attribue un score a chacun des alignements alternatifs. Si le score est positif, cela signifie que
I’alignement alternatif de deux ou (n-1) marqueurs est plus probable que I’ordre actuel. Il
convient donc de conserver I’ordre le plus probable des marqueurs du groupe de liaison.
Généralement I’ordre le plus probable correspond au groupe de liaison le plus court. Dés lors,
tout marqueur dont la position reste ambigué a été écarté des analyses suivantes. De plus, par
I’exécution de la commande CHROMPIC, qui permet de mettre en évidence sur chacun des
chromosomes, les éventuelles erreurs dans I’estimation de la fréquence de recombinaison ont

été mises en évidence.

4.3.4 Application a nos jeux de données

Le fichier initial d’extension «.gen » soumis pour analyse sous Crimap contenait les

informations relatives aux individus des trois familles F2, soit :

o] 10 individus FO (Y1, K, H1, AC, Q, R, R1, Z, Q1, et V),
o] 6 Individus F1 (R4, O4, E2, T2, Z3 et AC3),
o] 300 individus par famille F2 x3 = 900 (96 individus morts au cours de

I’événement de mortalité estivale en 2006 et 96 ayant survécu a ce méme

épisode),
o] La liste complete des noms des marqueurs moléculaires tous types confondus,
o] Les données de génotypes pour les deux types de marqueurs moléculaires :

0 47 marqueurs SNP ont été génotypés chez les 300 individus F2 de
chacune des familles F2 ainsi que de novo chez les individus FO et F1

0 67 marqueurs microsatellites dont 49 marqueurs précédemment publiés
(nommés UcdCgl117 par exemple) et 18 marqueurs développés in silico

(CgSili 3 a 57) chez des individus issus de population naturelle.
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Le jeu de données final regroupe environ 110.000 génotypes, obtenu chez 1000
individus environ, et a été déposé dans son intégralité sur la base de données « Resspecies »
(http://www.respecies.org/) abritée par le Roslin Institute. La proportion de données
manguantes est estimée a dix sept pourcents. En effet, pour I’ensemble des marqueurs
microsatellites et quelle que soit la famille F2, seulement 2 groupes de 96 individus par
condition (individus morts/vivants) ont été génotypés afin de réduire la masse de travail de
biologie moléculaire. Cette réduction du nombre d’individus génotypeés se justifie par le fait
que les microsatellites sont des marqueurs moléculaires relativement informatifs (cf. chapitre
I11). De plus, les individus échantillonnés correspondent aux extrémités de la courbe de
distribution car notre schéma expérimental est basé sur I’analyse des phénotypes les plus

divergents (voir chapitre V — génotypage sélectif).

Les parametres d’analyse de liaison et de construction des groupes de liaison sont les
suivants : seuls les couples de marqueurs dont la liaison est supérieure ou égale a trois ont été
retenus pour I’analyse dite en « Twopoint ». Dés lors, par association, les marqueurs ont été
regroupes puis les distances genétiques entre marqueurs adjacents ont été estimées selon la
formule de Kosambi (1944). Enfin, I’ordre des marqueurs de chacun des groupes a été testé
par la commande “flipsn’. L’ordre le plus probable a été conservé et les distances génétiques

recalculées si nécessaire.

4.3.5 Représentation graphiques des cartes

Le logiciel de cartographie Crimap ne permet pas de représenter graphiquement les
cartes. L utilisation d’un logiciel tiers est nécessaire. A partir de I’ordre des marqueurs et des
distances génétiques qui les séparent, le logiciel Mapchart (Voorrips, 2002), met en forme les
cartes de liaison. Son utilisation est relativement facile. Le fichier de construction de la carte
se compose d’une séquence de groupes de liaison. Chaque groupe est caractérisé par une
premiére ligne de texte spécifiant le nom de ce groupe et d’une succession de lignes portant le

nom des locus et leur distance sur la carte.
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4.3.6 Comparaison avec la carte génétique précédente établie par Hubert et Hedgecock

chez Crassostrea gigas

Une comparaison directe de I’organisation de la carte consensus et de la carte
génetique publiée par Hubert et Hedgecock (2004) a été effectuée. Le test du rh6 de Spearman
a été utilisé pour étudier les corrélations entre la longueur de chacun de ces groupes, le
nombre de marqueurs par groupe de liaison et les distances moyennes inter-marqueurs. De
plus, ce méme test statistique a été utilisé pour évaluer la corrélation entre la distance qui

sépare chaque paire de marqueurs communs entre les deux cartes.

4.4 Résultats

4.4.1 Distorsion de ségrégation

L’analyse par Chi des fréquences alléliques a révélé d’importantes distorsions de
ségrégation quel que soit le type de marqueur. En effet, 51, 48 et 21% des marqueurs
montrent une distorsion significative au seuil 5% respectivement parmi les familles, E*T,
Z*AC et R*O. Cette distorsion est répartie de maniére aléatoire entre les groupes de liaisons
et la direction de cette distorsion est variable. Cependant, celle-ci se caractérise par un déficit
en hétérozygote (P = 12,41 ; ddf= 1; P=0,05). L’analyse de la distorsion de ségrégation
montre que la direction de cette distorsion varie le long des groupes de liaisons. Dans ces
régions, les fréquences d’hétérozygotes sont significativement plus basses que la fréquence
théorique (P = 12,41 ; ddf=1; P=0,05).

4.4.2 Carte genétique consensus

La carte consensus, qui regroupe les données obtenues chez les 3 familles F2, repose
sur quatre vingts marqueurs dont 29 SNP, 13 microsatellites développés in silico et 38
microsatellites précédemment publiés (Li et al., 2003; Yamtich et al., 2005; Yu et al., 2007).
Le nombre de groupes de liaison identifiés est en accord avec le nombre de chromosomes
observés en phase haploide chez I’huitre creuse, soit 10 (tableau 14, figure 31). Les groupes
de liaison ont été nommés de facon identiques a ceux publiés par Hubert et Hedgecock (2004)
pour faciliter leur comparaison (voir paragraphe 4.4.3). Ceci a été possible car 35 marqueurs

microsatellites sont communs aux deux études.
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Figure 31 : cartographie génétique consensus composeée de 10 groupes de liaison, comportant 80 marqueurs et d’une longueur totale de 1062cM
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Tableau 14 : Longueur, intervalle minimum, moyen et maximum et constitution des groupes
de liaison.

Nbr de Intervalle Intervalle
Longueur Intervalle . o
Groupe marqueurs Totale Moyen (cM) Maximum Minimum
(SNP/Msat) (cM) (cM)
LG1 7 (3/4) 92,6 13,2 46,8 53
LG2 7 (0/7) 87 14,0 23,2 12,1
LG3 5 (0/5) 87,8 17,6 38,5 59
LG4 9 (3/6) 160,4 20,1 52,7 6,3
LG5 10 (3/7) 98,6 9,9 26,1 0
LG6 19 (13/6) 195,8 11,0 34,9 0
LG7 9 (2/7) 112,4 12,5 30,2 0
LG8 2 (0/2) 10,2 10,2 10,2 0
LG9 8 (4/4) 141,6 17,7 51,2 0
LG10 4 (1/3) 79,2 19,8 51,2 10,2
Total 80 (29/51) 1065,6 13,3 52,7 0

Cette carte consensus s’étend sur une distance genétique de 1062,4 cM avec le plus
grand groupe de liaison qui mesure 195,8 cM alors que le plus petit d’entre eux, ne mesure
que 10,2 cM. L’intervalle moyen entre deux marqueurs adjacents est compris entre 9,9 et 20,1
cM et les intervalles minimum et maximum sont respectivement compris entre 0 et 12,1 cM
et 10,2 et 52,7 cM. La taille théorique du génome de I’huitre creuse a été estimée selon la
formule de Chakravarti (1991) ou la longueur observée de chacun des groupes de liaison a été
multipliée suivant la formule : L = (m+1)/(m-1) ou m est le nombre de marqueurs composant
le groupe de liaison. Ainsi, la taille théorique a été estimée a 1390 cM ce qui signifie que la

carte consensus couvre environ 76,4% du génome.

Le plus petit groupe de liaison (10,2 cM) est composeé de 2 marqueurs alors que le plus
grand des groupes de liaison (195,8 cM), regroupe 19 marqueurs dont 13 SNP. Une analyse
de la corrélation par le calcul du Rho de Spearman confirme la corrélation entre le nombre de
marqueurs de chacun des groupes de liaison et sa longueur (0=0,884 ; P>0,001 - figure 32) ce

qui est généralement constaté dans la construction des cartes de liaison.

Les 80 marqueurs cartographiés représentent 70,2% des 114 marqueurs génotypés et
déposés dans la base de données « Resspecies ». Cependant, parmi ces 114 derniers, 8
marqueurs SNP et 6 microsatellites étaient monomorphes chez les trois familles F2. De plus,
deux sites polymorphes par EST ont été génotypés pour 6 ESTs. Cela raméne le nombre de
marqueurs informatifs a 94, ce qui signifie que 85% (80/94) des marqueurs ont été
cartographiés. Les 14 marqueurs (15%) manguants correspondent soit a des marqueurs pour

lesquels aucune liaison pour un Lod score significativement supérieur ou égal a deux n’a été
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mise en évidence (Msat: Ucdcgl93 et SNP: Drac3); soit a des marqueurs (n=12)
introduisant des distances aberrantes (généralement de 100cM) lors de la construction des
groupes de liaison consensus (Ucdcg 45, 145, 157 et 191, Microsatellites in silico 3, 32, 39,
44 et 56 et les SNP Calcium dependant Kinase, IK-Cytokine et TRAF).

Cependant, pour limiter I’effet de la distorsion de ségrégation mise en évidence
précédemment, les analyses ont été effectuées sur un jeu de données modifié. En effet, les
données de génotypes présentant le plus de distorsion pour chacun des marqueurs n’ont été
utilisées. Par exemple, si les génotypes du marqueur UcdCgl17 présentaient des niveaux de
distorsion différent chez les 3 familles F2, les données de génotypes présentant une distorsion
élevée (Chi>>P) n’ont pas été intégrées pour le calcul des distances géntiques puis

I’établissement des cartes consensus et sexe spécifique.

20+

o)

R Sq Linear = 0,739

Nombre de Marqueurs

I I I I I
0 50 100 150 200

Taille du groupe de liaison (cM)

Figure 32 : Corrélation entre le Nombre de marqueurs et la Taille du groupe de liaison (cM)
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4.4.3 Cartes consensus sexe spécifique

Les cartographies génétiques consensus male et femelle ont été établies selon le méme
protocole que celui utilisé pour la construction de la cartographie génétique consensus et en
utilisant le méme jeu de données tronqué. Les cartes femelle et male regroupent chacune 79
marqueurs (Figure 33). Celles-ci différent uniquement par deux marqueurs situés dans les
groupes de liaison 1V et VI (microsatellite ucdCgl170 absent chez la femelle et le géne de la
Sodium Glucose co-transporter absent chez le méale). Ces deux cartes s’étendent sur des
distances totales respectives de 1075 et 782 cM (femelle/male) et I’intervalle moyen entre
deux marqueurs est estimé a 13,8 et 10,5 cM (femelle/male). La corrélation entre le nombre
de marqueurs et la longueur respective des groupes de liaison est significative pour les deux
cartes (0=0,876 ; P>0,01). Le ratio entre la distance génétique totale de la carte femelle et la
distance genétique de la carte chez le méale a été estimée a 1,37 car le taux de recombinaison
était supérieur chez la femelle sue chez le méle. Les groupes de liaison I a Il et VI a IX sont
plus grands chez la femelle que chez le male. Cependant, la différence de taille entre groupes
de liaison homologues chez la femelle et le méale est relativement variable avec un ratio
minimum de 1,1 (LG Il et VI) et un ratio maximum de 4,9 (LG IX). Enfin, la couverture du
génome est relativement similaire quel que soit le sexe (76,2% chez la femelle contre 75,9%

chez le male).
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Figure 33 : Cartes génétiques consensus male et femelle
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4.4.4 Comparaison avec la carte génétique développée par Hubert et Hedgecock

La carte génétique consensus, publiée par Hubert et Hedgecock (2004), est construite a
partir de marqueurs microsatellites. 1l apparaissait relativement intéressant de dresser un
comparatif en terme de longueur de groupes de liaison, d’ordre et de distance entre
marqueurs, entre la carte consensus que nous avons établie et cette précédente carte. Le

tableau 15 réunit les données respectives pour ces deux cartes.

Tableau 15 : comparatif du nombre de marqueur, de la longueur et de I’intervalle pour chaque

groupe de liaison de Crassostrea gigas

Nbr de marqueurs/LG Longueur des LG (cM) Intervalle moyen (cM)
Groupe Présents Hubert et Présents Hubert et Présents Hubert et

travaux Hedgecock travaux Hedgecock travaux Hedgecock
LG1 7 20 92,6 < 1479 13,2 > 7,4
LG2 7 11 87 < 108,3 14 > 9,8
LG3 5 8 87,8 < 131,1 17,6 > 16,4
LG4 9 12 160,4 > 96 20,1 > 8
LG5 10 11 98,6 > 84,6 9,9 > 7,7
LG6 19 7 195,8 > 87,9 11 < 12,6
LG7 9 10 112,4 > 60,4 12,5 > 6
LG8 2 5 10,2 < 50,4 10,2 = 10,1
LG9 8 6 141,6 > 31,6 17,7 > 5,3
LG10 4 2 79,2 > 19,5 19,8 > 9,8

Entre les deux cartes génétiques, la longueur des groupes de liaison est le seul parametre
corrélé (p= 0,6 ; P>0,05).
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Figure 34: Corrélation entre les distances inter-marqueur entre paires de marqueurs

communes aux carte consensus et carte publiée par Hubert et Hedgecock (2004). Chaque

couple de marqueurs est annoté selon le numéro des microsatellites (ex : couple UcdCg119-

UcdCg170 annoté 119-170).

De plus, la corrélation de la distance inter-marqueur de chaque paires de marqueurs

communes entre la carte consensus et la carte publiée par Hubert et Hedgecock est

significative (p= 0,564 ; P>0,01-Figure 34). Un seul point se situe clairement en dehors du

nuage de points. Ce point, qui appartient au LG4, correspond au couple commun de

marqueurs UcdCgl170 et UcdCgl119 qui sont séparés de 148,4 cM sur la carte consensus et

séparés de 22 cM sur la carte precédemment publiée par Hubert et Hedgecock.
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4.5 Discussion

4.5.1 Facteurs influengant la construction des cartes génétiques

Plusieurs parametres peuvent affecter sur la construction des cartes génétiques: la
ségrégation de distorsion, la taille de la (ou des) population(s) génotypée(s), le pourcentage de
données manquantes, les erreurs de génotypage et enfin la qualité de I’ADN. L’effet de
chacun de ces parametres a été minimisé autant que possible afin d’établir une carte génétique

consensus la plus probable.

4.5.1.1 Distorsion de ségrégation

La distorsion de ségrégation est trés souvent rencontrée dans la construction de
cartographies génétiques et les analyses QTL (Lyttle, 1991). Il est alors souvent difficile de
traiter des jeux de données affectées par ce phénomene (Luo et al., 2005). C’est pourquoi,
nous avons essayé de minimiser son impact en réduisant le jeu de données par I’élimination,
pour chaque marqueur, des données de génotypes montrant la plus grande ségrégation de
distorsion dans une ou deux familles F2. L’analyse systématique, par un test du Chi?, des
proportions alléliques de chacun des marqueurs moléculaires utilisés dans la construction de
la carte consensus démontre le biais induit par la distorsion de segrégation. Ce phénomene est
décrit trés largement dans la littérature notamment chez les espéces présentant un fardeau
génétique important telle que I’huitre creuse (Launey et Hedgecock, 2001; Hubert et
Hedgecock, 2004). C’est pourquoi, la création du fichier de données regroupant I’ensemble
des données les moins distordues de chacun des marqueurs, chez chacune des trois familles
ségrégeantes F2, a notamment permis un gain de précision dans le calcul des distances
génétiques et I’ordonnancement des marqueurs au sein des groupes de liaison. En effet, la
construction de la carte de liaison consensus avec le jeu de données au complet n’a pas aboutit
a une carte regroupant un maximum de marqueurs, respectant le nombre de chromosomes et
surtout présentant des distances inter-marqueurs cohérentes. La carte consensus, construite a
partir du jeu de données tronqué, présente une taille similaire a celle précédemment publiée
par Hubert et Hedgecock (2004). De plus, un nombre supérieur de marqueurs, notamment
SNP (12 vs 29), ont été incorporés dans cette nouvelle carte consensus, ce qui porte le nombre

total de marqueurs a 80.

L’ analyse de la distorsion de ségrégation a montré que la direction de cette distorsion

varie le long des groupes de liaisons. Dans ces régions, les fréquences d’hétérozygotes sont
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significativement plus basses que la fréquence théorique. Deux hypotheses, relativement liées,
permettent d’expliquer ce phénomene. Tout d’abord, la premiére hypothese repose sur le taux
de consanguinité. Plus il est important chez une population, plus la fréquence d’une classe
génotypique (généralement hétérozygote) est sous représentée. Cela aboutit a la production
d’un stock de gametes dont le niveau d’homozygotie est important. Cela est notamment vrai
chez des individus ou populations impliquées dans des programmes de sélection (Schwarz-
Sommer et al., 2003). La seconde hypothése repose sur les taux de survie en phase larvaire
chez I’huitre creuse qui sont généralement de I’ordre de quelques pourcents. De ce fait, ce
phénomene tend a augmenter le taux d’homozygotie chez la descendance et peut modifier le
contréle de la fitness des individus (Zhu et al., 2007; Luo et al., 2005) réduisant par voie de

conséquence la viabilité des descendants.

Par comparaison avec la carte génétique publiée par Hubert et Hedgecock (2004), la
distorsion de ségrégation observée dans notre jeu de données, méme tronque, est supérieure
avec respectivement 21, 48 et 51% de marqueurs distordus dans chacune des familles F2
contre 2, 2 et 4% de marqueurs distordus chez les trois familles F2 génotypées dans leur
expérience. Les pourcentages de marqueurs distordus sont tres bas chez les familles F2
génotypées par Hubert et Hedgecock car les auteurs ont choisi d’échantillonner des larves
onze jours apres la fécondation, diminuant ainsi I’impact de la sélection. Dans notre
expérience, la construction de la carte de liaison aurait du étre construite également a partir
d’individus échantillonnés au stade larvaire. Cela présente I’avantage de minimiser le biais de
ségrégation de distorsion, mais dans notre cas, nous obligeait a génotyper des individus au
stade larvaire pour construire une carte de liaison et répéter cette étape de génotypage, pour
les mémes marqueurs, chez les individus échantillonnés au cours de I’expérience de
phénotypage. Notre priorité étant la recherche de QTL liés aux caractéres de survie et de
résistance a I’infection par le virus OsHV1, notre choix s’est porté sur la construction de la

carte génétique a partir de jeunes individus (naissain).
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4.5.1.2 Qualité de I’ADN extrait

Lors du suivi de mortalité en raceway, les individus morts ont été prélevés chaque
jour. Néanmoins, la dégradation tissulaire chez des animaux, de taille comprise entre 2 et 7
cm, est relativement rapide. En effet, il n’était pas rare de retrouver uniquement les deux
valves d’un animal dépourvues de tissus. La dégradation des tissus est une des causes
probables de la distorsion de ségrégation. En effet, si I’ADN extrait sur des individus morts
est de moindre qualité, cela aurait pu affecter de maniere significative la détection d’alleles
lors du génotypage. Ainsi, un individu hétérozygote pour un locus peut étre lu comme
homozygote et un individu homozygote peut étre lu comme un individu n’apportant aucune
donnée. Ce type d’erreur est généralement qualifié sous le nom d’alléle ‘Drop-out’. C’est
pourquoi, I’ADN de chacun des individus morts a migré sur gel d’agarose (1,5%) et a été dosé
individuellement par spectrophotométrie pour qu’a I’issue de I’extraction, la quantité d’ADN
extraite soit supérieure ou égale & 100 ng.uL™, ce qui permet, en théorie, la réalisation de

nombreuses réactions d’amplification et réduit le risque d’alléle ‘Drop out’.

4.5.1.3 Taille de la population, pourcentage de données manquantes et erreurs de

génotypage.

La création du fichier de données tronqué n’a pas réduit le nombre d’individus par
famille mais cela a réduit la proportion de données manquantes et/ou fausses a 4% et la
proportion de données présentant de la distorsion. Selon Hackett et Broadfoot (2003), ce
pourcentage est tout a fait acceptable. En effet, ces auteurs ont mené différentes simulations a
partir d’un méme jeu de données en y introduisant, tour a tour, une distorsion de ségrégation,
un taux d’erreur et de données manquantes plus importants. Les variations de ces parametres
ont été mesurées par comparaison avec une carte génétique de référence. Leurs résultats
révelent qu’en deca de 4% de génotypes manquants et/ou d’erreurs de génotypage les
distances génétiques et I’ordonnancement des marqueurs n’est pas affecté de maniére
significative. Les simulations montrent que plus la taille des populations étudiées est petite,
plus les effets sur les cartes génétiques sont importants. Cependant, si I’espace moyen entre
deux marqueurs est de 15 cM et que la taille de la population est supérieure a 150 individus,
de faibles fréquences d’erreurs n’affectent pas la longueur de la carte (Shields et al., 1991).
Chacune des trois familles F2 se compose de 300 individus, ce qui, au regard des simulations

menées par (Hackett et Broadfoot, 2003), renforce la robustesse de la cartographie consensus.
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Au cours du processus de construction des groupes de liaison, douze marqueurs n’ont
pas été intégrés. Leur introduction agrandissait démesurément les groupes de liaison 11, 1V, VI
et IX (d>100 cM). Généralement, cela est la conséquence d’erreurs de genotypage, de
données manquantes mais aussi de la stratégie de génotypage sélectif qui peuvent créer de
fausses liaisons entre marqueurs (Lod score>3 ; Lin et al., 1996). L échantillonnage, parmi les
parties extrémes de la courbe de distribution, n’est donc pas représentatif de la population
dans son ensemble notamment au niveau des fréquences alléliques de marqueurs. De telles
distances génétiques ne peuvent refléter la réalité car la distance maximum entre deux

marqueurs ne doit pas dépasser un taux de recombinaison supérieur a 0,5.

4.5.2 Comparaison de cartes au sein de I’espéce Crassostrea gigas

Comme précédemment cité, deux cartes de liaison ont été établies chez I’huitre creuse
Crassostrea gigas (Hubert et Hedgecock, 2004 ; Li et Guo, 2004). La taille et la couverture du
génome de la carte consensus développée ici sont en accord avec ces précedentes cartes avec
une couverture du génome estimée a environ 80%. Notre carte consensus comporte un
nombre de groupes de liaison égal au nombre de chromosomes (n=10) chez I’espéce,
contrairement aux cartographies publiées précédemment ou 11 et 12 groupes de liaison ont été
respectivement formés (Hubert et Hedgecock, 2004 ; Li et Guo, 2004). De plus, la densité et
le nombre des marqueurs de notre carte consensus sont légerement inférieurs, avec un nombre
total de 80 marqueurs cartographiés et un espace inter-marqueur de 13,3cM en moyenne. En
effet, nous avons choisi au préalable des marqueurs microsatellites répartit de maniére
relativement réguliere sur la carte de liaison publiée par Hubert et Hedgecock (2004). De plus,
nous avons également rencontré des difficultés d’amplification par PCR de certains
marqueurs microsatellites (voir chapitre 111). Cela explique également qu’il n’existe pas de
corrélation entre le nombre de marqueurs cartographiés et la longueur des groupes de liaison
entre notre carte consensus et la carte publiée par Hubert et Hedgecock (2004). Cependant,
I’organisation genérale des deux cartes est relativement proche car il existe une corrélation

entre la distance génétiqgue moyenne entre les paires de marqueurs communes.

L’intérét de nos travaux se situe tout d’abord dans la confirmation de la carte
développée a partir de marqueurs microsatellites par Hubert et Hedgecock (2004) mais surtout
dans I’intégration de marqueurs de type | dans cette cartographie génétique. A ce jour et a
notre connaissance, aucun marqueur de ce type n’a été cartographié chez C. gigas. Ces
marqueurs présentent donc un réel intérét puisqu’ils refletent, en théorie, I’emplacement de

genes dans le génome de I’espece d’autant plus si un marqueur de ce type se situe dans une
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région chromosomique liée a la variance d’un trait (région QTL). Les marqueurs de type |
sont des marqueurs relativement transférables entre laboratoires mais aussi entre especes
relativement proches telles que I’huitre creuse C. virginica ou I’huitre plate européenne
Ostrea edulis. En effet, I’utilisation potentielle d’amorces, initialement développée chez C.
gigas, pour la détection de SNP par amplification croisée chez O. edulis a été décrite par
Lallias et collaborateurs (2006).

En général, les cartes génétiques de densité moyenne a faible s’étendent sur une
longueur supérieure a celle de cartes de densité importante. Cette observation est
particulierement frappante chez le medaka, Oryzias latipes, ou une carte composée de 170
marqueurs s’étend sur 2480 cM (Wada et al., 1995) alors que I’utilisation de 663 marqueurs
aboutit a la construction d’une carte de 1354 cM (Naruse et al., 2000). L’effet de la densité
moyenne des margueurs de notre carte consensus tend donc a augmenter la taille des groupes
de liaison. En effet, notre carte consensus, qui comporte 80 marqueurs, s’étend sur une
longueur de 1062 cM ce qui est supérieur aux cartes précédemment publiées qui comportaient
respectivement 119 et 102 marqueurs pour des distances respectives de 1030 et 770 cM
(Hubert et Hedgecock, 2004; Li et Guo, 2004). De plus, les erreurs de génotypage tendent
également a augmenter la taille des groupes de liaison (Collins et al., 1996). L’ajout de
marqueurs supplémentaires, de type SNP ou microsatellite, permettra trés certainement
d’augmenter la densité de cette carte de liaison consensus mais aussi de réduire sa taille et de

la consolider pour en faire une solide base de travail.

4.5.3 Recombinaison différentielle entre méales et femelles

Les premiéres études des différences de taux de recombinaison entre sexes ont été
menées chez la drosophile, il y a pratiquement un siecle (Morgan, 1914). En général, cette
difféerence n’est pas constante le long du génome (Lagercrantz et al., 1995). Les régions
entourant le centromere montrent un taux de recombinaison plus élevé chez la femelle
(Broman et al., 1998; Mohrenweiser et al., 1998) tandis que chez le male, ce sont les régions
télomériques (Zahn et al., 1995; Broman et al., 1998). Plusieurs hypothéses ont été avancees
afin d’expliquer ce phénomene. Cependant, peu d’entre elles ont aboutit a une conclusion
claire. Une pression de sélection en phase gametique, a l’origine des différences de
recombinaison entre sexe, est I’hypothese la plus vraisemblable (Korol et al., 1994). Cette
hypothése est supportée par de nombreux auteurs (Singer et al., 2002; Lenormand et al., 2005;
Lorch, 2005). Plus concrétement, I’évolution adaptative tend a réduire le taux de

recombinaison chez le méale car la compétition pour se reproduire s’intensifie au sein des
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individus males de I’espéce. Dans ce cas, seuls les males dont la combinaison allélique est
favorable a la fitness de ses descendants ont plus de chance de transmettre cette combinaison
allélique et de donner une descendance viable. Un taux de recombinaison trop important tend
a séparer ou détruire cette combinaison favorable d’alléles. Une balance s’établit entre une
situation ou la recombinaison est faible et une seconde situation ou la recombinaison est trop

intense.

Cependant, I’huitre creuse est un animal hermaphrodite a tendance protandrique. Le
nombre de gameétes produits par le male est en moyenne supérieur d’un facteur 10 a celui des
femelles. De plus, le génome de cette espece ne comporte pas de chromosome sexuel et peu
de connaissances ont été acquises sur le déterminisme génétique du sexe (Guo et al., 1998).
De part la forte fécondité des males, on peut penser que la recombinaison est plus importante
chez le male que chez les femelles. Celles-ci produisent moins de gametes, d’ou un nombre
d’événements de recombinaison moins important. Or I’ensemble des cartographies génétiques
établies chez les mollusques bivalves, et plus généralement dans le monde vivant, met en
évidence un taux de recombinaison plus important chez la femelle (Yu et al., 2003; Hubert et
Hedgecock, 2004; Li et Guo, 2004; Lallias et al., 2007). Le ratio de recombinaison observé
chez Hubert et Hedgecock est légérement inférieur a celui observé sur la carte consensus avec
un ratio entre la longueur totale de la carte male vs femelle, de 1,26 et 1,36 respectivement.
Cependant, les mécanismes moléculaires responsables des différences de taux de
recombinaison entre les deux sexes sont mal connus chez I’huitre creuse (Hubert et al., 2004).
Enfin, la différence de taux de recombinaison entre les genres peut étre exploitée afin
d’améliorer la localisation de régions QTL et de différencier deux QTL situés a la proximité

I’un de I"autre car la résolution des cartes sexe spécifiques sont différentes (Lorch, 2005).
4.6 Perspectives de cartographie génétique chez Crassostrea gigas
4.6.1 Poursuite du développement de marqueurs moléculaires

L’un des objectifs des travaux de cartographie de liaison est de situer les régions
chromosomiques en relation avec la variance d’un trait phénotype (région QTL). Plus cette
localisation est précise, plus le nombre de genes compris dans un intervalle sera petit et par
conséquent, plus la recherche des genes responsables de cette variation sera aisée. Dans cet
objectif, la carte de liaison la plus adéquate doit contenir un grand nombre (dépendant de la
taille du génome) de marqueurs répartis assez régulierement au sein de cette carte. En

s’appuyant sur les ressources en développement (banques EST) chez C. gigas, les prochaines
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étapes vers I’établissement d’une carte de liaison dite saturée consistent a I’identification de

marqueurs SNP et microsatellites (voir chapitre I11).

A moyen terme, une carte genétique peut également servir de base a I’étude de la
synténie (conservation de I’ordre des génes le long des chromosomes) au sein du genre
Crassostrea et définir des zones de synténie ou des zones « floues » (sans correspondance
entre les cartes). A plus long terme, lorsque qu’un panel de cartes génétiques sera disponible
chez différentes especes proches de I’huitre creuse, des approches de cartographie et de
génomique comparée pourront étre envisagées afin d’étudier analyse comparative de
I’organisation chromosomique des génomes, de comprendre le fonctionnement des structures
biologiques et d’en inférer I’évolution pour mettre en évidence les remaniements structuraux
subis par le génome des espéces. Cependant, le colt expérimental actuel de I’analyse d’un
génome restant tres élevé, les informations disponibles sont le plus souvent concentrées sur

quelques organismes «modeles» eucaryotes.

4.6.2 Intégration des différents types de cartes

Au-dela des cartes de liaison, trés peu de travaux ont été entrepris dans la construction
de carte physique, cytogénétique ou d’hybrides de radiation chez les bivalves. Cependant,
chez les poissons tels que le saumon atlantique (Thorsen et al., 2005) ; le catfish (Quiniou et
al., 2003) ; la carpe (Katagiri et al., 2001) ; le tilapia (Katagiri et al., 2005) ; la truite arc-en-
ciel (Katagiri et al., 2001; Phillips et al., 2003; Palti et al., 2004), le bar (Whitaker, 2006) ou
encore chez le medaka (Matsuda et al., 2001) des banques BAC sont disponibles. Chez le
zebrafish (Phillips et al., 2001) ; la truite arc-en-ciel (Phillips et al., 2005) et le saumon
atlantique (Mitchell et al, unpublished), la localisation cytogénétique de génes a été effectuée.
Ces travaux constituent d’intéressantes pistes a suivre pour I’établissement de telles cartes
chez C. gigas. Lorsqu’un plus grand nombre de marqueurs moléculaires sera disponible, cela
facilitera les travaux de cartographies cytogénétiques. Enfin, une carte physique d’assemblage

de BACs (« fingerprinting ») est en cours de construction chez C. gigas (Gaffney, pers. com.).
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Chapitre V — Cartographie de caracteres a déterminisme multigénique

Les données de phénotypage de deux caractéres (chapitre 1), de génotypage (chapitre
I11) et la cartographie génétique consensus (Chapitre 1V) ont été combinées pour rechercher
des QTL liés a la survie et a I’infection a I’herpés virus en période estivale. Les méthodes et

résultats sont décrits dans ce chapitre V.

5.1 Principe de la détection de QTL

L utilisation de marqueurs génétiques pour identifier les genes affectant des caractéres
biologiques complexes est appelée analyse QTL (Lynch et Walsh, 1998). Un QTL
(Quantitative Trait Locus) se définit au sens large comme un segment chromosomique
contenant un ou plusieurs genes influencant un phénotype ou caractére dans une certaine
proportion ou variance. Cette variance génétique peut étre décomposée en variance additive
(A), variance de dominance (D) et I’interaction (1) de ces deux éléments (Vg = Va+Vp+V)).
Ces éléments peuvent se définir comme tel : I’effet moyen d’un allele est I’espérance centrée
de la valeur phénotypique des individus ayant recu cet allele d’un de leurs parents, I’autre
alléle étant tiré au hasard. Cet effet moyen est également désigné comme I’effet additif d’un
alléle. La valeur génétique additive d’un individu est la somme des effets moyens des génes
qu’il possede. L’effet moyen d’un alléle particulier est I’espérance de la valeur génétique
conditionnée par la présence de cet allele dans le génotype. Cette valeur minimise I’espérance
du carré du résidu de dominance. La valeur génétique additive (A) représente la fraction de la
valeur génétique (G) dont il est possible de prédire la transmission de parent a descendant : un

parent transmet, en espérance, la moitié de sa valeur génétique additive.

La cartographie de QTL est I’association entre un ou des génotype(s) a des
localisations génomiques différentes et un phénotype pour un ensemble de caractéres
quantitatifs en terme de nombre, de position, d’effets et d’interactions. La distribution, le
nombre, I’effet et la position physique au sein du génome des génes affectant le caractere
considéré définissent la notion d’architecture génétique d’un caractére. Le mode d’action des
genes et plus particulierement si leurs effets sont constant, cet effet est dit additif. Si I’effet est
contingent sur I’interaction avec d’autres geénes, il s’agit d’épistasie ou si le gene induit
plusieurs effets phénotypiques apparemment indépendants, on parle de pléiotropie (Erickson,
2005).
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Un QTL ne peut souvent se limiter a un unique locus du fait de la faible résolution de
la plupart des cartes de liaison actuellement disponibles. Un QTL représente donc le plus
souvent un segment de chromosome qui peut contenir un ou plusieurs loci affectant le
caractére phénotypique considéré. De plus, il a été démontré dans de nombreuses études
revues par Falconer et Mackay (1996) que les QTLs ségrégent selon les lois mendéliennes et
que la majorité des caractéres génétiques sont polygéniques. Le phénotype observé, pour de
tels caracteres, est le résultat de complexes interactions entre des alléles multiples et de
facteurs environnementaux. L’intérét final des analyses QTL est donc d’identifier le/les
gene(s) qui contrdle ce caractere. L analyse des QTLs peut étre divisée en deux étapes : (1) du
phénotype au genotype(s) et QTL ; (2) du QTL au(x) géne(s). La premiére étape consiste a
corréler les marqueurs génétiques a un phénotype dans une population ségrégeante. Ensuite,
le but est de réduire la région corrélée au phénotype a un intervalle aussi petit que possible ne
contenant alors que quelques génes. Ce processus de réduction de la région chromosomique
est rarement couronné de succes car il est tres difficile de réduire cette région a un intervalle
contenant quelques genes, voir, un unique gene (Darvasi, 1998) mais deveint techniquement

de plus en plus facilement réalisable.

5.2 Etapes des analyses QTL

La premiere étape, décrite ci-dessus, peut étre subdivisée en 3 étapes : la détection de
QTL, la cartographie de QTL et la cartographie fine de QTL.

(1) la détection de QTL : Cette détection correspond a I’étude de la part de variance
phénotypique expliquée par le QTL. Un parametre tel que la taille varie au sein d’une
méme population et montre une variance. Cette variance est la conséquence d’une
part, de I’environnement et d’autre part, de la variation génétique. La contribution
d’un unique alléle peut étre mesurée comme la proportion de variance qu’il explique.
Un QTL qui explique une large part de variance phénotypique sera plus facilement
identifiable. Le cas extréme serait un gene qui explique a lui seul toute la variance

phénotypique. 1l s’agirait alors d’un gene majeur.

(2) la seconde étape consiste a la localisation chromosomique des régions
significativement affectées par la variation du caractére dans la population. Cette
localisation est importante pour I’identification des genes responsables de la variation

et la compréhension des mécanismes génétiques sous jacents a cette variance.

176



Chapitre V — Cartographie de caracteres a déterminisme multigénique

(3) L’identification des génes causaux et les mutations causales ou QTN (Quantitative
Trait Nucleotide).

Peu de caractéres phénotypiques ont été analysés depuis la localisation des QTLS
jusqu’a I’identification de genes ou de mutations causales. Cet objectif a été atteint chez la
tomate (Fridman et al., 2004) pour la teneur en sucre ou la souris pour la résistance a des
tumeurs intestinales (Cormier et al., 1997). Des parameétres tels que la taille de la population
ou I’effet du QTL influencent sa détection (Darvasi, 1998). La détection de QTL dans de
petites populations est une difficulté couramment rencontrée chez les animaux (Holland,
2007) car I’effet du QTL est confondu avec les artéfacts statistique liés a I’échantillonnage.
Chez la drosophile, I’architecture génétique simple de la régulation de la Dopa decarboxylase,
mise en évidence a partir d’un petit échantillon d’individus, a été totalement revue par la
cartographie fine de QTLSs sur un échantillon beaucoup plus important (Mackay, 2004). Chez
le mais, la recherche de QTL liés au rendement du grain a démontré que I’architecture
génetique de ce caractére correspond a un grand nombre de QTLs d’effets faibles et qui
n’expliquent pas plus de 50% de la variance phénotypique au total. Cela implique que ce
caractére est sous I’influence d’un grand nombre de genes ce qui rend sa cartographie et
I’étude de son architecture trés complexe (Schon et al., 2004). La recherche de QTL
n’explique jamais I’ensemble de la variance phénotypique d’un caractere, sauf s’il s’agit d’un
géne majeur comme précédemment décrit car les modeéles de génétiques quantitatives ne
parviennent pas a mettre en évidence un grand nombre de QTL a effets faibles, ceux-ci ne

parvenant tout simplement pas a les détecter (Holland, 2007).

Le domaine de recherche des QTLs est relativement vaste : il s’étant de I’analyse d’un
caractére en agriculture tel que la croissance ou la fitness, a I’étude de la prédisposition au
cancer (Falconer et al., 1996) en passant par la résistance au froid (Perry et al., 2001) ou

I’intelligence (Plomin et al., 1994) et s’applique a un trés grand nombre d’espéces.
5.3 Modeéles de cartographie de QTL

Sax (1923) fut le premier a utiliser des marqueurs de pigments chez le haricot afin
d’analyser les génes affectant la taille des graines par le biais des taux de recombinaison chez
des descendants F2 issus de différents croisements. Puis, Thoday (1961) proposa d’utiliser
deux marqueurs bordant de part et d’autre le locus étudié afin de le localiser. L’idée de Sax et

Thoday reposait donc sur I’association entre le QTL ou segment chromosomique et un
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ensemble de marqueurs. Le développement de cartographies génétiques établies chez divers
organismes a grandement facilité la cartographie et I’analyse de QTL(S). Plus récemment,
Lander et Botstein (1989) ont proposé une méthode plus robuste pour la cartographie des
QTLs : « I’Interval Mapping » (IM). Cette méthode est basée sur I’utilisation d’un couple de
marqueurs. Au sein de I’intervalle défini par les deux marqueurs choisis, la position du QTL
est testée pour chaque position dans cet intervalle. L’approche d’« Interval Mapping » détecte
un QTL a la fois lors de I’étape de cartographie. Si la carte de liaison disponible a une
résolution relativement importante, un « scan » complet du génome peut étre réalisé, afin de
produire un profil statistique. La position la plus vraisemblable du QTL est alors déduite
statistiquement. De plus, il a été démontré que cette méthode d’« interval mapping » est
relativement robuste et nécessite peu de descendants (Lander et Botstein, 1989; Zeng, 1994).
Enfin, les modeles basés sur la régression multiple donnent des résultats trés semblables a
I'IM (Haley et Knott, 1992). L’utilisation de la méthode de régression pour la détection de
QTL, présente plusieurs avantages par rapport a I’utilisation des méthodes basées sur le
maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood). La méthode de régression nécessite
moins de temps de calcul, permet I'implantation de variables en tant qu’effets fixes ou
cofacteurs, et permet la détection de QTL dans des schémas relativement complexes (Knott,
2005).

L'avantage de la méthode d’IM est de localiser sur une carte génétique, de facon
précise, la position la plus vraisemblable d'un QTL. La densité des marqueurs n’est le facteur
principal qui influence la détection des QTL. Darvasi et collaborateurs (Darvasi et al., 1993)
ont montré que la puissance de détection et la précision de la localisation du QTL est
directement influencé par la stratégie d'échantillonnage. Ceci a été vérifié expérimentalement
par Song et collaborateurs (Song et al., 1995). Ainsi, si la couverture de I'ensemble du
génome est relativement moyenne (un marqueur tous les 25 cM), il est plus judicieux
d'augmenter le nombre d'individus que de réduire I’espace inter-marqueurs. Les deux
principales limites du modele "Interval Mapping” sont, d'une part la sensibilité aux
distributions non normales des caractéres quantitatifs et, d'autre part qu'il reste un modele ne
proposant la détection que d’un seul QTL. En effet, lorsque deux QTL seégrégent l'un au
voisinage de l'autre, et lorsqu'ils agissent dans la méme direction, un seul QTL fantéme peut
étre détecté au milieu des deux QTL (Martinez et Curnow, 1992). Lander et Botstein (1989)
suggerent que la présence de deux QTL assez éloignés (50 a 80 cM) sur le méme groupe de

liaison peut étre distinguée empiriquement en fixant la position d'un QTL et en recalculant le
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LOD score pour l'autre et vice versa. Une augmentation des LOD de deux unités indiquerait la
présence de deux QTL distincts. D'autre part, Martinez et Curnow (1992) et Zeng et
collaborateurs (1993) ont montré qu'il était possible de déetecter des QTL proches par

régression multiple.

Cependant, cette méthode peut biaiser I’identification et la position du QTL lorsque de
multiples QTLs se situent dans le méme groupe de liaison (Haley et Knott, 1992; Zeng,
1994). Afin de résoudre ce probleme, Jansen (1993) et Zeng (1993) ont indépendamment
proposé I’idée de combiner la méthode d’intervalle mapping avec une analyse en régression
multiple afin d’obtenir une analyse dite en « Composite Interval Mapping » ou CIM. Lors
de ce test, d’autres marqueurs sont utilisés en tant que co-variants afin de réduire la variance
résiduelle de QTLs situés a proximité et ainsi améliorer le test. Ce modele utilise I’association
d’un QTL et de plusieurs marqueurs. Enfin, Kao et collaborateurs (1999) ont développé une
nouvelle méthode nommée « Multiple Interval Mapping » (MIM) toujours basée sur
I’« Interval Mapping ». Cette méthode utilise simultanément des intervalles entre des couples
de marqueurs afin de détecter de multiples QTLs. Selon les auteurs, la MIM est plus
performante et plus précise dans la détection des QTLS que les autres méthodes. En outre, elle
est capable de mettre en évidence des effets tels que I’épistasie et d’estimer I’héritabilité des
caractéres considérés. De plus, la variance génétique contribuant a chaque QTL est également
estimée permettant ainsi d’orienter une sélection assistée par marqueurs. A I’instar des
logiciels de cartographie génétique, un grand nombre de logiciels de recherche de QTL ont été
créés. Manly et collaborateurs (1999) ont établi un inventaire des principaux logiciels et des

méthodes de détection utilisées (Tableau 16).

5.4 Parameétres influencant les analyses QTL

Divers facteurs influencent la puissance de détection des QTLs afin d’identifier les
loci a la base de la variance des caracteres phénotypiques. Ces facteurs incluent le schéma

expérimental, le type de marqueurs moléculaires et la taille d’échantillons.
5.4.1 Nombre et type de marqueurs

Il existe deux types de marqueurs moléculaires couramment utilisés dans les analyses
QTL : les dominants et les co-dominants. Le type de marqueurs moléculaires affecte la
résolution des QTLs car les marqueurs co-dominants ont une puissance estimée a 20 fois

supérieure aux marqueurs dominants (Liu, 1998).
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Logiciel Fonctions Méthodes Designs Pubhca_t,lons Site internet
associées
Mapmaker/QTL  SIM, CIM ML BC, F2 Lincoln et al. (1992) ftp://genome.wi.mit.edu/pub/mapmaker3
QTL SIM, CIM ML diverse Basten et al. (1997) http://statgen.ncsu.edu/qtlcart/
Cartographer
Map Manager QT SIM, CIM LS BC, F2 (l\igglg)and Olson http://mcbio.med.buffalo.edu/mapmgr.html
MapQTL ® 5 SIM, CIM ML BC, F2, DH Van Ooijen (2004) http://www.cpro.dlo.nl/cbw/
Utz and Melchinger . . . .

PLABQTL SIM, CIM LS BC, F2 (1996) http://www.uni-holenheim.de/~ipspwww/soft.html
MQTL SIM, CIM LS BC, DH (Tllgg%r) and Mather ftp://gnome.agrenv.mcgill.ca/pub/genetics/software/MQTL

; , Sillanpaa and Arjas . . C
Multimapper CIM Bayesian BC, F2 (1998) http://www.rni.helsinki.fi/~mjs
QTL Express SIM LS Inbred, Seaton et al. (2002) http://qtl.cap.ed.ac.uk

P Outbred ' p-iiqt.cap.ed.ac.

SIM : Single Interval Mapping ; CIM : Composant Interval Mapping ; ML : Maximum Likelihood ; LS : Least Square ; BC : Backcross ;

F2 : Famille de 2" génération ; DH : Double Hybride
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Les marqueurs lus comme dominants tels que les AFLPs vont produire deux classes
génotypiques, au lieu de trois, du fait de la dominance, de telle sorte qu’ils ne permettent pas
de distinguer entre un hétérozygote et un homozygote dominant. Il y a donc une perte
d’information liée au nombre d’événements de recombinaison observés qui se restreint dans
I’intervalle considéré lorsqu’un tel type de marqueur est utilisé. Cependant, I’utilisation des
marqueurs AFLP est plus simple car elle s’affranchit du séquencage et du développement de
nouveaux marqueurs, tout en permettant de construire des cartes de liaison couvrant en grande
partie le génome. De plus, au cours d’une méme réaction de PCR, de nombreux loci peuvent
étre amplifiés simultanément multipliant ainsi le nombre de marqueurs. Cependant, nous
n’avons pas choisi d’utiliser ce type de marqueur moléculaire étant donné leur nature
dominante.

Les marqueurs co-dominants, tels que les microsatellites ou les SNP offrent une plus
grande puissance dans la détection de la recombinaison entre deux marqueurs adjacents (Liu,
1998). Cependant, leur codt supérieur de développement est contre balancé par cette
puissance supérieure amenant a une détection plus fine des QTL tant en terme de variance,
que de position. Les microsatellites restent le marqueur de choix pour les analyses QTL car ils
ont été développés pour un trés grand nombre d’especes d’intérét. Les SNP sont plus
couramment utilisés chez des organismes tres étudiés comme I’homme ou le poulet pour
lesquels 5 et 1,42 millions de SNP sont disponibles a ce jour respectivement (Sachidanandam
et al., 2001; Ka-Shu Wong et al., 2004).

5.4.2 Distribution des marqueurs

De méme que le type de marqueurs moléculaires, la distribution de ceux-ci affecte la
résolution et I’effet des QTLs. Plus le nombre de marqueurs disponibles est important, plus
précise sera I’estimation de I’effet et de la position du QTL. Cependant, un juste milieu entre
le nombre de marqueurs et la taille de I’intervalle moyen qui les sépare doit étre trouvé. Dans
la plupart des études, les conditions optimales décrites correspondent a un intervalle de 10 a
15 cM et un échantillonnage de 300 individus (Lynch et Walsh, 1998). En effet, si la distance
intermarqueur est inférieure a quelques centimorgans (2 a 5 cM) le taux de recombinaison
moyen entre paires de marqueurs déclinera affectant les analyses. Des lors, des génotypes dits

« non répliqués » peuvent apparaitre et poser probleme (Knapp et al., 1990).
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5.4.3 Echantillonnage et schéma expérimental

En général, les analyses QTL employant des schémas expérimentaux classiques et un
nombre important d’échantillons (N>300) permettent d’identifier des QTL dit «a effet
large », c’est a dire ou, au moins, 15% de la variance totale du caractere est expliquée par le
QTL (Liu, 1998; Lynch et Walsh, 1998; Doerge, 2002). En théorie, un QTL dont I’effet
additif représente 5% de la variance peut étre détecté a partir d’un échantillon de 206
individus issus d’une F2 génotypés par des marqueurs co-dominants si ceux-ci sont distants
de 5¢M. Cependant, en raison d’une faible héritabilité du caractére considéré et des génotypes
et phénotypes incomplets, le nombre estimé d’individus nécessaires a la détection de QTL
atteint 300 (Doerge et al., 1997). Ensuite, I’estimation de I’effet du QTL peut étre biaisée par
les méthodes statistiques employées: c’est I’effet Beavis (1998). En effet, lorsque
I’échantillonnage est inférieur a 100 individus, I’estimation de I’effet du QTL est surévaluée
et, a I’inverse, la puissance de détection de QTL a effets faibles diminue rapidement. Ce biais

statistique tend a identifier de faux QTLs et a surestimer I’effet des véritables.

Tout comme le nombre d’individus, le type de croisement affecte également la
détection des QTLs. Dans I’exemple décrit ci dessus, si le croisement était un backcross au
lieu d’une descendance F2, le nombre d’individus nécessaire serait deux fois supérieur afin
d’obtenir la méme précision dans la détection du QTL (Lynch et Walsh, 1998). Parmi les
différents schémas expérimentaux de croisement, les lignées hybrides (ou inbred lines) sont
plus adaptées a la détection de QTL car cette méthode tend a augmenter le déséquilibre de
liaison entre les marqueurs et le QTL (Doerge et al., 1997; Liu, 1998; Mackay, 2001). Ce
schéma nécessite deux individus ou deux familles d’individus présentant un contraste pour le
phénotype étudié mais aussi pour les marqueurs utilisés. Le croisement entre ces deux
individus permet de générer une famille F1 qui peut étre recroisée afin de donner une

génération F2 dite « recombinante ».

5.4.4 Le génotypage sélectif

Certains descendants sont plus informatifs que d’autres: de facon génerale, les
individus les plus informatifs sont ceux dont le génotype est relié sans ambiguité a leur
phénotype. Par exemple, Lander et Botstein (1989) ont démontré que la majorité de
I’information de liaison concernant les maladies humaines provenait des individus atteints par
ces maladies contrairement aux porteurs sains. Etant donné que le phénotype des individus

non affectés n’est pas certain, ceux-ci n’apportent que peu d’information. En remplacant cette
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constatation dans le contexte de la génétique quantitative, I’information provient donc
essentiellement des individus dont le phénotype est caractérise comme « extréme » c’est a
dire celui s’écartant le plus du phénotype classique ou moyen. Il est donc plus judicieux de

génotyper les individus dont les phénotypes sont considérés comme extréme.

Cette stratégie présente l'avantage de réduire considérablement les codts du
génotypage. En effet, les individus ayant des performances supérieures de un écart-type par
rapport a la moyenne, c'est-a-dire 33% des individus, contribuent a 81% de l'information
totale (Lander et Botstein, 1989). Cependant, cette méthode présente des inconvénients
majeurs. Premierement une sélection biaisée des individus extrémes entraine une sur-
estimation de la variance phénotypique expliquée par le ou les QTL (Lander et Botstein,
1989). Deuxiéemement, la caractérisation sélective rend difficile I'estimation de l'effet de
substitution allélique au locus du QTL. Cependant, en tenant compte de la proportion de la
population échantillonnée dans les queues de la distribution et de la différence de performance
observée entre elles, Darvasi et Soller (1992) ont montré qu'il était possible d'estimer I'effet

phénotypique du QTL.

5.4.5 Seuil de signification

Dans le cadre des modéles basé sur I’« Interval Mapping », des seuils de signification
relativement élevés (6=0.05 ou & =0.01) ont généralement été utilisés (Soller et al., 1976;
Edwards et al., 1987; Reiter et al., 1992). Si ces seuils apparaissent suffisants pour un test
isolé, ils ne le sont pas pour des marqueurs liés sur un groupe de liaison. Un niveau de
signification plus strict est en effet nécessaire, pour éviter d'accepter un grand nombre de faux
QTL. Il en résultera par contre une puissance de détection (probabilité d'accepter un vrai
QTL) diminuée. Cependant, le choix d'un risque assez faible est essentiel si I'objectif de
I'expérience de détection de QTL vise a identifier ou introgresser des génes. De méme,
lorsque I’« Interval Mapping » est appliqué a l'ensemble des marqueurs liés sur une carte
géneétique, pour assurer un risque global de 5% pour l'ensemble du génome, il convient
d'utiliser un risque beaucoup plus faible au niveau de chaque intervalle pour tenir compte de
la non indépendance des tests pour les marqueurs appartenant au méme groupe de liaison.
Lander et Botstein, (1989) ont proposé une approximation du seuil, au niveau du génome,
basée sur sa taille (en cM) et sur le nombre de chromosomes de I'espece étudiée. Rebai et al
(1994) ont développé une méthode permettant de calculer analytiquement un seuil

approximatif pour chaque groupe de liaison en tenant compte de leur longueur et de leur
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densité en marqueurs. Par exemple, pour un seul chromosome de 100 cM et 200 individus
génotypés, le seuil de ce test a 5 % est de 6,90 pour 5 marqueurs equirépartis et 9,05 pour une
infinité de marqueurs. Dans une échelle lod-score, ces seuils sont de 1,5 et 1,97. Notons que
certains auteurs ou logiciels préconisent I’'usage d’un seuil de 3 dans I’échelle lod-score ce qui
correspond donc a un seuil plus sévére pour chaque chromosome. Enfin, Churchill et Doerge

(1994) ont quant a eux proposé de déterminer ce seuil par des tests de permutation.

5.4.6 Estimation de [I’intervalle de confiance de la localisation des QTL par

« Bootstrapping »

Toutes les méthodes de cartographies de QTL sont basées soit sur un maximum de
vraisemblance (Lander et Botstein, 1989), soit sur une méthode de régression (Haley et Knott,
1992; Martinez et Cudnoz, 1992). Cependant, ces méthodes n’integrent pas le calcul de
I’intervalle de confiance de la position du QTL. Visscher et collaborateurs (1996) proposent
d’estimer cet intervalle par une méthode de bootstrapping. Le bootstrapping consiste au
remplacement d’échantillons (ici association marqueur-génotype) dans la distribution. A
chaque cycle de calcul, N échantillons sont intervertis et la position du QTL est recalculée.
Cette méthode de bootstrapping est assez robuste si le nombre de cycles de calcul est
supérieur a 1000. De plus, elle est applicable aux méthodes de maximum de vraisemblance et
de régression car les résultats obtenus sont tres similaires mais aussi pour la recherche de
QTLs multiples (Visscher et al., 1996).

5.4.7 Part de variance expliquée

Geénéralement, les résultats d’une recherche de QTL se résument a indiquer le groupe
de liaison dans lequel le QTL a été mis en évidence, sa position et son intervalle de confiance
(exprimée en cM) mais aussi la part de variance qu’il explique (exprimée en %). Cette part de
variance qui reflete I’importance du QTL se calcule a partir des sommes des carres (Residual
Sum Square - RSS) du modele réduit et du modele complet selon la formule suivante : 4*(1-
RSS Modele complet/RSS Modeéle réduit).

184



Chapitre V — Cartographie de caracteres a déterminisme multigénique
Tableau 17 : Revue des QTL détectés chez les principales especes d’intérét aquacole

Espéce Caractére(s) Nombre de QTL détectés Part de variance (%) Références bibliographiques
Tolérance a la température 2 22 (Jackson et al., 1998)
Tolérance a la température 3 (Danzmann et al., 1999)
Résistance au virus INHV 2 (Palti et al., 1999)
Temps de ponte 5 (Sakamoto et al., 1999)
2 24,6
Taille embryonnaire 2 22,6 (Robison et al., 2001)
Poids embryonnaire 2 26,2
Résistance virale (IPNV) 2 27-34 (Ozaki et al., 2007)
. _ _ Temps de ponte 4 aolt-64 (O'Malley et al., 2003)
Truite arc en ciel - Oncorhynchus mykiss Poids 3 déc-25
Poids 5 04-juil (Martyniuk et al., 2003)
Résistance virale (IHNV) 3 (Rodriguez et al., 2004)
Taux de croissance embryonnaire 7 0,6-23 (Nichols et al., 2007)
Résistance virale (IHNV) 1 (Khoo et al., 2004)
Nombre de pilores 3 13-19 (Zimmerman et al., 2005)
Niveau de cortisol 2 43 (Drew et al., 2007)
Poids i i (Fotherby et al., 2007)
Age de maturation sexuelle - -
Maturation - - (Haidle et al., 2007)
Résistance virale 10 27,3 (total) (Gilbey et al., 2006)
Résistance virale (ISA) 2 (Moen et al., 2007)
Saumon Atlantique - Salmo solar POIdS_ ) 2 20,1 (Reid et al., 2005)
Conditionnement 4 24,9
Pourcentage de lipide (Derayat et al., 2007)
Résistance virale (IPN) 2 (Houston et al., 2008)
Maturation sexuelle 3 23
Omble chevalier - Salvelinus alpinus Poids 3 34 (Mogahadam et al., 2007)
Conditionnement 1
Bar - Dicentrarchus labrax Traits morphométriques 1 - (Chatziplis et al. 2007)
Carpe commune - Cyprinus carpio Tolérance au froid (Sun et al., 2004)
Huitre creuse - Crassostrea gigas Heterosis (Hedgecock et al., 2007)
Huitre plate - Ostrea edulis Résistance a la bonamiose 3 (Lallias, 2006)

Ormeau - Haliotis rubra

Taux de croissance

(Baranski et al., 2007)

Pétoncle de baie - Argopecten irradians

Taille

(Qin et al., 2007)
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5.5 Recherche de QTLs chez les espéces d’intérét aquacole

Dans la littérature relative a la recherche de QTL chez les especes d’intérét aquacole,
une importante partie de ces travaux ont été menés chez la truite arc en ciel (Oncorhynchus
mykiss) pour laquelle des caracteres d’intéréts, tels que la période de ponte, le temps de
maturation, la résistance a divers pathogénes, la croissance ou la tolérance a des stress ont été
étudiés. Néanmoins, la diversité des especes impliquées dans des programmes de recherche de
QTL est en constante augmentation. Récemment, des travaux ont été menés chez le bar,
Dicentrarchus labrax (Chatziplis et al., 2007), I’ormeau, Haliotis rubra (Baranski et al.,
2007) ou I’huitre creuse Crassostrea gigas (Hedgecock et al., 2007). Le tableau 17 dresse une
revue récente des travaux menes en recherche de QTLs chez les principales espéces d’intérét

aquacole.

La plupart des études localisent les régions QTLs dans un intervalle de 10 a 60 cM.
Cet intervalle est bien trop important pour permettre une localisation fine des genes sous
jacents a la variation du/des caractere(s) phenotypique(s) considéré(s). C’est pourquoi, la
réduction de cet intervalle est une étape importante et nécessaire vers I’identification de ces
genes et a plus long terme pour une application en sélection assistée par marqueurs. La
sélection assistée par marqueur est une stratégie pleine de promesses qui doit étre appliquée
chez une espece d’intérét aquacole. La résistance a un syndrome ou un pathogene est un
caractére intéressant pour le développement d’une stratégie de selection assistée par
marqueurs. Par exemple, chez la truite arc en ciel, plusieurs études ont mis en évidence des
régions QTLs liées a la résistance a un pathogene (Palti et al ., 1999 ; Khoo et al., 2004 ;
Rodriguez, 2004 ; Ozaki et al., 2007).

Le succés d’une telle stratégie repose principalement sur I’héritabilité du caractere et la
proportion de variance additive expliquée par les marqueurs. Les résultats obtenus jusqu’a
présent en recherche de QTL chez les poissons démontrent I’intérét de rechercher des QTL
chez un panel d’espéces plus large et plus particulierement les mollusques bivalves de part
leur intérét commercial. Sakamoto et collaborateurs (1999) confirment que I’identification de
marqueurs moléculaires liés a la variance de caractéres d’intérét économique tend a
développer des schémas de sélection assistée par marqueurs. Cependant, le succes de ce
schéma de sélection repose sur la connaissance de I’architecture génétique des caracteéres
étudiés. Des interactions épistatiques tendent a limiter I’application des schémas de sélection

assistée par marqueurs (Danzmann et al., 1999). Il apparait donc important d’identifier les
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interactions entre les génes sous jacents a la variation des caracteres phénotypiques suite a
I’identification de QTL(s) afin d’engager, ou non, un schéma de sélection assistée par

marqueurs.

5.6 Matériel et methodes
5.6.1 Simulations de la puissance de détection des QTL

L’influence de tous les parameétres des analyses QTL a été testée par le biais de
simulations réalisees par Chris S. Haley et Dirk Jan de Koning du Roslin Institute (Ecosse);
de Henk Bovenhuis de I’Université de Wageningen (Pays-Bas) a partir des données existantes
(héritabilité du caractére) et envisagées (nombre de marqueurs et de familles a produire...).
En effet, les simulations ont démontré que la détection de QTL expliquant une faible part de
variance (environ 5%) était possible a partir d’un schéma expérimental composeé de plusieurs
familles F2, d’une stratégie de génotypage sélectif (15 a 20% de la distribution) et d’un
caractere présentant une forte héritabilité (h?>0,4). Ces résultats ont orienté nos choix de
schéma expérimental de production (nombre de familles F2 a produire, etc...) et de

phénotypage des individus de la F2.
5.6.2 Jeu de données disponible pour les analyses QTL

Le jeu de données utilise pour les analyses QTL était composé (1) des phénotypes de
900 individus (2 groupes de phénotype extréme*150 individus*3 familles F2) relatifs aux
caracteres « survie » et « résistance a I’infection par le virus OsHV1 » (voir chapitre 1) et (2)
de la cartographie génétique consensus (voir chapitre IV), bati a partir des données de
génotypes de 80 marqueurs au total dont 29 marqueurs SNP, 13 microsatellites développés in

silico et 38 micorsatellites précédemment publiés (voir chapitre I11).
5.6.3 Présentation du logiciel « QTL express »

Suite a la construction d’une cartographie genétique, la recherche de QTL(s) liés a la
résistance a la mortalité estivale et a la charge virale individuelle en Herpés virus, a été
entreprise. Pour réaliser ces analyses, notre choix s’est porté sur le logiciel QTL express
(Seaton et al., 2002). Ce logiciel comporte plusieurs modules d’analyses spécialisés. Dans
notre cas (3 familles F2), trois des six modules d’analyses sont applicables au jeu de données.
Le but de QTL Express est de fournir des modules faciles a utiliser pour I'analyse de données
provenant de populations. Le site est en évolution constante, mais le but ultime est de fournir
une gamme d'outils pour analyser les données provenant de différentes structures de

population (backcross, F2, etc...). Le logiciel se concentre sur des outils analytiques simples,
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mais robustes et puissants. Par conséquent, les méthodes d’analyse de régression des

moindres carrés et de variance composante ont été mises en place (Haley et Knott, 1992).

Des outils pour l'analyse par permutation et bootstrapping estiment les régions de
confiance pour la localisation des QTL. A I'heure actuelle, les analyses de régression des

données ont été appliquées pour la population des structures suivantes:
(A) une population de type F2 dérivée d'un croisement entre deux populations

(B) une population de type backcross provenant d'un croisement entre deux
populations

(C) les populations avec un mélange de backcross (réciprogue) et d’individus F2 issus
de deux populations

(D) les assemblages de populations de familles de demi-frére

(E) des familles nucléaires (sib-couples)
5.6.4 Module F2

Ce module est destiné a I'analyse des données a partir d'une population F2 dérivée d'un
croisement entre deux lignées. Il est supposé que tout QTL est fixé chez les deux lignées. Par
conséquent, il est possible de combiner des informations des QTL chez les différentes
familles. Si les QTL ne sont pas fixés, I'analyse peut étre menée tout de méme, mais une perte
de puissance significative sera constatée a mesure que les fréquences des alleles deviennent
moins extrémes (Alfonso et Haley, 1998). Les données de marqueurs sont fournies pour les
grands-parents (FO) et la descendance F2, et les phénotypes sont fournis pour les individus F2.
La méthode a été developpée pour les lignées par Haley et Knott (1992) et prorogée pour les
lignées de types « outbred » par Haley et collaborateurs (1994). L'analyse procéde en deux
étapes. Les premieres informations sur la position des marqueurs, ainsi que les génotypes des
marqueurs sont utilisés pour calculer des probabilités d'individus héritant 0, 1 ou 2 alleles de
chacun des deux fondateurs des lignées a travers les positions du génome et le parent d'origine
probable des alléles. Dans la deuxieme étape de I'analyse des données phénotypiques sont
régressees sur ces coefficients. La simple nature de I'approche de régression signifie qu'il est
possible d'utiliser différents modéles génétiques et environnementaux, tels que la présence
d’un ou de deux QTL liés, des effets additifs, de dominance et du parent d'origine, I’effet des
QTL, les effets des facteurs environnementaux (effets fixes) ou covariables, les interactions
avec des QTL (effets fixes), etc.
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La ségrégation de distorsion est calculée comme une déviation par rapport a la
moyenne observée des coefficients des effets additifs, de dominance et du parent d'origine
sous I'hypothése nulle de la ségrégation mendélienne. Un test statistique est effectué en
calculant la différence entre moyenne observée et attendue et une estimation de I’erreur
standard de cette différence. Sous I'nypothese nulle d'absence de distorsion de ségrégation, ce
ratio suit comme une distribution t. Le graphique avec la ségrégation distorsion contient deux
lignes horizontales at =- 2,0 et t = +2, correspondant a la valeur nominale P-valeurs d'environ

0,05. Le niveau d’information est calculé suivant le modéle de Knott et collaborateurs (1998).

Le test par permutation (Churchill et Doerge, 1994) est mis en oeuvre par la
permutation des coefficients de la matrice choisie pour un chromosome donné chez un
individu. De cette maniére, les estimations des effets fixes ne sont pas affectées, alors que la
relation entre le génotype et le phénotype sont permutés. Pour estimer I'intervalle de confiance

d'un emplacement QTL, un ré-échantillonnage de type bootstrap est disponible en option.

5.6.5 Module “Half-Sib”

Cet outil d'analyse est consacré a I'analyse des familles non consanguines et étudie la
ségrégation des alléles de chacun des deux parents (F1) chez la descendance (F2). Les
génotypes des descendants servent a déterminer les haplotypes parentaux. Le parent commun
est censé apporter des informations genotypiques uniquement. Ces haplotypes doivent étre
connus et ne comporter aucune erreur. Pour chaque descendant, la probabilité d’hériter d’un
des haplotypes est calculée dans chaque intervalle en utilisant I’information provenant des
marqueurs flanquants composant ce méme intervalle. Suite au travail de Neimann-Sorensen et
Robertson (1961) sur I'analyse du groupe sanguin par des marqueurs simples, la méthode a été
développée par Knott et Haley (1992), et a été largement utilisée pour l'analyse des groupes
de demi-fréres chez les bovins laitiers et les porcs (de Koning et al., 1998). L'analyse suit une

procédure en deux étapes identique au module F2.

Dans ce modeéle, les effets des QTL ne sont pas supposes étre identiques chez chacune
des familles. Cependant, si un QTL existe, celui-ci doit ségréger chez plus d’une famille
(Knott, 2005). Le test du seuil de significativité du QTL est basé sur un test F (F ratio) calculé

de maniere identique au test appliqué dans le module F2.
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Enfin, Iintervalle de confiance est calculé selon la méthode de bootstrapping au sein
de chacune des familles de telle sorte que le nombre de descendants par parent en commun

reste constant.

5.6.6 Module d’analyse en intra-famille — module « Tree »

Le module « Large Single Full-Sib Family Analysis ou Tree » a été utilisé parce
qu'il est concu pour le cas d'une famille avec deux parents qui ne sont pas supposées provenir
d'un croisement entre deux lignées génétiques distinctes et différentes. Avec ce module, trois
estimations peuvent étre obtenues : I’estimation de la composante paternelle, maternelle et de
I'interaction des deux premieres composantes. En effet, I'analyse établit une comparaison
entre les deux gametes males acheminés par le parent male (composante male), et les deux

gametes transportés par le parent femelle (composante maternelle).

L’information provenant des grands-parents est utilisée pour aider a identifier les
deux gameétes parentaux transmis. Si la composante paternelle est importante, cela suggére
que les deux gametes paternels portaient des alléles d’effets différents pour les QTL. Pour
estimer ces trois composantes, quatre modeles différents sont disponibles sous QTL express:
pat (pour estimer la composante paternelle seulement), mat (estime la composante maternelle
seulement), pat + mat (estimation a la fois les composants paternel et maternel) et, enfin, pat +

mat + int (pour estimer la composante interaction).

Afin de rétablir la distribution normale des données de phénotype, et plus
particulierement pour le caractere « charge virale », les données individuelles de charge,
exprimées en nombre de copies d’ADN viral par mg de tissu frais, ont été transformées en
Logio. Les donnees liées au phénotype « mortalité » sont des données binaires (0 ou 1) et ont

été conservées comme tel.

La recherche de QTL a été entreprise de maniére identique mais séparée pour
chacun des dix groupes de liaison identifiés au cours de la construction de la cartographie

génétique. Pour chacun des modules, les parametres d’analyses sont les suivants :
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0 Module F2: Modéle (a+d); Analyse: 1 QTL ; step = 1cM; Bootstrapping avec
rééchantillonage ; 1000 itérations ; 2 caracteres

0 Module Half-sib : Dam/Sire as common parent; Modele (a+d) ; Analyse : 1 QTL ; step
= 1cM ; Bootstrapping avec rééchantillonage ; 1000 itérations ; 2 caracteres

0 Module Tree : Modele (pat+mat) ; Analyse : 1 QTL ; step = 1cM ; Bootstrapping avec
ré-échantillonage ; 1000 itérations ; 2 caracteres

o0 Seuil de signification placé a un Lod score égal a 3 pour chaque chromosome

5.7 Résultats
5.7.1 Module « F2 »

La premiére analyse de chacun des dix groupes de liaisons a révélé la presence
significative de cing régions QTLs situées dans les groupes de liaisons Il, V, VI, VII et IX
(Annexe 1 et figure 35). Suite a ces premiéres analyses, la recherche de QTL a été répétée
pour le groupe de liaison VI ou deux pics QTL, apparemment significatifs, apparaissent mais
en utilisant le modéle de détection a deux QTL et en fixant I’effet du QTL, situé a 63cM, en
tant qu’effet fixe (genetic background). Cette modification a révélé la présence d’un second
QTL au sein de ce méme groupe de liaison situé a 112 cM (figure 36). Puis, la recherche de
QTL a été répétée de la facon suivante : tour a tour, les effets de chacun des QTL ont été fixés
en tant que cofacteur de I’analyse et la recherche de QTL a été répétée. Puis, pour chaque
groupe de liaison, la recherche de QTL a été effectuee en fixant I’effet d’un, puis de deux,
puis des trois groupes de liaisons simultanément. Cette analyse a mis en évidence un faux
positif. En effet, lorsque les effets des quatre régions QTL, des groupes de liaison V, VI, VII
et 1X, sont fixés en tant que cofacteur, I’analyse du LG Il seul ne met plus en évidence le QTL

précedemment identifié dans ce groupe de liaison (figure 37).
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Figure 35 : Primo-détection de QTL dans les groupes de liaison 11, V, VI, VII et IX
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Figure 36 : Localisation des cing QTL dans les groupes de liaison V, VI, VIl et IX
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Figure 37 : Mise en évidence d’un faux QTL au sein du groupe de liaison Il

(1) Aucun effet de QTL fixé
(2) Effets des QTL des LG V, VI, VIl et IX fixés
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En utilisant le module « F2 », la recherche de QTL met en évidence cing régions QTLsS
positionnées dans les groupes de liaison V, VI, VII et IX. La région QTL située sur le groupe
de liaison I, a été éliminée. Les positions relatives de chacune de ces régions ainsi que leur
intervalles de confiance a 95% et la part respective de variance pour les deux caractéres

phénotypiques sont résumés dans les tableaux 18 et 19.

Tableau 18: Part de variance phénotypique respective expliquant la variation des deux

caracteres.
Groupe de - Mortalité - % de % de
liaison Modele Modele variance variance
Complet Réduit
LGV 220,67 225 7,7 5702,87 5828,61 8,6
LGVI 211,48 225 24,0 5474,41 5828,61 24,3
LGVII 214,64 219,99 9,7 5621,12 5688,59 4,7
LGIX 219,51 223,74 7,6 5686,96 5769,53 5,7
Total 49,0 43,4

Tableau 19 : Lod score, positions estimées et intervalles de confiance a 95% des régions QTL

pour chaque caractere.

Groupe de Mortalité
liaison Position (cM) Lod score IC & 95%

LGV 91,9 7,621 21-98 80 6,411 0-98
IE?GT\C]: 63 0-110 66,7 0-135
LGV - 12,061 12,198
QTL2 112 0-110 110 0-168
LGVII 89 6,031 51-91 72 3,137 3-91
LGIX 103 3,744 42 - 140 93,7 3,176 15- 141

Les pourcentages totaux de variance expliquée par les cing régions QTL identifiées
sont estimés a 49 et 43,4% respectivement pour le caractere de survie a la mortalité estivale et
le caractére charge virale individuelle en Herpés Virus. Pour le premier caractere, le
pourcentage le plus important, est de 24% pour les deux QTL identifiés dans le groupe de
liaison VI, alors que le plus faible est de 7.6%, pour le QTL identifié dans le groupe de liaison
IX. De méme, pour le caractére charge virale individuelle en Herpes virus, la plus grande part
de variance phénotypique (24.3%) est attribuée aux deux régions QTL du groupe de liaison
VI tandis que la plus faible part de variance (5.7%) est attribuée au QTL du groupe de liaison
IX. De plus, I’intervalle de confiance a 95% de la position des QTL est relativement large

avec un intervalle maximum de 110cM (LG V1) et un intervalle minimum de 40cM (LGVII).
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Les effets de dominance et additif des QTL sont forts pour le caractére « survie » pour
le QTL du LGV. Pour le LG VI, les effets des deux régions QTL sont de sens opposés pour
les deux caractéres alors que dans le LG IX, I’effet de dominance est de sens opposé a I’effet

additif pour les deux caracteres. L’ensemble des résultats est regroupé en annexe 2.

Le phénotype «charge virale individuelle » a été fixé en tant que covariable de
I’analyse. Cela signifie que I’effet de ce phénotype est soustrait a I’effet du second phénotype.
Cette analyse révele que I’ensemble des parts de variance des cing régions QTL n’est pas
uniquement lie au phénotype «charge virale individuelle » car une part de variance

uniquement lié au phénotype « survie » est mise en évidence (figure 38).

Interval Mapping LGV Interval Mapping LGVI

—

40 60 100

Position cM Pasition cM
F Likelihood Ratio | LOD F Likelihood Ratio | LOD
9.45 | 18.69 4.059 13.22 | 26.06 5.659

Interval Mapping

40 60 80 80

Position cM Position cM
F | Likelihood Ratio | LOD F Likelihood Ratio | LOD
9.5 | 18.79 4.08 9.17 | 18.15 3.941

Figure 38 : Part de variance phénotypique lié au phénotype « survie ».

196



Chapitre V — Cartographie de caractéres a déterminisme multigénique

Légende :
Phénotype : Résistance la mortalité
Phénotype : Charge virale individuelle

Interval Mapping Interval Mapping LG VI

20 40 60 50 100 150
Position cM Position cM

Interval Mapping Interval Mapping LG |X

20 40 60 i ' 40 80 120
Position cM Position cM

Figure 39: Composante phénotypique maternelle (Dam effect - Module Half-Sib)
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Figure 40: Composante phénotypique paternel (Sire effect - Module Half-Sib)
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5.7.2 Module « Half sib »

Pour rappel, la méthode d’analyse de ce module Half-Sib, estime I’effet des QTL chez
les individus F1 par sexe et indépendamment de I’origine des alléles. Les résultats resumeés en
annexe 3, et représentés en figures 39 et 40, montrent des effets paternels et maternels trés
forts avec une probabilité (Likelihood ratio) maximale de 181,92 (Groupe de liaison V,
composante maternelle) a une probabilit¢ minimale de 12,69 (groupe de liaison IX,
composante maternelle). Les composantes paternelles sont significativement supérieures aux
composantes maternelles pour les deux caracteres phénotypiques (test de Wilcoxon, 2

distributions appariées, Zmortaiitc = 0.465 €t Zcharge virale = 0,068).
5.7.3 Module « Large single full-Sib family analysis- Tree »

Ce module estime le contraste, au sein d’une unique famille, entre les marqueurs
héritées du parent male ou du parent femelle. Les résultats montrent une ségrégation
differentielle entre les trois familles F2 (E*T, R*O et Z*AC) des 5 régions QTL
précédemment mises en évidence par le module de recherche F2 (Annexe 4 et figure 41). En
effet, les seuls QTL significatifs (Likelihood Ratio> F ratio et Lod score >3) chez la famille
E*T sont les QTL des groupes de liaison VI et VII; chez la famille R*O, les QTL des
groupes de liaison V, VI et VII ; et chez la famille Z*AC le QTL du groupe de liaison IX.
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Figure 41 : Ségrégation differentielle des QTL dans les familles F2 (les QTL significatifs sont encadrées)
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5.8 Discussion
5.8.1. Nombre de QTL identifié et part de variance expliquée

Le modeéle de détection de QTL de type « F2 » nous a permis de mettre en évidence
cing QTL. Ces régions chromosomiques expliquent une large part de variance des deux
caractéres étudiés. L’analyse du groupe de liaison VI a mis en évidence deux QTL situé
respectivement a 63 et 112 cM. Ceux-ci sont distingués I’un de I’autre pour plusieurs raisons :
(1) la distance entre ces deux QTL est suffisamment importante pour ne pas confondre ces
deux régions QTL avec un unique QTL relativement « large », c'est-a-dire qui s’étend sur une
longue distance génétique ; (2) la fixation de I’effet d’un des deux QTL, mets en évidence le
second et inversement ; (3) I’analyse individuelle des familles F2, au travers du module
« tree », révele également la présence de deux pics QTL significatifs, pour les deux
caracteéres, chez les familles R*O et E*T a des positions relativement similaires a celle
obtenues dans le module F2 (1" pic au tour de 60 cM et 2" pic aux alentours de 120 c¢M ;
figure 33). Ce résultat confirme donc la présence de deux régions chromosomiques distinctes

liées a la variance phénotypique des deux caracteres dans le groupe de liaison V1.

Cependant, [I’estimation de [I’intervalle de confiance de ces deux régions
chromosomiques est le probléme principal. En effet, cet intervalle est relativement large (110
cM) et s’explique par le recouvrement des intervalles respectifs de chacun des deux QTL. La
cartographie d’un plus grand nombre de marqueurs moléculaires dans ce groupe de liaison
permettra de réduire et d’estimer plus justement les intervalles de confiance de chacun des
deux QTL détectés. Sur un croisement entre deux lignées fixées, Darvasi (1997) montre que
la sélection pour le génotypage de marqueurs supplémentaires de 40 a 50% des individus,
présentant des performances extrémes pour le caractére, concerné par le QTL, permet

d’atteindre la taille minimum de I’intervalle de confiance.

La fixation successive puis simultanée des effets des QTL significatifs a révélé un
QTL, dans le groupe de liaison 11, que nous avons considéré comme faux positif. L’hypothese
la plus probable pour expliquer une telle observation est la suivante: la stratégie de
génotypage sélectif tend parfois a créer des corrélations ou liaisons entre marqueurs, méme si
ceux-ci sont indépendants. Ainsi, la part d’individus trés sensible a la mortalité, et comparons
la a la part d’individus les plus résistants a ce méme phénomene. Dans ce cas, les individus les

plus sensibles vont porter la majorité des alleles caractéristiques de la sensibilité, alors qu’a
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I’inverse, les individus les plus résistants vont porter la majorité des alleles caractéristiques de
la résistance. Cela génére alors une fausse liaison que I’on peut interpréter comme une région

QTL significative (Haley, C ; comm. pers.).

Les parts de variance expliquée sont relativement importantes avec, au total, pres de
cinquante pourcents de variance expliquée pour le caractere phénotypique « résistance a la
mortalité estivale ». Ces pourcentages peuvent étre surestimés pour deux raisons: (1) la
stratégie de génotypage sélectif ; (2) la sélection des QTL significatifs ce qui signifie que les
QTL reflétent également la part de variance liée a des régions QTL a effets plus faible qui
n’ont pas été détectées . En effet, comme décrit précédemment, le génotypage a éeté effectué
sur 30% de la distribution chez chacune des trois familles F2. Les modeles de recherche de
QTL tendent a surévaluer cette part de variance (Lander et Botstein, 1989; Knott, 2005). Les
travaux de simulation réalisés par Ronin et collaborateurs (1998) montrent que le biais,
introduit par la stratégie de génotypage sélectif, est proportionnel a la part de variance
expliquée par le QTL. Pour un QTL dont la part de variance est supérieure a 10%, les auteurs
recommandent de génotyper 50% de la distribution. Darvasi et Soller (1992) ont estimé le
biais introduit par la stratégie de génotypage pour I’effet additif par la formule simplifiée :
(1+xi) ou x est I’ordonnée de la valeur moyenne du caractére pour une distribution normale
(qui dépend de p, la proportion de la distribution génotypée) et i, la valeur moyenne attendue
pour le caractére chez les individus composant le phénotype extréme supérieur. Pour des
caractéres corrélés, le biais peut étre estimé selon la formule raxi (Bovenhuis et al., 2000),
sous condition que les corrélations génotypiques et phénotypiques soient identiques ; ou r =
(1-260), avec 0 le taux de recombinaison entre le marqueur et le QTL; a I’effet additif et xi=
[1+Zi] avec Z un estimateur de la déviation par rapport a la valeur moyenne du caractere pour
une distribution normale et i un estimateur de la sélection égal a p/2 avec p, la proportion de la
distribution génotypée. Cependant, les modeéles de cartographie de QTL qui integrent ce biais
doivent étre affinés (Lin et al., 1996). Ensuite, ces mémes modeles ne détectent pas les QTL a
effets faibles pour plusieurs raisons (ex : faible densité en marqueurs moléculaires de la carte
de liaison, taille de I’échantillonnage, stratégie de génotypage sélectif). 1l existe donc une part
de variance au niveau de ces QTL a effets faibles qui n’est pas mise en évidence par I’analyse
effectuée par le module F2. De plus, la ségrégation de distorsion, mise en évidence au cours
du processus de construction des cartes de liaison, ainsi que la pression de sélection, subie au
cours du programme d’obtention des animaux (Hackett et Broadfoot, 2003; Lynch et Walsh,

1998), introduisent un biais qui tend également a surévaluer les pourcentages de part de
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variance attribués a chacune des régions QTL. Néanmoins, les résultats obtenus permettent

une primo-localisation de 5 régions QTL et I’estimation de leurs effets.

5.8.2. Ségrégation différentielle entre les familles F2

Ce type d’analyse a mis en évidence une ségrégation différentielle des cing régions
QTL parmi les trois familles F2. Cette ségrégation différentielle peut avoir deux type de
causes : (1) tous les marqueurs moléculaires ne soit pas également informatifs entre les
familles et (2 tous les QTL identifiés ne ségrégent pas dans I’ensemble des familles. De plus,
les phases de liaison QTL / marqueurs flanquants, associant différents alléles au locus QTL
aux alléles des marqueurs flanquants entre les familles. Cela signifie que toute association
entre un marqueur et un QTL se fait au niveau de la famille plut6t qu’au niveau de I’ensemble
des familles. En effet, le déséquilibre de liaison, entre le marqueur et le QTL lié, est généré au
sein des familles, mais il peut ne pas exister dans toutes les familles. De plus, d'autres
differences entre familles qui sont causés par d'autres loci affectant le caractere d'intérét
existent (Knott, 2005). Ces résultats soulignent I’importance de multiplier le nombre de
familles F2 a produire pour augmenter la probabilité d’observer la ségrégation d’un QTL mais
aussi la complexité des résultats qui en découlent. Cette probabilité est d’autant plus forte que
I’héritabilité du caractere est forte, mais elle est réduite si les QTL ne sont pas fixés dans des

lignées parentales, ce qui est le cas dans notre schéma expérimental.

Les premiers travaux d’identification d’association entre marqueurs et génotypes, chez
les ostréidés, ont été menés chez I’huitre creuse américaine, Crassostrea virginica par Yu et
Guo (2006). Le phénotype considéré était la résistance a deux pathogenes (MSX et Perkinsus
marinus), qui affectent les rendements de production. Les analyses menées ne sont pas de
véritables analyses QTL, au sens premier du terme, car celles-ci sont basées sur I’analyse du
changement de fréquence alléliques entre un échantillon d’individus prélevé avant
I’événement de mortalité, et un second prélevé apres cet événement. Néanmoins, 12 régions
associées a la résistance a ces deux pathogenes ont été mises en évidence. Yu et Guo (2006)
affirment que la principale difficulté, dans la recherche de QTL liés a la résistance a un
pathogene, réside dans la quantification du phénotype. Nos travaux ainsi que des travaux de
détection de QTL liés a la résistance a la bonamiose (organisme pathogéne) chez I’huitre plate
européenne, Ostrea edulis (Lallias, 2006), modeérent cette affirmation. En effet, de nouveaux

outils, tels que la quantification de I’ADN d’un virus par PCR et un schéma expérimental
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adapté (suivi de mortalité quotidien en raceway) permet de récupérer un fragment de tissu en

cours de dégradation et ne limite donc pas les analyses QTL.

5.8.3. Relations entre QTL de survie et de charge virale

Il est intéressant de noter que les QTL, mis en évidence pour les deux caracteres
phénotypiques étudiés sont co-localisés. Les positions et les intervalles de confiance sont tres
similaires, voire identiques, entre les deux caracteres pour chaque QTL. Dans le cadre de
notre expérience de suivi de mortalité, nous pouvons supposer que I’architecture génétique
des deux caracteres est trés similaire. L’étroite corrélation phénotypique précédemment mise
en évidence, entre I’intensité de la mortalité (ou nombre d’individus morts par famille F2) au
cours du suivi estival et la charge virale individuelle (voir chapitre Il), tend a appuyer cette
hypothése. Néanmoins, I’analyse du phénotype « survie », en placant le caractere « charge
virale individuelle » en tant que cofacteur, montre que toute la variation phénotypique n’est
pas uniquement expliquée par ce dernier caractere. Nous pouvons en supposer que (1)
I’infection virale n’est pas la seule cause de mortalité des individus au cours de ce suivi de
mortalité estivale car la part de variance expliquée par ce seul caractére est compris entre 4 et
10% selon le QTL ou (2) qu’il existe une différence de puissance d’analyse entre les deux
caractéres puisque I’un est binaire et I’autre quantitatif.

Cette observation dans une certaine mesure est en accord avec les résultats obtenus au
cours du programme MOREST, au cours duquel, la pluralité des causes de mortalité chez
I’huitre creuse, durant la saison estivale, a été mise en évidence (Samain et al., 2007).
Néanmoins, au cours de ce programme, la recherche du virus OsHV1 n’avait pas été
systématisée, ce qui ne nous permet pas d’établir un paralléle clair entre les causes de
mortalité des lignées sélectionnées ayant servi de base a cette étude et les causes de mortalité
des individus F2 de notre expérience. De plus, suite a notre expérience, il apparait difficile
d’affirmer que I’infection par I’herpés virus est la seule cause de mortalité, la recherche
d’autres agents pathogénes, notamment de type Vibrio, ou d’autres facteurs n’a pas été menée.
Le lien entre survie et charge virale dans notre expérience reste néanmoins tres fort. Une telle
corrélation entre la mortalité et la présence d’un agent pathogene a également été démontrée,
au sein du genre Crassostrea, notamment avec MSX et Perkinsus marinus chez C. virginica
(Yu et Guo, 2006).
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5.9 Perspectives

Les perspectives a I’issue de cette premiére identification de QTL liés a la mortalité
estivale et a la charge virale OSHV1 sont nombreuses. L’intervalle de confiance de la position
des QTL s’étend sur plusieurs dizaines de centimorgans, incluant des centaines de génes. La
cartographie du déséquilibre de liaison permettra de réduire cet intervalle. Néanmoins, cet
intervalle réduit contiendra toujours plusieurs dizaines ou centaines de genes. Cela rend
encore difficile I’intégration des QTL dans des programmes de sélection assistée par
marqueurs. Afin d’atteindre cet objectif, il faut tout d’abord réduire les zones QTL a un
intervalle de 5 a 10 cM en intégrant un plus grand de marqueurs moléculaires sur les cartes de
liaison, puis identifier du polymorphisme responsable de la variation du caractéere (ou QTN).
L’identification et la vérification de QTN a été menée chez trois especes : géne DGATL chez
le bétail laitier (Grisart et al., 2002) ; géne IGF2 chez le porc (Van Laere et al., 2003) et le
géne GDF8 chez le mouton (Clop et al., 2006). Ce processus est relativement long et difficile
car ces travaux ont nécessité plus de 4 ans de travaux (Ron et al., 2007). L’ensemble des

grandes étapes de ces travaux est schématisé en figure 42.

Le développement des ressources genomiques chez C. gigas va accélérer ce type de
processus de cartographie fine des QTL et de validation de QTN (Figure 42). Chez I’huitre
creuse, certaines « briques » viennent d’étre récemment posées. En effet, de nombreux
éléments tels que des marqueurs moléculaires (Li et al., 2003; Sekino et al., 2003; Yamtich et
al., 2005; Sauvage et al., 2007; Yu et al., 2007; Yu et al., 2008); des cartographies génétiques
(Hubert et Hedgecock, 2004; Li et Guo, 2004), des géenes candidats identifiés par des travaux
d’expression de genes (Huvet et al., 2004; Tanguy, 2004; Jenny et al. 2007; Fleury et al,
2008) sont désormais disponibles. A moyen terme, les travaux doivent se concentrer sur le
clonage positionnel et la cartographie physique. Enfin, a long terme, un schéma
d’introgression de QTL, assisté par marqueurs, doit étre bati pour envisager des essais

fonctionnels et boucler le schéma général de sélection assistée par marqueurs.
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Figure 42 : Schéma conventionnel de validation des QTN depuis les QTL (Ron et al., 2007).
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Chapitre VI : Conclusion générale et perspectives

Les présents travaux ont permis d’approfondir les connaissances sur le génome de
I’huitre par le développement et la caractérisation de marqueurs moléculaires de type SNP, de
batir une carte génétique consensus qui a servit de base a la localisation de régions
chromosomiques associées a la variance des caractéres de survie et de résistance a I’infection
par le virus OsHV1, qui expliquent une importante part de variance de ces deux caractéres et

enfin de décrire la dynamique d’un événement de mortalité associée au virus OsHV1.

De plus, un ensemble de marqueurs microsatellites identifiés dans des séquences EST
ont été développés. Ce type de marqueur est tres intéressant et utile pour un grand nombre
d’applications, notamment chez C. gigas. Tout d’abord, ces marqueurs sont des marqueurs
trés polymorphes et donc tres informatifs dans la construction de cartes de liaison. C’est
pourquoi, un grand nombre de cartographie sont basées sur ce type de marqueurs, notamment
chez les poissons (Chistiakov et al., 2006). Ensuite, ce type de marqueurs peut étre utilisé
dans des analyses génétiques de population naturelles ou pour la gestion de stocks
(Schloterrer et Goldstein, 1999) mais aussi pour I’identification d’individus et I’assignement
de parenté entre individus (Taris, 2005). D’un point de vue plus fondamental, ces marqueurs
sont couramment utilisés en phylogénie et conservation de la diversité génétique (Goldstein et
al., 1999). De plus, les marqueurs moléculaires de type microsatellite sont tres bien adaptés a
la recherche de QTL de part leur large répartition au sein des génomes et leur haut niveau de
polymorphisme (Glazier et al., 2002). Le développment et I’utilisation de marqueurs
microsatellites chez C. gigas sont des perspectives intéressantes qu’il faut poursuivre car ces

marqueurs seront utilises dans les différents domaines précédemment décrits.
6.1 Poursuite des travaux de cartographies

A notre connaissance, les marqueurs SNP développés au cours de cette thése sont les
premiers de ce type publiés et cartographiés chez I’huitre creuse, Crassostrea gigas. La
détection du polymorphisme nucléotidique est relativement aisée car le niveau de
polymorphisme nucléotidique, qui est I’un des plus élevé décrit dans la littérature, facilite
cette étape du développement de ces marqueurs. L’augmentation récente du nombre de
séquences EST disponibles chez C. gigas (Tanguy et al., 2008), devrait également permettre
d’identifier de nombreux nouveaux sites polymorphes, notamment pour des génes impliqués
dans les mécanismes de résistance a la mortalité estivale mis en évidence par des analyses en
microarrays (Jenny et al., 2007; Fleury et al., 2008). Ces génes pourront étre intégrés, a

posteriori, dans une carte génétique plus dense.
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Cependant, cette relative facilitée de détection des SNP est contre balancée par les
difficultés techniques que nous avons rencontrés pour réaliser le génotypage en « haut-deébit »
de ces marqgueurs, en collaboration avec la plate-forme du Max Planck Institute de Berlin. La
richesse en bases GC et le niveau de polymorphisme nucléotidique élevé deviennent alors en
fait un probleme pour la majorité des techniques de génotypage SNP a haut débit. En effet, la
plupart de ces techniques sont basées sur I’extension d’amorces. Si le site polymorphe
d’intérét n’est pas isolé d’autres sites polymorphes, ce type de techniques ne peut étre utilise.
Les SNP sont donc tres intéressants a développer car ils permettent la localisation de génes

mais la nature du génome de I’huitre se préte mal au génotypage a haut débit.

La construction d’une carte génétique non plus simplement basée sur des marqueurs
« anonymes » (microsatellites et AFLP) mais des genes va permettre la comparaison de
I'organisation des génomes d'especes phylogénétiquement, proches ce qui apportera des
éléments d‘information quant a I'évolution de ces especes. Cette approche est d’autant plus
intéressante que d’autres cartes de liaison ont été développés au sein du genre Crassostrea et

plus particulierement chez C. virginica (Yu et al., 2003).

6.2 Détection de QTL

Le principal résultat de nos travaux est la primo-localisation de cinq QTL dont la part
de variance expliquée pour les caracteres survie et résistance a I’infection par OsHV1 est
d’environ 50%. Cependant, les intervalles de confiance de ces régions chromosomiques sont
encore larges et ne permettent pas de les localiser avec précision. Pour permettre la
cartographie fine de ces régions, davantage de marqueurs moléculaires (SNP ou
microsatellites) doivent étre positionnés sur la carte de liaison consensus afin de réduire,
I’intervalle moyen entre deux marqueurs, a une valeur comprise entre 5 et 10cM. Les QTL
pourront alors étre localisés de maniere précise. La réduction de I’intervalle de confiance dans
lequel se trouve un QTL est une étape essentielle vers I’identification des génes impliqués
dans la variance des caracteres étudiés, un intervalle réduit contenant un plus petit nombre de
genes. La réduction de I’intervalle de confiance servira également a (1) séquencer ces régions
a partir des clones des banques BAC disponibles chez C. gigas (Cunningham et al., 2006)
pour tenter d’identifier la/les mutation(s) causale(s) ou QTN (Quantitative Trait Nucleotide)

et (2) d’entreprendre la construction de cartes physiques a partir de la carte de liaison.

Des travaux de détection de QTL liés a I’hétérosis chez C. gigas (Hedgecock et al.,

2007), lié a la résistance a des organismes pathogenes (MSX/Dermo) chez C. virginica, au
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stade adulte (animaux de 2 a 3 ans ; Yu et Li, 2006), sont également en cours aux USA. 1l sera
alors intéressant de comparer la localisation de QTL liés a des caractéres similaires (résistance
a un pathogene) entre especes pour déterminer si I’architecture génétique de ces caractéres est

de méme nature.

Une seconde approche peut étre envisagée pour localiser plus précisement les QTL.
La cartographie fine de régions QTL en utilisant le déséquilibre de liaison et les études
d'association est une alternative a la cartographie de QTL basée sur I'analyse de la ségrégation
allélique dans une descendance (Goddard et al., 2005). Le modéle du déséquilibre de liaison
utilise la non indépendance des alléles en deux lieux du génome. Dans une population isolée
dont les croisements sont aléatoires, I'étendue du désequilibre de liaison, aprés un événement
de mutation, qui crée un déséquilibre avec tout le chromosome, décroit en espérance
exponentiellement en fonction du nombre de générations et de la distance avec la mutation. Si
la mutation est assez ancienne, seuls les marqueurs tres proches sont en déséquilibre de
liaison avec le lieu de la mutation. Ce principe permet d'envisager de localiser plus finement

les genes causaux si I'on dispose d'une carte dense de marqueurs tels que les SNP.

A long terme, la cartographie fine de QTL permettra de se diriger vers un schéma de
sélection assistée par marqueurs (SAM) pour des caracteres telle que la résistance au
syndrome de mortalité estivale ou d’autres caracteres d’intérét aquacole ou commercial.
L’intérét d’une telle approche reste cependant a valider (rapport coGt/bénéfice) du fait de

I’héritabilité élevée du caractere.

Enfin, il apparait évident et nécessaire de combiner ces approches de sélection (QTL,
QTN et SAM) avec les manipulations du niveau de ploidie qui sont réalisées chez I’huitre
creuse. La fixation de caractéres d’intérét, chez des individus triploides permettrait de
proposer un produit trés intéressant car il réunirait de nombreux avantages pour sa production
(gamétogenése réduite, vitesse de croissance) et sa commercialisation tout au long de I’année

(animaux non laiteux).

6.3 Interactions hote-pathogene

A I’issue du programme Morest, une interrogation demeurait quant a la connaissance
de la dynamique des événements de mortalités associés a des agents pathogenes, notamment
des bactéries du genre Vibrio et le virus OsHV1, puisque aucun suivi serré n’avait pu étre

réalisé jusqu’a présent. Notre expérience de suivi quotidien a donc apporté un éclairage
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nouveau sur cette dynamique et a révelé une forte corrélation entre la charge virale en OsHV1
et le pourcentage de mortalité cumulée chez nos familles F2. De plus, I’expérience de
phénotypage des familles F2 a montré une réponse différentielle entre familles vis-a-vis de la
charge virale et de la mortalité observée. L hypothese de la transmission inter-générationelle
de la résistance a la mortalité, précédemment proposée (Arzul et al., 2001; Barbosa-Solomieu
et al., 2005; Boudry et al., 2008), est renforcée par la mise en évidence de QTL liés a la
charge virale OsHV1. Cela suppose en fait une base génétique liée a la résistance a I’infection
par le virus OsHV1 a partir de laquelle une sélection pour ce caractére aurait été réalisée au
cours du projet « Morest ». Le suivi quotidien de la charge virale d’individus des lignées ‘R’

et ‘S’ au cours de mortalités estivales pourrait apporter des réponses a cette question.

En parallele, les travaux de mise en évidence de genes différentiellement exprimés au
cours d’une réponse déclenchée par une infection virale associée a un événement de mortalité
entre deux groupes de familles ou d’individus, doivent étre poursuivis, notamment en ciblant
des organes particuliers. Cela constitue une piste prometteuse pour la compréhension des
mécanismes de cette réponse et des interactions complexes entre I’h6te et le pathogéne. A
terme, une expérience de phénotypage trés similaire a celle réalisée au cours de I’été 2006,
devrait étre répétée pour combiner des données de génotypage et des données d’expression
obtenues sur un large panel de génes impliqués notamment dans la réponse a I’infection au
virus OsHV1, pour rechercher des QTL d’expression (ou eQTL) liés a la variance pour le
caractére de résistance a ce virus et ainsi mieux comprendre I’architecture génétique de ce

caractéere.

6.4 Applications pour la filiere conchylicole

La poursuite des travaux de recherche engagés chez I’huitre creuse, notamment en
amélioration génétique, pourront déboucher vers des réalisations concretes pour le secteur
productif, telle que la sélection pour la résistance a des agents pathogénes comme I’herpes
virus. Le nombre de publications sur le développement et, dans une moindre mesure
I'application des marqueurs moléculaires en sélection a fortement augmenté au cours de la
derniére décennie. Cependant, le transfert des résultats de publications vers des applications
pratiques nécessite la résolution d'un grand nombre de contraintes techniques et génétiques
qui sont rarement abordés dans la littérature. Le taux de réussite est susceptible d'augmenter
en raison du développement de marqueurs de type SNP, de I’efficacité accrue des modéles de

cartographie des QTL, et de la baisse des codts de genotypage. Toutefois, certaines questions
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fondamentales restent a résoudre, notamment en matiére de caractéres complexes, avant que
la sélection assistée par marqueurs ne puisse étre envisagée : on peut citer le développement
de phénotypage a haut débit et de systémes de précision pour la cartographie QTL, une
meilleure compréhension des interactions génotype - environnement et le développement
d’outils informatiques adaptés aux besoins des programmes de sélection moléculaire (Xu et
al., 2008).

Actuellement, la filiere conchylicole francaise est un secteur en pleine mutation car la
demande croissante en fruits de mer, incluant les bivalves, croit et pour y faire face, la
production devra augmenter (Helm et al., 2006). L'augmentation significative de
I'approvisionnement a partir de la péche traditionnelle des bivalves est peu probable puisque
la plupart des stocks naturels sont surexploités ou a la limite maximale de leur exploitation
durable. Cette augmentation proviendra donc probablement de lI'aquaculture. En effet, le but
actuel de plusieurs opérations est de restaurer les populations au niveau initial avant leur
surexploitation. Les opérations futures de culture doivent étre aussi efficaces que possible,
non seulement pour des raisons de viabilité économique, mais aussi pour rendre optimale
I'utilisation des aires de production qui se réduisent a cause de la pression démographique qui

ne cesse d'augmenter et qui souffrent des activités humaines.

Toute augmentation de production implique une hausse en approvisionnement de
naissain qui doit étre fiable, abondant et peu colteux. La collecte de juvéniles a partir des
gisements naturels continuera a étre significative mais ces aires sont limitées. L'apport
essentiel en naissain en hausse viendra des écloseries. Il y a d'autres avantages pour la
production du naissain d'écloserie par rapport a sa collecte en milieu naturel en plus de la
fiabilité, comme la possibilité de produire une quantité qui peut faire face a la demande et la

possibilité de produire des souches sélectionnées (Helm et al., 2006).

La filiere conchylicole repose de plus en plus sur la capacité de ces écloseries a
produire du naissain en quantité importante. Néanmoins, le risque associé est d’ordre

sanitaire, avec I’émergence possible de nouveaux pathogeénes.

Le programme MOREST avait notamment pour but d’étudier les bases génétiques de
la résistance aux mortalités estivales. Suite a ce programme, le développement de
programmes de sélection pour ce caractere est en discussion auxquels les résultats de nos

travaux pourront contribuer. A terme, I’obtention de lignées résistantes a divers pathogenes,
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viraux (OsHV1) ou bactériens (Vibrio), notamment en phase larvaire, est une perspective tres
intéressante pour la filiere conchylicole car cela permettrait de diminuer I’incidence de ces
agents pathogenes et ainsi d’améliorer les rendements de production. Ensuite, de caracteres de
qualité, tels que la forme de la coquille ou le poids de chaire des individus sont des caracteres

qui pourraient entrer dans un schéma de sélection.

Enfin, depuis quelques années, la culture de nouvelles espéces, telles que les crevettes
tropicales (genre Penaeus) ou I’ormeau (Haliotis tuberculata) émerge. Ces deux especes sont
également confrontées a des problemes de mortalités anormales (syndrome viral « White
spot » chez la crevette (Escobedo-Bonilla et al., 2008) et mortalités anormales associées a
I’herpes virus ou a des bactéries du genre Vibrio chez I’ormeau (Hine, 1996). L’application
des connaissances acquises chez I’huitre creuse doit étre réalisée dans de tels cas afin de

proposer des solutions a ces filieres de production.
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Annexe 1: Statistiques de la recherche de QTL parmi les 10 groupes de liaison

Annexes

LG II
Mortalité Charge Virale
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
11.07 21.49 4.666 14.22 27.39 5.947
Source Estimation Ecart Source Estimation Ecart
type. type
Moyenne 0.4817 0.042785 Moyenne 3.5741 0.211662
Effet additif| 0.1945 0.041439 Effet additif 1.0911 0.205003
Effetde | 316 | 006751 Effetde 0.1693 | 0.333979
Dominance Dominance
LGV |
Mortalité Charge Virale
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
8.79 17.4 3.779 9.89 19.56 4.248
Source Estimation Ecart Source Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.4163 0.042532 Moyenne 3.0635 0.216216
Effet additif| 0.1407 0.033996 Effet additif 0.7651 0.172824
Effetde | 135, |oo7g785 _Effetde 0.6038 | 0.40051
Dominance Dominance
LG VI |
Mortalité Charge Virale
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
13.58 26.76 5.81 14.91 29.33 6.368
Source Estimation Ecart Source Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.591 0.034575 Moyenne 4.0876 0.174549
Effet additif| 0.0879 0.037046 Effet additif 0.2611 0.187022
Effetde | 189 |0o5s463 Effetde 11223 |0.279999
Dominance Dominance
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LG VI
Mortalité Charge Virale
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
10.94 21.6 4.691 5.26 10.46 2.272
Source Estimation Ecart Source Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.6414 0.035478 Moyenne 3.9769 0.181559
Effet additif| -0.0263 |0.039696 Effet additif -0.1164 |0.203142
Effetde | )oca3 [ooss237 _Effetde | 5a904 | 0.282672
Dominance Dominance
LG IX
Mortalité Charge Virale
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
8.6 17.04 3.7 6.48 12.86 2.792
Source Estimation Ecart Source Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.4912 0.02764 Moyenne 3.4349 0.145383
Effet additif| -0.1139 |0.027598 Effet additif -0.5415 |0.154755
Effetde | 40003 [0.054663 _ET€Lde | 50577 |0.236602
Dominance Dominance
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LGV
Mortalité
Mean 0.4297 0.061182
Effet additif 2.4351 0.645606
Effet de 14321 | 0.40612
Dominance
LG VI
Mortalité
Source Estimation Ecart
type
Mean 0.5223 0.0374
Effet additif
OTL A -2.4453 0.639199
Effet de
Dominance 1.1497 0.413124
QTL A
Effet additif
OTLB 2.4432 0.618238
Effet de
Dominance -1.2289 0.39518
QTL B
LG VII
Mortalité
Mean 0.4605 0.069235
Effet additif -0.0173 0.038157
Effet de 02795 | 0.053163
Dominance
LGIX
Mortalité
Mean 0.4605 0.069235
Effet additif -0.0953 0.025493
Effet de 01119 | 0.05367
Dominance

Annexe 2 : Effets des QTL par caractere et groupe de liaison.

Charge
Virale

Annexes

Mean

4.1403

0.345649

Effet
additif

1.2276

0.268901

Effet de
Dominance

-0.8825

0.233369

Charge
Virale

Source

Estimation

Ecart
type

Mean

3.3943

0.2264

Effet
additif
QTLA

0.5531

0.215465

Effet de
Dominance
QTL A

-1.4324

0.281784

Effet
additif
QTLB

-0.3337

0.201707

Effet de
Dominance
QTLB

1.5881

0.329447

Charge
Virale

Mean

3.1259

0.355552

Effet
additif

-0.0872

0.195951

Effet de
Dominance

-1.0263

0.273014

Charge
Virale

Mean

3.1259

0.355552

Effet
additif

-0.3698

0.130915

Effet de
Dominance

0.764

0.275616
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Annexe 3:

Composante
maternelle

Composante
paternelle

Composante
maternelle

Composante
paternelle

Statistiques des composantes paternelle et maternelle par groupe de liaison par analyse de type Half-Sib

LGV
Mortalité (i;}?;?ee
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
67.21 181.92 31.33 89.41
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
60.91 166.35 59.3 162.34
LG VI
Mortalité 0\2?;?68
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
5.94 17.65 497 14.81
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
8.75 25.89 6.27 18.64

Composante
maternelle

Composante

Composante

Composante
paternelle

paternelle

maternelle

LG VI
Mortalité Cvr}?;?ee
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
13.23 38.86 12.68 37.27
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
29.06 83.23 24.61 70.99
LG IX
Mortalité (i/r;?;ﬁee
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
51 15.18 4.26 12.69
= Likelihood = Likelihood
Ratio Ratio
5.62 16.71 7.11 21.08
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Annexe 4: Statistiques de I’analyse “Tree — Large single Full-Sib family”

LGV
Résistance Charge
Virale
Famille
Z*AC
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
3.2 6.34 1.376 2.45 4.86 1.056
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.4378 0.042156 Moyenne 3.3704 0.201534
Effet 0.0526 | 0.060365 Effet | go715 | 027794
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel 0.108 0.048273 Maternel 0.4119 0.235042
Famille E*T
Likelihood Likelihood
F Ratio . F Ratio .
245 4535 [NOIA 9.1 17.67 OB
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.6541 0.034759 Moyenne 4.0977 0.165972
Effet 02374 | 0.034762 Effet |\ 47790 | 0.193063
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel -0.0899 0.053613 Maternel -0.3328 0.23292
Famille R*O
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
110.82 165.57 |[NS0I0500| 71.65 116.04 |20
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.4922 0.022501 Moyenne 3.6385 0.11419
Effet 0.3704 | 0.025291 Effet 15144 | 0.128346
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel 0.09 0.043283 Maternel 0.338 0.219652
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LG VI
Mortalité Cvr;?;?ee
Famille
Z*AC
Likelihood Likelihood
F Ratio . F Ratio .
4.86 9.56 2.075 3.86 7.62 1.655
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.5118 0.029534 Moyenne 3.7503 0.138549
Effet 0.1428 | 0.049543 Effet | 4162 | 0.232413
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel 0.0777 0.04955 Maternel 0.5464 0.23245
Famille E*T
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
14.62 27.89 _ |[NCIOS0NN 17.93 33.85  |NHSoI
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.5681 0.031322 Moyenne 3.6177 0.128698
Effet 0.0080 | 0.034094 Effet 1.0083 | 0.168404
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel -0.1769 0.035854 Maternel 0.0079 0.168928
Famille R*O
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
21.63 4033 |GG 23.86 4426 [NCIGI
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.3569 0.034866 Moyenne 3.0086 0.161967
Effet 01224 | 0.034021 Effet | (7953 | 0.158041
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel 0.1947 0.035517 Maternel 0.776 0.164991
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LG VII
Résistance Charge
Virale
Famille
Z*AC
Likelihood Likelihood
F Ratio . F Ratio .
2.75 5.44 1.181 1.68 3.34 0.725
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.5188 0.029885 Moyenne 3.7515 0.140078
Effet 01207 | 0.052123 Effet | (3746 | 0.225287
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel -0.0175 0.055365 Maternel 0.088 0.22852
Famille E*T
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
6.74 13.17 2.861 5.84 11.45 2.486
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.5325 0.030342 Moyenne 3.7768 0.142374
Effet 01273 | 0.044635 Effet 0683 | 0.209443
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel 0.0286 0.040253 Maternel -0.1173 0.188881
Famille R*O
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
9.68 18.74 - 6.44 12.61 2.739
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.5359 0.029105 Moyenne 3.8017 0.137367
Effet :0.03 0.0299 Effet | o662 | 0.14381
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel -0.1733 0.040056 Maternel -0.7014 0.196151
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LG IX
Résistance Charge
Virale
Famille
Z*AC
Likelihood Likelihood
F Ratio . F Ratio .
5.76 11.31 [ 5.44 10.60  [NGI2NN
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.4978 0.028685 Moyenne 3.654 0.134424
Effet 00914 | 0.04312 Effet | 03632 | 020207
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel -0.1181 0.038266 Maternel -0.559 0.179325
Famille E*T
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
1.27 2.53 0.549 3.19 6.3 1.369
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.5019 0.030166 Moyenne 3.3216 0.20822
Effet 00483 | 00436 Effet | 3720 | 0.288622
Paternel Paternel
Effet -0.0528 | 0.047899 Effet |\ (5320 | 0.272667
Maternel Maternel
Famille R*O
Likelihood Likelihood
F Ratio LOD F Ratio LOD
5.66 11.11 2.412 4.48 8.82 1.915
Source Estimation Ecart Source |Estimation Ecart
type type
Moyenne 0.4683 0.031555 Moyenne 3.4717 0.155111
Effet 0.0443 | 0.088169 Effet | (3002 | 0.334892
Paternel Paternel
Effet Effet
Maternel -0.1645 0.093957 Maternel -0.8679 0.375611
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Résumé :

L’huitre du Pacifique Crassostrea gigas est la principale espéce aquatique produite
dans le monde (4,2 millions de tonnes pour un chiffre d’affaire de 3,5 milliards de dollars US
selon la FAO, 2005). L’élevage de I’huitre creuse constitue une composante de I’activité
économique de la France. Cependant, depuis plus de 15 ans, les élevages subissent des
épisodes de mortalité estivales (30%-60%) qui peuvent a terme mettre en péril la
compétitivité de I’aquaculture européenne de mollusques. Hormis I’importance économique
de C. gigas, qui justifie un effort de recherche, les huitres constituent un modele d’étude des
bases physiologiques et génétiques de caracteres complexes (ie croissance, reproduction et
survie) fortement corréles avec la réponse des huitres a différentes conditions

environnementales.

Une des solutions envisagees est la sélection d’individus plus résistants a la mortalité.
Compte tenu des contraintes liées a la mise en place de tels schémas de sélection, le
développement de marqueurs génétiques, permettant une sélection assistée par ces mémes
marqueurs, apparait aujourd’hui comme une voie de recherche intéressante mais vise aussi a
une meilleure compréhension du phénomene de mortalité estivale chez I’huitre creuse par

I’étude de I’architecture génétique de ce trait.

D’autre part, les connaissances sur le génome de I’huitre creuse sont actuellement en
plein développement (Hedgecock, Gaffney et al. 2005). Il apparait comme particulierement
polymorphe et portant un grand nombre de genes déléteres récessifs, responsables de
distorsions de ségrégation importantes (Launey et Hedgecock, 2001). Une carte de liaison
basée sur une centaine de marqueurs microsatellites a été récemment publiée (Hubert et
Hedgecock, 2004).

Réalisé dans le cadre du projet européen « Aquafirst » (FP6), ce sujet de doctorat a
pour but de développer une cartographie nous permettant de détecter des relations entre
génotype et phénotype par une approche QTL (Quantitative Trait Locus). Le trait de
phénotype considéré est la mortalité estivale chez I’huitre creuse Crassostrea gigas. Pour
cela, de nouveaux marqueurs moléculaires de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
ont été développés pour établir une carte génétique a I’aide de I’ensemble des marqueurs
disponibles (microsatellites et SNP). Ces travaux ont été menés sur des individus issus de
familles d’huitres consanguines présentant des performances contrastées en terme de survie

estivale qui ont été obtenus lors du programme MOREST.



