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NTRODUCTION GENERALE

Crassostrea gigas
BIOLOGIE ET AQUACULTURE

PRESENTATION GENERALE DE L 'ETUDE
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Figure 1 : Evolution de la production ostréicole en Francel®80 a 2004 : tonnage par
espece (source Fishstat, FAO, 2004).
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|. Préambule : Bref historique de l'ostréiculture EBrance : des gisements
antiques au développement d’'une industtiaprés Héral, 1990)

Les premiéres consommations d’huitres provenangisements naturels remontent au
moins a I'époque romaine. Il s’agissait alors diifre plate Qstrea eduliy espéce indigéne
en France métropolitaine. C’est a partir du XVllesiécle que la culture de ce bivalve se
développe, d’abord dans les réservoirs des maatasts de la cbte atlantique puis dans des
bassins spécialement aménagés. Il existait déjaedbsiques d’élevage selon lesquelles les
huitres étaient collectées a partir de bancs Hatprgs élevées quatre a cing ans en bassin
avant commercialisation.

Au XVllleme siecle, les bancs naturels sont surex@s entrainant I'apparition des
premiers arrétés d’interdiction de dragage et dallette. Au XIXéme, une réglementation
d’exploitation se met en place, en parallele d’ameélioration des techniques de captage
(opération consistant a collecter le naissain @arfixées)). L'ostréiculture moderne nait a
cette époque. A partir de 1860, faisant face apdmeirie d’huitre plate, est importée dans le
bassin d’Arcachon ['huitre creuse portugaise praménde I'embouchure du Tage
(Crassostrea angulajaEn 1865, au cours d’'un de ces transports, ledoate Morlaisien’ se
réfugie apres une tempéte dans I'estuaire de lan@& ou il rejette sa cargaison d’huitres
portugaises. L'espece s'implante des lors coloniklittoral francais des cotes de Vendée au
bassin d’Arcachon. L'ostréiculture se développeristvement jusqu’en 1960 (85 000 tonnes
de C. angulata 28 000 deO. edulig. Entre 1969 et 1973, la production Ge angulata
connait un important déclin suite a la générabsati’'une infection virale (‘maladie de la
branchie’) engendrée par un agent pathogéne deitigowirus (Comps et al., 1976). En
parallele, la production de I'huitre plate décrdit fait de deux attaques parasitaires
successivesMarteilia refringenset Bonamiaostrea L'introduction de I'huitre du pacifique
Crassostreagigas (a partir de 1966 ; Grizel et Héral, 1991) pernmletsade redémarrer la
production ostréicole. Aujourd’hui, pres de 98%la@roduction est constituée par la culture
deC. gigas(figure 1).

Si cette espéce est dominante en France, a I'écimelhdiale C. gigasest aussi produite
dans 27 pays et reste le mollusque le plus culikgc une production de 4,4 millions de
tonnes en 2004. La France est le quatrieme pragiustendial avec 130 000 tonnes, derriere
la Chine, le Japon et la République de Corée (otispenent 3 668 000, 260 000 et 238 000
tonnes, FAO données de 2004).
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Initialement issue de captage naturel, la prodocpasse désormais également par des
méthodes d’élevage en milieu contrélé. Cet élevayeme alternative au captage naturel est
en constante progression, notamment en France rap «cécloseries » sont implantées et
assurent une production de naissain basée sur aitese du cycle de reproduction complet.
En tant que produit aquacole d’échelle nationaiatetnationale, la maitrise des méthodes de
reproduction dé&. gigasest devenue un enjeu important, d’'un point deéagmomique, mais
aussi scientifique.

Avant d’aborder plus précisément les questionsb@tatifs qui ont permis de développer
ce projet de these sur les conséquences génétitpuda production intensive de larves
d’huitres en écloserie, une présentation de I'esmgkns sa composante biologique est un

préalable indispensable.
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Il. Eléments de biologieCrassostreaigas
1. Systématique

Selon les criteres taxonomiques de Grassé (196@4ssostrea gigasappartient a
'embranchement des Mollusques, classe des Biva(ees Lamellibranches), ordre des
Filibranchia, sous-ordre desAnisomyaria super-famille desOstreoidea famille des
Ostreidag genreCrassostreat especgigas

Il est a noter que la taxonomie chez les huitrépadois ambigué. La grande plasticité
morphologique des coquilles peut facilement poéteronfusion et la plupart du temps, les
caracteres de la coquille sont utilisés pour I'tderation. Ranson (1948) est malgré tout
parvenu a distinguer dans la famille des Ostreittais genres Crassostrea Ostrea et
Pycnodontad’apres les caractéristigues de la prodissocongoguille larvaire). Harry
(1985), toujours selon des criteres morphologigagsjte trois sous-familles a la famille des
Ostreoidea,a savoirLophinag Ostreinag et Crassostreina& laquelle le genr€rassostrea
appartient.

Au sein méme du geni@rassostreareprésenté sur presque toutes les cbtes borekmnt |
mers tempérées du globe (Asi€. gigas C. ariakensis C. sikameg Afrique : C. gasar,
Ameérique :C. virginica C. rhizophore® la validité de la notion d’espece est compleke e
parfois mal élucidée (Gaffney & Allen, 1993). Unesdambiguités la plus étudiée concerne
les especegigas et angulata Différentes études, morphologiques (Ranson, 194énzel,
1974), expériences d’hybridation (Huvet et al., 2QOHuvet et al., 2002), analyse
caryotypique (Leitdo et al., 1999), marqueurs gtoijues (Buroker et al., 1979 ; Mattiucci
& Villani, 1983) et ADN satellite (Lopez-Flores ei., 2004) considerent les deux taxa
comme une méme espece. Cependant, d’autres dodiféaencient ces deux espéces
(caractéristiques écophysiologiques : Haure e8D3 ; analyse caryotypique : Leitdo et al.,
2004) appuyées par des analyses d’ADN mitochon(B@aldry et al., 1998 ; O’'Foighil et al.,
1998 ; Boudry et al., 2003a).

2. Cycle de vigFigure 3
C. gigasest une huitre ovipare a forte fécondité (DesPash & Héral, 1988). Espece a
hermaphrodisme successif asynchrone, les adultegepe changer de sexe au cours du
temps, avec une tendance a la protandrie (prergae cle reproduction en tant que male
(Héral & Deslous-Paoli, 1990). Dans le milieu natuta gamétogénése se déroule d’'abord

selon un rythme trés lent (octobre a mars). A hade l'hiver, les lignées germinales se



Introduction générale

développent de facon active pour arriver & matwgééuelle au début de I'été (juillet). La

gamétogenese dépend cependant de nombreux factetnisseques (état général de

I'individu) ou externes (température et nutritiocarmi les plus prépondérants) (Gérard et al.,
1995 ; Goulletquer, 1997, Fabioux 2004). Arrivésnaturité, les géniteurs expulsent les
gameétes dans le milieu (fécondation externe). Lenbte d’ovocytes par femelle peut

atteindre cent millions d’oeufs (Walne, 1974).

Concernant le développement embryonnaire précesejivisions cellulaires sont rapides,
aboutissant a la formation d’'un embryon de typeutaofl6 cellules) aprés 2-3 heures. Vingt
quatre heures apres fécondation, la larve ditehtiglcore (endotrophe) devient larve « D»
(début de I'exotrophie), appelée ainsi a causeaderime de sa coquille. A ce stade, la larve
posseéde une coquille (prodissochonche I) mesueaniron 70pum ainsi qu’'un velum, organe
de nutrition et de locomotion. La sécrétion de fadpsoconche Il commence juste apres le
stade véligére « D ». A la fin de la vie planctam@gla coquille juvénile va changer d’aspect :
la sécrétion de la prodissoconche constituée diaiteys’arréte pour celle de la dissoconque
faite de calcite, précipité contenant plus de oalcminéral et moins de matiéres organiques
(Pronnier, 1996). Un organe sensoriel apparaiteégaiit a cette période sur la coquille sous
forme d’un point noir faisant de ces larves desdsardites « oeillées ». Parallelement, avec
I'apparition du pied, la larve modifie son companent a la recherche d'un substrat
annoncant la fixation (stade pédivéligere). Lessdar ont alors généralement une taille
comprise entre 300 et 380um. La métamorphose mea fia vie planctonique de I'huitre
(disparition du pied et du velum). Cette transfaioraaboutit au stade juvénile définissant un
mode de vie benthique qui persistera le reste deelale 'animal. La phase larvaire dure
globalement de 15 a 30 jours, dépendant des conditiu milieu, notamment des conditions
thermiques. A faible température (14°C), cette phpsut se prolonger jusqu'a 76 jours
(observation personnelle). Le premier développergenadique des huitres a lieu au cours de

la premiére année de vie des animaux.
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Figure 2 : Cycle de vie de 'huitre creuse.

Fécondation : ovocytes en présence de spezpides (points noirs ou réfringents)
Embryon stade morula (2-3 heures)

-4 : Larves D (24 heures)

Larve pédivéligere (~20 jours)

Naissains

Adulte
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3. Anatomie de la larve (d’apres Pronnier, 1996)

Le développement larvaire distingue différents esadlepuis la larve trochophore jusqu’a
la larve pédivéligere. Nous avons représenté ldestaédivéligere (précédant I'étape de
métamorphose) (figure 3), pour lequel les orgaaegires sont développés et localisables.
On distingue ainsi :

- le velum, présent dés 24 heures aprés fécongatigane de nutrition et de locomotion. Il
est surmonté d’une bande ciliaire qui dans sa fmmate nutrition permet I'acheminement de
particules alimentaires vers la bouche. Concertatdcomotion, grace au vélum, la larve
décrit des hélices verticales en se déplacant adson axe dorso-ventral. La nage peut étre

continue jusqu’a ce que la larve soit capable ttacter son vélum en cas de stimuli.

- le manteau : la surface interne de chacune des \cives est tapissée d’'un épithélium qui

se replie sur ses bords et forme deux feuillets.

- la musculature : elle apparait pendant la sésréte la prodissoconque I. On distingue les
muscles rétracteurs des muscles adducteurs (amieriet postérieurs). Les muscles

rétracteurs, du vélum et du pied, sont striés. mescles adducteurs servant comme chez
I'adulte & I'ouverture et la fermeture de la cobpjipossedent a la fois des parties lisses et

striées,

- le tractus digestif, développé dés les premi¢asles de la veéligere est composé d’'une
bouche, située en face postérieure du vélum, ganelsur un cesophage cilié cylindrique
conduisant a I'estomac cilié lui aussi. Un stylgstallin engainé est présent a I'extrémité

postérieure de I'estomac.

- les organes des sens: les statocystes, orgamesnts a I'équilibration, créés par une
invagination de I'épithélium du pied; '« ceil »pupe sphérique d’épithélium pigmenté
apercu chez la larve pédivéligére sous la cogtralesiucide au centre de la valve ; le pied qui
apparait quelques jours avant la métamorphoseraasda recherche de substrat sur lequel la

larve va se fixer.

- enfin les branchies, qui apparaissent a la filléeeloppement larvaire et persistent apres la

métamorphose.
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Figure 3 : Anatomie de larve pédivéligére (ge@eassostrea (d’apres Galtsoff1964).

a.-anus, ab.c-bande ciliaire, v.-velum, ant.ad-muscle adducteur antérieub.g-glande
byssale,d.div.-diverticule digestif,e-cesophageey-ceil, f.-pied, f.r.-muscles rétracteurs du
pied, g.-branchie rudimentaireh.-cceur, int.-intestin, m.-bouche, m.c-cavité palléale,
post.ad-:muscle adducteur postérieur,-rectum, r.v.-muscles rétracteurs du velum,
st.-estomac-stc-statocystes.

4. Anatomie de I'adulte

Coquille

ChezCrassostrea gigada coquille de I'adulte (dont la genese est @&sar le manteau)
est asymétrique. Les deux valves qui la composantt différentes en taille et en forme. La
valve supérieure est ‘plate’ (Iéegérement convetegidis que la valve inférieure est nettement
creusée (Hughes, 2002). Selon une coupe allariextérieur vers l'intérieur, la coquille est
formée par trois parties distinctes :

- le périostracum : membrane organique mince etréel

- les couches prismatiques : prismes verticauxatbonate de calcium (calcite) entourés
par une matrice protéique de conchyoline.

- la nacre : structure feuilletée constituée dstaux d’aragonite.

Structure interndfigure 4)
Le manteapformation tégumentaire, enveloppe tous les orgdheslhere étroitement au
corps dans les régions dorsale et latéro-dorsale,ge dilate a la base des branchies en deux
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lobes. L'espace libre entre les lobes du mantedimite la cavité palléale. Cette cavité
contient I'anus, les orifices rénaux, génitauxest branchiesCrassostrea gigapossede une
paire de branchies (soudées au manteau a leur tassljtuées de deux paires de rangées
longitudinales de filaments. Elles constituent fengipal organe de la respiration et servent
également a la filtration et a la rétention degdipales en suspension (Gerdes, 1983 ; Bougrier
et al., 1995, 1998 ; Goulletquer et al., 1999)bbache, encadrée par les palpes labiaux est
proche de la charniere. Ces palpes labiaux permd#etri des nutriments vers la bouche.
L’anus se situe juste au-dessus du muscle addudteasophage cilié donne sur I'estomac
contenant un stylet cristallil.’estomac se prolonge par l'intestin et le rectun lgpnge le
muscle adducteur et débouche sur I'anus. En pédedeproduction, la gonade se développe
largement autour de I'appareil digestif pour ateejusqu’a 70% de la masse de chair séche
(Goulletquer, 2005). A proximité du muscle adductitrouve le coeur qui est situé dans une
cavité péricardique. Il est formé d’une oreillettede deux ventricules, qui par des arteres et
des artérioles distribuent I'hnémolymphe aux diffées parties du corpsl’appareil
circulatoire est dit de type lacunaire ou semi-otjven contact constant avec le milieu
extérieur. Le systeme nerveux est formé de plusipaires de ganglions nerveux (cérébroides
et viscéraux). Enfin, le muscle adducteur serbavérture et la fermeture de la coquille. Il est
composé de deux parties, I'une translucide resmskes mouvements de fermeture rapide,
I'autre blanche faisant office de contrepoids fotae du ligament empéchant de fait une trop

grande ouverture des valves.
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Figure 4 : Anatomie de I'huitre adulte (d’apres Galtsoff, 19&4seev & Yakovlev, 1996).
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lll. Elevage et production ostréicole

Comme nous l'avons évoqué en préambule, la pramluctistréicole francaise est
principalement issue du captage naturel du naisk&otivité ostréicole repose sur différents
bassins de production, essentiellement localiséslaufacade atlantique, des cotes de
Normandie a I'Aquitaine mais également en Méditeém (étang de Thau). L'ensemble des
bassins produit annuellement environ 130 000 toligsre 5). Seuls deux secteurs (littoral
charentais et bassin d’Arcachon) permettent unecglel reproduction complet aboutissant a
un recrutement régulier et abondant. Dans les adiessins de production (Normandie,
Bretagne, Vendée, Méditerranée), une gamétogemespléte peut s’effectuer aboutissant a
une ponte, et parfois seulement a un recrutemasfle les conditions thermiques le
permettent (Goulletquer, 1997). D’une maniére gdleérde développement de populations
naturelles d’huitres a tendance a progresser eersotd. Un cycle d’élevage complet se
déroule comme suit (Dégremont, 2003) : pendant ddoge de reproduction (maturité
sexuelle en période estivale), les professionnédpodent sur les parcs ostréicoles des
collecteurs (tuiles chaulées, tubes ou coupellestigues, coquilles d’huitres...) afin de
procéder au captage des larves. Six a 18 mois dprésation, le naissain est détroqué
(séparé du substrat) puis mis en poche ostréiamle @tre placé sur estran sur des tables
surélevees. Le travail consiste ensuite a retouesepoches afin d’empécher la prolifération
d’algues, puis a changer la maille des pochessatddoubler en fonction de la croissance des
huitres. Les huitres atteignent une taille commaérca partir de 40g. Selon les zones de
production, les huitres peuvent étre placées esirbabaffinage afin de correspondre a
certains criteres de qualité dont dépendent legl@piens commerciales. Il existe d’autres
pratiques culturales consistant a « semer » legeBut plat ou a les disposer en eaux

profondes.

En France)'essentiel de la productions’appuie doncsur le captage naturelissu des
bassins de Marennes-Oléron et d’Arcachon. Cependartheure actuellela part du
naissain d’écloserie(établissement de reproduction et d’élevage ctadyé@st en pleine
expansion En 1998, environ 10% du naissain provenait dgmlie (Robert & Gérard, 1999).
Le marché du naissain d’écloserie pourrait reptéseen 2004 (selon les professionnels)
presque50% de la production totale (Le Roux, 2004), notamment a cause d’uérébt

croissant pour les huitres triploides (Nell, 2002).

12
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Figure 5 : Production francaise d’huitre creuse dans les ipdox sites d’élevage (données
CNC (Comité National de la Conchyliculture), 2004).

13
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IV. Contexte de I'étude : la reproduction en éctase

Depuis la premiére expérience rapportée par Br@¢bBZ9) attestant d’'une fécondation
artificielle chez I'huitre et jusqu’au développerheées techniques modernes d’écloseries de
production, la reproduction « artificielle » dewvdlves se décline au travers de plus d’un
siecle de travaux (Helm et al., 2004). Les ann&#9 Jet 1970 sont plus particulierement
riches d'une littérature qui a incontestablementtigipé a I'évolution des techniques
d’élevage de mollusques bivalves (Matthiessen &eFph966 ; Walne, 1965 et 1974 ; Breese
& Malouf, 1975 ; Dupuy et al., 1977 ; Jones & JynE983). Parmi ces ouvrages, celui publié
en 1963 par Loosanoff & Davis résumant dix annéespériences sur prés d’'une vingtaine
d’espéces prend une place particuliére. Par lagio@cet la multiplication de ses recherches,
ce dernier ouvrage est certainement a l'originéaderéation de nombreuses écloseries, aussi

bien expérimentales que commerciales (Lucas, 1981).

Aujourd’hui les écloseries assurent un développeroentrolé du naissain, depuis I'ceuf
jusqu’a la post-larve et ce suivant différents otife (Lucas, 1981) :

- tout d’abord afin de pallier d’éventuelles inssdinces de captage naturel, probléme
récurrent et extrémement variable d’'une annéeautré pour les espéces a forts enjeux
economiques (en France pdlirgigas,

- pour développer la culture d’espéces pour lesegmiéd captage naturel est inexistant ou
insuffisant (en Grande-Bretagne et aux Etats-Uaig €. gigas,

- également pour mettre en place une productiotr@ée appuyée par des programmes
d’amélioration génétique (polyploide, sélection).

La reproduction «artificielle» de bivalves est @amtivité relativement bien maitrisée mais
dont I'ensemble des procédés techniques reste méasmperfectible. Pour citer Helm et al.
(2004) dans un manuel pratiqgue dédié aux techniqaesulture de bivalves : « I'élevage en

écloserie reléve plus d’'un art s’appuyant sur ierse que de science en elle-méme ».
En termes pratiques, les écloseries utilisent thihniques qui reposent sur des

connaissances essentiellement empiriques pour ipeodies larves en masse, dans des

conditions nettement différentes de celles du mihaturel (His & Seaman, 1992 ; Laing &

14
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Earl, 1998). Par définition, le milieu naturel esractérisé par des environnements biotiques
et abiotiques inconstants. La température et ghésiglement la disponibilité en nourriture
semblent étre les parametres ayant une influereggopdérante sur la croissance des larves.
La salinité peut également entrer en ligne de cempbtamment en synergie avec la
température (His et al., 1989). Cependant, comnggéeé par Carlson (1982), Neudecker
(1985), Nell et Holliday (1988) ou par Auby et Maui(2004) en milieu naturel, la salinité
(entre 15 et 39%o) n’influence pas la survie et [gearoissance des larves. La production des
huitres en écloserie suppose généralement destioosdde température élevées 5°C)
associées a une qualité et une disponibilité enrine présumées optimales. De telles
conditions peuvent induire une possible levée @sgion de sélections, sélections différentes
de celles du milieu naturel. Depuis les travawHeegecock & Sly (1990), Hedgecock et al.
(1992) pourC. gigaset Gaffney et al. (1992) pod@. virginica qui ont mis en évidence des
tailles efficaces de population d’écloserie restes (valeurs dé&le (voir par ailleurs p.42)
majoritairement inférieures a 50), relativement pBintérét a été porté a la diversité
génétique des productions d’écloserie. Cette di¢eest un facteur important, notamment
pour ce qui concerne linteraction entre populaioraturelles et huitres issues d’écloserie

ainsi que pour une bonne gestion des stocks deegési

Il est également intéressant de constater qudalees et le naissain d’huitre creuse
présentent une grande variabilité phénotypiqgueamotent en terme de vitesse de croissance,
réussite a la métamorphose et taux de survieétéanontré par exemple que dans un lot de
larves élevées dans les mémes conditions therm{@3&€) et trophiques, les plus précoces
se fixent entre 17 et 29 jours apres fécondatiovll€Cet al., 1999). En 1981(a), Newkirk
insistait déja sur la variabilité des taux de @aigxe d’huitres juvéniles alors méme que les
conditions environnementales d’expérience étadaritiques. Cette variabilité est augmentée
par une grande plasticité des caractéres (croissansurvie larvaire : Abdel-Hamid et al.,
1992 ; Lemos et al., 1994 ; morphologie : Strathmeinal., 1993 ; croissance, survie et effort
reproducteur des adultes : Ernande, 2001) en fandiés conditions environnementales. Face
a cette grande variabilité, écloseurs, nurseuosiéiculteurs ont recourt au tri par tamisage
pour homogénéiser leur production avec éliminati@s « queues de lots », sélectionnant
ainsi les individus a croissance plus rapide mai®duisant ainsi un biais dans la variabilité
d’origine naturelle (Laing & Earl 1998).

Globalement, le naissain commercialisé, qu’il &8 de captage naturel ou d’écloserie,

ne répond pas toujours aux demandes des producErurause notamment, les phénomenes
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de mortalité qui sont fréquemment observés (Jonder&s, 1983, Haws et al., 1993 ; Robert
& Gérard, 1999). Ces mortalités ont un impact saurdlversité génétique du naissain
(Hedgecock et al., 1992 ; Boudry et al., 2002) efffat, elles font que le succes reproducteur
est extrémement variable entre individus d’'une mpopilation ou d’un stock d’huitres, a la
fois en conditions naturelles (Hedgecock, 1994 ;& Hedgecock, 1998) et en écloserie
(Lannan, 1980 ; Hedgecock & Sly, 1990 ; Hedgecdckl.e 1992), ce qui diminue fortement
la variabilité génétique du naissain (Boudry et 2002). En revanche, la trés forte fécondité
des huitres (25-50 millions d’'oocytes/ femelle /aet) la grande taille des populations
permettent le maintien d’'un polymorphisme génétigdautant plus que les conditions
environnementales sont variables. Enfin les cdicgla génétiques entre des caractéres liés a
la valeur sélective (« fitness »), comme la sueti¢effort de reproduction au stade adulte,
sont influencés par I'environnement (Ernande, 20@¥ qui entrainerait également le
maintien de polymorphisme génétique pour ces anest(Rose, 1982 ; Barton & Turelli,
1989).

D’une maniére générale, les études génétiquesgqappk aux huitres (et aux bivalves au
sens large) s’intéressent le plus souvent aux stpdetniles et adultes. Le stade larvaire
représente une étape clef dans la vie d’'une huits.nombreux travaux théoriques sur
I'écologie larvaire des invertébrés marins sonpiauve de l'intérét suscité par ce stade de
développement, notamment en terme de trait d’lmestde vie (Thorson, 1950 ; Strathmann,
1980, 1985 ; Strathmann et al.,, 1993 ; Hines, 1986&blonski, 1986 ; Rumrill, 1990 ;
Giangrande et al., 1994 ; Pechenik, 1999). De neudms lacunes subsistent par ailleurs en
terme génétique (diversité) mais aussi zootechniGuenpte tenu des conditions d’élevage
appliguées en écloserie, la question d’'un phénordersglection-domestication des les stades
précoces de développement peut naturellement ser.pbe sujet exprime un intérét
particulier si I'on imagine des lors possible urédestion précoce ayant des effets sur la
qualité ultérieure du naissain en terme de sudeegroissance et d'effort reproducteur et ce,
pour une espece d’'une importance économique reeccomameC. gigas

Cette notion de sélection-domestication que l'omcoatre plus fréquemment en
aquaculture chez les poissons (Campton, 1995 ; &apP99 ; Lutz, 2000 ; Vandeputte &
Prunet, 2002, Vandeputte & Launey, 2004 ; Glovealt2001, 2004) reste peu étudiée chez

les bivalves.
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V. Notion de Sélection-Domestication (en phasedae)

Historiguement, ce que Darwin appelle la sélectiartificielle» et sur laquelle il s’est
largement appuyé pour élaborer ses théories éonhisites (Richards, 1998), remonte a plus
de 9000 ans (Simm et al., 1996). La notion de Héleartificielle remonte en effet aux
premiers agriculteurs-éleveurs. Tres tot, ces desrse sont apercus qu’ils pouvaient choisir
les caractéristiques de leurs plantes et de lenimaaix en sélectionnant et supervisant la
production. L’homme a donc appris en exergcant usegion de sélection spécifique a utiliser
les « mécaniques » de la génétique. Le phénomeratreave aujourd’hui également dans la
littérature sous le nom de domestication ou s@eafiomestication (pour les végétaux, on
nomme «syndrome de domestication » le résultatprhcessus de domestication). La
domestication définie selon Doyle (1983) est camsdte par des changements génétiques
affectant comportement, morphologie et physiologteis la contrainte d’'une culture en
condition artificielle. Dans une optique de biolgle la conservation appliquée au domaine
aquacole, Busack & Currens (1995) voient le phémamée domestication comme des
changements en quantité, variété ou combinaisolel@a a l'intérieur d’'une population
résultant la aussi de sélection dans un environnearéficiel. Précisant leur définition, ces
auteurs reconnaissent différentes formes de doraési :

- intentionnelle

- non intentionnelle

- et un troisieme type défini comme biais d’écH&nthage durant certaines
étapes de culture, donc a rapprocher d’'une donaéisticnon-intentionnelle.

Si la premiere est classiquement le résultat d'fiartedélibéré, la seconde (voire la
troisieme) prend une valeur toute particuliére guiis s'agit dans ce cas de domestication
inconsciente, simplement dictée par certains inifgrale production. Dans le cas des
bivalves, la notion de domestication est rarememtg@ée (au moins dans sa conception
zoologique formulée par Denis, 2004), si ce n’'estty@tre en situation de domestication non
intentionnelle (Hedgecock, 1988). La cause en nt\airs aux conditions environnementales
sélectives appliquées ainsi qu'aux pratigues destge, principalement durant la phase

larvaire. La phase larvaire reste en cela tréescarahue.

Les effets de différents facteurs sur le dévelopgre larvaire sont parfois appréhendés

mais sans jamais envisager cette notion de dora@stic L’amélioration des techniques
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d’élevage depuis Loosanoff (1963) a en effet pettétade des effets environnementaux sur
la croissance et la survie larvaire chez différerdspéces de bivalves. Ces études ont été
conduites pour la plupart en laboratoire en testasteffets de température, salinité et
nutrition indépendamment les uns des autres. lfessefombinés de ces parametres ont plus
récemment été envisagés, rendant ainsi possibleaitieure compréhension des interactions
existantes entre I'environnement et I'organismes Bdicles sont ainsi consacrés aux larves
de bivalves (pour revue voir, Robert et al., 198®8mos et al., 1994 ; Abdel-Hamid et al.,
1992 ; Devakie & Ali, 2000). Concernant plus spéciémentCrassostrea gigasdifférents
travaux de recherche (Calabrese & Davis, 1970 liddit & Helm, 1973 ; Helm & Millican,
1977 ; Nell & Holliday, 1988 ; His et al., 1989 péel-Hamid et al., 1992) se sont attachés a
définir les conditions optimales de développemeéat.plupart soulignent I'importance des
facteurs nourriture et température mais révelealedgent un manque de données sur ces
approches écologiques. Il est également importantahstater que dans la plupart des cas,
seul le caractére croissance est étudié, le cagasuévie étant plus rarement abordé.

Si I'on s’intéresse enfin de plus pres aux étupegant sur les aspects génétiques des
caracteres larvaires, difféerentes travaux ont wvur,jgrincipalement dans une optique
agronomique. En effet, aspect génétique sous-entnd/ent génétique quantitative,
aboutissant en d’'autres termes a définir des \alééritabilité. Au sens large, I'héritabilité

(H?) est la part de variance phénotypique qui esiglite génétique.

Différents articles ont reporté des estimationkédtabilité pour des caracteres de
production associés au stade larvaire chez le gerassostreaCes articles sont référencés

dans le tableau 1.

Il faut ajouter a ces travaux ceux de Losee (1%i83%i que Haley & Newkirk (1978)
concernantCrassostreavirginica, lesquels ont mis en évidence l'existence de ioglat
significative entre caracteres larvaire et juvéniellet et al. (1999) aboutissent a une méme
conclusion pouc€. gigas Plus récemment, Ernande et al. (2003) ont mapti€existait une
composante génétique aux variations de survie eralssance larvaire, et des corrélations
génétiques négatives entre taux de développemerdirka et succés a la métamorphose,
permettant la coexistence de différentes stratédgesiéveloppement précoce. Mais encore

une fois, l'influence des conditions environnemé&ggaur ce polymorphisme reste a étudier.
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Tableau 1 : Héritabilité estimée pour des caracteres liés phiase larvaire chez le genre
Crassostregd’apres Dégremon®003) (FS : plein-freres ; HS : demi-freres ; heritabilité
au sens strict ; B : héritabilité au sens large).

Especes Caractere Héritabilité Référence
Crassostrea gigas Survie larvaire 0,31+ 0,06 Lannan, 1972
Succes a la fixation 0,09 £ 0,08
Crassostrea gigas Croissance larvaire 0,24+ 0)570,91 + 0,68 Ernande et al., 2003
Survie larvaire 0,55 + 0,40 0,81+ 0,28
Taux de métamorphose 0,10 + 010,31+ 0,14
Taille & la fixation 0,41+0,290,41+0,18
Crassostrea gigas Croissance larvaire 0,14+ 0,210,18 + 0,27" Dégremont, 2003
Survie larvaire 0,07 - 0,64"
Crassostrea virginicaCroissance larvaire & 6 jours  0-0'240,10-0,46° Haley et al., 1975

Croissance larvaire a 16 jours /88 0,13-0,25°

Crassostrea virginicaCroissance larvaire 0,72 Longwell, 1976

Crassostrea virginicaCroissance larvaire & 6 jours  0,09-0510,26-0,39° Newkirk et al., 1977
Croissance larvaire & 16 jours 0!%00,60°

Croissance larvaire a 7 jours 0,07 £ 0,09 ; 0,8058"  Losee, 1978
Croissance larvaire & 14 jours 0,27 + 0,29 ; 8,646™
Croissance larvaire & 21 jours 0,30 + 0,31 ; 8,85%6™
Longueur coquille larvaire 0,14 + 0,07 ; 0,44 +4%1

Enfin, citons les travaux qui se sont attachéstirmen évidence I'existence d’'un fardeau
génétique révélé des la phase larvaire chez leaeeb@strea eduligBierne et al., 1998) et
Crassostrea gigas(Launey et al., 2001). Dans ce dernier, hétéradisdistorsion de
ségrégation sont dus a la liaison entre marquenggtres) et alléles récessifs délétéres a
proximité des loci. L’hétérosis (se dit pour un hgb lorsque la valeur moyenne pour ce
caractére est supérieure a celle la plus élevépatesats) cheZ. gigasest ici montré comme
conséquence de cette liaison et non intrinséequeroe@mme di a une meilleure valeur
sélective des individus hétérozygotes. De plus¢f@mégation non-mendélienne des marqueurs
microsatellites employés serait due a la purgecBédedes homozygotes délétéres aux loci
liés. L'existence d’'un fardeau génétique revét imgortance toute particuliere lorsque I'on
considere I'étude d’'une espece ou un phénomeneédeedgénétique est potentiellement

observable, pouvant ainsi mener a une dépressioarg@anguinite.
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VI. Objectifs généraux

Malgré de nombreuses études concernant la phygotaga plus large échelle I'écologie
des larves d’'une espece a intérét économique co@unrgigas il transparait une relative
méconnaissance des aspects génétiques. Lesquetstsasgont tout particulierement
importants dans un contexte ou l'espéce est sourmsentionnellement ou non, a des
pressions de sélection au cours des cycles de girodu

Ce travail de thése a donc pour objectif généramileux comprendre l'impact des
conditions de reproduction en écloseriesur le stade larvaire et de déterminer ainsi
I'existence des processus évolutifs (en terme deridé génétique et de sélection) liés a la
reproduction artificielle. Partant du fait qu’il existe une variabilit¢ gégae en phase
larvaire, il s’agit d’étudier d’'une part I'évolutiode la diversité génétique et d’autre part la
réponse de cette variabilité face a un environnémarticulier afin ainsi de savoir si certains
caracteres larvaires sont sélectionnés de facorintentionnelle. Cela passe entre autre par
I'étude des conséquences de pressions de sélemirola variance phénotypique, sachant
gu'un méme génotype peut répondre différemmenbantion de I'environnement auquel il
est confronté (interaction Génotype x Environnemdinfin, la connaissance des corrélations
phénotypiques et génétiques entre caractéres adesstprécoces et plus tardifs est
souhaitable pour examiner les conséquences ddeletisd chezC. gigas(la sélection pour
un caractere a un stade donné pouvant entrainerrépesises corrélées pour d'autres
caracteres).

VII. Plan de la theése

Afin d’apporter un éclairage sur les conséquenéeiigues de la production intensive de
larves d’huitres en écloserie, nous avons focaliséefforts sur deux aspects des pratiques de
production en écloserie, a savoir :

- I'effet des tamisages sélectifsélection sur le taux de développement larvaire).
- etl'effet des conditions intensivesl’élevage (interaction génotype x environnement)
au travers de laempérature, un des facteurs les plus prépondérants dans les

processus de développement larvaire.

Les marquages individuels sont impossibles auwkestarécoces. Par ailleurs, I'élevage de
familles séparées nécessite un grand nombre dewsts et peut induire un biais du fait de
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I'hétérogénéité des conditions environnementalé® dracs. Pour chacun des deux aspects,
nous avons donc utilisé une approche d'élevage die«famille en mélange ». Les
descendants de croisement sont donc meélangésidraten a un couple de parent (famille)
se fait alors rétrospectivement par I'utilisatianrdarqueurs (microsatellites).

Le premier chapitre aborde lamise au point d'un jeu de trois marqueurs
microsatellitesrévélés dans une méme réaction PCR (multiplex&ge)eu de marqueurs est
utilisé dans le cadre de I'approche damille en mélange», permettant d’assigner au mieux
les larves a un couple de géniteurs. Cette proeéchnstitue une base moléculaire commune
a I'ensemble des expériences décrites dans lesit@sapuivants (chapitres 2 et 3). La
puissance d’assignation du jeu de marqueurs astéest Outre I'assignation rétrospective,
une autre utilisation du jeu est également dearide fois-ci afin d’estimer la variabilité de
stocks d’écloseries commerciales.

Le deuxieme chapitreest consacré aithpact des pratiques de tamisage’un point de
vue phénotypique et génotypique, au travers pouieceier, dda diversité génétique d’'une
population larvaire estimée en terme de taille efficace sur la bask dariance du succes
reproducteur entre géniteurs (les résultats deéhapitte font I'objet d’'un article accepté dans
Journal of Experimental Marine Biology and Ecoldgy

Le troisieme chapitre traite quant a lui desffets de la température la encore au travers
de la composition génétique d’une population larvaireen comparant deux élevages
simultanés, 'un a 26°C, l'autre a 20°C, simulaes$ Iconditions d’écloserie et de milieu
naturel.

Enfin le quatrieme, appuyé par les différents résultats précédemmietenus aborde la
question d’'une possible mise en évidence dép®nse a la sélection précoce de larves a

croissance rapidgce chapitre fait 'objet d’un article en prépaoai).

Les résultats permettront, d’'une part, d’identifesprocessus précocededomestication
(tamisage et pressions de sélection environnenesitalhezC. gigas mais également
d’intégrer ces résultats dans les pratiques deugtamh et deggestion génétiquades geéniteurs
dans les écloseries d’huitres. A la lumiere de dmmées, dans une synthese finale, nous
discuterons des voies de réflexion sur la pertiaatel’approche moléculaire employée et sur

la gestion de la variabilité génétique au seingtgrilations d’écloserie.
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CHAPITRE 1

APPROCHE«< FAMILLE EN MELANGE »

PROTOCOLE EXPERIMENTAL:
MISE AU POINT D UN JEU DE TROIS MARQUEURS
MICROSATELLITES

22






Chapitre 1 : Approche famille en mélange

I. Elevage larvaire « en commun » : déterminaté&rospective de parenté

1. Principe

Les especes aquatiques sont souvent caractériséesgforte fécondité et de fait, par la
petite taille relative des premiers stades de d@paiment. Ainsi chez I'huitre creuse, les
larves présentent des tailles comprises entre @awton 380um, depuis le stade « D » (24 h
apres fécondation) jusqu’au stade pédivéligéredulaat la métamorphose. Suivre I'évolution
des contributions parentales dans la descendancegrguage physique individuel des larves
afin d’avoir accés a la composante génétique estgeéquent impossible.

Or étudier la diversité ou les bases génétiquesadacteres d’'intérét requiert cet acces a
linformation génétique contenue dans cette analglee niveau d’apparentement entre
individus.

Aujourd’hui encore, l'approche classique consistéléver séparément la descendance
issue de différents croisements. Autrement dithagoe descendance de famille correspond
un bac d'élevage. Plus les croisements sont coraplek plus le nombre d’unités d’élevage
doit étre élevé, d’ou une certaine limitation taglme et financiére. De surcroit, du fait de
I'hétérogénéité des conditions environnementalée structures, un biais (« effet bac ») peut
masquer l'effet génétique (Doyle & Herbinger, 199Merbinger et al., 1995 ; Davis &
Hetzel, 2000) ayant pour conséguence une sur-dgiimmaes parametres génétiques (Dupont-
Nivet et al., 2002).

Une autre approche, dite de « famille en mélan@mur répondre a I'expression anglaise
« mixed-family »), permet de s’affranchir de ce ibigHerbinger et al., 1999). Aprés
fécondations séparées, I'ensemble de la descendascdifférents croisements est mélangé.
L’accés a l'information de parenté se fait alordragpectivement, via I'utilisation de
marqueurs hypervariables. Pour ces difféerentesmajsnous avons utilisé cette méthode afin
d’étudier au stade larvaire, I'évolution des cagees de croissance et survie dans un contexte
de sélection-domestication. La méthode a déja €teothbreuses fois mise a I'épreuve pour
les espéces aquacoles (tableau 2). Les microsedeiont les marqueurs préférentiellement
utilisés pour l'assignation rétrospective. La plipdes études citées dans le tableau
concernent des especes de poisson. Pour les mahistps exemples sont plus rares. Les
pourcentages d’assignation sont globalement éleeésgpprochant du 100% selon le nombre

de loci impliqués dans I'analyse. Lorsque les pentages sont moins éleves (ex. Jerry et al.,
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2004), la présence d'alleles nuls ou plus frequenti@emauvaise qualité de 'ADN relative a

la méthode d’extraction est discutée.

Tableau 2 :Pourcentages d’assignation chez différentes espkicdérét aquacole.

R Géniteurs Pourcentage Nbde _ ... . ,
Especes (méles x femelles) d‘assignatign Loci Reférences bibliographiques
Oncorhynchus mykiss 10x10 65 4  Herbinger et al., 1995
Salmo salar 12x12 80 4  O'Reillly et al., 1998

12 familles ~100 4  Herbinger et al., 1999
Dicentrarchus labrax 3x3 96 2 Garcia de Leon et al., 1998
Oncorhynchus mykiss 2x48 93 15 Fishback et al., 1999
Pagrus major - 73 4  Perez Enriquez et al., 1999
Salmo salar 2x10 98 8 Norris et al., 2000
Haliotis asinina (2x1; 2x2; 4x1) %}i}rl]g?esgéolgf 5 Selvamani et al., 2001
Oncorhynchus tshawytscha - 92 14 Olsen et al., 2001
Crassostrea gigas 5x5 99.8 1 Boudryetal., 2002
Paralichthys olivaceus 6x12 100 4  Sekino et al., 2003a
Hippoglossus hippoglossus 13x 14 98 5 Jackson et al., 2003
Cyprinus carpio 24 x 10 95,3 8 Vandeputte et al., 2004
Penaeus japonicus 150 x 30 47 6 Jerryetal., 2004
Paralichthys olivaceus 6x12 - 4  Sekino et al., 2005
Homarus gammarus - 93.7 6 Jrstad et al., 2005

Afin de réaliser au mieux les analyses de pareoté [es larves, nous avons utilisé les
microsatellites, marqueurs ADN hautement polymaospthent une description est donnée ci-
apres.

Nous avons mis au point un jeu de trois marquetcsosatellites utilisés en multiplex. Au

préalable, nous avons optimisé les étapes d’eidra&DN sur larves et adultes.

2. Les microsatellites

2.1 Présentation

Les microsatellites sont aujourd’hui définis comuhes séquences d’ADN répétées en
tandem dont l'unité de répétition est comprise eerdiret 6 paires de bases (Tautz, 1989 ;
Litt & Luty, 1989). Le terme microsatellite peutcame mener a quelgues confusions de
langage car il était utilisé historiquement poufirde les répétitions du motif dinucléotide
CA(GT) (Litt & Luty, 1989). Communément on retrougeploye le terme de STRs (« Short
Tandem Repeat ») ou SSRs (« Single Sequence Repedtsus deux synonymes de

microsatellites.
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lls ont été trouvés dans la plupart des especemyaies et procaryotes étudiees (Field &
Wills, 1996 ; Tth et al., 2000). Leur répartition le long du gémoraste aléatoire malgré une
sous-représentation dans les régions télomériquesemtromériques des chromosomes
(Winterz et al., 1992). Cette caractéristique les diffélerdes minisatellites ('ensemble
minisatellites et microsatellites est nommé « MdeaNumber Tandem Repeat » ou VNTR).
Ces derniers, correspondant a des segments d’Apé&téeés en tandem d’au moins 20 paires
de base, sont localisés de fagon prédominanteldamggions subtélomériques (Royle et al.,
1988).

Les loci microsatellites présentent un haut degréalymorphisme da a la variation du
nombre de répétition du motif de base (Jafnd.agoda, 1996 ; Zhwet al., 2000). Ce
polymorphisme permet l'accés a une quantité impeetad'informations basées sur les
frequences alléliques. C'est la PCR (« PolymerasarCReaction », Sailgt al., 1988) qui

permet de les révéler " individuellement”, fouraist ainsi des marqueurs spécifiques de
locus, codominants et polymorphes. Si un microli&@teai’est pas spécifique d’'un locus, les
régions qui les encadrent (dites flanquantes), quantre, le sont. Une paire d’amorces
spécifigue de ces régions flanquantes amplifieracdoe seul microsatellite, dont le
polymorphisme sera révélé par électrophorese psimhsé sur différents supports possibles.

Les marqueurs microsatellites semblent possédecdesctéristiques attendues de bons
marqueurs en génétique des populations, a satrainsmission mendélienne, codominance,
polymorphisme et neutralité.

En revanche, le développement et la caractérisateome type de marqueurs reste une
étape assez longue et délicate puisque faisantvémtie des étapes de clonage et de

séquencage (Quellet al.,1993).

2.2 Réle

De facon globale, les microsatellites sont ideédifiau travers du role de marqueur
génétique qui leur est attribué. Le role fonctidnhe ces séquences est relativement moins
connu. Il existe cependant de nombreuses étudesomesant leur présence dans les régions
promotrices de séquences codantes ou méme dirgtdteznerelation avec des régions
codantes (Kunzler et al., 1995 ; Kashi et al., J9®ifférents articles (voir Li et al., 2002,
2004) passent en revue ces études, apportant @ewepr de leur implication dans la
régulation de l'activité de certains genes (desnghments dans le nombre d'unité de

répétition microsatellite pourraient causer uneatem d’ordre quantitative dans les fonctions
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protéiques et l'activité de genes (Kashi & Sol#999), de leur utilité comme éléments de
régulation des processus métaboliques de I'ADN euedrr r6le dans I'organisation de la
chromatine. Le débat pour savoir si les microsgslljouent un réle quelconque dans le
développement des organismes, I'adaptation, laesetW’évolution est aujourd’hui encore un

sujet de discussion inexhaustible (Li et al., 2004)

2.3 Modeéles de mutation

Il a rapidement été établi que les microsatelizgent soumis a des taux de mutation tres
élevés expliquant leur grande variabilité. Afin e pas fausser l'interprétation des données

populationnelles (ex.: homoplasie, apparition fpemse didentité d'état” par suite de
mutations paralléles, Jar&e Lagoda, 1996), de nombreux modéles mutationnelpresoa
ces marqueurs ont été proposés.

Les observations moléculaires suggerent que lesamsimes de mutation se produisent
essentiellement lors de crossing-over inégaux (Matlfal., 1989) ou bien au cours de la
réplication de 'ADN par phénomene de glissementadpolymérase suivi d’'une absence de
réparation (« Slipped Strand Mispairing » ou SSMyihson& Gutman,1987). Les taux de
mutation estimés par différentes méthodes (estimatirecte par comptage des mutations de
pedigrees connus, estimation indirecte a partirndmbre d'alleles conservés dans une
population en équilibre mutation-dérive) fournidsdes valeurs de l'ordre de Toa 10°
(Weber & Wong, 1993 ; Amos et al., 1996 ; Ja&neagoda, 1996 ; Crawford & Cuthbertson,
1996). Concernant les modeles probabilistes de trontales théories restent discutées
(Ellegren, 2004). Au modele classique en nombraiird’alleles (IAM, Kimura & Crow,
1964) basé sur lI'idée que chaque mutation intraguiglléle entierement nouveau, s’opposent
généralement le modele de type pas-a-pas (ou SMdepwise Mutation Model » Kimura &
Ohta, 1978, figure 6) et le modele a deux phased RM « Two Phase Model » DiRiengb
al., 1994). Le modéle SMM suppose que chaque roatajoute ou retranche une unité de
répétition. Le modéle TPM incorpore le processusatmnnel du SMM, mais tient compte
des mutations de plus d’'une unité. Il existe untigme modele (KAM pour « K Allele
Model »), plus rarement évoqué, qui correspondeaaxtension du modele en nombre infini
d’allele ou K est le nombre d’état allélique possilchaque alléle ayant la méme probabilité
de mutation (Estoup & Cornuet, 1999).
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Figure 6 : Principaux modéles de mutationea) nombre infini d’alléles (IAM) ; b) SMM
« Stepwise Mutation Model » (d’aprés Lowe et 2004).

Des observations en faveur des modéles IAM ou SMistent. Chez I’humain, les mutations
microsatellites différent de l'alléle parental daiau deux répétitions, ce qui semble aller dans
le sens du modele SMM (Weber Wong, 1993). A contrario chez quelques espéces de
poissons, les différences importantes en nombnepigtitions semblent supporter le modéle
IAM (Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

2.4 Application et problemes potentiels associés

Dans le cadre détudes de structure des populatites microsatellites s’averent
aujourd’hui étre un outil de choix. Hautement potyphes, ils donnent acces aux analyses de
parenté. De nombreuses études témoignent de iésatidn dans le régne animal, depuis les
populations humaines jusqu’aux poissons (salmohelépassant par les insectes sociafix (
synthése Launey, 1998). Quelques contraintescep@ndant liées a leur application, comme
notamment la possible présence d'alleles "nulsh (risualisés car non amplifiés en PCR)
(Dakin & Avise, 2004). Ces derniers peuvent poser des ¢mods dans l'identification de
génotypes hétérozygotes et par consequent faussezstimations de taux d'hétérozygotie
dans une population. L'existence de ces alleles serble se justifier soit par des mutations
dans les régions flanquantes (Callen et al., 19898) par des artefacts d'amplification dans le
cas d'hétérozygote ayant des alléles de tailles différentes. Une méthode, bien que

relativement laborieuse pour éviter ce désagrénsensiste a redessiner les amorces.
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Parfois, certains problemes sont lies a la PCR-neime. La Taq polymérase peut
provoguer un glissement au cours de la PCR, ajbatasi une répétition et faussant de fait la
taille de 'alléle (Ginot et al., 1996 ; Gill et.all997).

L’homoplasie est également souvent évoquée pasumlerosatellites. Elle désigne le fait
gue deux alleles sont identiques par état et nom@scendance (comme vu précédemment).
Les modeles SMM et TPM sont susceptibles de géfiémnoplasie de taille, laquelle peut
mener a sous-estimer les divergences entre pomsadu especes (Taylor et al., 1999).

Hedrick (1999) a également montré que le calclHstgoour des microsatellites hautement
polymorphes peut étre sous-estimé. En effet, F&, qui détermine la proportion
d’hétérozygotes entre sous-populations comparéenaemble de la population, ne permet

pas de spécifier I'identité des alléles impliqués.

3. Mise au point du protocole expérimental : gépage et assignation de

parenté

3.1. Extraction

Considérant la difficulté d’extraction de 'ADN podes larves (petite taille et présence
d’'une coquille), nous avons mis au point un prol®cEmple et efficace pour maximiser
'analyse ou I'objectif est de réaliser un échdmtihage a grande échelle. La procédure est
basée sur la méthode décrite par Estoup et algj189sociant Chel&et ébullition mais ici
sans utilisation de la résine de Chelex. Elle msgpirée des méthodes employées par Huvet et
al. (2001) et Bierne et al. (1998). Les larves @néSes dans de I'éthanol 70 sont prélevées
individuellement puis transférées avec 3ul d'éthatems un tube Eppend8r®,2 ml. Afin
d’assurer une meilleure extraction, les larves smmasées a l'aide d’'une pointe d’aiguille
sous loupe binoculaire. L'éthanol restant est éx@a@oit sous hbte aspirante, soit a l'aide
d'une centrifugeuse a vide (15min a 35°C). Dansgabatube contenant une larve, sont
ajoutés 30ul du tampon de lyse (670-mM Tris HCI 8 ; 166-mM ammonium sulfate ;
0,1% de détergent Tween 20) associés a 5ul deipaeeK (1mg/uL). Les tubes sont ensuite
mis a incuber 1 heure a 55°C puis 20 min a 100°G da thermo-cycleur susceptible de
contenir des tubes de 0,2 ml. Les échantillons epfih transférés dans une micro plaque 96
puits en attendant la réaction PCR. La méthodetidietion est également valable pour les
adultes. Un trés fin morceau de branchies (~1mst2peelevé par individu. Le volume de

tampon de lyse est alors de 150ul. Les temps diatton sont les mémes que précédemment.
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3.2 Multiplexage PCR

L’amplification de marqueurs moléculaires en mudtyage permet un gain de temps et
une réduction du colt importante (Neff et al., 20@est dans cette optique de génotypage
haut-débit (associé a la procédure d’extractionridl@cque I'amplification de marqueurs
microsatellites nécessaires a I'estimation desritutions parentales a été realisée.

Le multiplexage final auquel nous avons aboutigreetrois loci tirés de la littérature,
connus pour leur degré de polymorphisme et ledlittace génotypage. Plus d’'une centaine
de marqueurs microsatellites sont disponibles cheditre creuse Crassostrea gigas
(Magoulaset al, 1998 ; Huvet et al., 2000 ; Li et al., 2003 ; iBeket al., 2003b; Hubert &
Hedgecock, 2004; Yamtich et al., 2005). Notre cleest porté sur CG49, CG108 (Magoulas
et al., 1998) et L10 (Huvet et al., 2000) ayanpeetivement un nhombre moyen d’alléles par
locus de 41, 41 et 40 (Huvet et al., 2004). Lesragwspecifiques a ces loci, utilisées pour la

PCR en multiplexage, sont récapitulées dans ledal3 suivant.

Tableau 3: Description des amorces de PCR.

Taille
. . moyenne
Locus Se,qu,f,n ce Amorces utilisées Tempgratur? du
répétee appariemen produit
de PCR
CG49 (CA)ss CATCAGGGGTAAATTAAAGTAAGC 53°C 162 pb
CCACAGACGATTTCATATATCCTG
CG 108 (CA);g ATATGTAATGATTACGAAACT 55°C 147 pb
GTATGAGATTTGGTTCCACC
L 10 (AG)2s GGTCAATTCAAAGTCAATTTCCC 55°C 136pb

CATGTTTTCCCTTGACTGATCC

Ci-apres, un autre tableau (4) résume le protoP@®&-multiplex intégrant les valeurs de
concentrations (initiales et finales) et de voluifireal pour 1 individu).
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Tableau 4 :Volumes et concentrations utilisés pour le muidtialge.

Clinitiale Volume final [C] finale
pour 1 individu
Tampon 10x 15 pl 1x
dNTP (2mM) 15 pl 0,2mM
MgCI2 (25mM) 1,2 pl 2mM
Mélange amorces 1,44 i
Cg49 R+F (0,18+0,18) NED 0,36l 0,15uM
Cg108 R+F (0,36+0,36) FAM 0,72 ul 0,3uM
L10 R+F (0,18+0,18) HEX 0,36l 0,15uM
Taq polymérase 0,3 pl
H,0 7,86 pl
ADN 1,2
Total 15ul

Le multiplexage ne se définit pas comme une singidition de PCR simples, il
représente une réaction particuliere dans la mesurel faut amplifier simultanément
plusieurs séquences cibles et ce, sans désequidiereeprésentation. Il nécessite une
spécificité de mise au point comme le montre letiplek pour le géene de la dystrophine
(9 sites d’amplification simultanés ; Chamberlairak, 1988) ou une concentration en Taq
polymérase 4 a 5 fois plus élevée qu’en uniplex restessaire pour une amplification
multiple. D’autres auteurs insistent sur la néd¢ésse réajustements en multiplex (Henegariu
et al., 1997 ; Elnifro et al., 2000 ; Masi et &Q03). Nos ajustements ont essentiellement
porté sur les concentrations finales des amora@st@bleau 4), la température d’appariement
(55-58°C) mais aussi sur le volume (final) de néact La température d’appariement
optimale a été fixée a 55°C. Concernant les volyaeteur important puisque déterminant
les quantités de produits a utiliser, quatre oattéstés (10, 15, 20 et 25 ul). Si le volume de
25ul initialement défini offre des résultats satisants, il en va de méme pour les volumes
inférieurs de 20 et 15ul. Le dernier (10ul) n'a @bou’a des profils d’électrophérogramme
(exemple p.62) dont les pics étaient pour la mi@jonion-spécifiques donc inexploitables.
Nous avons par conséquent adopté 15ul comme vofumakpour la suite des analyses.
L’ensemble de ces optimisations techniques a é&@casa I'étape d’extraction, le détail de
cette combinaison fait I'objet d’'une note technigpebliée en 2005 danAquaculture
Research(voir Annexe 1). Cette méthode a également ét@tadapour la détection de la

présence du virus de type Herpés (OsHV-1) danartess deC. gigas(voir Annexe 2).
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Afin de réaliser le génotypage d’huitres aux tfots considérés, 1 pL de produit de PCR
multiplexé de chaque échantillon est mélangé a2ed He formamide et 0,25uL de standard
de taille Genescan™ ROX™ (Applied Biosystems). laamlyses sont réalisées sur un
séquenceur a capillaires de type ABI PRISM 320@nt (Applied Biosystems) utilisant du
polymére POP4 et un jeu de 4 capillaires de 36L@sn.données brutes sont collectéesle

logiciel Foundation Data Collection v2.0 (ApplietbBystems).

3.3 La catégorisation des groupes d’alleles ouwiBg »

Afin, de caractériser et de corriger les groupesl@les, c'est-a-dire de ne retenir que les
alleles parentaux qui apparaissent dans le génadigpdarves, puis d’assigner chaque larve a
un couple de parents de maniere exacte, I'étapeRiening » est indispensable. Le logiciel
(GENMAPPER) permet par élaboration de « panel » (définitiume fenétre d’apparition
des valeurs alléliques de descendants pour chaqus én fonction des alleles parentaux) de
déterminer et de valider les alleles réellementbsimais tout en s’affranchissant des pics
artefacts et de la variabilité entre passages. ihairg est une étape importante, surtout
lorsqu'on a a faire, comme c'est le cas chez lteyia des microsatellites imparfaits
(= structure imparfaite du motif de répétition).tteeopération constitue un réel gain de temps
et reste une étape préliminaire a I'assignatioermtate. La encore, une fois les génotypes des
larves définis aprés binning, multiples méthodédstert pour I'assignation (en dehors de la

comparaison manuelle).

3.4 Méthodes d’assignation de parenté

Plusieurs auteurs (Jones & Ardren, 2003 ; WilsoRe&guson, 2002) passent en revue les
différentes méthodes de calcul pour I'assignatieparenté. |l serait fastidieux de dresser une
liste exhaustive mais en régle générale, on disérau moins 3 grandes approches pour le
calcul de parenté :

- les méthodes dites d’exclusion,
- l'allocation catégorique,
- et I'allocation fractionnée.

Le procédé d'exclusion repose sur les incompd#gkil entre parents et descendants
permettant de rejeter une combinaison parent-eafamée. Une mere et un descendant dont
les génotypes diploides sont respectivement A/A/Btvont logiguement exclurent un pere
dont le génotype sera A/C pendant qu’'un pere Batera possible. Cette méthode se révéle

particulierement efficace lorsque le nombre de marecandidats est faible et le
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polymorphisme de marqueurs disponibles éleve. Darsas d’'un nombre de parents plus
grand, il convient alors d'augmenter le nombre darqueurs. Dans la plupart des
programmes développés sur ce principe, il est plessie spécifier le nombre de
désappariements nécessaire pour que I'exclusionaae.

L’allocation catégorique repose sur une approchem@ximum de vraisemblance pour
déterminer le parent le plus probable parmi un mEoparents déterminé. Ceci implique le
calcul du logarithme du rapport de vraisemblanee{®@OD score » pour « logarithm of the
odds ratio ») correspondant a la vraisemblance didividu (ou d’'une paire d’individus) a
étre le ou les parents d’'un descendant donné éaipar la vraisemblance de ces individus a
ne pas étre les parents du descendant. L'assignd¢i® descendants se fait par le calcul des
« LOD scores » les plus élevés. Cette méthodeoddation parait plus tolérante face aux
mutations et erreurs de génotypage que le pringipeclusion strict. Il existe différentes
formulations de « LOD score » selon les connaissmapcéalables sur le génotype des parents
(identification d'un parent lorsque l'autre par@st connu, identification d’un parent lorsque
'autre parent est inconnu et identification d’yreare de parents sans information préalable).
Ces formulations sont autant de variations de lthate que I'on retrouve développée par
Meagher & Thompson (1986).

Tableau 5 : Programmes testés pour analyse de parenté daas @ide lien de parenté n’est
pas connu priori et ou la totalité des génotypes parentaux estaitie.

*PROBMAX Danzmann (1997) http://www.uoguelph.ca/rdanzmdtwiswoe/probmax/
PPAPA Duchesne et al. (2002) http://www.bio.ulaval.catemu-fra/professeurs/Prof-I-
bernatchez.html

‘FAMOZ Gerber et al. (2003) http://www.pierroton.inragéhetics/labo/Software/Famoz/
dPARENTE Cercueil et al. (2002) http://www2.ujf-grenoblddca/membres/manel.html
°EETII_ Boulangé & Goyard (1999) développé par Frédérigl@ugé et Emmanuel Goyard
http://www.ifremer.fr/cop/Unite_Gene/Fetii/fetii .ftm
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L’allocation fractionnée assigne des fractiongnpases entre 0 et 1 de chaque descendant
sur un groupe de parents candidats. La proportion descendant alloué a un parent
particulier est proportionnelle a la vraisemblamiee parenté de ce descendant comparée a

celle de tous les autres parents potentiels.

Dans notre situation (aucun lien de parenté c@npriori, totalité des génotypes parentaux
accessibles), 5 programmes susceptibles d’étragaggl ont été testés (voir ci-contre le
tableau 5). Deux reposent sur les calculs de pifitéatiexclusion (PROBMAX, Fetif). Les
trois autres (PAPA Parentd Famo¥) utilisent I'allocation catégorique. Nous avon<idé
d’appliquer le programme PAPA pour différentes sais En premier lieu, il autorise un
contrble sur les erreurs de transmission de val@iébques. L'allocation catégorique est en
ce sens beaucoup plus tolérante que les probahbdieclusion. PAPA utilise I'algorithme
développé par Sancristobal & Chevalet (1997). D&autart, I'excellente interface et la

facilité d’utilisation ont permis de privilégier gegogramme face aux autres.

PAPA repose sur une méthode du calcul de vraiserobl pour déterminer le parent le
plus probable parmi un groupe déterminé de parehtssun ayant potentiellement le méme
succes reproducteur. Les loci sont considérés empmment. Il n'est pas nécessaire que les
génotypes parentaux soient tous connus. Par cordi-ci sont supposées affranchis de
toute erreur.

Concernant les ‘erreurs’ de transmission (mutatiogénotypages erronés), deux
parameétres sous contréle de Il'utilisateur sontatiiges. D’abord le niveau global d’erreur
‘e considéré comme la somme de toutes les probaditju’'un alleled’ transmis devienne
‘b’ (‘a différent de b’), conséquence d’'une mutation ou d’une mauvaisteite de génotype.
Autrement dit, il existe une probabilitéelque l'alléle & reste @ aprés transmission a la
descendance. Ce parametgee'st compris entre 0 et 0,1. Ensuite, le prograncoresidére la
distribution de transmission de I'«erreur», soustdie également via le paramet&. ‘S est
défini comme la vitesse de perte de probabilitérdie vis-a-vis des alléles voisins. Soit un
allele parentald, la probabilité d’erreur attribuée a I'allelb’ ‘est proportionnelle au rapport
1/D° ou D est la distance enteeet b (D=|a-b|). Avec des valeurs élevées 8eseuls les
alléles les plus proches d& ‘seront recherchés comme porteurs potentiels eteelir. La
valeur deS, comme celle deg’ s’applique a tous les loci.
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3.5 Détermination du pouvoir résolutif

Afin de valider la pertinence de I'ensemble du pcole « extraction-multiplexage trois
loci » sur larves d€. gigas il était aussi important de s’attarder sur leymurésolutif défini
par ce multiplexage pour les analyses de parenté.

Par I'intermédiaire du programméAP (J.B. Taggart, University of Stirling ; non publié
nous avons déterminé ce pouvoir résolutif de pérent se basant sur les génotypes de 13
géniteurs (3 femelles, 10 males) issus d’'une pdipunlanaturelle. 1l est a signaler que ces
génotypes ont été choisis parmi les plus polyma@m@ienétérozygotes et ce, afin de faciliter
'analyse. Toutes les combinaisons possibles @ntafculées (sur le principe d’exclusion) et
le résultat aboutit a 100% d’assignation (suppoaantine erreur de génotypage). Ce résultat
permet de mettre en évidence I'excellent pouvapitgif de ce jeu de trois marqueurs (dans

le cas ou les génotypes parentaux sont choisis).

De plus, nous avons souhaité réaliser une simalatiour cette fois-ci estimer le pouvoir
résolutif « général » du multiplexage dans le cades géniteurs ne sont plus sélectionnés
parmi les plus hétérozygotes mais pris au hasanar. €la, nous avons utilisé le programme
de simulation CERVUS élaboré par Marshall et al. (1998), lequel estgbsur une méthode
d’allocation catégorique. Celle-ci compare la \eaiblance de parenté de parents «vrais» a la
vraisemblance de parenté de chacun des autresdgaserdidats, et ce pour un large nombre
de descendants généré artificiellement par le progre. Les génotypes de descendants sont
produits par échantillonnage « Mendélien » a paléis alleles des parents rentrés dans le
programme pour la simulation. Les fréquences gli&s de 88 parents (nombre d’huitres
parmi lesquelles ont initialement été choisis [@8gy&niteurs de I'expérience) ont été utilisées
pour générer la simulation. Nous avons ainsi test&€onfigurations possibles en simulant de

2 a 100 adultes géniteurs (figure 7).
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Figure 7 : Simulation du pouvoir résolutif via le program@ERVUS (Marshall et al.,1998).

On observe sur la courbe du pourcentage simulgatents «vrais» que les valeurs
diminuent jusqu’a 60% lorsque 100 parents sonisgslcomme géniteurs potentiels. Avec 13
parents «non choisis», le pourcentage atteint 8Zétte valeur est a rapprocher du 100%
calculé obtenu lorsque les parents sont choisis.

Cela montre que le pouvoir résolutif est encordisarhment important pour appliquer le
jeu de marqueurs a des populations, sinon natsyelle moins d’écloserie non sélectionnées

sur critere génotypique.
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[I. Autre application possible du jeu de marqueugstimation de la variabilité
génétigue des stocks en écloserie commerciale

1. Introduction

Outre son application dans la détermination régospe de parenté, le jeu de trois
marqueurs a été utilisé afin d’estimer la varigdijenétique de géniteurs issus d’écloseries
commerciales. Une premiére validation a été réalmé travers du génotypage d’individus
échantillonnés dans les stocks de géniteurs de éeloseries commerciales (que nous
nommerons A et B). L'objectif est ici de quantifiemiveau de diversité génétique de ces lots
par rapport a une population sauvage de réeférenaptage naturel Marennes-Oléron,
supposee représentative de la population d'origies lots d'écloseries) afin d'estimer
I'éventuelle perte de diversité qui pourrait rémulie la fermeture de ce stock (par dérive
génétique et/ou par l'effet de la sélection). ke tmarqueurs microsatellites ont été utilisés.

2. Analyse

Plusieurs paramétres ont été mesurés afin d’estaneariabilité génétique au sein des

différentes populations :

- le nombre d’alléles par locus,
- 'hétérozygotie observéeHp) représentant la fréquence des individus hétéairgga
chaque locus,
- 'hétérozygotie attendue sous I'hypothése deuiliogre de HARDY-WEINBERG (Hn.b).
Ce dernier paramétre correspond a un estimateététbzygotie non biaisé (Nei, 1987)
tel que :

Hn.b.=[2n/(2n-1)].[(1-2X2)]
i(‘fme

avec xla fréequence du't'™ alléle, n étant la taille de I'échantillon. Le papt

2n/(2n-1) permet de prendre en compte le biaishd@tllonnage.

- le Hs a également été calculé comme indice de fixatat.indice mesure les écarts a
I'équilibre de HARDY-WEINBERG a l'intérieur de chaque population (estimé seloging
Cockerham, 1984). Les valeurs die Bont comprises entre —1 et 1 (les valeurs négative
correspondent a un exces d’hétérozygotes, lesrggbamsitives a un déficit).

Pour tester I'hypothése nullasEO, nous avons effectué une permutation des al&les

l'intérieur des populations : pour chaque locuse wmne gamétique est construite a
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partir des alléles des individus de la populatibe.tirage aléatoire dans cette urne
permet de reconstruire les génotypes monolocugrarant la panmixie. Les génotypes
sont conservés, ce qui permet de s’affranchir dmtadépendance des alléles lorsque le
Fis est différent de 0. La valeur observée sur lesédes réelles est ensuite comparée a
la distribution obtenue, et permet d’avoir uneraation de la probabilité d’obtenir une
valeur supérieure ou égale a la valeur observég ldoules tests ont été effectués avec
1000 permutations. Le calcul de ces parametreséarédtlisé a I'aide du logiciel
GENETIX (version 4.05, Belkhir et al., 2004).

- la fréquence des alleles nuls selon deux méthodes

- méthode de Chakrabor{fChakraborty et al., 1992) reposant sur le déficit
apparent en hétérozygotes, donnant une estimatida fdéquence des alléles nuls
(r) & partir des valeurs d’hétérozygotie obsentédtendue telle que :

r = (Hn.b.—Ho)/(Hn.b.+Ho)

- méthode de Brookfiel{Brookfield, 1996) qui, contrairement a la précédente,
prend en compte l'existence des individus non diépli considérés comme

homozygotes pour I'allele nul. Cette méthode défiestimateur (r) tel que :

= A+V(A24B) oy A —Hn b (1+N)Ho et B=AN(1Hn.b?)
2(1+Hn.b.)
Ces deux formules définissent des estimations céispenent minimales et maximales

pour la fréquence des alleles nuls.

Enfin, la taille efficace de population ou effectifficace e) a été calculée suivant la
meéthode dite " temporelle " utilisant les changetmdéemporels des fréequences alléliques au
cours des générations successives (Waples, 19&¥e @éthode repose sur le concept
suivant : le changement des fréquences alléliquesoars du temps sous l'effet de la dérive
permet d’estimer la taille efficace d’'une populati@ partir de I'observation des variances

temporelles pour des loci sélectivement neutresodiieiel NeEstimator (Peel et al., 2004) a
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Tableau 6: Paramétres généraux de l'analyse de variabéiétijue des trois populations.

Population Témoin Ecloserie A Ecloserie B

N 50 49 65

Cgl108 ND individus 50 49 64
ND ajigles 32 13 13

Hobs 0,880 0,796 0,984

Hnop. 0,957 0,719 0,868

Fis 0,085 -0,108 -0,135

* ns ns

(® 0,04 -0,05 -0,06

rB 0,04 0 0,02

L10 ND individus 50 49 65
NDb aieles 33 10 11

Hobs 0,900 0,449 1,000

Hnb. 0,965 0,801 0,844

Fis 0,068 0,442 -0,186

* *%* ns

rC 0,04 0,28 -0,09

rB 0,03 0,20 0,00

Cg49 ND individus 50 49 65
Nb alléles 25 13 13

Hobs 0,640 0,735 0,985

Hn.b. 0,939 0,888 0,888

Fis 0,320 0,174 -0,110

*%* *%* ns

(® 0,19 0,09 -0,05

rB 0,15 0,08 0,00

N 50 49 65

Multilocus NDb aieles 30 12 12
Hobs 0,807 0,660 0,990

Hn.b. 0,954 0,803 0,867

Fis 0,155 0,180 -0,144

** *%* ns

Les indices Fis sont suivis d'un test de signifviEt en effectuant un certain nombre de permutaticd 000) sur
le fichier de données. L'idée sous-jacente estetiabla distribution de I'estimateur sous I'hymsd nulle Ho.
La valeur observée sur les données réelles estersmparée a la distribution obtenue, et perruditenir une
estimation de la probabilité d'obtenir une valeuou>= a la valeur observée sous Ho ; (ns) corrasgodes
valeurs non significatives de p,* de p<0,05 et #0001 aprées correction de Bonferroni sur les locus

Nb individus Nombre d'individus analysés

Nb alléles Nombre d'alléles dans I'échantillon

Hobs Hétérozygotie observée

Hn.b. Hexp corrigée pour le biais de I'échantillage

Fis Indice de fixation estimé selon Weir & Cockerh@l984)

rC Estimation des fréquences d'alléles nuls Choairtg (1992)

rB Estimation des fréquences d'alléles nuls sBlaokfield (1996)
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éte utilisé pour calculer l@de selon cette méthode (voir page 42 pour plus daildétur la
notion deNe).

3. Résultatgtableau 6)

3.1 Diversité allélique
Les deux populations d’écloserie ont perdu envB0r?o de leur diversité allélique (70 a
48 % selon les loci). En moyenne, elles présent@nalléles par locus contre 30 pour la
population sauvage. Sur 7 générations, la perteenmraypar génération est donc sensiblement

inférieure a 10 %.

3.2 Hétérozygotie
La population "Ecloserie A" a perdu 20% de son hozigotie, passant d'une valeur
moyenne de 0,81 a 0,66. Une forte variance estnadsentre les loci : L10 présentant 50 %
de baisse d'hétérozygotie et CG49 une augmentdgoh4 %. A contrario, la population
" Ecloserie B " présente des valeurs tres éleviérsanalyse multilocus, prés de 99 % des

individus sont observés comme hétérozygotes.

3.3 Talille efficace de la population
En supposant que la population naturelle génotygoditereprésentative de la population
d'origine du stock d'écloserie et en se basanusuécart de 7 générations, les variations de
fréequence alléliqgue donnent une taille efficacelal@opulation A égale a 50 (intervalle de

confiance : 35 - 72).

4. Discussion

Cette « image » de la diversité génétique de depxilptions d’écloserie, comparée a une
population sauvage, montre l'intérét du jeu dequaurs utilisé. Nous avons ici une premiére
information quant a la diversité de stocks de gémg d’écloserie simplement basée sur un
jeu de trois marqueurs. Pour la population "Ecles&”, la perte de diversité génétique
apparait significative et supérieure a ce qui estraunément admis pour une population en
sélection. Le calcul deNle montre des valeurs comparables a celles détermidaes les
travaux de Hedgecock & Sly (1990) et HedgecocK.€t.892) pourC. gigaset Gaffney et al.

(1992) pourC. virginica(valeurs deNe majoritairement inférieures a 50).
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Les Hs sont significatifs (iK>0) pour cette population, ainsi dailleurs que pda
population témoin. Généralement, les principaleplieations concernant lI'existence de
déficit en hétérozygotes révélé pas Farticulent autour de trois points (David, 1996)

- effets populationnels : les individus considénésproviennent pas d’'un pool unique de
gametes fécondés au hasard. Il est alors posséleodsidérer une réassociation non
aléatoire des gameétes (consanguinité) ou bienstexin mélange de groupes différenciés
a l'intérieur de I'échantillon (effet Wahlund).

- effets sélectifs : la sélection élimine une pades hétérozygotes au cours de la phase
larvaire ou embryonnaire. En effet les larves pauv@&re soumises a un régime de
sélection largement différent de celui des adultdaag & Garton, 1995). Quelques
analyses portant sur des mortalités différentiglesdant ces stades montrent cependant
gue les homozygotes (et non les hétérozygotes) cmrite-sélectionnés (Bierne et al.,
1998 ; Launey & Hedgecock, 2001).

- non-détection du polymorphisme introduisant umgssestimation de I'hétérozygotie
observée. On distingue différentes possibilitéaa®edétection :
v’ existence d’alléles nuls (non visualisés),
v ou méme artefacts de lecture.

Pour des populations d’écloserie, I'hypothese deffet Wahlund est difficilement
justifiable, surtout lorsque I'historique « génépatpue » est connu. En revanche, elle peut
expliquer le déficit observé en population sauvegaoin. La présence d’alléles nuls peut
également justifier une partie du déficit. Cependaeuls les marqueurs CG49 pour la
population témoin et L10 pour la population A, enéent des valeurs élevées (15 a 28 %).
Enfin, compte tenu des estimations des effectificaafes, I'hypothese de croisement entre
individus apparentés (consanguinité) peut aussi @poguée, au moins pour la population
d’écloserie A.

En ce qui concerne la seconde population d’éclesézs résultats sont plus inattendus
puisque aucun déficit en hétérozygotes n’est oléséft/ pour cause, 99 % des individus sont
observés comme hétérozygotes. Ces données semblentenseigner sur le mode de gestion
du stock et sont vraisemblablement le résultat e’procédure de sélection en population
semi-fermée. On peut aussi légitimement pensel g@git d’'une population ayant subi un
goulot d’étranglement, expliqué par le fait quedlaersité allélique diminue plus vite que
I'hétérozygotie apres un tel événement (Nei etl&l75). Enfin, de facon plus hypothétique,

ces résultats pourraient peut-étre traduire querdeessus de sélection sur une génération
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conduit a sélectionner les individus hérétozygotesqui, dans ce cas pourrait représenter
plutét un effet d’hétérosis qu’'un effet additif séionnable, bien qu’'a ce stade de I'analyse

rien ne le prouve.

NOTION D’ EFFECTIF EFFICACE

La taille efficace d’'une populatio™Ng est un paramétre relativement complexe a appdéhnegn effet, il fait app
a nombreuses notions de génétique des populaticiepplique a différentes situatiodent le contexte est souvent |
défini. Il n’en est pas moins un parameétre impdreangénétique évolutive ainsi qu’en biologie dedaservation car
influence la dérive génétique. La dérive génétimilience a son tour le rythme de perte de divérgénétique,
rythme de fixation d’alléles déléteres mais ausfiitacité de la sélection naturelle en mainterdad alleles bénéfigu
(Berthier et al., 2002). La taille efficace (ouedif efficace) d’'une population peut étre globadetndéfiie comme |
taille d’'une population idéale (de type Wrigkisher) pour laquelle la fluctuation du polymorphésest la méme q
celle de la population étudiée (Wright, 1931 ; W&n@Gabalerro, 1999). Tous les individus ne particiges forcéme
au processus reproductif, si bien que la tailléadmopulationN qui détermine le rythme de la dérive génétiquatpa
égale a la taille de recensement de la populafoaor généraliseNe est la taille d’'une population idéale dans ladg
un parametre geétique donné prend la méme valeur que celle attededns la population recensée. Ceci suggeére
existe plusieurs types de taille efficace, selopdeametre ou I'effet du paramétre auquel on gasege (Vitalis &
Couvet, 2001). Généralement, la littérature recénoée grands types dée:

0 Changement de la consanguinité de la populatianbfeeding effective population size > (Crow &
Deniston, 1988).

O Variance du changement des fréquences alléliquas dénération a l'autre Yariance effective populatior
size » (Crow & Deniston, 1988).

O Changement de I'hétérozygotie de la populationedaénération a l'autre éigenvalue effective populatio
size » (Ewens, 1979, 1982)

L’estimation d’'un tel paramétre reste délicate epytations natrelles ou populations sans pedigree connu (Wi
1989), d’autant que IBle est lié au modéle de mutation considéré. Aucunthadé ne permet véritablement d’'éte
une estimation consensuelle. Les mécanismes d’pt@roants, la variance dans le sucegzoducteur des individt
I'inégalité des sexatios ou les générations chevauchantes sont algdiatteurs qui différencient la taille au semigt
d’'une population de la notion de taille efficaceb@llero, 1994).

Le Ne peut étre ainsi calculé sur la base directe destanation de ces paramétres (Nunnefl@m, 1994). Ce
méthodes de calcul reposent sur des données dgvhagras qui sont, en pratique, difficiles a obtextifestimation d
Ne devient particulierement difficile pour des espece forte fécondité et mortalité juvénile (Andersd@05)
Alternatives a cette évaluation directe, il exides méthodes indirectes utilisant des donnéesigaast On distingt
differentes méthodes basées sur le changement telhmpes fréquences alléliques (Pollack, 1983 ; \&Wspll989
Williamson & Slatkin, 1999 ; Anderson et al., 200Berthier et al. 2002 Anderson, 2005), I'exces d’hétérozyg
(Pudovkin et al.1996 ; Luikart & Cornuet 1999), la perte d’hétérgaije (Harris & Allendorf, 1989t le déséquilibi
de liaison (Hill, 1981).

La méthode des changements des fréquences alElegida plus souvent répandue. Elle s’attacheiersNev
(«variance effective population size)> (Crow & Deniston, 1988). A partir des fréquencafeligues de det
échantillons issus d’'une méme population et ségeésn nombre connu de générations, I'estimateNeal/ peut don
passer par la méthode temporelle (Waples, 1989 massi par la méthode basée sur la vraisemblduicailfood-
based methods) (Williamson & Slatkin, 1999 ; Anderst al., 2000 ; Berthier et al., 2002 ; Ander29Q5).
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Chapitre 1 : Approche famille en mélange

Bilan-synthese

v' Ce chapitre décrit la mise au point d'un jeu deistrmarqueurs microsatellite
suffisamment polymorphes pour une assignation denp& sur larves, rendant possible pg

la premiére fois che€. gigasune approche dite “famille en mélange”.

v' Cette approche donne accés a linformation génétign stade larvaire permetta
d’établir une étude de polymorphisme génétique eme de contribution ou mém
d’envisager de déterminer les bases génétiqueardeteres d'intérét (en s’affranchissant d

biais environnementaux).

v' La méthode d’analyse de parenté a été optimisdagd® a obtenir des pourcentag
d’assignation supérieurs a 80% pour un nombre aéeyes (non choisis sur le génotypg

inférieur ou égal a 20 (soit jusqu’a 100 familles).

v En paralléle, ce jeu de marqueurs constitue uihefitace a I'estimation de la diversite
génetique de stock d’écloserie, lesquels stockstmreiminune diversité allélique réduite p3

rapport au témoin sauvage de référence.
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CHAPITRE 2

EFFETS SELECTIFS DU TAMISAGE Conséquences

phénotypiques et génétiques de la sélection darllaau stade
larvaire
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Chapitre 2 : Effets du tamisage sélectif

|. Introduction

De nombreux organismes invertébrés marins ont yate ade vie incluant une phase
larvaire pélagique. L'existence de cette phasegéséralement synonyme de forte fécondité
(Widdows, 1991). Williams (1975) apparente ces espeau modeéle qu’il a défini sous le
nom de «Orme-Huitre», dressant un paralléle eeseooganismes, animaux ou végeétaux, qui
produisent un nombre important de descendantsjterditfusés dans le milieu. Différentes
théories existent pour expliquer I'émergence éwxutde ces cycles de vie complexes
(Moran, 1994 ; Wilbur, 1980). Ainsi, le stade lareapourrait résulter d’'une adaptation a la
dispersion et a la sélection de I'habitat, oppasétade adulte, spécialisé dans la croissance et
la reproduction (Wray & Raff, 1991). Wilbur (1980jpsiste sur l'importance de la
métamorphose, interprétant les phases de telsscgdeme des changements adaptatifs a
différentes niches écologiques, dissociant clairgnes implications écologiques des étapes
larvaires et adultes.

Plus communément, cette stratégie d’histoire deegteconsidérée comme une réponse
évolutive a la forte mortalité en phase précocddéeloppement. En effet, le pourcentage de
larves atteignant le stade adulte est trés restf@horson, 1950 ; Rumrill, 1990). La phase
larvaire représente en cela une étape critique. tdmséquence des mortalités en phase
précoce est la forte variabilité du succes reprtaweentre individus d’'une méme population,
aussi bien observée en milieu naturel (Hedgecog84 1 Li & Hedgecock, 1998) que pour
des stocks d’écloserie (Lannan, 1980 ; Boudry gt28102). D’'une maniére générale, cette
variabilité du succes reproducteur, est supposiéregla diversité génétique. Le maintien de
ce polymorphisme est cependant, en théorie, éqaildar la forte fécondité ainsi que des
tailles de populations importantes, sans comptar |®ifet aléatoire des conditions
environnementales (Sgro et al., 2004).

A ces événements de mortalités qui caractérisezgpdce huitre, ajoutons la forte
variabilité phénotype existante en phase larv&@edte variabilité touche essentiellement les
caractéres de croissance et survie. La forte pitistie ces caracteres accroit la variabilité

phénotypique.

En milieu controlé (i.e. en écloserie de produdtidi€élevage larvaire tient une place
particuliere puisque «clef de volte » de la préidacen aval. Cette période allant de la
fécondation a la métamorphose est optimisée laapluju temps dans un souci de rentabilité.
Cette optimisation passe par la pratique du tareisegposant implicitement sur le postulat
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Chapitre 2 : Effets du tamisage sélectif

d’'une corrélation positive entre croissance laevast post-larvaire, et dont I'objectif est
d’éliminer les plus petites larves. Cette élimiaatdes plus petites larves afin de réduire le
temps d’élevage et la variabilité de taille estrépéen écloserie de bivalves depuis déja
guelques décennies (Bardach et al., 1972).

L'impact d'une telle pratique, tant au niveau phgpmue qu’en terme de diversité
génétique reste relativement inconnu. Quelquesesdtuapportent dans les stocks d’écloserie
des tailles efficaces de population faibles (Hedgk& Sly, 1990 ; Hedgecock et al., 1992 ;
Gaffney et al., 1992).

Dans ce chapitre, nous présentons une expérienaet gpur objectif d’étudier les
conséquences de la sélection de larves a croissapicke sur la variabilité phénotypique et
génotypique de&. gigas Croissance et diversité génétique dans une piqularvaire issue
d’'un plan de croisement factoriel, ont été suivless familles (=descendants d’un couple de
géniteur) issues du croisement ont été élevéesétange. Deux méthodes d’élevage ont été
appliguées :

(1) élimination progressive des plus petites lame<ours de I'élevage (méthode
classiquement appliquée en écloserie de production)

(2) maintien de I'ensemble de la population.

Dés que des larves ont atteint une taille suffesgmotur étre retenues sur un tamis de 220
pum et atteint le stade pédivéligere annoncgant fixat métamorphose, la fraction de larves

retenue a été échantillonnée pour analyses parueaig microsatellites.

Les données ainsi recueillies, ont une double petsfe :

(1) quantifier I'impact des pratiques de tamisage la diversité génétique de la
population estimée en terme de taille efficacelalrase de la variance du succes
reproducteur entre géniteurs (Boudry et al., 2002),

(2) tracer la structuration temporelle de la popaola larvaire au cours de son
développement (et donc d’estimer la part poteetiedint perdue par élimination

des plus petites larves).
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Chapitre 2 : Effets du tamisage sélectif

[I. Matériel et Méthodes

1. Choix des géniteurs

Des huitres adultes (n = 100) issues du miliewreht(Port des Barques, Charente-
Maritime) ont été obtenues aupres d'un ostréicult®es leur arrivée a I'écloserie, les
animaux ont été individualisés par collage surguille d’une fine étiquette a la colle époxy.
lls ont ensuite été placés dans un raceway alimmant@au de mer filtrée et maintenus dans
des conditions de température et de nourriturem@gis pour leur maturation avant
reproduction (Fabioux, 2004). Des prélevements dateau pour génotypage par marqueurs
microsatellites ainsi que le sexage ont été efésctlans une solution anesthésiante (3/5 eau
douce, 2/5 eau de mer avec une concentration faralklgCh a 5%). Le tissu prélevé a été
conservé dans une solution d’éthanol 70 en atteét@atraction d’ADN.

Apres typage et sexage, nous avons procédé adatéasation des géniteurs potentiels.
Pour cela, 5 étapes de sélection successiveséappliquées comme suit :
(Letableau 7 illustre chacune des différentes étapes de setect

- Premiére sélection

élimination des individus dont le génotype étaitamplet pour les loci L10, CG49 et
CG108 (nombre d’individus restants = 88).

- Deuxiéme sélection

élimination des homozygotes avérés, donc conservaties hétérozygotes aux 3 loci
précités (n = 33)

- Troisieme sélection

tous les alleles ont été comptabilisés en termeatebre d’apparition dans la population
restante. Un score est ainsi déterminé pour chagdidu en sommant le nombre
d’apparition de chacun des 6 alleles. Conséquéasandividus pourvus d’'une somme plus
faible sont supposés posséder des alleles globatamans fréquents. Cette étape permet
de déterminer un classement sur lequel s’appugsrdeéux étapes suivantes.

- Quatriéme sélection

ont été éliminés les individus potentiellement haygotes, et ce aux vues des différences
entre valeurs relatives des alléles. Ont été d@insiinés les individus dont les alléles sont
séparés par 2 ou moins de deux paires de bas24n =

- Cinquiéme sélection

enfin la compatibilité des génotypes entre malderatlles a été testée afin de maximiser le

nombre d’alleles mis en jeu lors du croisement @)=1
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Tableau 7 : lllustration des différents niveaux de sélectioiervenant dans le choix des

géniteurs.

(1) sélection des individus de génotype completl

pour 3 loci (CG49, CG108 et 110)

(2) et conservation des seuls hétérozygotes

(3) détermination d'un scc
tenant compte de la fréque
de chaque allele

164

190
131
53
73
121
142
169
154
27
158
184
167
147
130

103

20

139

16

144

178

82

179

116

171

119

62

175

22

172

N A E N E EE E Y

A

(5) compatibilité
des génotypes
méales et femell¢

49

Score | Doute | Cg49| Cg108 L10

14 7 10 26

19 2,86 | 24,7 25

21 8,7 19 21

22 14,8 | 12,7| 248

9 40,7 | 14 | 30,2

14 (4) élimination des homozygo
16 potentiels sur la base des val
17 ¥ alleliques brutes données par
18 logiciel Genemapper®. L
18 individus écartés sont pourvus d
18 * astérisque rouge dans la colo
19 / « doute ».

20 ‘ 4 15,9 20

21 * 6,16 1 2,09

21 14,8 | 15 26

22 34 10 | 461

24 * 7,49 2 15,1

25 14,6 6 8

10 * 10 5 2

11 30,6 | 2,79| 258

12 46 14 28

16 8,67 | 19,8 8

16 13 13 | 2,06

16 539 | 14 14

19 26,9 | 24 29

19 12,8 3 18

21 * 3,76 | 1,82 | 35

21 ki 27 | 1,08 | 264

22 * 2 3 12

23 * 12 | 211

23 19 9 19

25 125 | 4,93 12,3

25 4 24 | 111
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2. Croisement

Au final, 10 males et 3 femelles ont été « séleci&s » pour le croisement factoriel,
chaque male et chaque femelle étant croisés enxré3® croisements). Apres ouverture, le
sexe de chaque individu retenu a été vérifié. lmyrsatozoides et les ovocytes ont été
collectés par scarification, méthode consistantilacérer la gonade puis a rincer cette
derniere a I'eau de mer filtrée. Les concentratides gametes ont été déterminées par
comptage sur cellule (Malassez pour les ovocyteemia pour les spermatozoides) couplée
au logiciel IPS de l'analyseur dimage SAMBAXIPS 4.40 Copyright © 2003, Samba
Technologies).

Les 30 croisements ont ensuite été effectués sa@patédans des béchers de 500ml. Le
meélange des gametes a été fait a raison de 10hafpzoides par ovocyte, chacun des 30
béchers contenant théoriquemenf d@ocytes (objectif final : obtenir 5 millions darves
dans chaque bac d’élevage, soit une densité delak@8s/ml). Ce ratio de gameétes est
considéré comme optimal pour réaliser la fécondatien deca de 50 spermatozoides par
ovocyte, le taux de fécondation peut étre affecwuedela de 500 spermatozoides/ ovocyte, le
risque de polyspermie devient significatif (Gératél., 1995).

Des prélevements post-fécondation ont été réatifasde déterminer le taux d’éclosion
(= nombre de larves D / nombre total d’'ovocytes4h)2Ainsi pour chaque croisement, en
pilulier (3 réplicats), ont été ajoutés 333l d’oytes fécondés a 9666l d’eau de mer. Apres
24h, une goutte de formol (pur) a été ajoutée.draptage d’ovocytes fécondés a été réalisé
sous microscope sur plaque quadrillée dans un widenlml. Chaque réplicat est lui-méme
le fruit d'un triple comptage. Un second comptadim ae réestimer les concentrations
d’'ovocytes a aussi été accompli par prélevemenb@ul d’ovocytes fécondés (1h apres
fécondation) additionné de formol, et ce dans ggeedorfs de 1,5ml. Cette réestimation a
été faite sur cellule de Nageotte en utilisanyktésne d’analyse d’image (SAMBA). Enfin,
des fragments branchiaux des 13 individus partiti@a croisement ont été prélevés pour

confirmer les génotypages précédemment établis.

3. Elevage larvaire
Les embryons des 30 croisements ont été mélangépr@s fécondation permettant de
maximiser la diversité génétique en évitant la cétitipn spermatique (Boudry et al., 2002).
Apres mélange et homogénéisation, les embryonséanttransférés en salle d’élevage
larvaire. La répartition a été faite dans 6 jade$0 litres d’eau de mer filtrée (1um).
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Les conditions environnementales d’élevage ont fétées de la maniére suivante :
température de 23°C, salinité 28-32%0, régime trgpdiquotidien non saturant a base de 2

micro-algues Tetraselmis suecicatIsochrysis aff. Galbanér-iso), tableau 8)

Tableau 8: Rationnement larvaire.

Tableau de rationnement (nb de cell/uL/j)
Isochrysisaff. galbana(T-iso) Tetraselmis suecica

Ration progressive

phase 1 (J1-J6) 4 0.3
Ration progressive

phase 2 (J7-J15 19,3 L7
Ration progressive

phase 3 (J15-Fin 38,5 4

La dose normale progressive appliquée se réfereadions trophiques distribuées au sein
de l'écloserie expérimentale de 'lFREMER La Tread#, laguelle, comme son nom

I'indique évolue en fonction de la taille moyenresdarves (Lamouroux, 2001).

Deux méthodes d’élevage ont été appliquées : (hir@tion progressive des plus petites
larves au cours de I'élevage et (2) maintien deskenble de la population larvaire (suivant la
méthode décrite par Collet et al., 1999) (3 régdiqaar condition). Les vides de maille des

tamis utilisés pour les 2 conditions sont référerdans le tableau 9 suivant.

Tableau 9: Evolution de I'application du tamisage.

Jour d’élevage (2) Tamisage non sélectif (um) (1) Tamisage sélectif(um)

1 45 45

3 45 45

6 45 60

8 45 85

10 60 100
13 60 150
15 60 180
17 60 180
20 60+220 180+220
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Pour tous les lots, la densité larvaire a été r@men10 larves/ml aprés 24h (équivalent
pour un bac de 50 litres & 500 000 larves).

Au bout de 24h d’incubation, les larves ont ét@&ipécées sur un tamis de maille de 45um,
rincées a I'eau de mer filtrée puis remises enesuspn dans une éprouvette pour réaliser un
échantillonnage (comptage, mesure). La remise an seansuite été effectuée a une
température de 23°C. Pour la suite de I'élevage filtnation identique a celle précédemment
décrite a été réalisée tous les 2-3 jours. La enddl tamis a été augmentée progressivement
pour 3 des lots correspondant & une simulatiorcdeditions d’écloserie commerciale. Cette
augmentation a été adaptée au cours de chaqaéiditirde facon a éliminer au final environ
50% de l'effectif initial. Pour I'autre conditiorxpérimentale, une maille de tamis de 45um
(puis de 60um de facon a se débarrasser des exjudiiduelles) a été maintenue afin de

retenir le maximum de variabilité phénotypique.

Plus précisément, les parametres contrélés au dewst élevage ont été les suivants :

- survie (a chaque filtration, estimée selon la cpdure décrite par
Utting & Spencer, 1991),
- croissance (a chaque filtration, mesures du dienmeaximal d’'une centaine

d’individus réalisées par logiciel d’analyse d'inea§AMBA™).

4. Analyses de parenté

Dés que des larves ont atteint une taille suffesgrur étre retenues sur un tamis de 220
pm, associée a la présence d'un «ceil » de fixatimmespondant au stade pédivéligére
annongant la fixation et la métamorphose, la foactie larve retenue a été échantillonnée
pour analyses par marqueurs microsatellites. Amss$ les 2-3 jours (& partir du 8 jour
d’élevage), 96 larves pédivéligeres de chaqueaaiptint été prélevées puis préservees dans
I'éthanol 70° pour analyses de parenté.

L’'analyse de parenté a été réalisée comme déari dachapitre 1. Le génotypage a été
fait sur séquenceur ABI Prisn3100 (Applied Biosystem) via le logiciel Genemappaour
les procédures de ‘binning’. Pour l'assignation @pement parlé, le logiciel PAPA
(« Package for the Analysis of Parental AllocatiprDuchesne et al.,, 2002) a été utilisé
(parametres d’allocation : niveau global de I'erréie transmissiora=0,1 ; distribution de
I'erreur de transmissio=6). Des échantillons ont été analysées a troissda2® jours apres

fécondation (a.f.), correspondant au premier joar fixation pour les deux conditions
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d’élevage ; 25 jours a.f. correspondant aux deesi@ohortes de fixation pour la condition
avec tamisage et aux cohortes intermédiaires pocorndition témoin (non sélective) ; enfin,
28 jours a.f. représentant les dernieres cohodeslp témoin.

Le reste de la fraction retenue a été transférg leedispositif de fixation en micronurserie.
Les larves ont alors été réparties dans un taroiamgulaire (45x35x12cm) dont la maille est
de 150um. La microbrisure de coquilles d’huitres w@8isée comme support de fixation
(entre 50 et 100ml de brisure par tamis).

Le reste des larves non retenue par le tamis dgrd20 été remis dans les bacs respectifs
d’élevage larvaire.

Chaque cohorte de fixation a été disposée de falgmioire dans des raceways contenant
les tamis rectangulaires précédemment décrits.r@msvays ont été alimentés par un flux
continu d’eau filtrée (20um) enrichie en phytopkamc Pour chaque cohorte, une estimation
de la densité de juvéniles (larves fixées) a édiseée (Ernande et al., 2003) 10 jours aprés
mise en fixation. Pour cela, le poids total dedharte considéré a été déterminé, ainsi que les
poids de 3 sous-échantillons d’'un nombre connuuw€njles. La moyenne des 3 sous-
échantillons a permis de ramener le poids total aambre estimé de juvéniles présents dans
le tamis. L’ensemble des cohortes a ensuite étditradune densité de 5000 individus par
tamis. Ces mesures ont permis de définir le taufixdéon.

L’ensemble des analyses au cours de I'élevageitargade la période de micronursage est

résume dans la figui

EECONANIOL e ssseseeeeeeessssseseseseeeeeeees s eessessee e seessseeee e sseereneess e
Taux éclosior a 24h
(3 réplicats / 3 comptages)
| Stac.le Croissance : Mesure de la taille Survie : Densité larvaire
arvaire maximale de 100 larves par bac 5 estimations par bac
d’élevage {outes les 48h (toutes les 48
L Genotypagede 96 larves |
pédivéligéres de chaque bac
(tous les 2-3 jouns
Stade
juvénile Taux de fixation

(10 jours apres fixation

Figure 8: Ensemble des analyses au cours de l'expérieece gfisé les données
phénotypiques, en blanc les données de génotypages)
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5. Analyse des données

5.1 Procédure statistique générale : modeles mixtes

Les analyses statistiques relatives aux donnéeamplpéques et génétiques de I'expérience
impliquent deux types d’effets qualifiés de fixdsagatoires : ldempset I'effet principal
‘traitement sont définis comme fixes, pendant que les effatale, ‘femellé (spécifiques
des données génétiques ainsi que du taux d'éclosioméplicat sont considérés comme
aléatoires (rentrent également dans cette dercigiegorie tous les effets impliquant une
interaction, quelle que soit la qualification defiét). En conséquence, les données suivant
une distribution normale sont analysées en utilisamprincipe des modeles linéaires mixtes
(Proc MIXED, SAS/STAT software, SAS Institute Inc., 1999). Cette procédast une
généralisation de la procédure GLM (General LirMadels) qui traite les modeéles linéaires a
effets fixes uniguement. Méme s’il existe une ligtee commande ‘RANDOM’ reliée a la
procédure GLM sous SASl'algorithme de calcul considére malgré tout déffets aléatoires
comme fixes. Le recourt a la procédure MIXED séifjeségalement par rapport a la présence
d’effets imbriqués (exemple :réplicat imbriqué dans [leffet traitement traitement
correspond a la condition de tamisage), de donméesjuantes mais aussi de jeux de données
non équilibrés. Dans ces derniers cas évoquégpt@gure classique d’analyse de variance
GLM ne permet pas de construire les tests d’hysetfagpropriés. La procédure MIXED, par
opposition, permet une telle souplesse dans leslsakes derniers reposant sur une approche
du maximum de vraisemblance. Les données suivamtiairbinomiale ou de Poisson sont
analysées sur le modele mixte généralisé suivavittao-procédure GLIMMIX (équivalent a
MIXED pour les données ne suivant pas une Norndlelpgiciel SAS (Littell et al., 1996).
Pour les deux procédures, les tests de signifitatpour les effets fixes sont basés sur une
statistique F. Pour les effets aléatoires, lestesht basés sur les rapports de vraisemblance
entre sous-modeéles, lesquels suivent de manienepasiique une distribution dy# (Littell et
al., 1996).

5.2 Inférences statistiques pour analyses phérptgpi
5.2.1 Taux d’éclosion
La proportion du nombre d’embryons développés A#rdwea.f. (= taux d’éclosion) a été

traitée comme donnée binomiale en utilisant unetfon de lien logistique (logit). Dans la
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définition du modéele linéaire généralisé, ce liarnpet de passer de lintervalle [0,1] & la

droite réelle entiéere.

Logit (taux d’éclosion) = log(taux d’éclosion/(1tta d’éclosion))

La variation du taux de fécondation entre malemnéte femelles a été testée en ajustant un

modele prenant en compte de ces deux effetsauedieur interaction.

Modele : Logit (taux d’éclosion) = male + femelle + réplicat méale*femelle+

male*réplicat + femelle* réplicat + male*femellegplicat + résiduelle
5.2.2 Analyses de covariance

La taille des larves ainsi que leur coefficientvdeiation ont été analysés comme données
normales (normalité préalablement testée via kedeshapiro-Wilk). La taille de population
(ou survie) (= nombre de larves comptées a chagmurede filtration) a été analysée comme
donnée de type Poisson en utilisant une fonctioietelog. Dans un premier temps, les
données collectées sur I'ensemble de la duréevdigéelarvaire ont été étudiées avetelaps
en covariable, l¢raitementet leréplicat (imbriqué dans Iéraitementque I'on peut simplifier
par la notation réplicat / traitement)ainsi que les interactions associées) comme \Jasalb
s’agit donc d’'une analyse de co-variance (ANCOVA&Aaut a mettre en évidence s'il en est,

un premier effet global dwaitementsur 'ensemble de la durée d’élevagaifementtemps.

Modéle :Log (...) = traitement + temps + réplicat (traitemjenttraitement*temps +

temps*réplicat(traitement) + résiduelle
5.2.3 Analyses de variance
Par la suite, pour chaque date d'échantillonnages dnalyses de variance ont été
effectuées avec lgaitementet réplicat / traitementcomme variable. L'objectif ici est de

préciser la date d’apparition de différence sigaifive entre conditiongréitemeny.

Modéle :Log (...) = traitement + réplicat (traitement) + caselle
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5.3 Inférences statistiques pour analyses génatgpiq

Les contributions parentales (basées sur des saleurigées par les taux d’éclosion
différentiels) des larves pédivéligeres échantiliees ont été examinées comme données
suivant une loi de Poisson en utilisant une fomctle lien log. D’abord, un modele complet a
été établi avec letemps en covariable et les différents effets suivantsaitement

réplicat'traitement male femelleet interactions attenantes.

Modéle :Log (contribution)= male + femelle + temps + trai@nt + réplicat(traitement)
+ temps* traitement + temps*femelle + temps*malen&le* traitement + femelle*
traitement + temps*réplicat(traitement) + femellegplicat(traitement) + male*
réplicat(traitement) + temps*traitement*femelle +emps*traitement*méle +
temps*male*réplicat(traitement) + temps*femelle*iépt (traitement) +
temps*male*femelle + temps*male*femelle*traitement temps*male*femelle*

réplicat(traitement) + résiduelle

Ensuite, des sous-modeles ont été construits afsedocaliser sur les composarttsaps
et traitement Le premier sous-modeéle insiste sur l'influencetadmisage en tenant compte
des données de contributions parentales a chadqeel'@ahantillonnage. Le second souligne
I'effet temporel en considérant les contributiommipchaque condition d’élevage au travers
du temps.

5.4 “Tallle efficace” de population

La “taille efficace” de population a été calculéapmles les données de contribution des
fractions de larves pédivéligeres échantillonnéestormule utilisée est issue de Robertson
(1961)

Ne=E&n;)?/ Zn3
ou n; est le nombre observé de descendants issus duinehlele la femell§ dans un

échantillon donné.
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I1l. Résultats

1. Développement larvaire
1.1 Taux d’éclosion

Pour les méles, les taux moyens d’éclosion, estiooésme la proportion d’embryons
développés 24 heures a.f., sont compris entre 682,4% et 69,9 + 33,5% et ne sont pas
significativement differentgf = 0 ;p = 0,99).

Entre femelles, la variation du taux est plus ingote puisque la premiére femelle affiche
un taux de 25,3 * 5,8%, la seconde de 94,8 + 29k teoisiéme de 82,5 + 6,9%. Comme
attendu d’apres ces valeurs, les taux d'éclosiotreefemelles sont significativement
différents 2 = 67,0 ;p < 0,001).

De surcroit, l'interactiorméale*femellen’est pas significativeyt = 0 ; p = 0,99). Par
conséquent, seuls les taux d’éclosion entre fesatnt statistiquement différents. Cette
donnée, relative a la qualité initiale des gaméteim prise en compte dans I'estimation

ultérieure du succes reproducteur au travers ddsilcations parentales.

1.2 Caracteres larvaires

Les mailles de tamis utilisées au cours de I'éleydaq longueur moyenne des larves (et le
coefficient de variation relatif), la taille de pdation moyenne (ou survie= % larves par
rapport au nombre aprés 24 heures), ainsi queue@otage de larves éliminées par tamisage
(= intensité d’élimination) sont présentés dantaldeau 10. Dans la mesure ou aucun effet
réplicat n'a pu étre mis en évidence d’'un point de vuasiiqtie pour les caracteres étudiés
(taille, 2 = 2,1 ;p = 0,18 ; coefficient de variatiop? = 1,1 ;p = 0,29 ; et survigg2 = 2,3 ;p =
0,13), les données relatives a ces réplicats émegroupées.

La procédure progressive de tamisage sélectif atedaine réduction moyenne de la taille
de population d’environ 50% (pourcentage cumulé I®msemble de I'élevage, derniere
colonne du tableau 10) si I'on se base sur le téndont la mortalité n'est pas due au
tamisage. Conséquence de cette pratique sélelipeoportion de larves restantes 17 jours
a.f. est de 46,8 £ 9,2% pour le témoin contre 30553 % pour la condition avec tamisage. A

T

partir de ces résultats, il est possible de dédyuesle pourcentage de mortalité “spontanée”
(c’est-a-dire non due au tamisage) est de 14,2%0(5(/0,5)-46,8) plus important dans la
condition témoin aprés 17 jours. Ceci repose spoktulat que dans la condition “tamisage”,

considérant 50% d’élimination, 61,1% de larves drnt étre présentes 17 jours a.f.
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Tableau 10: Caracteres larvaires suivis a chaque date dditloanage pour les deux conditions.

Vide de maille (um)

Longueur maximale moyenne Coefficient de variation

% larves / nombre initgrées

Intensité

+ S.E. (um) 24h £ S.E. d’élimination (%)

Jour (1)témoin  (2) selection (1) témoin (2) sélection (1) témoirf2) sélection (1) témoin (2) sélection

1 45 45 759+2.3 754+2.2 3,0 3,0 100 100 /

3 45 45 85,6 £2,9 855+29 34 3,4 85,1+12,6 2814,0

6 45 60 113,9+6,6 113,3+6,6 5,8 5,9 67,3+12,0 9,2&8,9 +

8 45 85 129,1+9,1 130,1 £ 6,9 7,1 53 59,6 £ 13,8 8,4%1,1 +

10 60 110 158,6 + 13,8 163,8 +11,5 8,7 7,0 55,5+ 10,3 56,4 +0,9 +

13 60 150 204,1 £+ 29,3 222,7 £16,7 14,4 7,5 57,2+11,8 43,3 +4,2 18 =

15 60 180 233,6 £32,0 257,7+18,1 13,7 7,0 49,3+11,7 32,0+04 16 +

17 60 180 250,8 £29,6 275,2+19,9 11,8 7,3 46,8 +9,2 30,5+5,3 0
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(signifiant aussi que cette fraction de larves #léas par tamisage ne serait pas morte
“spontanément” a cette date si elle n'avait pagitdénée).

En conséquence, leffet ddraitement (tamisage) est fortement significatif sur la
décroissance de la taille de population dans I@sefraitement*tempsy? = 44,5 ;p < 0,001),
résultat ANCOVA). Les analyses complémentairesaqub date d’échantillonnage montrent
gue la taille de population differe significativemheentre traitements a partir duéT%jour
d’élevage F = 17,3 ;p< 0,001).

Cette sélection sur la taille a également un edigt la croissance larvaire moyenne
(traitement*tempsy? = 427,2 ;p< 0,001) et sur le coefficient de variation desgieeurs
moyennes t(aitement*tempsy? =14,7,p < 0,001) calculés sur I'ensemble de I'élevage. Les
ANOVASs réalisées aux différentes dates de filtratoontrent que le coefficient de variation
des longueurs moyennes différe entre traitemepiariar du 16™ jour d'élevage f = 12,6 ;
p<0,001), méme chose pour la taille des larves raajmrtir du 13" jour F = 12,5 ;
p<0,001). La taille moyenne larvaire qui en résdst de 222,7 + 16,7 um (coefficient de
variation = 7,5%) pour la condition sélective cen204,1 + 29,3 um m (coefficient de
variation = 14,4%) pour le témoin (tableau 10)

Pour les deux conditions, les premiéres larvesvpkgeres apparaissent 20 jours a.f.. La
mortalité larvaire reste négligeable apres cette dans tous les bacs. Dans les bacs avec
tamisage, les larves ont atteint le stade pédédiglans le temps moyen de 21 jours a.f.
contre 24 jours a.f. pour les larves des bacs t@snoi

En accord avec la tendance observée pour le ceeffi de variation sur la taille
(figure 9 A), le tamisage sélectif mene a défimedenétre temporelle de fixation plus courte
(5 jours contre 11 ; figure 9 B). D’autre part, tesis premiers jours de fixation représentent
environ 89% des larves pédivéligeres pour la cadgélective. Pour le témoin, les effectifs
de larves arrivant a fixation suivent un schémaubeap plus progressif, étalé sur une durée
plus longue.

Le nombre total moyen de larves atteignant le sgativéligére est logiguement plus
faible avec tamisage (164 860 contre 240 000). Qugpd, le nombre relatif de larves
présentes le premier jour qui atteignent ce stetephkis élevé (61,1% contre 48,8%).
Finalement, le succes a la métamorphose est dusstlevé en condition de tamisage (61,8 £
3,9% contre 48,6 + 16,0%), menant a un nombre @génjles quasi-équivalent entre les

conditions dix jours apreés fixation (figure 10).
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Figure 9 : Effets phénotypiques du tamisage : éMpts sur I'évolution des coefficients
variation des diamétres maximums mesurés au coargétbvage larvaire, (B) effets sur
effectifs de larves pédivéligeres.
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Figure 10 : Effectifs comparés du nombre moyen de larvesvédideres et de larves apres
métamorphose pour les deux conditions.

2. Contributions parentales : diversité génétigee abhortes de fixation

L’ensemble de I'’échantillonnage pour analyse desritutions parentales représente 1440
larves. En effet, 96 larves par réplicat de chaopradition ont été genotypées et ce pour trois
dates : 20, 25 et 28 jours a.f.. Ainsi 90% desdarant été assignées a un couple parental
(tableau 11). Les génotypes complets des 13 pasentsrécapitulés dans le tableau 12. Ce
tableau est suivi d'une illustration visuelle désc&ophérogrammes obtenus sur lesquels se
base I'assignation de parenté (figure 11).

Il est a noter que les dates correspondants aumked jours de fixation (30 et 31) pour le
témoin ont aussi été échantillonnées. Il n’a paspétsible d’amplifier ces prélevements, en

cause, un probléme de conservation des larves/'éémnol.

Tableau 11: Pourcentage d’assignation de parenté pour ¢é&s diates échantillonnées (entre
parenthése le nombre larves assignées sur le natebbaeves génotypées).

200™jour af.  25™jouraf. 28™jour a.f.

Lots 88,54% 90,28% 94,79%
tamisés (256/288) (260/288) (273/288)
Lots non 94,09% 81,94%
tamisés (271/288) (236/288)
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Tableau 12: Génotypes aux trois loci des 13 parents a lineigles croisements.

femelle_2 161/165 152/161 130/152
femelle_3 128/140 132/177 120/131
femelle_1 157/163 142/165 121/127
male_1 136/149 134/146 125/131
male_2 132/159 130/159 120/145
male_3 136/145 138/159 125/144
male_4 153/163 177/179 148/153
male_5 142/155 142/144 132/145
male_6 138/145 118/144 117/127
male_7 161/165 146/157 132/155
méle_8 138/157 138/157 129/138
male_9 138/192 120/134 123/138
male_10 136/149 112/130 130/134

I
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Génotypes
parentaux

Génotype
de la larve

Figure 11: Exemple d’assignation de parenté sur la base lddssaportés par les larves e
couple de géniteurs potentiels (en abscisse, lbsstad’alleles en nombre de base).chaqu
couleur correspond un locuges pics en couleur pleine sont partagés parieelet les parer
(la ligne orange correspond a un marqueur de t&iférent).
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Figure 12 : Structuration temporelle des contributions pate (gauche) et maternelle
(droite) (histogrammes noirs : condition sélectikisstogrammes blancs : témoin sans

tamisage).
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La structuration temporelle des contributions nreges et paternelles (20, 25 et 28 a.f.) est
représentée en figure 12.

L’analyse statistique de cette figure est donnédgsatableaux 13, 14, 15 et 16. Toutes ces
analyses sont basées sur des valeurs corrigé&sspgaux d’éclosion différentiels (notamment
entre femelles). La encore, I'effegdplicat n’a pu étre mis en évidence, de facon simple ou en
interaction dans le modele complet. Les valeursggécat ont donc été groupées. Le tableau
13 détaille les résultats du modele complet. Avara des effets significatifs d’interaction
male*tempset femelle*tempgrespectivement? = 28,6 ;p < 0,001 ef? = 17,7 ;p < 0,001),
les contributions parentales ont une évolution imtive dans le temps. D’apres la triple
interaction significativemale*temps*traitemen{y? = 4,7 ;p = 0,03), chaque contribution
paternelle évolue différemment dans le temps einskds conditions de tamisage. D’autre
part, les effetsnale et femellesont significatifs (respectivemeyt = 32,3 ;p < 0,001 ety? =
10,3 ;p = 0,001). Des modeles sous-jacents permetterp@fier les effets soulignés par le
modeéle complet. Ainsi, le tableau 14 résume leslt@s du sous-modele se focalisant sur
I'effet traitement entrevu dans le modéle complet, en tenant compte di@nées de
contribution indépendamment & chaque date d'édmamtage. Au 28™ jour a.f., les
interactionsmale*traitementet femelle* traitemenne sont pas significativeg?(= 1,3 ;p =
0,25 ;2 = 3,2 ;p = 0,07). Autrement dit, a cette date, le tamisaigepas d’effet significatif
sur les contributions. A contrario, aué%jour a.f., le tamisage a un effet sur les contrdns

paternellesrfalex traitement y? = 5,8 ;p = 0,016).

En ligne avec ces résultats, le tableau 15 spdtdféet parental a l'intérieur de chaque
condition pour chacune des trois dates. Ainsi @iI'"Jour a.f., que ce soit en condition de
tamisage sélectif ou pour le témoin, il existe diférence significative entre contributions
paternelles)¢ = 16,7 ;p< 0,001 en condition tamisagg?,= 8,3 ;p < 0,004 pour le témoin) et
maternelles ¢ = 30,3 ;p < 0,001 en condition tamisagéemaley? = 4,2 ;p < 0,04 pour le
témoin). Pour le Z8%jour a.f., le différentiel de contributions préeéument décrit disparait,
pour laisser place a une relative homogénéisagésnvdleurs. Le tableau 16, qui s'intéresse a
la mise en évidence effet temporel, confirme le modele complet, révélant une évotutio
significative des contributions dans le temps, m@nau travers des interactions significatives

temps*malegpour les deux traitements.
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Tableau 13: résultats du modele global (GLIMMIX) incluant wles effets.

Effets fixes valeur de F Pr>F
Traitement 0,0 0,98
Jour 11 0,49
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Jour x Male x Femelle x Traitement 10,4 0,001 ***
Jour x Traitement x Male 4,7 0,030 *
Jour x Traitement x Femelle 0,0 1,000
Traitement x Méle 1,6 0,206
Traitement x Femelle 0,0 1,000
Male x Femelle 8,9 0,003 **
Jour x Male 32,1 0,000 ***
Jour x Femelle 14,3 0,000 ***
Jour x Traitement 0,1 0,752
Male 32,3 0,000 ***
Femelle 10,3 0,001 ***

Tableau 14: résultats du sous-modéle (GLIMMIX) focalisé swffet traitement (tamisage)

en tenant compte des données de contributionstpdgemlata indépendamment a chaque date
d’échantillonnage.

Jour 20 Jour 25
valeur Pr>F valeur Pr>F
de F de F
Traitement 0,23 0,67 0,15 0,73
Chiz  valeurde P Chi? valeur de P
Traitement x Male x Femelle 7,1 0,008 ** 3,3 0,069
Male x Traitement 1,3 0,254 ns 5,8 0,016 *
Femelle x Traitement 3,2 0,07 ~0 0,99
Male x Femelle 37,2 <0,001 *** ~0 0,99
Male 28,6 <0,001 *** 20,4 <0,001 ***
Femelle 10,4 0,001 ** 41,1 <0,001 ***
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Tableau 15: résultats du sous-modéle (GLIMMIX) focalisé sas leffets méale et femelle
pour les deux conditions d’élevage a chaque daehdntillonnage.

Jour 20 Jour 25 Jour 28
Chi2 valeurde P Chi2 valeurde P Chi2 valeuPde
Tamisage Male 16,7 <0,001 *** 274 <0,001 *** ---em' -
Femelle 30,3 <0,001 *** 1,1 0,294 -
Témoin Male 8,3 0,004 ** ~0 0,99 17,9 <0,001 ***
Femelle 4,2 0,04 * 1,6 0,206 ~0 0,99

Tableau 16: résultats du sous-modele (GLIMMIX) focalisé siaffet temporel considérant
les contributions pour les deux conditions d’élevag cours du temps.

Tamisage Témoin
valeur Pr>F valeur de Pr>F
de F F
Temps 0,43 0,57 0,64 0,57
Chi2 valeurde P Chi2 valeur de P
Temps x Male x Femelle 10,5 0,001 12,5 <0,001 ***
Méale x Temps 29,9 <0,001 *** 6,6 0,01 **
Femelle x Temps 3,3 0,069 20,6 <0,001 ***
Male x Femelle 7,1 0,008 ** 0 0,99
Méle 9,2 0,002 ** 17,8 <0,001 ***
Femelle 0,1 0,752 6,6 0,01 **
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3. Tallle efficace de population

L’évolution temporelle des cohortes de fixatiortjrage par la taille efficace de population
relative a la valeur initiale de fécondation egtortée dans la figure 13. En effet, ce ‘Ne’ a été
initialement pondéré en fonction des taux d’éclosibrente familles ont été produites dans
'expérience. Idéalement, chaque couple possedmawnd’éclosion égal. Hors, le calcul de
ces derniers a montré une inégalité entre femedlasréalité, la somme des pourcentages
d’éclosion de chaque couple est égale a 2026 awdBe3000 si tous les taux avaient été de
100%.

Au 20™ jour a.f., la taille efficace de population atteBeulement 31,3 + 12,4% et
40,6 £ 4,5% de la valeur initiale de référencepeetivement pour le témoin et la condition
sélective. Au 28" jour a.f., la valeur de Ne augmente jusqu'a 75.84% pour I'élevage
sans tamisage contre 56,5 + 10,9% avec tamisagdefier point d’échantillonnage, seul le

témoin reste, affichant une valeur de I'ordre dpriecédente date (78,3 + 7,8%).
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Figure 13 : Effets génétiques du tamisage : évolution défelatif efficace, exprimé en
pourcentage de la valeur initiale a la fécondation.
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V. Discussion

1. Assignation de parenté

Le développement de marqueurs moléculaires hygablas, tels que les microsatellites
utilisés lors d’'analyse de parenté au sein de @obipuls naturelles ou expérimentales, se
généralise en aquaculture (Jerry et al., 2004)cdwrs de cette expérience, le multiplexage
«trois loci » décrit dans le chapitre 1 a étéisdil Au final, 90% des 1440 larves
échantillonnées ont été assignées sans ambiguité @uple de parents. D’une maniere
générale, les 10% restants ne sont pas liés atlzoded’assignation mais plutbt aux étapes
précédentes, depuis la conservation des larves’aubélectrophorése des produits PCR.

La conservation des larves dans I'éthanol est &ésflenL’éthanol 70 a été choisi pour
notre étude, I'’éthanol 100 ayant été écarté ausodessais préeliminaires, ce dernier n’offrait
pas la méme garantie de résultat. Cependant, mémuilisant I'éthanol 70, les derniéres
cohortes de fixation pour la condition sans tamgsaignt pu étre amplifiées (jour 30 et 31).

Il se peut également que I’ADN ne soit pas accésgjoand I'étape d’écrasement de la
coquille de la larve n’a pas été correctement &ifse Ensuite, lors de la mesure des larves et
de leur individualisation, une erreur de manipolatpeut avoir pour conséquence l'absence
de larves dans le tube donnanposterioriun électrophérogramme vierge. Une autre cause
possible est un mauvais alignement ou une absemcemdrqueur de taille sur
I'électrophérogramme qui le rend illisible.

Par ailleurs, la quantité d’ADN total contenu dang larve d’huitre est relativement faible
et se situe souvent juste en limite de détectio déthodes de quantification employées
(dosage par spectrométrie). La technique d’extractinise au point en parallele du
multiplexage, congue pour allier efficacité, rapgdet moindre co(t, ne permet parfois pas de
s’affranchir des contaminations protéiques. Il paots étre difficile de catégoriser un alléle
lorsque sa faible intensité est confondue avecui te fond inhérent a I'électrophorese.

La présence d’alléles nuls (alleles non détectésPER dus a une mutation dans la
séquence homologue de I'amorce) a été rapportee@hgigas(Mc Goldrick et al., 2000 ;
Huvet et al., 2004). Les géniteurs utilisés powrtesement, ont été choisis de maniére a étre
hétérozygotes, les alléles nuls ne sont @asiori, présents dans la descendance étudiée.

Le pourcentage d’assignation obtenu atteint 90%mg@zoé aux études ayant utilisé une

démarche similaire de familles en mélange puisead®rmstruction rétrospective de parenté
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(tableau 2), ce pourcentage est éleve, d’autastgllion considére la difficulté d’extraction

des larves.

2. Conséguences du tamisage sélectif

Du fait d’une forte fécondité, le nombre de gameles bivalves n’est généralement pas un
facteur limitant dans la production de naissairéeloserie. Aussi, compte tenu du caractere
aléatoire des taux d’éclosion et de la survie iagyde nombre initial d’embryons fécondés
est souvent largement supérieur au besoin de piiodu®’ou une pratique d’élimination des
larves qui consiste a réduire leur densité au coen&levage (Lipovsky, 1984 ; Loosanoff &
Davis, 1963). Autre aspect pour lequel le tamisegje2galement préconisé, I'élimination des
particules susceptibles de « pourrir » le miliemote les coquilles de larves mortes. Enfin,
conserver les larves ayant la croissance la phisi@gpermet de réduire considérablement le
temps d’élevage et semble s’inscrire dans une d#marolontaire de sélection afin
d’améliorer les stocks sur le critere croissances€le, 1979). Pour toutes ces raisons,
'élimination des plus petites larves par tamisapt une pratique courante en écloserie
commerciale. Cependant, l'impact de cette sélectatificielle d'un point de vue

phénotypique et génétique restait inexploré.
2.1 Aspects phénotypiques

L’effet d’'une élimination progressive des individles plus petits sur la moyenne et le
coefficient de variation des tailles de larves aépde la variation existante entre individus et
de sa stabilité dans le temps. Contrairement adestplus tardifs (e.g. Boudry et al., 2003b),
le phénomene est peu documenté, le marquage pbydicpet des larves étant impossible. Si,
au cours de la période de développement larvarpetformance de croissance individuelle
varie beaucoup entre individus dans le temps, nii@lation des plus petits individus
n'affectera que peu la moyenne et la variation decaractére dans la population. Dans
'expérience que nous avons meneée, |'élimination 586 des larves a conduit a une
augmentation de la moyenne des tailles de 24,4u9/%) par rapport a la condition
“témoin” et a une diminution de son coefficient whriation de 11,8 a 7,3 (soit —38,1%) au
17°™ jour. Il apparait alors que la sélection sur lilletaa un effet plus important sur la
variabilité des tailles de larves, homogénéisastdarniéres, que sur la croissance moyenne

larvaire. Cette prépondérance de l'effet sur laalmlité plus que sur la moyenne était déja
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observée pour les jours 13 et 15 (respectivemerit% Sontre —47,9% et +10,3 contre —
48,9%). Il est également remarquable qu’une difféeedans les coefficients de variation sur
la taille entre les deux conditions, soit présetis le 16™ jour, lorsque la sélection est
relativement faible et malgré une différence ed® vides de maille déja importante (60
contre 110um). Un effet significatif entre les rapges de taille des deux conditions n’est
observé qu'un peu plus tard, soit & partir dif™fJour aprés fécondation. Dans les bacs
soumis a sélection artificielle, le coefficient dariation de la taille cesse d’augmenter au
10°™jour, atteignant une valeur maximale de 7,5. Aposé, dans les bacs sans tamisage, le
coefficient de variation augmente considérablemesgu’au 15™ jour (valeur de 14,4) pour
ensuite se stabiliser.

Autre effet important de la sélection sur la tailie fenétre temporelle d’apparition des
larves pédivéligeres est plus réduite et plus m&c&€omme pour la croissance larvaire,
limpact sur la variabilité dans la date de midexation (5 contre 11 jours) est plus important
gue sur sa moyenne (date moyenne de fixation étalfiL jours contre 24, soit +14%).

Les larves a croissance lente atteignant le stadixdtion plus tardivement que celles a
croissance rapide, la variabilité dans la croissalacvaire et le timing d’apparition des
pédivéligéres sont directement reliés. Ceci serdBlaontrer que, due a la forte variabilité
dans le rythme de croissance, une sélection faibieodérée sur la taille en phase larvaire
peut avoir un effet trés important sur la variaitie taille et la fenétre temporelle de fixation,
et un effet moindre sur les moyennes.

La densité de population peut se révéler étre aredia prépondérant, ayant une influence
négative sur la survie et la croissance d’organss(peur revue, voir Rodriguez-Mufioz et al.,
2003). Dans notre expérience, la nourriture a ititiltuée de fagcon a ce qu’elle soit toujours
en exces par rapport au besoin des larves. Aimsipeut penser que les effets densité
dépendant sont négligeables. Ceci est conforté Ipafait que les premieres larves
pédivéligéres apparaissent a la méme date podelesconditions.

Bien que 50% des larves aient été éliminées enitbtmmdélective, le nombre de juvéniles
apres fixation n’est réduit que de 15% par rapportémoin. Des études supplémentaires sont
nécessaires afin de définir un ratio optimal d'@&hation, qui pourrait a la fois minimiser la
perte relative de naissain et maximiser la rédoddi® variabilité dans la fenétre temporelle de
fixation. La répétabilité des résultats présentéseste également a démontrer.

D’un point de vue phénotypique, les résultats steggeque le tamisage sélectif des petites

larves en écloserie soit une procédure permettagiain de temps, puisque aboutissant a une
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réduction de production limitée, due a une meibbesurvie relative et un meilleur succes a la

fixation des larves a croissance rapide.
2.2 Aspects génétiques

Suivre la variabilité génétique des stocks d’édieset maintenir cette variabilité au cours
des cycles d’élevage sont deux points fondamenpux une gestion d’écloserie réussie
(Primmer et al., 1999). Les facteurs génétiquesrad@hent (partiellement) la valeur sélective
(“fitness”) et I'adaptabilité des organismes (Tarmlgi, 2003). Maintenir un large panel de
génotypes assure a une population d'écloserie ueebifité dans sa réponse aux
changements environnementaux et reste donc impodims un contexte de sélection et
d’amélioration génétigue a moyen et long terme. Mamabilité génétique réduite dans les
stocks d’écloserie a souvent été décrite pour lebusgues (Gosling, 1982 ; Wada, 1986 ;
Dillon & Manzi, 1987 ; Hedgecock & Sly, 1990 ; P&n& DiMichele, 1990 ; Vrijenhoek et
al., 1990 ; Gaffney et al., 1992 ; Durand et a@93). Il a été montré qu’'une forte fécondité
combinée a une forte variabilité du succes repredmcpouvait aboutir & une importante
dérive génétique (Boudry et al., 2002). Notre jeuddnnées ne nous permet pas d’estimer
directement l'impact global du tamisage sélectif Budiversité génétique. Cependant, les
résultats montrent que I'élimination des plus pstitarves a un effet significatif sur la
variabilité génétique des cohortes de larves petasfixer.

Premierement, les larves échantillonnées dans des des deux conditions d’élevage
présentent des contributions parentales relatiiresagres au 26™ jour aprés fécondation
(= premier jour de fixation) mais pas au®?% Deuxi@mement, avec ou sans tamisage, les
contributions parentales sont plus équilibrées desarcohortes tardives que précoces. En
conséqguence, lI'impact génétique du tamisage setestible agir au travers de son effet sur
la fenétre temporelle de fixation. Cela illustraitment I'importance des cohortes tardives
pour minimiser les effets de dérive génétique desstocks d’écloserie. Ce constat confirme
les travaux de Laing & Earl (1998) qui proposenimaintien de 'ensemble de la population
larvaire pour la production de naissain. Pour cetews, les cohortes tardives méritent
attention puisqu’elles fournissent un naissain dalitf acceptable. Notre étude montre que
ces cohortes sont importantes afin de minimiseral@abilité du succeés reproducteur et de
fait, de maximiser la variabilité génétique deskso

Le tamisage tel qu’il est pratigué en écloseriet pagalement avoir un effet génétique

direct en sélectionnant des génotypes a croissapige en stade larvaire. Ces aspects ont
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jusque la rarement été évoqués dans la littératdareande et al. (2003) ont étudié la
variabilité génétique ainsi que les corrélationsagigues pour des caracteres d’histoire de vie
précoces che€. gigas D’'aprés ces auteurs, le polymorphisme génétignebke étre défini
entre deux stratégies extrémes ayant une basdqénétaux de croissance larvaires et tailles
élevées a la métamorphose mais faibles succesatéamorphose, croissance et survie apres
fixation contretaux de croissance larvaires plus faibles, fixatitardives (plus petites tailles)
mais succes a la métamorphose, croissance et supvégieurs apres fixation. Ceci implique
gue la sélection sur la taille par élimination ggs petites pourrait réduire le succés de
fixation, la croissance et la survie post-métamosgeh Toutefois, Newkirk et al. (1977) pour
C. virginica et Collet et al. (1999) pouC. gigasont montré I'existence d’'une corrélation
phénotypique positive entre la croissance larvairgost-larvaire. Nos résultats appuient
€galement |'existence d’une corrélation phénotypiquositive entre croissance larvaire,
survie et succes a la fixation, et montrent qu'waeiabilité génétique existe pour ces
caractéres che€. gigas D’'autres études sont nécessaires a la validatemn corrélations
génétiques observées par Ernande et al. (2008),tett est le cas, a I'étude des mécanismes
responsables pour leur réciproque au niveau phgigoiy. Des comparaisons de caractéres de
stades de développement précoces entre stocks desul®mestication et de populations
sauvages pourraient aider a déterminer I'existetaee sélection différentielle en écloserie

commerciale.
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Bilan-synthese

v Ce second chapitre consacré au tamisage sélbotitina un double enseigneme

dont les significations peuvent étre divergentes.

v A I'échelle phénotypique, le tamisage se justifigsque assurant un gain de ten
dans la production, les larves ainsi sélectionmd@mnt de meilleures survies par rapport
reste de la population larvaire. En ce sens, madteés appuient I'existence d’'une corrélat

phénotypique positive entre croissance larvainiset succes a la fixation.

v' A l'échelle génotypique, ces données supportemgpbthése qu'il existe un
composante génétique significative aux caracteeesléeloppement larvaire (croissan
temps a la fixation...).

Par ailleurs I'effet significatif sur la variabéitgénétique des cohortes de larves pr
a se fixer, ne semble pas plaider en faveur d’'uaéque de tamisage sélectif. Les larve
croissance rapide, arrivant donc précocément apé&te fixation présentent une variabi
génétique moindre. Les larves qui arrivent “pluattivement a fixation ( = larves éliminé
par le tamisage) sont également importantes afirmdemiser la variabilité du succé

reproducteur et de fait, de maximiser la variabijénétique des stocks.
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CHAPITRE 3

EFFETS ENVIRONNEMENTAUX: Polymorphisme

génétique et phénotypique de caracteres larvamesiafluence de la
température
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|. Introduction

L’environnement peut avoir une influence directelsa parametres génétiques quantitatifs
qui sous-tendent les traits d’histoire de vie §SgHoffmann, 2004). Les voies métaboliques
et de développement sont influencées a différeetgéd par I'environnement (Lynch &
Walsh, 1998). Les conséquences de I'environnemantasvariance phénotypique peuvent
étre subtiles et complexes, particulierement si tonsidére le cas ou un méme génotype peut
répondre différemment en fonction de I'environnetreuquel il est confronté (on parle alors
d’interaction Génotype x Environnement). L'ensemdies phénotypes produits par un
génotype donné dans différentes conditions d'enmgment est alors défini comme la norme
de réaction du génotype (Falconer & Mackay, 19B&)variation dans les normes de réaction
parmi les génotypes peut mener a des interactiomi®e dacteurs environnementaux et
génétiques considérables. Ainsi, les difféerencednptypiques entre variants génotypiques
peuvent ne pas étre identiques d’un environnemEatitie.

Pour des espéces aquacoles, on peut aisément en&gififficulté de prédire I'expression
phénotypique de descendants en condition artiigGiédsquels peuvent étre issus de parents
dont la filiation est inconnue. Ché&rassostrea gigades traits d’histoire de vie (notamment
ceux associés a la phase larvaire) sont connusgyair une base génétique suggérant qu'ils
puissent étre modifiés par sélection (Ernande t248l03). Le stade larvaire peut aussi
largement étre influencé par I'environnement etsplparticulierement par le facteur
température (Gosling, 2003 ; Helm et al., 2004uv@at étudié au méme titre que la salinité
(Kinne, 1963), la température semble cependantr av@ influence prépondérante (Hoegh-
Guldberg & Pearse, 1995) ayant une implication plusnoins directe dans la régulation du
rythme de développement, la durée de la phaseigé&aainsi que la mortalité larvaire de
bon nombre d’invertébrés benthiques marins (Aldaremda et al., 2001). Pour la majorité
des animaux ectothermes, la température affecteusua croissance (Stillwell & Fox 2005).

De nombreuses études ont porté sur I'étude desnsépophénotypiques face a la
température aux difféerents stades de vieCdgjigas(Calabrese & Davis, 1970 ; His et al.,
1989 ; Millican & Helm, 1973 ; Abdel-Hamid et aL992 ; Helm & Millican, 1977 ; Shpigel
et al., 1992 ; Flores-Vergara et al., 2004 ; Hetnale 2004). Les travaux plus précisément
dédiés au stade larvaire se sont attachés a démiconditions thermiques optimales de
développement. Selon ces derniéres, I'optimum deldppement larvaire est observé pour
des températures comprises entre 25 et 30°C (éssoai une salinité de 25%. et 30%0). En

écloserie commerciale, les températures utiliséas généralement constantes et supérieures
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a 25°C. Elles contrastent de fait avec les tempgatrelevées en milieu naturel, inférieures
et plus variables (exemple d’'une station de prét@re localisée en zone « est » du Bassin
d’Arcachon ou entre 1987 et 2003, les températures/ennes sur la période de
développement larvaire ont fluctué entre 21 et 2@ Cexception de I'année 2003 ou une
température moyenne de 26,2°C a éteé relevée), &dgurer, 2004).

Aucun travail n'a été mis en ceuvre afin d'étudimffét de la température sur le
développement précoce via une approche assistéempagueurs en laboratoire. Cette
approche est une opportunité unique afin d’examil@erréponse geénétique (plasticité

phénotypique) face a un facteur environnementainceta température.

Ernande et al. (2003) ont montré gu'il existait @eenposante génétique aux variations de
survie et de croissance larvaire et des corrélatigénétiques négatives entre taux de
développement larvaire et succes a la métamorppesmettant la coexistence de différentes
stratégies de développement précoce. L'influence denditions environnementales (en
particulier la température) sur ce polymorphismen sexpression phénotypique et

d’éventuelles interactions génotype - environnemestiit inconnue.

Dans ce chapitre, nous présentons une expériemtd’dojectif est la compréhension de
linfluence des conditions de température sur leetiippement des larves (et donc la
production de naissain) en comparant la diverst@tque de populations de larves élevées
en conditions intensives (~26°C) et extensives {€20L’expérience, comme la précédente
(effet sélectif du tamisage), repose sur un crogsgrfactoriel impliquant cette fois 4 femelles
et 12 méles, dont les génotypes microsatellite$ slooisis afin de maximiser I'assignation
parentale rétrospective. A lidentique, les parae®et« survie » et « croissance » ont été
suivis. Des prélevements aux stades larvaire dtlgosire pour analyse génotypique ont
également été pratiqués au cours de l'élevage.indigidus génotypés ont été mesurés
donnant ainsi acces a des données individuellesoiEsance.

Les données ainsi recueillies ont pour objectiftudléer la réponse phénotypique et
génétique (approche assistée par marqueurs) desndiesits des différentes familles (48)
pour la survie et la croissance en fonction deraperature.

Cette expérience s’'inscrit, a I'image de I'étude d$effet du tamisage, dans une
compréhension globale des pressions sélectivesafimoyen terme, de pouvoir intégrer les

résultats dans 'optimisation (en terme génétiales) pratiques de reproduction en écloserie.
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[l. Matériel et méthodes

1. Reproduction

1.1 Choix des géniteurs

Sur un ensemble de 200 individus adultes issugmg®duction en milieu naturel (Port des
Barques, Charente-Maritime), une sélection a decteiée en vue de conserver des males et
des femelles présentant un maximum d’hétérozygditiede faciliter I'assignation de parenté.
Ces 200 huitres ont été sexées et génotypees éani Bicrosatellites utilisés dans cette
étude. La méthode de sélection est la méme que atliisée pour I'expérience du chapitre
précédent. Les individus sélectionnés ont été plda@s un raceway alimenté par de I'eau de
mer filtrée et maintenus dans des conditions tauods et de température optimales, dans

I'attente de leur maturation sexuelle durant env2amois.

1.2 Obtention des gameétes

Les gameétes ont été obtenus par stripping ou E@diiin de la gonade. A l'aide d’un
scalpel, la gonade est dilacérée et rincée a beamer afin de récupérer les gameétes. Ainsi,
gametes males et femelles ont été récupérés separgmis filtrés sur un tamis de 25um
pour les males et de 60um pour les femelles. Enfin,comptage pour déterminer la
concentration optimale de gamétes a utiliser logslal fécondation a été effectué. Ce
comptage a été réalisé grace a des cellules desséalgpour les ovocytes et de Thoma pour

les spermatozoides (assisté par le logiciel IPGadalyse d'images SAMBA™).

1.3 Fécondation

Le nombre d’ovocytes souhaité a été mis en suspertdns de I'eau de mer (objectif :
obtenir 15 millions de larves dans chaque bac #éje, soit une densité de 100 larves/ml).
Cette concentration élevée a été maintenue pollitdade rapprochement des gameétes
pendant les premieres minutes suivant la fécondatis, la quantité de suspension de
sperme nécessaire pour avoir un ratio de 100 spezoides par ovocyte a été ajoutée. Un
croisement factoriel avec 12 méles et 4 femelletéaréalisé. Les 48 croisements ont été
effectués séparément dans des béchers de 500iantéld compétition spermatique. Les
embryons n'ont été mélangés que 3 heures aprésdadation constituant ainsi des familles

en meélange.
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Afin de déterminer le taux d’éclosion, trois préeéwents post-fécondation pour chaque
croisement ont été réalisés a 24 h et chacun éésvpments a été compté trois fois. Ce taux
est déterminé par le ratio Nombre de larves / Nemdal d’'ovocytes.

2. Elevage larvaire

Une fois mélangés et homogénéisés, les embryonsté@mépartis de maniere égale dans 6
jarres contenant 150 litres d’eau de mer filtrégpnf). Trois jarres (ou réplicats) ont été
placées dans une salle a 20°C, et les trois apteeges dans une autre salle a 26°C. La
température de I'eau a été maintenue constantehpaiffage de I'air ambiant dans les salles.
Le régime alimentaire distribué était composé d'unélange de trois algues
phytoplanctoniques habituellement utilisées dansaire des élevages au sein de I'écloserie
de La Tremblade. Il s’agit d’'une ration journaliéevolutive au cours de ['élevage
(tableau 17).

Tableau 17: Description de la ration alimentaire distribuée.

Especes d'algues distribuées (nb de Cellules/mL/j)

Chaetoceros ... Diameétre
: ) o Volume distribué

Phase Isochrysis calcitrans  Gracilis ar espace des larves

d'élevage tahiti forma galbana P P d'huitres

. (enlL)
pumilum (Hm)
1- Jourl a J6 18 25 16 0,34/ 0,125/ 0,19 40

2-J7aJ12 20 26 12 1,7/ 0,76/ 0,97 110
3-J13 a Fin 20 25 18 2,6/ 1,315/ 1,82 210

Au bout des 24h d'incubation, les larves ont é®upérées sur un tamis de maille de
45um, rincées a l'eau de mer filtrée puis remisesw@spension dans une éprouvette pour
réaliser un échantillonnage (par bac: mesure @melre maximum de 100 larves et
estimation par comptage sous binoculaire du nondbaé de larves). A cette méme date, pour
tous les lots, la densité larvaire a été rameng&@ larves/ml. La remise en eau a ensuite été
effectuée a 26°C ou 20°C selon la salle d’élev&grir la suite de I'élevage, une filtration
identique a celle précédemment décrite a été éalisus les 2-3 jours (avec mesure et
comptage). Une maille de tamis non sélective anatéatenue afin de retenir le maximum de

variabilité phénotypique.
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Sur I'ensemble de la période d’élevage larvameteimpérature de I'eau a régulierement
été relevée afin de maintenir une différence deptature d’au moins 6°C entre les salles
d’élevage.

Quelques jours avant la fin de la phase larvaes, larves sont dites pédivéligeres et
mesurent environ 300um. Lorsqu’elles ont atteirgteele, la fraction de la population retenue
sur un tamis de 220um a été placée en micro-narpedr fixation. Les larves ont été alors
disposées dans des tamis de 150um, dont le fonthgissé de microbrisure de coquilles
d’huitres, constituant un substrat adéquat pofixdion.

Chaque cohorte quotidienne de fixation a été adlisgée vers la micro-nurserie et
disposée dans des tamis avec un effectif maxim&Dd#0 individus par tamis. Ces tamis ont
été disposés dans des raceways dont l'alimentagomssurée par un flux continu d’eau de
mer filtrée et enrichie en phytoplancton (condisiedentiques pour toutes les cohortes, issues
de I'élevage a 20 ou a 26°C).

Environ 10 jours apres la fixation, une estimatitnl'effectif du naissain a été réalisée.
Une regle de trois a été réalisée a partir du pitdd de la cohorte et du poids moyen de 3
échantillons dont les effectifs ont été mesuré$inEhensemble des cohortes a été réduit a un
effectif de 5 000 individus par tamis. En compaitarntombre de juvéniles fixés au nombre de
larves placées en micro-nurserie, le succes atamuogphose a pu étre calculé.

L’ensemble des parametres phénotypiques suivisoats ale I'élevage larvaire et de la

période de micronursage peut étre résumeé comm§iguite 14) :

LEBCONTALIOL e ssscseeeeeeesssssesessseeeeeeeesssseesssssee e sessssesees e sseereneeeseeeees
OTaux éclosiora 24h
(3 réplicats / 3 comptages)
Stade : : T — )
larvaire I]Cro_lssance Mesure de la talll Survie : Densité larvaire
maximale de 100 larves par bac 5 estimations par bac
d’élevage {outes les 48h (toutes le«48I
LG Lo TSSO STSST
Stade
juvénile OTaux de fixation

(10 jours apres fixation

Figure 14: Ensemble des données phénotypiques larvairasitiées.
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Figure 15: Récapitulatif des points d’échantillonnage pmesure et génotypage individuel
(en grisé) : 3 au stade larvaire (a,b,c) et 4 adestjuvénile (d,e,f,g) (80 jours apres
fécondation, chaque cohorte correspondant a 3 gmifxation).
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3. Mesures individuelles de larves et de juvéniles

En plus de I'ensemble des mesures précédemmeritedéates larves ont été prélevees
pour analyses de parenté. Trois points d’échantihge ont été effectués en phase larvaire.
Pour chacun des trois bacs dont I'eau a été maiatén26°C, 288 larves de la premiére
cohorte de larves pédivéligéres (prétes a se figat) été mesurées (taille maximale) et
génotypées pour les trois marqueurs microsatelltda méme date, de facon identique, 288
larves issues de chacun des trois bacs a 20°Quesit &é analysées. Enfin, un troisieme point
de prélévement (toujours 288 larves), encore pesrlarves élevées a 20°C a été réalisé
correspondant a la premiere cohorte de larves gkgkves de cette condition.

Techniqguement, ces larves ont été individualisé¢saide d'une pipette puis mesurées
précisément (dixieme de micron) grace a un projecte profil (Nikon) équipé de vis
micrométriques. Ensuite, elles ont été placées @qis d’éthanol a 70%, en attente de
I'extraction de 'ADN.

Par ailleurs, les larves fixées quotidiennementé@tregroupées (1 groupe correspondant
a 3 jours de fixation) pour des raisons logistiquEissi nous avons disposé de 3 cohortes
pour chaque condition (fenétre de fixation d’enmi® jours). Un échantillonnage 80 jours
apres fécondation a été réalisé pour les groupedness, soit les cohortes correspondant aux
3 premiers et 3 derniers jours de fixation. Cetadtionnage comprend la mesure de la
longueur maximale de coquille des juvéniles aingiug prélevement de branchie pour
génotypage. La figure 1Bi-contre récapitule I'ensemble des points d’éciianhage en
phase larvaire et post-larvaire. Au total, 259%daret 1152 juvéniles ont été mesurés puis
géenotypés.

4. Analyses de données

4.1 Inférences statistiques pour analyses phémptgpi

4.1.1 Taux d’éclosion
La proportion du nombre d’embryon développé 24 éew.f. (apres fécondation) (= taux
d’éclosion) a été traitte comme donnée binomialatéisant une fonction de lien logistique
(logit).

Logit (taux d’éclosion) = log(taux d’éclosion/(1tta d’éclosion))
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La variation du taux de fécondation entre malesnéte femelles a été testée en ajustant un
modeéle prenant en compte de ces deux effetsqmdieur interaction.
Modeéle :Logit (taux d’éclosion) = méle + femelle + répligamale*femelle+

male*réplicat + femelle* réplicat + male*femellegplicat + résiduelle

4.1.2 Taille des larves et taille de population

La taille des larves a été analysée comme donndeat® (normalité préalablement testée
via le test de Shapiro-Wilk). La taille de popubatiou survie (= nombre de larves comptées a
chaque jour de filtration) a été analysée commenées de type Poisson en utilisant une
fonction de lien log. Les données collectées msémble de la durée d’élevage larvaire ont
d’abord été étudiées avectEmpsen covariable, léraitementet réplicat (imbriqué dans le
traitement que I'on peut simplifier par la notationréplicat / traitement)(ainsi que les
interactions associées) comme variables. |l s@gitc d’une analyse de co-variance visant a
mettre en évidence s'il en est, un premier effebagl dutraitementsur 'ensemble de la durée
d’élevage {raitementtemps3.

Modéle :Log (...) = traitement + temps + réplicat (traitementtraitement*temps +

temps*réplicat(traitement) + résiduelle

Par la suite, pour chaque date d'échantillonnages dnalyses de variance ont été
effectuées avec lgaitementet réplicat / traitementcomme variable. L’objectif ici est de
préciser la date d'apparition de différence sigatifive entre conditions de température
(traitemenj.

Modéle :Log (...) = traitement + réplicat (traitement) + caselle

4.2 Inférences statistiques pour analyses génatgpiq

Pour les 7 points d’échantillonnage réalisés (Bglib), les paramétres étudiés ont été :
contribution parentale et taille. Afin d’étudiesldifférences de contribution entre conditions
et leur évolution dans le temps, nous avons utiiséhacro GLIMMIX de SAS. Concernant
les données individuelles de taille, la procéduXBD de SAS a également été mise en

oeuvre.
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4.2.1 Larves
Trois points d’échantillonnage concernent le stieaire. Ces points ont été comparés
deux a deux suivant un modéle intégrant selondele@raitement(température) ou lEemps
comme effet fixe. Les autres effets du modatgalg femelle réplicat/traitement et les

interactions) sont considérés comme aléatoires.

Modéle :Log (...) = male + femelle + traitement + répliced{tement) +
male*traitement + femelle*traitement + male*femetdemelle* réplicat(traitement)
+ male*réplicat(traitement) + male*femelle*traitenter

male*femelle*réplicat(traitement) + résiduelle

Pour l'analyse des données de taille (Proc MIXER) de contributions (Macro
GLIMMIX), le modéle utilisé reste le méme.

La procédure MIXED (tout comme GLIMMIX), comme déjai pour la précédente
expeérience, bien qu'elle permette une parameétisatii modele (notamment l'estimation des
composants de la variance pour les effets aléateirdes parametres pour les effets fixes), ne
permet pas de tests directs de significativité pgesreffets aléatoires. Seuls les effets fixes
peuvent étre testés via la procédure MIXED (basesise statistique F).

Par conséquent, afin de tester les effets aléatairtaut alors passer par des tests de ratio
de vraisemblance (« likelihood ratio tests ») emtiedéles dit ‘hiérarchisés' lesquels suivent

de maniére asymptotique une distribution@(Littell et al., 1996, voir p. 387).

Pour chaque point d’échantillonnage, afin de sp¥dis effetgnéleetfemelle le modéle

suivant, ou 'ensemble des effets sont aléatolritel] et al., 1996, voir p.103), a été utilisé :

Modeéle :Log (...) = male + femelle + réplicat + male*femeltefemelle* réplicat +

male*réplicat + male*femelle*réplicat+ résiduelle

Via la procédure VARCOMP associée a la méthode REMaximum de vraisemblance
restreint), nous avons également déterminé les asamps de la variance du modele pour
'analyse des données de taille larvaire (élémpatessaires au calcul des composants de la
variance génétique) afin d’en extraire une valebheéritabilité. Le plan de croisement que

nous avons utilisé correspond au « North Carolirsighll » décrit par Lynch et Walsh
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(1998). Le lien entre variances du modele et vasargénétiques est décrit au travers des
formules suivantes :

c2s=Yg2 A

02d=Y52 A+ o2 m

o2d*s =¥s2 D

02 S*E= V2 GXE/A

o2 d*E= Y2 GXE/A +6 2GXE/m
02 s*d*E = Y2 Gx E/D

ou o2s =variance male
o2 d = variance femelle
o2 A = variance génétique additive
o2 m =variance due aux effets maternels
o2 D= variance génétique de dominance.

L’héritabilité au sens strict (h8) de la croissance larvaire a ainsi été calculkeda formule
suivante :

h2(ns)= 4 62s /62 P(variance phénotypique)
L’écart-type a été déterminé par la formule de Beq&984). L’héritabilité de la croissance

larvaire a été estimée aux trois points d’échamiiiage précédemment décrits.

4.2.2 Juvéniles

Pour étudier les points d’échantillonnage concdrnas juvéniles (80 jours apres
fécondation), les mémes modeles que précédemmentsdént été utilisés. Ainsi deux types
de comparaisons ont été effectuées : entre cohprtaces et tardives pour une méme
condition de température et entre conditions dep&ature pour les cohortes précoces et
tardives. Ceci a été réalisé pour les mesuresitublies (via la Proc MIXED) et les données
de contribution (via la Macro GLIMMIX de SAS).

4.2.3 Larves/juvéniles
La encore, la méme démarche statistique a été eniseuvre, dans le but cette fois-ci de

comparer sur la base des données de mesure inglieicit de contribution, les échantillons

de larves des premiéres fixations avec les éclamgijuvéniles des cohortes précoces.
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ll. Résultats
1. Données phénotypiques

1.1 Taux d’éclosion

Une fois le comptage réalisé, les résultats obtepus les suivants (voir figure 16) : pour

les méales, les taux d’éclosion sont compris en®,2% et 75,8% et pour les femelles, entre

27,8% et 84,4%.

Parmi les quatre femelles, une présente un tauxlodi®n largement inférieur
(27,7 £ 8,2%). Ceci est confirmé par I'analyseistafue (2=947,7 ;p<0,001). De méme, il
existe une différence significative entre les m&l¢s64,4 ;p<0,001) et entre les familles

(x?=24,6 ;p<0,001).

Taux
d'éclosion
(%)

Figure 1€: Représentations en B
plots des taux d’éokion des géniteL
(A. femelles, B. méles).

Taux
d'éclosion
(%)

9 81 160 164

Femelles

106

2 40 55 58 71 74 89 90 168 179 180 199
Males
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1.2 Caracteres larvaires

1.2.1 Croissance larvaire

Deés le premier jour d’élevage, la température arflee de maniere significative le taux de
croissance larvaire (F=182,8<0,001). Durant I'élevage, le diametre moyen desem
placées a 26°C a toujours été supérieur a celuiadess placées a 20°C (figure 17). Cela est
confirmé par I'analyse de covariance. En effegxilste un effet significatif du traitement sur
le taux de croissance larvaire pour I'ensembleadeériode d’élevagdr@itement*tempsy? =
401,4 ;p< 0,001). Sur la figure 17, les tracés de diffésdats (réplicats) ne sont pas groupés
par condition de température, I'effet réplicat étsignificatif (2 =942,8 p < 0,001).

320

270

G
% 290 - —@— Lot 20°C
Z —— | 0t2 20°C
E —&— L0t3 20°C
o 1704 - = Lotl 26°C
--0O- - Lot2 26°C
120 - --O-- Lot3 26°C

70 T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Jours aprés fécondation

Figure 17 : Evolution du diametre maximum des larves par ré@plgelon chaque condition
(en pointillés, les bacs maintenus a 26°C ; et ptain, ceux a 20°C).
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1.2.2 Taille de population &ux de fixation

L'effet du traitement (température) est significatif sur la taille depptation pour
'ensemble de la durée d’élevagetrditement*temps y2 = 8,1; p = 0,004), résultat
ANCOVA). Cependant, il existe une forte variabil@gtre lots (effetéplicat, y2 = 22,1 ;p <
0,001), modérant de fait linterprétation statisBq La figure 18 permet de suivre la
décroissance des effectifs de larves. La varigbiibtre lots d'une méme condition est
remarquable et explique la significativité de l&fféplicat L'analyse de variance effectuée
pour chaque date d’échantillonnage ne permet pasmgure clairement a propos d'un effet

de la température sur la taille de population thes effets réplicats sont également

significatifs.
1 600 000
1 400 000
1 200 000
. —— °
1 000 000 < lotl 20°C
" —®—[ot2 20°C
= —— [0t3 20°C
S 800 000/ ©
= -~ --lotl 26°C
- D - °
500 000 lot2 26°C
--0--lot3 26°C
400 000-
200 000
0

3 6 8 10 13 15 17 20 22 24 27 29 30 31 33 34 36 39 42

Jours apres fécondation

Figure 18 : Evolution de la taille de population par réplicaion chaque condition (en
pointillé, les bacs maintenus a 26°C, en traitmptaiux a 20°C).

A 26°C, les premiéres cohortes de larves pédivéigésont apparues au °?3 jour
d’élevage. La fenétre temporelle de fixation s'ésndue sur 9 jours selon les lots. Nous
avons groupé I'ensemble de larves mises en fixaioB cohortes de 3 jours. Les premieres
pédivéligéres a 20°C ne sont apparues que 33 ppnes fécondation. Pour chaque lot, 9
jours de mise a fixation ont également été obsefdidésés également en 3 cohortes de 3
jours).

Pour la condition 26°C, 44,0 + 4,8% des larvesgmtes 3 jours apres fécondation ont été

mises en fixation, contre 5,4 + 4,2% pour la ctadi20°C.
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A 26°C, le taux moyen de fixation (sur I'ensembbs drois cohortes temporelles) est de
38,1 £ 6,0 %. Ces taux sont relativement stablaaalcohorte a I'autre (figure 19). A 20°C,
le taux moyen est de 6,8 + 5,2. Cette fois-cixis® une tendance a la décroissance dans le
temps puisque la cohorte précoce présente un taukO@B + 9,0 et la cohorte tardive de
1,9+1,.2.

60
- 50 -
ie)
X
= —_—206°
O 30 - 6°C
o - - & - -20°C
é 20
3 |
I_

10| MW-..__ E

0 ——m

Cohorte 1 Cohorte 2 Cohorte 3

Figure 19 : Taux de fixation moyens pour les cohortes tempesethises en micronurserie
selon chaque condition, chaque cohorte corresp@jpars (en pointillés, les bacs maintenus
a 26°C ; en trait plein, ceux a 20°C).

2. Données génétiques individuelles

2.1 Génotypage et assignation (génotypes pareetatebleau 18)
Sur les 2592 larves et 1152 juvéniles, respectivera®73 et 737 ont été génotypés et

assignés sans ambiguité a un couple de parents€B6480 d’assignation).
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Tableau 18: Génotypes aux trois loci des 16 parents a lineigles croisements.

femelle-81
femellel54
femelle-9
femelle-164
male-168
male-199
male-90
male-74
male-179
male-71
male-2
male-180
male-40
male-89
male-55
male-58

CG49

161/196
128/159
137/145
145/184
126/148
159/173
132/140
132/142
167/176
152/167
145/147
155/176
142/167
136/165
145/165
145/192

L10

133/163
117/172
138/156
136/145
112/172
127/170
131/147
120/171
125/129
126/137
129/163
148/188
145/145
115/135
141/152
143/154

CG108
154/161
123/146
139/150
125/141
125/141
125/177
119/150
133/146
117/151
131/153
135/149
125/135
131/138
127/163
133/141
127/135
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2.2 Points d’échantillonnage en phase larvaire

2.2.1 Données de contribution

Les figures 20 et 21 (ci-contre) fournissent unenpere information quant a I'évolution
des contributions individuelles au travers des fgoéchantillonnés en phase larvaire. Ces
figures représentent le différentiel des contrifmsi parentales entre valeurs observées et
valeurs attendues corrigées en fonction des taéolabion calculés un jour apres fécondation.
Concernant la figure 20 (contributions materne]les)’exception des contributions de la
femelle 160, I'observé differe de I'attendu. Deacel résulte une différence significative
entre les contributions femelles de chacun des points (J22-20°Cy? = 92,3 ;p < 0,001 ;
J30-20°C 2 = 54,8 ;p < 0,001 ; J22-26°C 2 = 68,1 ;p < 0,001). A noter que les données
ont été groupées entre bacs (réplicats) faute el’e$ignificatif. Une autre tendance
remarquable est la similitude d’évolution entreeuat de contributions aux points J22 26°C
et J30 20°C. Le troisieme point semble se distingiés deux autres (notamment au travers
des contributions des femelles 81 et 9). La tenelaiiservée en figure 2{contributions
paternelles) est plus complexe a décrypter congste tdu nombre plus important de males
impliqués dans le croisement initial. Cependarst,néles 40 et 90 se différencient largement
des autres pour le point J22-20°¢2 € 83,8 ;p < 0,001), présentant des valeurs de
contributions bien supérieures a l'attendu. La &eme visuelle de ces figures, selon laquelle
les contributions des points pré-métamorphoses pathes (isolant de fait le point J22-
20°C), est conforté par I'analyse statistique (f@g@2). Cette figure résume les principaux
effets (male et femelle) tirés de I'analyse compldes modeéles statistiques (les tableaux des
tests complets sont reportés en annexe 4.2). Legilmations (méales et femelles) sont
distinctes pour le point J22-20°C des deux autoesnparaison J22-20°C vs J22-26°C :
males*traitemen§?=22,8 ;p<0,001, femelles*traitemeng=8,6 ;p<0,001 ; comparaison J22-
20°C vs J30-20°C: males*traitemeng=39,6 ; p<0,001, femelles*traitementy?=8,2 ;
p<0,001). Les deux échantillons précédant la phadixdtion sont beaucoup plus proches en

terme de contribution (males*traitemef@t4,1 ;p<0,04, femelles*traitemeng=0 ; ns).
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Figure 2C: Différentiel de
contributions maternelles entre vale
observées et attendues en fonction
taux d’éclosion

No=contribution observt
Na=contribution attend.

Figure 21: Différentiel de
contributions paternelles entre vale
observées et attendues en fonctior
taux d’éclosion

No=contribution observt
Na=conribution attendue

Figure 22: Comparaiso .,
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2.2.2 Données de croissance

A linstar de la figure 22, la figure 23 résume lagncipaux effets d'intérét (males et
femelles) issus des comparaisons statistiques diesirg individuelles de taille de larves
génotypées (tableaux complets en annexe 4.1). Copwoue les valeurs statistiques des
contributions, il n'existe pas de différence emé®points précédants la phase de fixation dans
les deux conditions (males*traitemeygt = 0,1;p = 0,75, femelles*traitemeng2 = 3;

p = 0,08 ; annexe 4.1.2). Autrement dit, il n’y a pl@sréarrangements majeurs dans les rangs
des familles suivant ces deux points. A contrde@oint J22-20°C se distingue du point J22-
26°C via une différence significative par la voié@len§? = 11,7 ;p < 0,001, annexe 4.1.1) et
du point J30-20°C via une différence significatpag la voie maternelled = 10,8 ;p < 0,01,
annexe 4.1.3).

De surcrotit, il existe une forte variabilité intsahantillon pour les points J22-26°C et
J30-20°C puisque les valeurs de taille entre fasile demi-fréres sont significativement
différentes (J22-26°C voie paternelfg = 17,6,p < 0,001 (figure 24 A), voie maternelle
v = 12,9 ;p < 0,001 ; J30-20°C voie paterneh@ = 7,3 ;p < 0,01 (figure 24 B), voie
maternelley? = 46,0 ;p < 0,001).

Concernant le calcul d’héritabilité stricte pourcl@issance larvaire, les valeurs suivantes
ont été obtenues :
- au point J22-20°hAns) = 0,007 + 0,007
- au point J30-20°h4ns) = 0,038 + 0,014
- au point J22-26°h4ns) = 0,117 + 0,019
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male ns
femelle ns
270 @
250 - male *** 3 | )
femelle ns .~
230 1 o) male ns
210 | - femelle ***
190 |
. 170 -
Taille (um)
150
130
....... 26°C
110 1 — 20°C
90 |
70 T T T T T T T T T T T T
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Figure 22: Comparaison statistique des tailles individuekie larves génotypéeasgignées a |
couple) ; (ns) correspond a des valeurs non saatifies dep,* de p<0,05, ** p<0,01 et ***p<0,001.

270
201 A 260 B 0/01++
p<0,
. 20/ O1*** 250 =
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Figure 24 : Normes de réaction des tailles de larves pailllane demi-freres (voie male) :
(A) comparaison des échantillons 22 jours a.f.,d@pparaison des échantillons a 20°C.
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2.3 Points d’échantillonnage du naissain 80 jopresfécondation

Concernant ces quatre points d’échantillonnage,s nawons procédé au méme type
d’analyse que précédemment, a savoir une étudeodésbutions et des tailles maximales sur
larves assignées. Par souci de clarté, la figurerédbime les principales informations
concernant les contributions (paternelles dansake mrésent, mais la tendance pour les
contributions maternelles est similaire) (testdigigues complets en annexe 4.3). Pour la
condition 20°C, malgré les contributions des méi@s71, 90, 168, 179 et 180 qui semblent
suivre une tendance similaire pour les cohortesgues et tardives, I'analyse statistique
indique une différence significative (femellgs = 25,9; p < 0,001, méleg = 25,3;

p < 0,001) sur I'ensemble des contributions (figkBea). La condition 26°C non représentée
montre également une différenciation entre cohoftege analyse a aussi été réalisée pour
différencier les contributions entre cohortes poésodes deux conditions (figure 25 b).
Malgré des tests montrant des contributions sicgtifrement différentes, il est intéressant
d’observer que la répartition des contributions resativement semblable (exception faite
pour les contributions des males 40, 74 et 90)n'€st pas le cas pour les cohortes tardives
(figure 25 c). La figure 26 donne des informatiooemplémentaires sur les mesures
individuelles des huitres qui composent les coBoftests statistiques complets en annexe
4.4). D’'une maniére générale, les cohortes tasddamnt plus petites. Cependant, a 26°C, la
différence entre cohorte tardive et précoce n’ast ftatistiquement significativg?2(= 0,01 ;
ns). Par contre, a 20°C, le retard reste signifi¢g= 21,1 ; p < 0,001***).

2.4 Comparaison larves/juvéniles

A 20°C, la comparaison entre contributions desdareéchantillonnées a 30 a.f. et des
cohortes de fixation précoces ne montre aucunérdiite, que ce soit par la voie male
(x2 = 2,4 ; ns) ou la voie femellg?(= 1,2 ; ns). A 26°C, pour les mémes échantillgesales
contributions paternelles sont différentgs< 10,9 ; p < 0,001, annexe 4.5).

Les valeurs comparatives sur les données indiviekigle taille apportent le méme type
d’'information (annexe 4.6). A 20°C, les différenaks tailles entre familles sont les mémes
aux deux points. A 26°C, les différences de valel@daille entre familles ne sont pas les
mémes entre les deux prélevements, via la voie riedle (voie maternelle? = 14,9 ;

p < 0,001, voie paterneljg¢ = 0 ; ns).
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Figure 25 : Différentiel 80 jours apre
fécondation des contributions paternel
entre valeurs observées et attendues
fonction des taux d’éclosion

No=contribution observi
Na=contribution attendu
a: entre cohorte tardive et précoce a 20°C

b : entre cohorte précoce a 20 et 26°C
c : entre cohorte tardiva 20 et 26°C
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Figure 26: Taille moyenne du naissain par cohortes deitiratt températuré cohorte
précoces>, correspond a des individus fixés durant les @3 jours de la période
fixation (sur 9 jours au total) ; «tardives», espond a des individus fixés durant les
derniers 3 jours)
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IV. Discussion

1. Déroulement de I'élevage larvaire

La premiere étape de cette étude était de menéleuage larvaire sous deux conditions de
température (20 et 26°C) afin d’'induire des differes sur les caractéres suivis (survie et
croissance). Suite au croisement factoriel impiqud femelles et 12 males, le taux
d’éclosion moyen a été relativement élevé (69,5%3que supérieur a ceux habituellement
observés au sein de I'écloserie de La Trembladgdme de 59,2 + 3,2% entre 1992 et 1996,
Robert& Gérard, 1999) et par ailleurs comparable a ceétil’expérience sur les effets du
tamisage (67,4%). Dans notre étude, seule la ferdélD a présenté un faible taux d’éclosion
(27,8%). Ce résultat s’expliquerait plus vraiserhldenent par une mauvaise qualité des
gametes produits par cette femelle plutét qu'uetefénétique. En effet, le taux d’éclosion est
essentiellement déterminé par la qualité et la tpdade réserves conditionnées pendant la
période de maturation (Collet, 1998). En conséogee taux de fécondation moyen,

relativement constant pour les méales, varie forteraa fonction des femelles (figure 16).

Suite a cette reproduction, les croissances lavawmbservées ont été plus lentes
gu’attendues. Il est généralement admis que laeplaagaire de I'espéce dure entre 15 et 28
jours pour des températures comprises entre 2028°€ (Helm et al., 2004). Comme il a
déja été noté précédemment, Collet e{E999) ont obtenu des fixations dés €™ jour
d’élevage a une température de 23°C. Dans I'expegieréalisée ici, en dépit de la
température élevée, les larves placées a 26°Cnsdis@es plus tard que ce qui était attendu
(en référence a I'expérience sur les effets dudagas, chapitre précédent). En effet, ce n'est
qu'a partir du 23™ jour d'élevage que les larves les plus précocdscommencé leur
métamorphose. Le méme constat a été effectué peuailves placées a 20°C qui se sont
fixées & partir du 34" jour. Cette métamorphose tardive n'a pas affectaille des larves a
la métamorphose (environ 300 um). Nous pouvonsaagrpyue la ration alimentaire a peut-
étre été limitante, ralentissant ainsi la vitessemissance des larves notamment &tlX ét
19émejours, qui correspondent aux changements de ratiorentaire (voir tableau 17). Cette
hypothese est renforcée par la différence sigtifieade diametre maximum des larves qui
existe entre les deux conditions notamment &% & 20™jours p= 0,01 etp=0,002). Ces
dates correspondent a une nette reprise de lasarmie des larves & 20°C et 26°C suite au
passage a la ration alimentaire supérieure. Maégrétion alimentaire supposée limitante a
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certains instants de I'élevage, une nette diffézede croissance et d’age a la métamorphose a
été observée entre les deux traitements, permetfénidier les interactions génotype —

environnement dans ces deux environnements.

2. Typage et assignation

Sur 'ensemble des larves dont 'ADN a été extr8@% ont pu étre géenotypées (et
assignées) aux trois loci microsatellites. Ce pentage est inférieur aux 90% de I'expérience
du chapitre 2 mais il reste globalement élevé centphu de la difficulté d’extraction
inhérente aux larves. En revanche, pour les juggngeuls 63,8% ont pu étre génotypés sans
ambiguité. Les 36,2% manquants semblent s’expliuencore par la méthode d’extraction
employée. La méthode a en effet été optimiséalaient pour les larves (et les adultes). Or
les individus juvéniles analysés avaient des taitielativement faibles, ne permettant pas
d’isoler aisément un fragment de branchie ou dechauadducteur pour I'extraction. I
s’agissait donc, dans de nombreux cas, d’'une dxtrasur organisme entier, or a ce stade de
développement, les organes sont mis en place, @énm@nt sources de contamination

protéique.
3. Données génotypiques en phase larvaire

Par définition, une interaction génotype-environeam est caractérisée lorsqu’une
condition du milieu affecte de facon différentiella caractére chez des génotypes et donc
gue I'écart entre ces génotypes n’est pas le mé&ioa $es conditions du milieu. Si I'on se
base sur les données de taille de notre expérienosjdérant le point d’échantillonnage 22
jours aprés fécondation, nous observons ce typ@hémomeéne pour les descendants de
certains géniteurs notamment ceux du male n°74 eolademelle n°160 (figure 2%oir
également figure 24). En effet, les larves de @ dndividus présentent des diamétres bien
différents (30 a 40 um) entre les deux traitemeddtstel écart de diametre moyen n’est pas
constaté pour tous les descendants des géniteurs.

Cependant, on ne peut arréter I'analyse sur la acaigon de ces deux points. En effet, si
I'on prend en considération le point J30 a 20°Qyiea ne se distingue pas de son homologue
(J22) a 26°C, tous deux représentant la phase @taésmorphique (figure 23). L’expression de
la variabilité phénotypique (croissance) est audservée en fin de période larvaire en

condition ‘froide’. Cette expression souligne l'iontance et la particularité de cette période
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au cours de laquelle les organes larvaires laigslase a ceux du futur organisme devenu
benthique (Bake& Mann, 1994) et ou, par conséquent, les changemégtsologiques sont
complexes (Garcia-Esquivel et al., 2001). La termfuge semble donc jouer un réle dans la
précocité de I'expression phénotypique et non dandéfinition méme d'une interaction

génotype — environnement (données confirmées paaleurs de contribution).

OT=26C
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260 l
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200 +
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Figure 27 : Représentation graphique de la taille moyenne ategd issues de chaque male
selon la condition d’élevage 22 jours apres féctiada

Comme il a déja souvent été évoqué dans les ceagitécédents, Ernande et al. (2003) a
proposé deux hypothéses explicatives au maintienladgariabilité génétique pour les
caractéres précoces ch€z gigas La premiere hypothése suppose que des compromis
(« trade-offs ») entre caracteres induisent le tigird’'un polymorphisme pour des caracteres
corrélés négativement, et la seconde suppose quaitgien du polymorphisme résulterait de
stratégies plus ou moins favorisées sous diffésectaditions (variable dans le temps ou dans
'espace). Il est difficile de savoir, a la vue désultats, si I'une ou l'autre des hypotheses est

renforcée.

D’autre part, nous avons déja vu gu’en écloseriarerciale, dans le but d’homogénéiser
les lots, le tamisage des larves est une pratiqueante induisant I'élimination des individus
a croissance lente. La variabilité génétique paoar croissance larvaire s’exprimant

précocément a 26°C (température proche de cellpigapes en conditions controlées
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d’écloserie), le tamisage peut représenter unesioresle sélection significative. Simulant un
tamisage dans lequel 50% des larves les plus petiti@ient éliminées, la perte en terme de
pourcentage dble (Robertson, 1961) serait ainsi de 18% pour le pi22-26°C contre 4% a

la méme date a 20°C.

Nous avons également déterminé des valeurs d’h#itéasur la croissance aux trois
points. L'héritabilité de la croissance larvaireezHes huitres a été étudiée a plusieurs reprises
chez Crassostrea virginica(Haley et al., 1975 ; Longwell, 1976 ; Newkirk &, 1977 ;
Losee, 1978). PouC. gigas Ernande et al. (2003) ont également permis ftegion de ce
parameétre. Basées sur un faible nombre de fanadle,études indiquent que la croissance
larvaire est « relativement » héritable (dispadiéé résultats, voir tableau 1, p.19). Dans notre
expérience, les valeurs d’héritabilité au sengtsthu diametre de la coquille a J22 (20°C et
26°) puis a J30 (20°C) apres fécondation, sonteasgment de 0,007 + 0,007, 0,117 *
0,014 et 0,038 + 0,019. Cela confirme les valeugterininées par Dégremont (2003)
montrant qu’a ce stade la croissance est faiblemméritable. Il est également intéressant de
noter que les valeurs sont différentes selon legpéeatures, la température 26°C offrant la
valeur la plus élevée. Cela confirme l'influencel@éempérature sur la composante génétique
du diametre maximum de la coquille dans le sensied’augmentation de la variation

génétique.
4. Données génotypiques pour juvéniles

A 20°C ou a 26°C, les cohortes temporelles sonbtypiguement différentes confirmant
les structurations différentielles déja observéescaurs de I'expérience sur le tamisage.
Concernant les compositions génotypiques des ah@mnecoces des deux conditions, bien
gu’une différence statistique existe, une obseswaplus minutieuse de la figure 25 b permet
de constater que les différentiels de contribusoivent une méme tendance. Ainsi deux
péeres sont en sur-représentation (males 55 et é@jamt qu’'un autre groupe est en sous-
représentation (males 2, 58, 168, 179 et 180)¢,gpaur les deux conditions de température.
Les cohortes tardives sont en revanche trés diftése La température a ici une influence
particuliére. Tout aussi intéressante est l'infeede la température sur la taille. Sur la base
des données individuelles de taille, il ressorjuament un effet cohorte pour la condition a
20°C. A 26°C, le retard de taille généré par dex tde croissance larvaire différents est

comblé. Ce qui n'est pas le cas a 20°C ou les $aaveroissance lente donne des juvéniles
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ayant des tailles statistiquement inférieures.
Ceci conforte partiellement les études qui ont taiges une corrélation positive entre
croissance larvaire et juvéniles (Collet et al99)9 Partiellement en effet, car ce phénoméne

n’est observable qu'a 20°C.
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Bilan-synthese

v Ce troisieme chapitre souligne la difficulté entiérét d’étudier les interactions ent

génotypes et facteurs environnementaux pour demmges invertébrés aux histoires de|vie

complexes.

v’ La température exerce une influence sur le phéeost le génotypique aux stad

larvaires et juvéniles :

es

- la variabilité génétique pour la taille est expée plus précocément durant I'élevage des

bacs maintenus a 26°C.

- la température interagit également sur la croissales juvéniles. A 26°C, la taille des

juvéniles est similaire entre cohortes de fixattandives et précoces alors qu'a 20°C,

les

cohortes précoces gardent une taille supérieutgpbthése d’'une corrélation positive entre

croissance larvaire et juvénile est donc partiefiensoutenue (a 20°C).

v Nous avons déja vu gu’en écloserie commerciales tabut d’homogénéiser les lots,

tamisage des larves est une pratigue courante sguoluil’élimination des individus @

croissance lente. La variabilité génétique polwertassance larvaire s’exprimant précocem
a 26°C (température habituellement appliquée evsédk), le tamisage peut représenter
pression de sélection significative dans le sensalréduction de la diversité génétique.
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CHAPITRE 4

MISE EN EVIDENCE DUNE REPONSE A LA
SELECTIONPRECOCE?
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Chapitre 4 : Mise en évidence d’'une réponse a llectén précoce

|. Introduction

Au travers de la sélection de caractéres commmlasance, la survie ou la résistance aux
maladies, les programmes de sélection aquacolepaumt objectifs de produire des stocks
sains dont les performances sont ameéliorées (Kegks, 2004). Cependant, telle qu’elle a été
précédemment décrite, la sélection artificiellegimtionnelle le plus souvent) a tendance a
favoriser les phénotypes extrémes (comme c’esadepour la croissance), homogénéisant de
fait le panel des performances des individus (§éledirectionnelle). Cela peut également
affecter d’autres caracteres, cette fois de fagamintentionnelle. Cet effet peut se produire
lorsque deux caracteres sont corrélés positiverannégativement. L’étude menée par
Pascual et al. (2004) a démontré I'effet signiffcdiun programme de sélection par la taille
sur le conditionnement du processus métabolique therevetteLitopenaeus vannamei
Autrement dit, les deux populations de crevettadiées (I'une sauvage, I'autre issue de sept
générations de sélection sur la taille) présentent regime métabolique différent,
I'exploitation industrielle de I'espece ayant iretitement sélectionné un type de métabolisme,
alors méme que la sélection était basée sur la.tail

Un autre effet a considérer de la sélection amifie plus pernicieux, est le risque de
consanguinité. Il a déja été vu que pour les begle risque est d’autant plus important
gu’elles ont un fort potentiel de réponse a lacté&a compte tenu de leur niveau de variation
génétique. En écloserie, parce que les bivalvesimmforte fécondité, le nombre de géniteurs
nécessaire a la production de nouveaux stockstmurelativement restreint. Une premiere
image de la diversité génétique de populations lobécie (chapitre 1) a pu mettre en
evidence une perte de diversité non négligeablenfains pour 'une des deux écloseries
étudiées). D’autres études ont déja mis en évidameephénoméne (Gosling, 1982 ;
Hedgecock & Sly, 1990) po@. gigas

Une pratique classique en écloserie consiste aonsecver que les larves a croissance
rapide. Le second chapitre de cette these a égacana ce point. L'expérience a permis de
confirmer I'existence d’'une composante génétiquerpes caractéres de développement
précoce (variabilité des contributions parentalasr pes cohortes de fixation). Du fait du fort
différentiel de contribution pour les cohortes pdgs précoces, la perte de diversité liee aux
pratiqgues de tamisage pourrait étre également aghgeable. Il ressort donc une diminution
de la diversité des individus produits, lesquelsveat, comme c’est la cas en écloserie, étre
réutilisés pour générer d’autres productions etigiarpétuer un effet de dérive.
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Par ailleurs, I'expérience abordant l'influence ke température a aussi permis de
constater I'importance de cet effet sur I'expresgile la variabilité du caractere croissance.
Aussi par conjonction des deux effets sélectitan{sage et température) il est légitime de se
poser la question de savoir si la sélection decka@ génotype « croissance rapide » est bien
effective en écloserie commerciale.

Méme si la croissance est généralement considéndene un caractére a héritabilité
faible ou modérée (Toro & Newkirk, 1990 ; Dégremao2®03 ; voir également le chapitre
précédent), la majorité des études (Haley et @r51 Longwell, 1976 ; Newkirk et al., 1977 ;
Losee, 1978 ; Newkirk, 1980 ; Singh & Zouros 198Ibnes et al., 1996) montrent que la

croissance larvaire est potentiellement héritable.

Aucune étude ne s’est par ailleurs intéresséevall&on des caracteres larvaires sous

I'influence double de dérive induite et neutre.

Ce quatrieme chapitre présente une expeériencequgii des croisements entre huitres
issues du milieu naturel et huitres provenant dsmie apres sept générations de sélection
sur la taille et la forme (aux stades adulte e€énile, associée a un tamisage en phase
larvaire). L'objectif est de comparer les caractéde stade de développement précoce des
larves issues des deux stocks afin de détermiaristence d’'une sélection différentielle en

écloserie commerciale.

Les deux populations sont génotypées aux trois ueairg microsatellites afin d’avoir une
information de diversité initiale. Les larves prdda selon quatre types de croisement
(femelles sauvages X males sauvages, femelles digoiss X males domestiqués, et les
croisements hybrides correspondants) sont suiviedrasers différents paramétres :
biométriques, survie et succes a la fixation (otamérphose).
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[l. Matériel et méthodes

1. Choix des géniteurs

Deux populations de géniteurs ont été utiliséesr pmite expérience : la premiére
composée de 47 individus issus du milieu naturéla(€nte-Maritime, France), la seconde
représentée par 37 individus issus de sept géoésatie reproduction et sélection en écloserie

commerciale.

2. Croisement

Quatre types de croisements (gamétes mélangéskténtéalisés : entre individus a
l'intérieur de chaque population (‘Sauvage x Sael=g§xS, ‘Ecloserie x Ecloserie’ =EXE) et
entre individus croisés de chaque population (‘8gavx Ecloserie’ =SxE, ‘Ecloserie X
Sauvage’ =ExS). L’ADN de tous les individus papmnts a été extrait selon la méthode
décrite au cours du chapitre 1.

Pour chaque population, les spermatozoides des mateété collectés par dilacération
(« stripping ») de la gonade puis mélangés. De@menfacon, les ovocytes ont été mélangeés
pour chaque population. Pour le stock de génitississ d’écloserie, les gamétes de 17 males
et 20 femelles ont été collectés, méme chose oyopulation sauvage composée de 14
males et 33 femelles. Les concentrations de ganoetesté estimées en utilisant des cellules
de Thoma et Malassez couplées au logiciel IPS dealyseur d'image SAMBR!. La
fécondation, comme dans les expériences précédemteté faite a raison de 100
spermatozoides par ovocyte, un million d’ovocytEm€nécessaire pour chacun des quatre
croisements. Trois heures apres fécondation, lebryems issus de chacun des quatre
croisements ont été divisés puis répartis selors tbacs d’élevage larvaire (5 millions

d’ovocytes par bac, 3 réplicats par condition saitotal de 12 bacs pour I'expérience).

3. Elevage larvaire

Les larves ont été élevées en bacs de 30 litreseatés par de I'eau de mer filtrée
(maille de filtration de 1 pum, température de 24%alinité comprise entre 28-30%o0) et
nourries selon un régime composé d’'un mélange de aecro-algues Chaetoceros gracilis
(30%) etlsochrysis aff. galbanér-iso) (70%), (tableau 19)
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Tableau 19: Rationnement larvaire

Jours élevage Ration en cell./uL
J1-J4 10
J5-J8 20
J9-J12 40
J13-J15 80
J16-J19 140
J20-J23 200
J-24-fin 300

La densité larvaire a été réduite a 10 larves paummjour aprés fécondation. La taille de
population (nombre de larves dans chaque bac) a%idée par un quintuple comptage
d’apres la méthode décrite par UttiagSpencer (1991). Deux cent larves de chaque bac ont
été collectées pour mesure individuelle de la lengumaximale de la coquille via le logiciel
IPS de I'analyseur d'image SAMBAX. Cette étape de mesure a été appliquée tous 3es 2-
jours. Lorsque les premieres larves pédivéligerasete observées, les fractions retenues sur
un tamis de maille 220um ont été transférees eromicserie pour fixation. Cette opération a
été réalisée tous les deux jours aprés l'apparitiea premiéres larves pédivéligéres. Le
succes a la métamorphose a été estimé 10 jours fpaéion, correspondant au ratio entre
nombre de juvéniles présents a cette date et nochdriarves pédivéligeres initialement
compté. Trois estimations des densités de juvemitgséeté réalisées pour chaque type de

croisement. A noter enfin qu’aucun tamisage sélatiété opéré au cours de I'élevage.

4. Analyses de diversité génétique

Le polymorphisme génétique aux trois marqueurs osatellites a été estimé pour chaque
géniteur des deux populations parentales. Le nondtakeles ainsi que I'hétérozygotie
observée o) ont été déterminés. Le logicieEGETIX (Belkhir et al., 2004) a été utilisé afin
d’obtenir les valeurs d’hétérozygotie attendude)( selon Nei (1987) par locus et par

population.

5. Analyse d’apparentement

Classiquement, en I'absence d’information de parargriori (information généalogique),

il existe difféerentes approches basées sur lesurarg moléculaires permettant de faire des
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inférences sur les relations génétiques entre ithasvau sein d’'une méme population. Ces
approches sont classiguement divisées en deux ego(Blouin, 2003). Le premier
correspond a des estimateurs déterminant la pagett paire d’individus. Il est possible de
distinguer deux sous-groupes au sein de ces mé&luigs « pairwise » (Butler et al., 2004) :
celui des estimateurs de parenté « relatednessipelle parenté est une quantité continue
définie en terme de probabilité d’identité par @esance (au sens de Malécot (1948)). Ces
techniques (Ritland, 1996 ; Lynch & Ritland, 199Queller & Goodnight, 1989 ; Wang,
2002) reposent le plus souvent sur une méethodendesents. L'autre sous-groupe définit des
techniques « de vraisemblance » permettant unsifitasion des paires d’individus en classe
de relation donnée (Thompson, 1975 ; Herbingel. 1297 ; Mousseau et al., 1998).

Le second grand groupe réunit les méthodes ditgmdiion (Smith et al., 2001 ; Wang,
2004 ; Butler et al., 2004) qui reconstruisent Igedigree » de toute la population sur une
génération, permettant d’évaluer qui est pleinefratemi-frere et non apparenté parmi les
individus (partition en groupe de relation).

Le nombre de marqueurs que nous avons utilisé mans étude (3) est relativement faible
pour obtenir une image claire des parentés viaikethodes de partition. Six a huit loci avec
une huitaine d’alleles semblent préconisés pouniminum de précision (Butler et al. 2004).
Les estimateurs de la méthode des moments présembéms de contraintes statistiques pour
les estimations a I'échelle de l'individu (Ritland996) et intégrent potentiellement de
linformation sur plusieurs générations antérieur€& st pourquoi nous avons choisi de
déterminer les parentés sur la base de cette meéttesdmoments.

Pour décrire plus précisément ces estimateursorlvient de définir les génotypes
respectifs d'un individuAA; et d'un individu AA. Soit ¢; défini comme variable
«indicatrice » ou « opérateur Kronecker » (Rdla®000), qui prend la valeur 1AFA et O
dans le cas contraire. Entre deux individus (qualiees), il y a sixs possibles, un pour
chaque comparaison d’alleles, a la fois entre idd et au sein d’'un méme individu.
L’estimateur que nous avons utilisé est celui pségoar Ritland (1996) tel que pour 1 locus :

[l:r'!'.,.,. — rfl..,-]l,-'llrl.: — [er‘J.J.;. B .:’!;_I”.]:-"J”.I: — 1
4in — 1}

oun est le nombre d’alléles au locus considgréa frequence de I'alleledans la population.
L’estimateur multilocus est la moyenne des estiomatécus-spécifiques, chacun pondéré par
la proportion §-1). Il existe d’autres estimateurs comme vu préogdent (Lynch & Ritland,
1999 ; Queller & Goodnight, 1989 ; Van De Castestl@l. 2001 ; Wang, 2002) mais celui
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proposé par Ritland (1996) présente les varianegistgques les plus faibles. Les estimations
de parenté ont été calculées grace au programmarksM (Genetic Marker Analysis
Program, 2004). La parenté entre tous les coupbésnpels de géniteurs a ainsi pu étre
déterminée (340 paires dans le cas de la populdigmtoserie (20 femelles, 17 males) et 462
pour la population sauvage (33 femelles, 14 males))fréquence de distribution de ces
valeurs de parenté a ensuite été examinée.

Un test de Wilcoxon-Mann-Whitney RBC NPARWAYL sous SAS) a enfin été appliqué afin

de comparer la valeur moyenne des coefficientsadenpé entre les deux populations.

6. Procédures d’analyse des données

La distribution des fréquences de taille des larae®té examinée par analyse des
progressions modales. La décomposition modale déé&gminée sur la base des méthodes de
Bhattacharya (Bhattacharya, 1967) etRNisep(Hasselblad,1966) via le logiciel Fisat (2002).
Ces méthodes reposent sur le principe d’'une décsitigpo des distributions composites de
fréquences de taille en composantes normales.

Plus précisément, la méthode de Bhattacharya edeéosur la linéarisation de la courbe
des fréquences de la distribution normale. Ellééauélisée pour obtenir une premiére valeur
pour les moyennes des modes, lesquelles sont ersfiiihées via la méthode ORMSEP
reposant sur le concept du maximum de vraisembldNO®RMSEP pour SEParation des
composants de la NORMalité) (figure 28). Les modest été validés lorsque ces derniers
étaient séparés par un index de séparation supé@ri2uAu préalable, les histogrammes ont
été lissés selon la méthode de la moyenne mohilieésed’ordre 3 (Frontie Pichod-Viale,
1991). Chaque effectifNI’'une classe de tailiea été transformé selon la formule suivante :

N’i = (Ni.x + 2N + Niyp) /4
En effet, I'inconvénient d’un histogramme fondé Babservation d’'un échantillon, de taille
obligatoirement petite par rapport a celle de lpypation, est que les classes sont inégalement
représentées. Le lissage permet justement de asiaffir des aléas d’échantillonnage
correspondant selon le cas a des sur ou sous-#stisia

L’intervalle de classe de taille choisi a été deuh0 Cet intervalle a été défini ainsi car
supérieur a l'erreur de mesure et permettant denmmsar le nombre de classes de taille
adjacentes vides (Jollivet et al., 2000 ; Thiébetual., 2002). Initialement la normalité des

distributions de taille avait été testée via l¢ tesKolmogorov-Smirnov sous SAS
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Le coefficient de variation des tailles maximales ldrves a été aussi analys&R@cC
MIXED, SAS/ISTAT® Software, SAS Institute Inc.,1999) afin de détemni d’éventuelles
différences entre croisements a chaque date d'é@banage. La survie, calculée comme le
rapport entre le nombre de larves 3 jours a.f.e@pécondation) et 20 a.f., a également été
suivie et analysée comme donnée de type Poissanilsant une fonction de lien logAs
macroGLIMMIX ; Littell et al., 1996). Les tests de significativité pous deux parametres
sont basés sur une statistique F concernant lets dfkes (= effet “croisement”). Comme
décrit dans les chapitres précédents, afin dertesteffets aléatoires (= effet “réplicat”), nous
avons utilisé des tests de ratio de vraisemblandi&glihood ratio tests ») entre modeéles dit

‘hiérarchisés' lesquels suivent de maniére asyigptine distribution dy?.
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Figure 28: lllustration des méthodes utilisées pour les dgmmsitions modales (logiciel
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affinée via la méthode drRmseP(Hasselblad 1966).

112
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Tableau 20 :Génotypes aux trois loci des deux populationsigine des croisements

Population Population
sauvage d'écloserie
CG108 CG49 L10 CG108 CG49 L10

femelle-1 129/139  133/145  130/145 femelle-1  140/149  130/134  162/172
femelle-2 126/141  130/180  146/150 femelle-2  129/149  132/132  170/170
femelle-3  131/142  133/166  161/172 femelle-3  131/133  130/142  162/172
femelle-4  114/155  147/163  130/146 femelle-4  133/149  134/149  154/162
femelle-5 000/000  133/161  103/148 femelle-5  149/149  146/146  137/154
femelle-6  116/135 128/133 112/162 femelle-6 140/149 130/134 162/172
femelle-7 158/164  128/163  134/134 femelle-7  149/149  129/146  154/154
femelle-8  132/141  147/174  120/130 femelle-8  131/149  129/162  118/162
femelle-9 122/155  146/170  130/162 femelle-9  129/149  129/146  154/172
femelle-10 137/160  170/182  139/154 femelle-10  144/149  131/149  154/172
femelle-11 100/138  145/145  120/134 femelle-11  129/149  131/131  154/154
femelle-12 121/129  139/163  124/132 femelle-12  133/149  129/131  137/162
femelle-13 118/140  144/160  156/168 femelle-13  133/149  142/142  137/162
femelle-14 112/124  139/139  121/161 femelle-14  149/149  130/132  139/154
femelle-15 135/145  144/166  148/148 femelle-15 133/146  142/146  137/137
femelle-16 146/146  000/000  134/136 femelle-16 129/135  131/134  137/154
femelle-17 122/141  148/153  150/165 femelle-17  149/149  146/162  162/162
femelle-18 133/147  140/146  120/141 femelle-18  133/149  144/162  162/162
femelle-19 138/144  135/153  126/128 femelle-19 129/135  131/149  154/172
femelle-20 119/142  133/147  128/148 femelle-20 133/149  146/162  162/162
femelle-21 131/135  161/161  139/143 male-1 149/149  130/153  154/172
femelle-22 142/155  131/157  162/166 male-2 149/149  131/146  154/162
femelle-23 140/160  148/170  126/174 male-3 149/149  131/146  154/154
femelle-24 143/143  139/157  134/140 male-4 149/149  153/153  137/137
femelle-25 128/132  000/000  154/194 male-5 149/149  132/153  172/172
femelle-26 142/151  142/148  148/176 male-6 129/149  132/132  118/162
femelle-27 112/141  139/145  134/174 male-7 116/149  142/142  154/162
femelle-28 153/153  147/147  146/182 male-8 149/149  131/153  118/162
femelle-29 131/135  133/133  124/128 male-9 149/149  130/137  137/172
femelle-30 105/142  131/162  110/141 male-10 129/140  129/129  139/154
femelle-31 144/149  174/174  120/141 male-11 149/149  131/146  162/162
femelle-32 122/137  133/170  163/170 male-12 149/149  130/153  154/172
femelle-33 176/176  144/168  126/132 male-13 116/135  132/149  152/154
male-1 135/144  133/154  165/172 male-14 135/140  162/162  154/172
male-2 122/153  137/170  143/159 male-15 149/149  131/153  162/162
male-3 135/135  142/161  141/152 male-16 140/149  132/151  139/139
male-4 105/144  131/161  166/174 male-17 149/149  131/131  162/172
male-5 126/137  148/170  139/194

male-6 122/169  131/154  118/154

male-7 141/143  137/139  148/148

male-8 114/137  133/157  124/152

male-9 138/147  144/178  148/161

male-10  133/151  131/145  112/112

male-11  116/128  133/133  134/146

male-12  118/132  133/133  143/154

male-13  122/126  148/166  141/141

male-14  153/155  131/144  128/148
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Tableau 21: Variabilité génétiqgue des populations parentales trois loci microsatellites
(N = taille déchantillon; A = nombre d’alleleddio = hétérozygotie observédinb =
hétérozygotie attendue non biaisée d’'aprés Neiq)198

Locus Paramétre Populations
Ecloserie Sauvage

Cgl08 N 37 46
A 9 37

Ho 0,59 0,89

Hnb 0,61 0,97
L10 N 37 47
A 8 37

Ho 0,65 0,89

Hnb 0,80 0,97
Cg49 N 37 46
A 13 28

Ho 0,73 0,80

Hnb 0,91 0,94
Multilocus N 37 46
A 10 34

Ho 0,66 0,86

Hnb 0,77 0,96
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I1l. Résultats

1. Analyse génétique des populations parent@jésotypes parentaux en
tableau 20)

1.1 Diversité génotypique (tableau 21)

Le nombre d’alléles pour la population d’éclosezst compris entre 9 et 13 suivant le
locus considéré. A contrario pour la populationvsae, nous observons une moyenne de 34
alleles par locus correspondant a une diversigdiglie supérieure de 70,6% a la population
d’écloserie (entre 53,6 et 78,4% selon les locBs lvaleurs d’hétérozygotie observée et
attendue Klo et Hn.b) pour la population sauvage sont systématiquesigrdrieures (valeur

multilocus moyenne supérieure de 20% pour les tigaes d’hétérozygotie).
1.2 Coefficients de parenté

Utilisant la méthode des moments de Ritland (1986)s avons calculé les coefficients de
parenté pour chaque paire ou couple possible dithas dans chacune des populations.
D’aprés la distribution des fréquences de ces iefits (figure 29), on peut constater que
pour la population sauvage, prés 86,7% des valdars sont inférieures a/ie, valeur
classiqguement assimilée a une relation de paremté eousins germains (Jacquard, 1918).
population d’écloserie présente 57,7% des valears idférieures ai/16. Pour cette méme
population, 20,8% sont compris entrieé et s (relation demi-fréres), 18,7 % entreet Y4
(relation pleins-freres) et 2,7% supérieur a Ya@raspectivement 10,9%, 2,4% et 0 % pour
la population sauvage.

La valeur maximale observée pour un couple est 2 flour le groupe sauvage et de 0,57
pour le groupe d’écloseriéa parenté moyenne est significativement supérigues de six
fois) dans la population issue d’écloserre=< 0,068 + 0,005 contre = 0,012 + 0,001,

z =18,1669p <0,001).
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(a) population sauvage

68%

20——=I=
18 T

Fréquences

0.01 =2

Fréquences

2

;
:
:

o N
—_—
[
0.01 T
1

0.05
0.09
0.13
0.17
0.21
® 0.25

0.29
0.33
ou ]

8 0.37

B

0.41
0.45
0.49
0.53
0.57

Classes de coefficient renté

Figure 29 : Distribution des fréquences des coefficients d’'appi@ par paire déterminés
selon la méthode des moments de Ritland (1996) @uea population sauvage ifioyen =

0,012 + 0,001, nombre

de couples = 462) et (bplaufation d’écloserier(moyen = 0,068 +

0,005, nombre de couples = 340). Pour les deux lpbpos, la valeur moyenne deest
représentée par une ligne pleine, la ligne poé&ilkorrespondant a la valeur théorique de
pour des cousins germains<1/16).
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2. Croissance et survie larvaire

2.1 Evolution temporelle des distributions de ¢adks larves

La distribution des fréquences de taille des lamase nettement au cours de I'élevage
larvaire en fonction de I'origine du croisemeffin d’éviter le biais d0 a un effet de densité,
nous avons choisi de ne représenter que les réptieachaque condition dont les nombres de
larves étaient équivalents 3 jours a.f. (figure.38insi, nous avons choisi un réplicat par
condition dont les tailles de population respedtisent les suivantes 88 000(EXE), 34 400
(EXS), B8 800(SXE), 35 600(SxS).

Le test de Kolmogorov-Smirnov montre une forte dégn a la normalité au cours du
temps pour le réplicat représentatif de la descer®l&XE, et ce, a partir duf§jour a.f.
(p<0,05). Ceci est appuyé par les résultats gengaésle logiciel Fisat permettant une
décomposition modale de la distribution des frégasrde taille (tableau 22). Le lot EXE tient
une place particuliére dans la mesure ou une déusittgn bimodale de la distribution de
classe de taille dés le % jour a.f. est observable. Cette plurimodalité stirjue encore
plus nettement trois jours aprés, chaque mode geptént respectivement 28% et 72% de
I'effectif total. A la méme date d’échantillonnades larves issues des trois autres types de
croisements montrent une distribution unimodalestiracture plurimodale est confirmée pour
le reste des dates d’échantillonnage pour le ar@se EXE. Ainsi aprés 20 jours, trois modes
sont observablegCependant, malgré la présence de ces trois mddesmble que deux
groupes se démarguent visuellement. Le premierpgraorrespond a des larves dont les
tailles sont comprises entre 110 et 175um (32%effedtif total). Du 16™ au 17™jour, le
taux de croissance de ce groupe est quasimentLawuecond groupe, majoritaire puisque
représentant 68%, détermine la présence de laevéagilte comprise entre 195 et 295um et
montre un taux de croissance journalier d’envirépirh depuis le 10 jour. La structure
plurimodale, sauf exception pour le lot SxS apregolirs, n’est pas observée pour les autres
populations larvaires.

2.2 Coefficient de variation de la taille maximdkes larves

En relation avec les distributions de frequencéadie précédemment décrites, I'évolution
temporelle des coefficients de variation sur ldeaiémarque le croisement EXE des trois
autres (figure 31). Dés 1e*® jour d'élevage, les larves de ce croisement ptéserdes
valeurs significativement supérieures (F = 10,58),001). Les coefficients de variation de
chaque groupe ne cessent d’augmenter au coursns.tées larves EXE atteignent, 17 jours

a.f., une valeur maximale de 22,63. Les larvestBx8inent I'élevage avec une valeur
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Figure 30: Histogrammes de distribution des fréquencesadie fpour les larves issues des
quatre croisements (chaque fleche signale la pcésdiun mode déterminé par le logiciel

Fisat).
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Chapitre 4 : Mise en évidence d’'une réponse a llectén précoce

Tableau 22: Décomposition modale des distributions de frégeede taille pour les quatre types de croisenpnir(les réplicats mentionnés).

Jour Mode Moyenne SD Effectif (%) Mode Moyenne SD  Effectif(%) Mode Moyenne SD  Effectif (%) Mode Moyenne SD Effectif (0)

3 ExE 1 94,8 7,2 100,0 SxS 1 91,3 5.0 100,0 SxE 1 94,8 7,1 100,0 ExS 1 94,9 7,1 100,0

6 1 116,4 12,3 100,0 1 115,1 8,0 100,0 1 119,3 8,9 100,0 1 117,3 2 7, 100,0

8 1 133,3 13,4 38,9 1 137,1 11,9 100,0 1 140,6 11,2 100,0 1 143,809 1  100,0
2 152,4 8,5 61,2

10 1 127,3 14,1 40,0 1 146,5 12,7 100,0 1 152,9 11,4 100,0 1 151,92,8 1  100,0
2 166,5 11,1 60,0

13 1 138,3 18,1 28,4 1 169,6 15,2 100,0 1 174,6 11,9 100,0 1 177,7 16,3 0,010
2 187,6 15,5 71,6

15 1 128,5 12,0 15,9 1 133,4 7,5 2,7 1 199,1 17,1 100,0 1 210,6 16,9100,0
2 164,7 20,9 15,9 190,5 16,1 97,8
3 217,2 16,7 68,2

17 1 126,1 12,0 11,5 1 180,6 12,4 14,9 1 229,2 24,3 100,0 1 240,7 ,1 24 100,0
2 1735 29,2 20,7 2 223,7 16,9 82,6
3 2471 18,0 67,8

119



Chapitre 4 : Mise en évidence d’'une réponse a llectén précoce

inférieure (CV = 15,37) mais intermédiaire auxewak de larves issues des croisements
hybrides (CV = 12,69 (ExS); CV = 12,19 (SxE)).
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Figure 31 : Evolution temporelle des coefficients de variatsom la taille.

2.3 Survie
La survie des larves issues du croisement EXE igstfisativement plus faible (SxE,
F=9,41p=0,05; SxS, F = 11,25 = 0,028), sauf comparée avec la survie des |dExSs
(figure 32). Les larves SxS montrent le meilleunxtade survie a J20, mais ne different

cependant pas statistiquement des valeurs obt@ouwedes descendants hydrides=0,38 et

p=0,72).
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2.4 Taux de fixation

Pour I'ensemble des lots, la fenétre temporelléxagion s’étend sur 12 jours (entre 20 et
32 jours a.f., figure 33). Pour le croisement EQE% des larves pédivéligeres sont présentes
dans les six premiers jours. Les effectifs obseapgs cette période restent résiduels (moins
de 10%). La population de larves a croissance Iphie décrite par la décomposition modale
n'apparait pas ici. La distribution des effectitauples autres croisements est plus progressive
et se rapproche d’'une normale. Par ailleurs, Issltas de I'estimation globale du taux de
fixation donnent les valeurs respectives suivan®3,7% (EXE), 72,3% (SxS), 78,1% (ExS)
et 68,7 (SxE).
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Figure 33 : Evolution temporelle des effectifs de larves pétigéres.
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IV. Discussion

Les pressions sélectives en phase larvaire pe@menmultiples, comme I'ont montré les
chapitres précédents. Un des objectifs majeurs 'algudculture est de produire des
organismes dont les performances sont amélioréesnajorité des études relatives a la
sélection des huitres porte sur I'évaluation deedaeénétiques de la croissance, premier
critéere d'intérét zootechnique (Sheridan, 1997)e doestion que I'on peut se poser est de
savoir si les écloseries commerciales sélectiontemiarves a croissance plus rapide, et ce de
facon plus ou moins intentionnelle. Cet aspectd&sitant plus intéressant si I'on considére
possible une sélection précoce ayant des effetsddasircaractéres ultérieurs en terme de
croissance, survie et/ou succes reproducteur. tfa agpect tout aussi important a considérer
vient de la perte de diversité des stocks de gémsitebservés dans le chapitre 1 sur laquelle
on peut également s’interroger en terme de perfoce® de la descendance (c’est-a-dire
expression de la dépression de consanguinite).

L’expérience dans ce quatrieme chapitre, décriv@nblution phénotypique des caracteres
larvaires de croissance et de survie, permet d@araguelques éléments de réponse.

Tout d’abord, en se basant sur les histogrammesfrdgaences de taille, nous avons
observé deux types de motifs en fonction de I'oegilu croisement entrepris. Ces motifs sont
confirmés par I'évolution temporelle des coeffidemle variation sur la taille au cours de
I'élevage. Les descendants du croisement EXE pigfsenne plus grande variabilité dans la
distribution des tailles. La bimodalité observéejdrs a.f. se confirme dans le temps pour
aboutir a la distinction de deux (voir trois) sarsupes de population. A noter que les
réplicats non représentés dans la figure 30 suiveattendance similaire aux réplicats choisis
pour symboliser chaque croisement. La distributies fréquences de taille semble distinguer
un groupe de larves a croissance lente, d'un graugeissance rapide. Ni les hybrides, ni les
larves issues du croisement SXS ne montrent la né@oiation.

Un autre point remarquable de cette expérience digms les valeurs de survie et de succes
a la fixation observées. En effet, la survie 20rgoa.f. pour le croisement EXE est
globalement inférieure aux trois autres. Seulerddn% des larves présentes 3 jours a.f. le
sont encore 20 jours a.f., date précédant les tdedixation. En revanche, le succes a la
fixation pour ces mémes larves est largement seyépuisque atteignant 90,7% contre des

valeurs comprises entre 68,7% et 78,1%.
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Les larves qui composent ce que I'on a précédemmamimeé ‘larves a croissance lente’
pour les larves EXE (taille comprise entre 110 &pdm) ne sont pas arrivées, au terme de
I'élevage, a I'étape de fixation. Pour preuve, dition des effectifs de larves pédivéligéres
qui compte tenu des distributions des fréquencewitle 17 jours a.f. devrait montrer une
augmentation des effectifs en fin de fenétre terlporOr seule la fraction de larves dites ‘a
croissance rapide’ apparait dans ces effectifsxdédn.

L’observation de I'évolution phénotypique des lansaemble dégager deux tendances pour
ce lot issu de géniteurs d’écloserie : présenceedsous-population a croissance lente qui
meurt progressivement avant d’arriver a fixatiomntcastant avec une seconde sous-
population, a croissance plus rapide, dont les thufixation sont supérieurs a ceux des autres
lots.

Pour expliquer la premiere sous-population, I'hyygse d'un effet de dépression de
consanguinité peut étre avancée. Ce phénoméne mtesd®dn a déja été étudié par de
nombreux travaux qui ont examiné les performaneesglescendants issus de croisement de
plein-freres ou de lignées consanguines crééesrta pdhermaphrodites autofécondants
(0,25<F<0,5), et a été observé aux stades larvaioes différentes espéces de bivalves :
Bierne et al. 1998, (strea eduliy ; Longwell & Stiles, 1973 Grassostrea virginich
Beaumont & Budd, 1983Pgcten maximys Ibarra et al., 1995Atgopecten circulariy, et
Hedgecock et al., 1998 (assostrea giggs De surcroit, Launey & Hedgecock (2001) ont
documenté l'existence d'un fardeau genétique ingmbriporté parC. gigas L’évolution
observée des caracteres phénotypiques dans cegié&iezce pourrait étre le résultat de
I'expression de ce fardeau génétique déclenchémaroisement entre individus issus d’'une
petite population aux liens de parenté suffisamnraportants.

C’est pourquoi nous avons déterminé la moyennecdeficients de parenté ainsi que la
distribution des fréquences pour les deux populatiparentales. Il en ressort une valeur
moyenne de,, pour la population domestiquée prés de six fojgegaure a celle de la
population sauvage (0,06®ntre 0,012). A titre indicatif, pour des relations dargnté de
type cousins germaing,, est egal ai/16. Cela pourrait étre suffisant pour mener a
'expression d’'une dépression de consanguinitédé@ression de consanguinité résulte entre
autre du fait que la consanguinité augmente lagiitité pour un individu d’étre homozygote
pour des alleles récessifs délétéres (Lynch &WaB®8). Ces effets récessifs déléteres sont
connus pour étre la cause principale de la démmesde consanguinité (Charlesworth &

Charlesworth 1999), et plus spécialement cliegigas(Launey & Hedgecock 2001).
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Evans et al. en 2004, aprées deux saisons de amoessant pu mettre en évidence un effet
significatif sur le rendement et la croissance\vitlielle observés pour des familles avec de
faibles valeurs de F (coefficient de consanguini€}x0,0625 ;p<0,01). Certes, il ne s'agit
pas dans cette étude, d’effet au stade larvaires ceda souligne la possibilité d’observer les
effets de la consanguinité avec des valeurs déakvwement faibles, en tout cas comparables
au coefficient de parenté moyen de la populatioécldserie (0,068), sachant que le
coefficient de consanguinité d’'un individu est égal coefficient de parenté de ses deux
parents.

Il semble également plausible que la sous-populatéo croissance plus rapide, mais
surtout présentant les meilleurs taux de fixatgwoit le résultat d’'un effet de sélection. La
mortalité de la sous population ‘croissance leptrirrait réduire la densité et par conséquent
expliquer le fait que les larves subsistantes puissroitre plus vite. Cependant, cet éventuel

effet densité n’explique pas le fait que le suéésmétamorphose soit plus éleve.

Pour illustrer cette possible sélection de larvesodssance rapide, une simulation basée
sur '« équation des sélectionneurs » peut étlesémi. Pour mémoire, cette équation montre
gue la réponse a la sélection est d’autant plusleague la variance génétique additive est
élevée et que le gradient de sélection est fodndtrs le cas des croissances observées au
cours de I'expérience sur 'effet du tamisage. Sitjours apres fécondation, la moyenne des
tailles de larves de la condition avec tamisagecsi€lqui est égale a 275,2um |i(n)) et
celle des tailles de larves sans tamisage séégaie a 250,8um (g(n)). Soitp(n+1) la taille
moyenne de larves a la génération n+1 issues giapelation ou 50% des plus petites larves
ont été éliminées. Ainsi d'apres I'« équation déledtionneurs » :

H(n+1) -p(n) =h? (*(n)-p(n))

Si I'on fait I'hypothése queh? (héritabilité stricte) est égale a 0,11 (valeulculge en
condition d’élevage a 26°C d’'apres le chapitread),peut ainsi avoir une idée théorique du
gain sur la taille des larves (avant fixation) diemn pourrait observer apres plusieurs
générations. Apres une geénération de sélectionupatamisage similaire au chapitre 2
(ajoutée a une température d’écloserie avoisires26°C), le gain est de 2,7 um. Apres 7
générations, ce gain serait de 13,6 um. Dans qeitedhal, nous observons une différence
d’'une vingtaine de um entre la sous-population atgeks « a croissance rapide » issue du
croisement EXE et la moyenne modale la plus éldeédarves issues du croisement SxS. Ce
calcul permet de mettre en évidence, de facon rigonerle fait que des larves a croissance

rapide puissent étre sélectionnées et permet devalotre observation.
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Cette partie sur une réponse a la sélection meggggendant d’étre approfondie avec la mise
en place de protocole incluant des points d’échantiage plus tardifs dans le temps, comme
par exemple 1 an apres métamorphose de facon angenfl’avantage sélectif sur la
croissance (infirmant ou non les conclusions de Ihikwet Haley (1982) et Newkirk
(1981b)).

Autrement dit, I'évolution phénotypique des laniesE pourrait résulter de I'opposition de
deux effets : d’'une part I'expression du fardeamni@ant une partie de la population, d’autre
part des larves a croissance relativement rapidatajes taux de fixation meilleurs que les
témoins. Il s'agit ici d’'une description de I'évtilbn des parameétres a I'’échelle phénotypique.
Cela n'a pas été réalisé ici (le traitement de desrde taille de larve n'a pu étre réalisé en
temps réel) mais il aurait été intéressant de dtmrenk composition génotypique des sous
populations larvaires afin de confirmer ou nonhgpothéses de consanguinité évoquées. |l
serait également intéressant d'utiliser d’autresqueurs afin d’accéder aux méthodes de
partition susceptibles de fournir une image robu&® relations entre individus a l'intérieur

des populations.
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Bilan-synthese

v Cette expérience a été menée avec l'intentiorudiét les conséquences de sélection
différentielle en phase larvaire, compte tenu desiltats des expériences traitées dans les

chapitres 2 et 3.

v L’évolution des courbes de survie et de croissalelarves issues de géniteurs d’'un
stock d’écloserie pourrait résulter de I'oppositddeux effets :
- d’'une part I'expression du fardeau éliamt une partie de la population,
- dautre part des larves a croissancativeiment rapide ayant des taux de fixation

meilleurs que les témoins.

v L’hypothése d’expression du fardeau génétiqus@stenue par les calculs des coefficignts
de parenté (Ritland, 1996) a I'intérieur de la dapan d’écloserie dont la valeur moyenne est

prés de cing a six fois supérieure a celle de palation sauvage.
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Synthese

La question de la domestication des espéces estredte en aquaculture, du fait des
enjeux économiques qu’elle représente a traversda en place de nouvelles productions ou
la pérennisation et 'amélioration de producticsuis du milieu naturel.

Le terme domestication, appliqué a I'huitre ou plugement a toute espéce aquacole,
signifie souvent la mise au point des méthodesdage et la compréhension de ses besoins,
devant aboutir a un cycle de production totalemmafitrisé. On pourrait qualifier cette
approche de domestication zootechnique, qui eszadifférente de la définition génétique
généralement admise.

Les mollusques marins occupent une place origipateni les animaux d’élevage, car la
plupart des espéces sont encore peu, voire passtigoées. La particularité du cycle de vie,
alternant phase larvaire libre et adulte benthigue, permet pas toujours une maitrise
complete des cycles d’élevage et de reproductionr €rassostrea gigades techniques de
reproduction en milieu contrélé sont relativemer@nbmaitrisées grace a un savoir-faire
acquis depuis maintenant plusieurs décennies, prmmhaésormais d’alimenter de maniéere
croissante une production dominée en France paadtage naturel. Que la reproduction soit
issue d’écloserie ou du milieu naturel, le restecgcle d'élevage est réalisé dans le milieu
naturel. La phase larvaire est la seule phasesgreéquent, particulierement « sensible » aux
effets potentiels de la domestication.

La question de la domestication se pose pour estiece, a la fois sur un plan trés pratique
de maintien de la variabilité génétique, nécessaiten élevage performant, mais aussi en
terme de sélection de caractéres pour I'élevagie ¢é& maniere de I'orienter en fonction des
objectifs.

La domestication dans sa dimension zootechniquea@apagne de modifications dont les
aspects génétiques ne sont peu ou pas maitriséphdse larvaire tient une place toute
particuliere dans le cycle d’élevage. Cette deeni@présente tout au plus une vingtaine de
jours, soit une part minime a I'échelle d'un cydemplet de production (trois ans en
moyenne). Cependant, c’est sirement au cours tke mledse que les parameétres d’élevage
sont les plus contrdlés et s’éloignent le pluselex existant dans le milieu naturel.

L’'objectif général de ce travail de these a étécddidentifier au travers de certaines

pratigues zootechniques d’élevage en phase larvhise conséquences génétiques sous-
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jacentes d’'une activité de production intensives’digit par conséquent d’'une étape dans la

compréhension globale du phénomeéene de domestiadierC. gigas

Notre étude a plus particulierement porté sur deratiques dont il semblait pertinent
d’analyser les conséquences :
- l'effet des tamisages sélectifs (sélection sualx de développement larvaire).

- l'effet d'un facteur majeur de I'environnemengétvage : la température.

Nous aurions légitimement pu envisager l'influedéutres parametres tel la nutrition, ou
méme la combinaison de plusieurs facteurs. La tesyme a été choisie car il s’agit
effectivement d’'un des facteurs les plus prépondérdans les processus de développement
larvaire, mais aussi car plus accessible dans ppeoehe expérimentale compte tenu du
caractére aléatoire que peut revétir un élevagardes d’huitres. La nutrition est un facteur
plus délicat a maitriser. Pour exemple, les tragdences mises en ceuvre au cours de cette
thése utilisent des rationnements alimentairegmdiffts, en fonction de la disponibilité et de
la qualité des souches phytoplanctoniques utilisées

L'influence de la température a été abordée via démarche qui se rapproche de la
génétique quantitative, et ce afin d’aborder lgmonsges de la variance génétique face a un
environnement particulier. La volonté d'étudienfluence du tamisage sélectif a été évidente
mais cette fois dans une démarche d’analyse devéasdé géenétique donc plus dans un
aspect descriptif de génétique des populations.

Pour parvenir & examiner ces différents aspeepptoche consistant a élever en mélange
des larves issues de géniteurs différents a ieitiaht été mise au point. Enfin, la
comparaison de larves issues de géniteurs saugagesnestiques nous a permis de tenter de

tester nos hypothéses concernant la réponse assique de sélection en phase larvaire.

|. Pertinence de I'approche « famille en mélange »

L’élevage des larves en mélange constitue une aperoriginale de la problématique.
Déja fréequemment utilisée pour certaines espécespalssons, elle est en revanche
relativement nouvelle pour les bivalves. Malgré aout initial lié aux génotypages, elle
permet d’augmenter le nombre de familles étudidend la puissance de I'analyse génétique)

et de s’affranchir des hétérogénéités environneahetjui biaisent les estimations des effets
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génetiques. Grace a seulement trois marqueurslaosariabilité allélique est d’environ 30
alleles en populations sauvages, I'assignationaderppé offre des résultats satisfaisants. Ainsi
pour 'ensemble des expériences menées, sur lesldfs individualisées pour génotypage,
3369 ont pu étre assignées avec certitude a urnlecdapgéeniteurs (soit 84%). La difficulté
d’extraction d’ADN explique les 16% manquants. Efacles méthodes de conservation des
larves paraissent perfectibles, différents tampmsonservation pourraient ainsi étre testés
afin de remplacer I'éthanol classiquement utiliséalgré cela, la méthode d’extraction
couplée au multiplexage permet une analyse simméieace pour optimiser les assignations
de parenté. Cela est également di au fait que aowss choisi les génotypes des géniteurs
impliqués dans les croisements des expérienceshdgstres 2 et 3 (plutét que de les prendre
au hasard). Compte tenu de la courbe théoriquesidizetion calculée au chapitre 1, il est
clair que le pouvoir résolutif du jeu de marqueess moins performant dans le cas ou les
géniteurs ne seraient pas ainsi choisis. Cependargxiste désormais un nombre de
marqueurs microsatellites suffisamment abondang@Jkset al, 1998 ; Huvet et al., 2000 ;

Li et al., 2003 ; Sekino et al., 2003a; Hubert &lgecock, 2004 ; Yamtich et al., 2005) pour
déterminer aisément d’autres jeux de marqueursdediméliorer cette résolution ; mais cela
sera associé a un codt forcément supérieur. Camtela capacité d’analyse de la diversité
des stocks de géniteurs, ce jeu de marqueurs tanétjalement un outil précieux car rapide

et informatif.

[I. Conséquences pratiques des pressions de sélenten phase larvaire

Concernant les résultats obtenus a partir de ctls,dls permettent d’en savoir plus sur
I'évolution des parameétres génétiques et phénagsi@n phase larvaire.

Considérant dans un premier temps l'effet du taggismous sommes confrontés a deux
résultats, qui considérés I'un sans l'autre, petiweener a des interprétations différentes. Les
résultats d’un point de vue phénotypique, montger la sélection sur la taille a un effet plus
important sur la variabilité des tailles de larveemogénéisant ces dernieres, que sur la
croissance moyenne. Ces résultats suggérent queandésage sélectif induisant une
élimination des petites larves, est une procédereettant un gain de temps a la fixation,
aboutissant a une réduction de production relatergrfimitée du fait de la meilleure survie
relative et du meilleur succés a la fixation desda a croissance rapide. D’'un point de vue

génétique, il y a cependant un risque substangepette de diversité lié a cette pratique.

132



Conclusion - Synthese

Laing & Earl (1998) ont déja souligné de I'impontandes cohortes tardives dans le but de
minimiser les effets de dérive génétique dansttasks d’écloserie et ont proposé le maintien
de l'ensemble de la population larvaire pour ladpciion de naissain. Nos données
confirment leurs hypotheses. Le maintien de cesntes tardives est important car il permet
de minimiser la variabilité du succes reproductentre géniteurs (que I'on sait importante
chezC. gigag et de fait, de maximiser la variabilité génétigies lots résultants.

Ces résultats font écho aux estimations de vaitébsur les stocks d’écloseries
commerciales ou I'on peut constater une diverditigque faible, comparée a celle de la
population témoin échantillonnée en milieu natyalapitre 1). lls renvoient également a
I'expérience du chapitre 4 révélant I'expressioppasée d'un fardeau génétiqgue en phase
larvaire. Les effets négatifs de croisements eapgarentés (dépression de consanguinité)
sont préesumés, non plus cette fois dans des crergermexpérimentaux visant a générer de la
consanguinité, mais dans un cadre concret d’unalatipn d’écloserie commerciale. Dans le
cas décrit au cours du chapitre 4, I'effet posiéfla sélection sur la taille (meilleur succes a la
métamorphose) s’oppose a l'expression présuméeardiedu génétique. Par ailleurs, le
bénéfice apparent de la sélection des larves &semote rapide peut aussi étre discute.
Difféerentes études rapportent une corrélation p@sientre caractéres au stade larvaire
(croissance le plus souvent) et post-larvaire pagemed’envisager positivement une pratique
de tamisage (. gigas: Collet et al., 1999C. virginica: Newkirk et al. 1977, Haley &
Newkirk, 1978 ; Losee, 1979). Newkirk & Haley (19828t Newkirk (1981b) discutent
cependant le fait que cet avantage en phase préeodéveloppement tend a disparaitre avec
le temps, méme si ce dernier peut se retrouver @angremiers mois aprés métamorphose.
De plus, I'existence d’'une corrélation génétiqugatiée entre croissance larvaire et succes a
la métamorphose (Ernande et al., 2003), ne pladesp faveur d’'un tamisage sélectif.

L’influence de la température, au travers d’'uneresgion plus précoce (en condition
chaude) de la variabilité génétique sur un caraatémme la croissance, doit également étre
prise en compte. La variabilité génétique pourréassance larvaire s’exprimant précocément
a 26°C (température proche de celles appliquéenmditions contrélées d’écloserie), I'effet
du tamisage au cours du développement larvaird’agtant plus significatif sur la perte de

diversité.

On peut conclure que le tamisage sélectif ne semddetrouver de véritable appui en
terme de pratique systématique, en tout cas du deivue de diversité génétique. Car il est

aussi évident que I'élimination des « queues de [mut, dans un contexte sanitaire, étre utile
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de facon a éviter le développement d’éléments pathes ou une dégradation du milieu
d’élevage liés décomposition des larves mortegedte a déterminer la limite entre un
tamisage «trop sélectif » pour la diversité géngtides stocks et un tamisage préservant
cette diversité et permettant aux écloseries dese¢ain élevage dans des délais compatibles

avec les contraintes économiques et/ou zoosamsitdé@roduction.

Considérant I'effet de la température, il semblasptlifficile de tirer des conclusions
claires. Nous avons vu que la variabilité génétiquoar la taille est exprimée plus
précocément durant I'élevage des bacs maintenu6°@. ette température est, comme
montré a de nombreuses reprises, favorable a wappement larvaire optimal de I'espéce.
Ainsi, les taux de survies et de fixation a 20°@tseettement plus faibles. De surcroit, la
température en phase larvaire interagit avec lssanoce des juvéniles et I'hypothése d’'une
corrélation positive entre croissance larvaireus€pile est partiellement soutenue puisque
uniqguement démontrée a 20°C. C’est incontestablememssociation avec une pratique de
tamisage sélectif que I'influence de la tempéraeseintéressante tant celle-ci permet une
expression supérieure de la variabilité génétiggem(me montré par les estimations
d’héritabilité).

Perspectives

Comme souvent, cette these souléve plus de quesijidelle n’en résout (Ernande, 2001).
Cependant elle apporte des éclaircissements sprdesssus sélectifs appliqués en écloserie.
Il apparait de facon assez claire que les conségeeties pressions de sélection que nous
avons envisagées sont importantes en terme deomedg la variabilité. Des études
supplémentaires seraient nécessaires afin de définratio optimal d’élimination, qui a la
fois pourrait minimiser la perte relative de naisset maximiser la réduction de variabilité
dans la fenétre temporelle de fixation. La répétahiles résultats présentés dans le chapitre 2
reste également a examiner.

La partie concernant une réponse a la sélectiontengussi d’'étre approfondie avec la
mise en place de protocole incluant des pointshdigtillonnage plus tardifs dans le temps,
comme par exemple 1 an apres métamorphose de dagonfirmer 'avantage sélectif sur la
croissance.

Les résultats obtenus dans ce contexte tres paticde domestication pourraient

egalement d’étre confirmés et développées, sunetie fois une approche plus fondamentale
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de génétique quantitative, focalisée entre autrdesubases géneétiques (et leur plasticité) de
caracteres larvaires d’intérét. L’approche famgilemélange doit permettre de considérer ces

éléments dans un contexte environnemental « stmdar

De facon plus générale, il serait important d’sager un effort supplémentaire sur le
développement de jeux de marqueurs. Le jeu derrarsjueurs est un outil précieux mais on
pourrait aisément le compléter par d'autres cars pllune centaine sont aujourd’hui
disponibles. Leur intérét tiendrait notamment déngossibilité de choisir au mieux les
géniteurs a l'origine de nouveaux stocks en mirmmigeur apparentement. Cela fait écho au
concept de « parenté minimale » (« minimal kinsf)ipnvisagé pour les élevages de poissons
par de nombreux auteurs (Ballou & Lacy, 1995 ; Bogt al., 2001 ; Taniguchi, 2003 ;
Russello & Amato, 2004 ; Sekino et al., 2004). kie@pe est de déterminer et de privilégier
les individus présentant une « parenté» minimadnimisant l'effet de dérive et de
consanguinité. Cette approche repose sur le cdésicoefficients du type de ceux employés
dans le chapitre 4.

Enfin, I'approche famille en mélange, qui dans cejgi a été focalisée sur le stade
larvaire, pourrait cette fois-ci étre mise en oeuyour des stades plus tardifs. Elle
constituerait une premiére ch€z gigas permettant de compléter les données issues des
approches plus classiques d’élevage en famillearéép, méme si des questions subsistent
guant a sa faisabilité. A quel moment du cycle ideegt-il le plus judicieux de mélanger les
familles en répartition égale, sans déséquilibegtecrépartition une fois les huitres placées
sur les parcs d’élevage ? Nous avons vu que |'espsiccaractérisée par une forte variance du
succes reproducteur, associée a la possibilitépdission du fardeau génétique. Il n’est pas

sUr gqu’'un mélange en phase larvaire serait le gghpsoprié.
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SHORT COMMUNICATION

A combined microsatellite multiplexing and boiling

DNA extraction method for high-throughput parentage

analyses in the Pacific oyster (Crassosirea gigas)

Micolas Taris', Sophie Baron?, Timothy F Sharbel', Chriscopher Sauvage' & Pierre Boudry!
Inmitut Prangais de Recherche pour MExploitation de b Mer (IFEEMER}, Laboratoire de Gén éfque =t Pathalogie (LGP},

La Trem blace, France

ﬁal‘mrﬂumdhw}_\mm genstigues GENINDEXE La Eochelle Pramce

Correspamidence: P Boodry Instsnt Prancats ds Hecherche pour PBypladiation de la Mer (IPREMER) [ahoradnime de Géndthque
ot Pathalogie (LGFL 17890 La Tremblade, Prance. Bomatl: phondr pi@Sremes

Microsatellites are ideal markers for genetic mapping
studies, anelyses of population structure and the as-
sessment of parentage (Jarne & Lagoda 1996} When
analysed in & multiplex fashion, microsatellites pro-
vide rapld turnaround time with a elatively low ma-
terial cost for the wser (Neff, Fu & Gross 20040L In
aquacultume reseamch, they are especially powerful
for parentage deter minations in quantitative genetic
studies (Moussean, Ritland & Heath 1998 Vende-
putte, Dupont, Chatain & Chevassus 2001} and for
the assesament of genetic diversity in hatchery popu-
lationz(e.g Boudry, Oollet, Cornette, Hervouet & Bon-
homme 2002 Hara & Sekino 2003% The following
technical note describes a high-thmughput method
composad of 8 bolling DMA extraction protoecol, an
optimized triplex microsatellite system and its appli-
cation to perentage analyses of Pacille oyster larvae
(Crassastrea gigas). The three loci were taken from
the literature [ 0G49 and OGNS from Magoulas, Gjet-
vaj, Terzegloun & Zouroes 1998, L10 from Huvet, Boudry,
Ohresser, Delsert & Bonhomme 200004 and were
chosen becguse they were highly polymorphic (== 40
alleles per loous, Huvet, Fablous, MeCombie, Laptgue
& Roudry 2004), and easily scorad.

Conzidering the difficulty of larval DMA extraction
due to their small sizge (from 70 to 300 pm) and the
presence of 8 hard closed shell, our DMA extraction
ot oool represents a simple and inexpensive method
for large-scale studies, [tis based on a Chelex-boiling
extraction prcedure (Estoup, Largiader, Perrot &

Sl

Chowrrout 1996, Lawmey & Hedgecock 20013, but
does not require Chelex resin (Blorad, Hercules, CA,
[EA) Individual larvae that had been presemved in
0% ethanol were collected by pipetting 3 uLoof etha-
nal inte & 0.2-mL Eppendor] tube (Hamburg Ger-
many), erushed using the point of &2 clean neadle
under & d Esection micrescope, and then dried down
inavacuumesntrifuge (Gyrovap, VA Howe, Banbury,
UK for 15 min &t 35 °C or at ambient temperature,
although thistakes more time. Our initial trials nsing
uncruzhad larvas produced variable results, and the
addition of the crushing step greatly increases the
quality of the genotyping results. A 30 -ul vohime of
bysate buffer (67 0-mM Tris-HO pH 8.8, 166-mM am-
monium sulphate, 1.1% Tween-20 and 5 pl of pro-
teinase K (lmgpl~ ') were added to cach sample,
followed by a short centrifogation step to ensure that
the larwme were at the bottom of the tube. The tubes
wereincubated & 55 “Clorl hina polymerase chain
meaction (PCR) machine [Programmable Thermal
Comteoller- 1007 M] Research, Waltham, MA, TISA),
centrifuged briefly and then heated again at ¥40 °C
for 20 min. The sam ples were finally transferrad from
Eppendor! tubes to & 96-well micmtitre plate, and
storad &t — 200 before the PCR pmcedune. DNA of
adult oysters was extracted from very small gill sam-
plez [~ Mpg) using the same protocal, bt using
150 wl vohame of lysate buffer.

Optimal eonditions for 8 PCR—multiplex reaction
may differ markedly frm those developed foruniplex

i 2004 Bhckwell Publshing Ltd

165



Annexes

Aquaculiure Besearch, 2006, 36, 516518

Miionos abell ibe mod §jplexing and bodling ITNA extraction method N Terisetal

Table 1 Test of varistions in multiplex PCR conditions for
(A} PCR reacion wohane and annealing temperature and
| B} primer comcentration for merkens CG10E, L10 and 0649

Annealing
) tempermture 6"
[Final reaction volume (L) = =
25 - +
&0 - +
15 - +
1a +
L] CGEI0E S-FAM) T LI0HEN)T DG4 (NED) T
05 M oqumolar o o o
02 M squmolar =
OIS0A0I5M == - ++

. no amplScation: +, nonspecie amplfcaton: + 4+, scar-
2hle genotype.

o, PCR pradhucts saturation: +, scorable but uneven
ampl#ication: ++, scorable genotype

PR, Polymerase chain reaction

reactions (Henegariu, Heerema, Dlouhy Vance &
Vogt 1997; Masi, Spagnoletti Zeuli & Donini 20033
Consaguently, we tested & range of PCR—multiplex
conditions by verying primer concentrations, an-
nealing temperatures and reaction volumes (Table
11 Following our initial tests, we adopted the follow-
ing protocol (regetion vohume 15 pl): dN TP (200w},
1 ThermaoPol reaction buffer [ Mew England Riolabs,
Beverly, MA, TI8A), Mg, (2mM), Tag DMA polymer-
ase (New England Biclabs, 15015 uI.~ % and tem-
plate opster DMA (MIng of template TNA for adults
and ~ 50ng for larvae in volume of 12 L} Initially,
annealing tempergures were 53, 55 and 55 °C for
CG49, OGHE end LI pairs of primers, In the mult-
plex PCR meaction, the annealing tempersture of
55°C gawe optimal resolution, altthough lems LHY
could be amplified at 58°C.

The eyeling conditions used for the PCR amplifica-
ton were as follows pre-denaturation (94°C for
2min), followed by 30 eyeles of denaturation—anneal
ing—eaxtension (94 °C for Tmin; T, (optimal annealing
temperature for each pair of primes) = 55T for
Iming 72°C for 1min} and a final elongation sep
(72 *Clor 30 min) in onder to raduce the double peaks
associated with ‘plus A phenomenon (Ziegle, Su, Oor-
aormn, Mayrand, Hoff, Mchridge & Kronich 19925
Polymerase chain reaction products (10 pl) were fi-
nally mized with 12-pl. delonizad formamide and
025l GeneScan™ ROX™ size standard (Applied

A0 A0 Blackwell Pubbshing (4. Aquaculture Rasarrch 86, S16=518
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Biosystem, Fester City, CA, TISA)L denatured for 5 min
at 95°C and then flash-coolad ina water ice hath, All
analyses were performed on an AR Prem® 3100
antomatad saquencer (Applied Blosystem) wsing the
POP-4 polymer with the 36-cm capillary

The extraction—multiplex pmoedum was per-
formed on 1318 ethanol-preserved larvas produced
{rom a cross between 13 known adults (three females
fertilized Iy 10 males in a factorial designi. We chose
highly hetemaygms parental genotypes fmm a pos-
sible BR potential adults. T test the resolving power
af our three loci in relation to the 13 chosen parental
genotypes, we usad the Femily Assignment Program
(PAP} software (1. B. Taggart, University of Stirling,
unpubl). This program, based on exclusion princk
ples, mwealad that our three muliplexed locl pro-
vided 1040% discrimination among the progeny of
that cross (assuming no genotyping errors). In prac-
tice, we were able to unambignonsy determine the
parentage in 93% ofthe larvae (12241318} Dmpouts
in our genotyping procedure are likely to have been
cansed by DMA degradation of larvee preserved in
ethanol or by human error during the initial larvas
sampling, rather than assignment uncertainty

Additionally, in onder to test for the general mesal
ving power of this three-locus multiplex system,
Le, without any prior selection of the parental gena-
types, we usad the simulation program CERVIIS
(Marshall, Elate, Kruuk & Pemberton 19981, This pro-
gram uses alkele frequencies of a population at & given
lomus to estimate its resolving power. The allele fre-
quencies of 88 adult oysters were usad to run the si-
mulations according to the following parameters:
M1 () replication eycles, W% of candidate parents
sampled and genotyped We tested & mamber of candi-
date parents ranging from two to 88 (Ag 1. Assign-
ment tothe true parents was successful in 985% of

ey
0457

0

LS
05
LB
oy
0

% True parmt

I 4 &0 a 10
Number of candidate parents
Figure 1 Asdgnment of ofipring in parentage under a
mmiber of candidate pannts from 2 to BE.
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the cases when two parents were rendomly chosen,
and 57.%% whan BR parents were usal. For 13 parents
fi.e. our study casel, the mean percentage of unam-
biguous parental sssignment was B7% (not HHI)
Thiz (Ihitrates that, when feazible, the sslection of
highly hetemaygous parents can facilitate paentags
analysis fe.g. Boudry e af. 2(H012)

Tezpite the inevitable dropout of & small percen-
tege of genotypes due mostly to lara] DNA quality
factors, our methed represents & significant step in
the dewlopment of perentage studies in C. glgas ge-
netics, and epuld be extended to the many other
mierosetellite markers that are now available for this
spacies (14, Hubert, Bockling Ribes & Hedpeoock
WA
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Detection of ostreid herpesvirus-1 (OsHV-1) by
PCR using a rapid and simple method of DNA
extraction from oyster larvae

Frederico M. Batista?, Nicolas Taris?, Plerre Boudry?, Tristan Renault®*

MInstitute Marclonal de Investigagao Agrarla & das Pescas {INTAPIPIMAR), CRIPSul, Av. 5 de Outubro, 8700-305 Olhao, Portugal

Institut Frangals de Becherche pour 1'Explettation de la Mer (IFREMER), Laboratelre de Génétique et Patholegle (LGP,
17380 La Tremblade, France

ABSTRACT: A DMA extraction procedurs was developed for the detection of ostreid herpesvirus-1
[2sHW-1) using the polymsarase chain reaction (PCE) in ayster larvae, The DIA sxtraction procedure
dewelopad was tested on 8 larval samples. Abnormal nueclei with characteristic features associated
with CsHWV-1 infections were only observed in samples in which the viral DMNA was detected by PCR.
A previously described competitive PCR method was applied te detect inhibition during PCR reac-
tions, The results show that the methoed can be used on small amounts of oyster larvas (3 mo) for the

detection of OsHV-1 DMA by PCE.

EEY WORDE: Herpesvirus - OsHWV-1 - Oyster - Larvas - Detection - DMA extraction

INTRODUCTION

Harpes-like wirus infections of bivalve molluscs wers
first reported in Crassostrea virginica by Barley et nl
[1!;'5'2] Wiruses pcresumed to belong to the H: X

dae family heawve subssquently been associated Mth
maortalities in larvase and juvenilss of various bivalve
species around the warld (Hine et al. 1992 Micolas et
al. 1902, Renault «t al. 1994, Renault & Arzul 2001).
The pathegenicity of the herpes-like wirus infecting
Crassostres gigas larvae was demonstrated by experi-
mental transmizsion of the dissase to axenic healthy
larva=s (Le Deuff &t al 19941] The virus was isclated
from moribund  Cras d gigas larvae and its
genome characterized (GenBank number AYS08253),
which allowed it to be included in the Herpesvindas
family. The wirne was named ostreid herpesvinos-1
{OsHWV-1) (Minson <t al. 2000, Arzul & Fenault 2002,
Davison 2002). The characterization of the wirus
gename has facilitated the development of molecular
tools including detection of wiral DMA using the poly-
merase chain reaction (PCE) (Renault et al, 2000, Arzul
et al. 2001, 2002, Lipart & Renault 2002). PCE is a suit-

*Corresponding author, Emall: trenault&iiremer o

Remals or rapuhlication mof parmatted withow! written consent of the peblivher

able teol for the diagnosis of OsHV-1 infections dus to
specificity, high sensitivity, time and cost efficiency.
The method used to prepars samples for DMNA detac-
tion using the PCER is known te be critical for the
success of the amplification reaction. The procedurs
currently used for preparing samples for OsHWV-1
detection using the PCR (Renault et al. 2000) requires
large amounts of larvae (50 mo). The aim of the pre-
sent study was to develop an alternative rapid and
simple procedure of DMNA extraction for small samples
of oyster larvae (3 mg) that allows the detecton of
OgHV-1 DMA using PCE.

MATERIALS AND METHODS

COryster samples. Larvae from a hybridization study
between Crassosirea an ta and O gigas wers
rearad in 4 independent 1501 tanks, Larvas were col-
lected in September 2003 after 10 and 15 d of develop-
ment, and fresh-frozen at —80*C.

Sample preparation. Two procsdures for total
nucleic acid extraction were carried out: (1) a DIMNA

4 Inter-Research 2005 - www int-res.com
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sample preparation procedurs previcusly described
{Renault et al. 2000), (2) a variation of this precedurs
using a pre-treatment with Proteinase K Tween-20. In
the first extraction procedurs (1), 50 mg of frozen lar-
vae were measured in 1.5 ml microfuge tubes and
ground in 50 pl of distilled water. Samples were vor-
texad and boiled in & water bath for 10 min, followed
b quick chilling in ice (Renault et al. 2000). In the sac-
ond sxtraction procedure (2], 3 mg of fresh-frozen lar-
wvae were measurad in 0.2 ml microtube and washed in
double distlled water to remove any traces of seawa-
ter. Larvae were then ground in 50 pl of extracton
buffer solution (5 pl of Goldstar Tag DMNA Polymeraszs
buffer, 45 pl of doubls distilled water and 0.5% of
Tween-20) using a singls-uss curved steel needls, Five
microlitres of Proteinase K (10 mg ml™") were added to
each tube. The samples wers then incubated at 55°C
for G0 min followed by a second incubation step at
100°C for 20 min in a thermal cycler (FTC-100™ BT
Bezaarch). Samples were than mized and centrifuged
at 10000 rpm (1200 = o) for 5 min at 4*C. Supematants
obtainsd by both precedures werse recovared in 0.5 ml
microfuge tubes, diluted 10-fold in double distilled
water and immediately frozan at -20°C,

Detection of OsHV-1 by nested PCR Two primer-
pair combinations weare used for the detection of
OeHV-1 DMA,| the external C35 (5" CCG TGA CTT CTA
TGG GTA TGT CAG 3013 (5 CCT CGA GGT AGC
TIT TiGT CAA G 3') combination which generated a
763 bp product, followed by the internal C2 (3" CTC
TIT ACC ATG AAG ATA CCC ACC 3WC4 (5 GCA
GTT GTG GTA TAC TCG AGA TTG 3) pair which
yielded a 352 bp product {Arzul =t al. 2001). All PCR
reactions wers performed on a Crocedile I thermal
cyclar [Appligens Cncor). Fifty microlitre PCR reac-
tions ware prepared using 2.5 U of Geldstar Tag DERA
Polymerase (Burcgentac), 0.05 mb of sach 4ANTP,
100 ng of each primer, 2.5 mbd MgCl; and 1 pl of
extracted DMA. After heating samples for 2 min at
04°C, 35 cycles consisting of 94°C for 1 min, 50°C for
1 min and 72%C for 1 min wers carried out, followed by
a final elongation step of 5 min at 72°C. Mested PCR
was carried out using 0.5 pl of the primary reaction as
template  following  identical reacton conditicns.
Megative controls were incorperated in all PCR runs
containing all the PCR reagents and double distilled
water instead of template DA, Genomic COsHWV-1
DMA extracted from purified wirions infecting (Cras-
sositea gigas larvae (Le Deuff & Benault 1999) wers
used as positive contral.

PCR inhibition controls. A compstitive PCR mathoed
previcusly developed (Arzul et al. 2002, Renault =t al.
200d) was used to detect inhibition during PCR reac-
tions using the primer pair C2 (¥-CTC TTT ACC ATG
AAG ATA CCC ACC-3')/CE (5'-GTG CAC GGC TTA
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CCA TTT TT-%¥). These primers amplify an OsHV-1
DMA fragment of 710 bp as well as an internal stan-
dard competitor that differs from the targst viral DIMA
by a 76 base pair deletion. Cme microliter of both
extracted] and competitor DIA was added to the reac-
tion mizture, while the conditions for the PCR reacton
were the same as described in the previous paragraph.
PFor the internal standard control, 1 pl of deuble dis-
tilled watar was added instead of extracted DMNA.

Detection of oyster DMA. A 165 mitechondrial
fragment (1651DMA: the large subunit tRMA-coding
gens) was amplified from the oyster larvae following
the protocol of Boudry ot al. {1988) using the primers
described by Banks et al. {1943),

Electrophoresis of PCR products. All PCE products
were visnalized by slectrophoresis in 1.5% agaross
gels containing sthidium bromide (0.5 mg 1Y) in 1X
Tris~acetata-BEDTA [TAE) buffer (40 mb Tris-acetate,
1 mki BDTA, pH 8.0). Molacular mass markers (100 bp
DMA ladder, Promega) were included in sach geal to
determines the approximate size of the PCR products,
and DIMNA bands were photographed under T transil-
Tumination.

Microscopical examination Larvas wers fized in
2.5% glutaraldehyds in 0.2 M cacedylate buffer at
pH7? 2at4°C, After 2 washes in 0.2 Meoacodylate buffer,
samplas were then post-fixed in 1 % osmium tetrozidein
the sams buffer at 4°C. Larval samples were dehydratad
bv serial ethanaol baths (70 te 100 %), clsared twice for
15 min in propylens ozide and infiltrated for 1 h in
50:50 propylens oxide:Eponresin, After 1 hinfiltrationin
pure Epon resin, they wers embedded in resin and cured
for 48 hat 60°C. One micrometer sections weare stained
with 0.5 % toluidins blus in 1% sodinm borate solubion
for light microscopic examination.

RESULTS AND DISCUSSION

PCER products with the expected size wers chasrvad
after the first (C5C13) and second (C2AC4) reactions in
ona (15 d old Crassostrea gigas larvae) of the 8 ana-
lysed samples using both DRMA extracton methods.
Calls with enlarged nuclsi of abnormal shape and
chromatin pattern characteristic of herpas-like wiral
infections in malluse bivalvas (Hins et al. 1992, Renanlt
et al. 1994) were chesrvad in semi-thin sections in the
15 d ald larvas in which the wvirus was dstected by
PCE. Mo maclear abnormalities were observad in the
7 samples that did not yield PCR products. Thess
results suggest that: (1) anly 1 of the larval batches was
infected with QsHWV-1 and (2) that the DMNA extraction
method used was sensitive encugh to allow the detec-
tion of OsHW-1 DMA from a small amount of larvae.
This conclusicn is further supparted by the mortality
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rata of 100% (3 d after the detecton of OsHWV-1 using
PR in the infected larval batch, while no subsequent
abnormal mortality was obsarved idata not shown) in
any other batch in which the virus was not debacted
by PCE. The abssnce of OsHV-1 detection in other
batches does not necessarily demonstrate the compleate
abzencs of the virus, as low levels of viral DMA in lar-
wval tissuss may be below the threshold of sur methods,

Factors that inhibit the PCER reaction can interfers by
nucleic acd degradation or capture and may inhibit
polymerass activity for amplification of the target DNA
{Wilzon 190975, Mo inhitdtory effect was detected o the
samples obtained by both DMA exraction methods
{Fig. 1). Amplification of the internal standard (634 by
was obssrved in all samples in whidh the nested PCR
did not datect the viral DRA, In the positive sampls a
band of expected size (710 bp) corresponding to wiral
DMA was obsarved, as well as a lghter band corrae-
sponding to the internal standard (634 bpy (Fig. 1,
Lane 7).

False-negative results can alse result from inads-
quate cell Iysis and subzequently low levels of DINA for
amplification [(Wilson 1997). Extracton by beiling
alone has besn noted to raducs PCR sensitivity dus to
poar Iysis efficiency and insufficient separation of DRA
from structural proteins (Todd st al 198925, MMoreover,
the high concsntration of salt in frech frozen larvas can
inhikit cell lysis and negatively affect PCE. The com-
bined use of Proteinase KTween-20 and larval wash
with distilled water may thus improwe o=l lysis and
hence increase the efficiency of PCR (Estoup et al

B 7T B 9 10

11 12

Fig. 1. Ostreld herpesviris-1, Inhibition contols uslng &
competitive PCR method. Lanes 1 and 10: negative controls;
Lanes 2 and & 10 .and 15 4 old larvae (3o} from Tank 1,
respectively; Lanes 3 and 70 10 and 15 Aol from Tank 2,
respectively, Lanes 4 and & 10 and 15 dol from Tank 3,
respectively, Lanes 4 and & 10 and 15 dol from Tank 4,
respectively; Lane 11 Internal standard; Lane 120 gqenomic
wiral DMA; Lane M slze markers (100 bp DA ladder,
Promeda)
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1805), Omn the other hand, alternative methods of DRLA
extraction from Crassostrea gigas larvae including
Chelex-100 and phenol/chloroform extractons ooca-
sionally yield false-negative results (Renault st al
200, We successiully amplified the oyster 165 frag-
ments in all our samples (data net shown), hence
supparting our extraction metheds for good cuality
DA,

The DMA sxtracton procedure dascribed is simpls
and rapid, and allows the detection of OsHV-1 DRA
from small amounts of oyster larvae (3 maqg), Moreover,
the numb=ar of required steps is low when compared to
other extraction protocols, hence reducing the risk of
sample contamination. This methed can be useful for
dizsase diagnosis and studiss concerning the mecha-
nisms iowvalved in infections by CsHV-1 when only
small quantities of larvae are available. Purthermore,
thiz mathed may alse be used far detection of the virus
by PCR in individual larva since it was successfully
usged in extracting DINA from single Cras rea gigas
larva for micresatellite multiplexing (Taris wggoabl
data). Thesefore, this methoed can open new perspec-
tives in studies concerning OsHY-1 transmission and
putative resistance in sarly life stages.
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Piasre Boudsy

“Aguacultural
production of the
Pacific oyster
Crassosirea gigas
is of increasing
economic
importance, but
little genetic
improvement has
been made on this

species . . ."

Genetic Variability and Selective
Breeding for Traits of Aquacultural
Interest in the Pacific Oyster
(Crassostrea gigas)

Pierre Boudry, Lionel Dégremont , Nicolas Taris,
Helen McCombie, Pierrick Haffray, and Bruno Emande

The most significant genelic improvement for production of Pacific
owster (Crassostrea gigas) has been oblained through the breading of
triploids, especially since the development of tetraploids. Quantitative
penetics studies suggest that significant gains, for disease resistance or
for other traits of aquacultural interest, could be obtained using this
approach. However, the limited extent of hatchery-propagation (versus
natural recruitment) and/or varions technical difficolties and bictogical
characteristics of the species have slowed the development of selective
breeding programs, Recently, in the USA, Australiz and New Zealand,
fumily-based selective breeding programs have been initisted to im-
prove prowth and yvield. In Europe, where both natural and hatchery-
propagated spatare farmed, no larpe-scale selective breeding pro-
grams have been initinted. However, special attention has been paid to
“summer mortalities”, for which the causal factors are stll unclear,
Our studies have shown that family-based selective breeding can im-
prove spat survival, with no impact on growth. However, a genetic
trade-off between survival and reproductive allocation was shown in
adults, but was influenced by environmentzl variation, This might ex-
plain how additive penetic variance for fitness-related traits is main-
tined in wild populations. Practical difficulties in breeding large
numbers of families are o major constraint for family-based selective
breeding in oysters. Genetic varisbility exists for several larval raits,
which increases the imbalance m reproductive success between breed-
ers in hatcherv-propegated populations. Mulliplexed-microsatellite
maarkers can be efficiently used to race parentage in mixed-family
bresding programs. Finally, a new means of introgression of traits of
interest from genetically improved diploids 1o polvploids will atlow
the combination of selective breeding and polvploidization.

Intreduction

Aquacultural production of the Pacific ovster Crussostrea gigas i3 of increasing
economic importance, but litle genetic improvement has been made on this spe-
cies to date {see Sheridan™ for review), In many countries, wild spat is collected
andraised, which offerslitthe or no possibility of controlled genetic improvement,
although natural selection might contribute to the adaptation of stocks Lo local en-
vitonmental conditions, This effect could be more pronounced in countries where
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. gigas was recently introduced for aquaculture and 15 now success fully estab-
lished (e.g., Australiz, France, New Zealand). However, such local adaptation is
poarly documented, probably because of the high plasticity of ovster species and
the difficulty of setting wp comparati ve experiments between introduced and na-
live stocks (but see Soletchnik et al™). Furthermore, temporal and spatial varia-
tion, natural and squaculiure-induced gene flow and large effective population
sizes (but see Li and Hedgecock™), are likely to make nawral adaptation rather
slow, Matural sel ection will primarily acton Gtness-related traits, butit will notal-
wivs work in favour of squacultore. Trade-offs between growth, survival and re-
production can lead te shifls in resource al location strategies from survival to re-
productive effort and growth when resource abundance increases.® In such
cases, natural selection would favour penotyvpes with low survival but high
growth and reproductive allocation, and thismight not be the best selective direc-
lion for aquaculturs,

Triploidy as a “Single-Step” Genetic Improvamant

The maost significant genetic improvement for the production of Pacific ovsler
ter date has been obtained through the breeding of wiploids, Polyploid C gigas
have become mcressingly important following findings that they prow quicker
than their natural diploid counterparns, probably due to their high level of infertil-
':[y.""} This is & clear demonstration that waits which are counter-selected in the
wild (such as infertility) can be beneficial for aquacultural production o foysters,
The development of tetraploid oysters has
eased the production of triploid oysters, now
bred by crossing diploid females with
tetraploid males. ' Additionally, these “natu-
ral™ triploids show better growth and survival
than chemically induced triploids (see
Eudeline'™). However, triploidy is a “sin-
gle-step” penetic improvement and further ge-
netic improvernent should be considered.

Family-based Salactive Breeding: Presant
and Prospects

Muny quantitalive genetics studies sugpest
that significant heritable variation exists for
traits of aquacultural interest in oysters, such
a5 disense resistance or growth (for review see
Dégremont™), Additionally, heterosis and the
use of non-sdditive penetic variation have
also been investigated™(see also
http: Fhmse. oregonstate. edu projects/wrac! ).
Consequently, significant gains should be ob-
tained by selective breeding in diploid ovs-
ters. However, the limited extent of hatch-
ery-propagation (versus natural recruitment),
some techmical difficulties, and certain bio-
legical characteristics of the species, have re-
tarded the development of selective breeding
programs. Until recently, most hatcheries ei-

Field testing of the
"Morest” families in the
Marennes-0léron Bay
(France).
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ther chose their breeding ovsters from
within commercial batches or else bred
from offspring that were selected by mass
selection, most often on weight and mor-
phology, Recently, in the USA, Australia
and Mew Zealand, countries where hatch-
eries ate a major source of O glgay juve-
niles, family-based selectivebreading pro-
grams have been initiated Lo improve
prowth and wield B (see also http:f
himse.ore ponstate. edu! projects/mbp/).

Selectad “high' HEF

Sede cied “how™ HEF

[ T

Figure 1

Variation of mean
maortality among G1
half-sib families (HSF)
and identification of the
selected "high" and "low"
families forthe breeding
of the second generation
(P =0.001).

Figure 2

Variation of mean
martality in the cuthred
G2 families (divergent
salection) in Brittany
(P =0.001).

In Europe, where both nafural and hatch-

eryv-propagated spat are farmed, no

larpe-scale selective breeding programs have vetbeen initisted. However, special

attention has been paid 1o the role of penetics in “summer morlalities”, for wlich

the causal factors are stifl unclezr. A national multidisciplinery program, named

“Morest” (see http:fwww.ifremer fr/francais/defis/defi6/morest. ht_HIt

TiRA5T760m _HNT358557600) and coordinated by IFREMER, was initiated m

France to help underatand the causes of the summer mortalities in C. gigay and to
find possible solutions.

As a first step, 15 families (5 males crossed with 3 females each, following a
neated half-sib design) of one-vear-old ovsters were studied under controlled
{IFREMER "3 facilities in Bouin) and natural (farming site close to La Rochelle)
rearing conditions, showing contrasting food availability. The aim wis not only
to estimate genetic variability of survival, prowth and reproductive allocation,
but also the genetic somponent of their plasticities, giving a highly informative
combined data set,* Phenotvpically, high food abundance led to bower survival
but higher growth and reproductive effort. Heritability estimates were low for
growth and its plasticity, but high for survival and plasticity of reproductive ef-
fort. Interestingly, estimates of penetic correlations between reproductive effort
and survival changed sign according 1o food abundance (they were posilive when
food availability was high and negative when it was low). These resalts clearly il-
lustrate that multi-trait approaches should be favoured to better understand ge-
netic variation for resource allocation trarts m ovsters, Trade-offs md environ-
memal influence on genetic correlations might explain why additive penetic van-
ance for fitness-related traits is mamtained in wild populations subjected Lo spa-
tial and temporal variations, However, this also makes it difficalt @ predict corre-
lated response to selection for a given trait,

The second step, in 2001, concerned 72 bi-parental families (“G17), produced in
3 zets of 24 for each set, 6 males were
crossed with 4 females each, follow-
ing a nested hal f-sib design) ™ Due to

B o remies s

7 varighle larval survival and setile-

. 90 [ wigh" famities (%) ment success, heritability estimalion
& 60 |:| Btk of spat survival in the field during the
= 40 - first suminer was determined using
% 30 - only | Thalf-aib families {correspotud-
E 30 mg to 43 full-sib families). Families
= 40 I[D]]D:']:h were monitored al 3 sites {in Nor-
0 [ mandy: Baie des Vevs, in Brittany:
Riviére 4 Auray, and on the Atlantic
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coast in the Marennes-Oléron bay: Ronee), previously known to show different
survival rates for juvenile oysters. A variance component analvsis revealed that
among the studied factors, 45% of the observed variance was due to variation
among families. The heritability estimate for survival during the first summerwas
remarkably high. To confirm this result and to assess whether selection could be
efficient, a second generation (“G27) was produced in 2002 by breeding the best
and worst Gl half-sib families (Fig. 1) in order to evaluate responses 1o divergent
selection. Both within (inbred) and between {outhred) family crosses were per-
formed using Gl oysters that were protected from field mortality pressures (i.e.,
selection was strictly at the family level). Results confirmed the high heritability
of survival of spat over their first summer, “High-selected” families (named “R”
for “resistant™) showed much higher survival than “low-selected” ones (S for
“sensitive™). For example, in Riviére d"Auray (Fig. 2), summer mortality of
outhred G2 “S” oyvsters was 43%, while itwas only 7% for “R” progenies {the un-
selected control was intermediate: 24%5), Similar results were found in 2003, in
the third generation (*(:37), which replicated the outbred G2s without making any
further selection. In Riviére d”Auray, summer mortality of G2 “S7 ovsters was
3%, while it was only 27% for “R” progenies (the unselected control was inter-
mediate: 458%). In 2003, triploid progenies were also produced by crossing unse-
lected tetraploid males with G2 “R”or “S™ diploid females. Triploid “58” showed a
higher mortality (38 %) than triploid “R” progenies (36%), while the triploid con-
trol was intermediate (5095). Interestingly, no correlated response was observed
between prowth and survival in spat. Additionally, survival over the second sum-
it was similar for “R” and “57 G1 and G2 progenies in Ronce and Riviére
d’Auray, indicating that the first summer isthe critical sensitive period. However
this remains to be confirmed in Normandy, where mortalities mostly affect adult
ovslers.

These families are corrently being studied to investigate their genetic, physio-
logical and immunol ogical characteristics further, as part of the multidisciplinary
research project “Morest™. Special attention is being paid to reproduction and re-
source allocation, which are not as easy to study on spat compared with larger
ovsters, Consequently, molecular approaches are being developed.©™

MixedF amily Approaches: Feasibility and Constraints

These results and others using similar approaches are encouraging and promis-
ing for the development of selective breeding in ovsters. However, practical diffi-
culties in bresding large numbers of families are a major constraint for fam-
ilv-based selective breeding in ovsters., Mass selection can be considered as a
more praclical approach (e.g., Naciri-Graven et al, el et al "), but penetic
variability of the selected populations should be carefully monitored to ensure
long-term mmprovement and limit inbreeding. Indeed, many studies have demon-
strated that hatchery-propagated bivalve stocks have low effective population
sizes,"* which is commonly due to having a limited number of (highly fertile)
parents (e.g., Launey et 2l "), This can be easily overcome in species where re-
production and crossing are fully controlled. However, other aspects, such as
density effects, are not 50 easy Lo control.

Our studies have shown that genetic and non genetic components exist for sev-
eral larval traits, which increases the imbalance in reproductive success between
breeders in hatchery-propagated populations at early stapes. Firstly, sperm com-
petition at fertilization tended to increase the imbalance in reproductive success
between males."™ Consequently, separate pair mating prior 1o common larval
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10-month-cld oysters
from selected families

rearing should be favourad o maximise effective population size al early stapges.
Secondly, a familv-based stud v allowed the estimation of breeding value and ge-
netic correlations for several early life-history traits, "™ Larval survival, develop-
ment rate, size and success al settlement showed significant heritable variation,
MNegative genelic correlations (“trade-offs") were observed between develop-
ment rate and success ot settlement. Consequently, common praclices in oyster
hatcheries, such s selective sieving during larval rearing and al settlement (L.,
discarding the smalbest andfor slow developing larvas )y are likely 1o be signi ficant
selective pressures in hatch erv-propagated stocks.

As individual tngging is impossible at early stages of life, marker-based parent-
age andlysis of mixed families & likely to exse the evaluation of such phenomena,
In order o reduce costs associated with genotyping, we have developed a sel of
muilt plexed-mic rosatel lite markers' ™ that has been used to monitor the effect of
sieving (i.e., selection of fast growing larvae) on the genetic composition of a
hatchery-bred poputation, As expected, setective sisving of fast prowing larvae
leads to enrlier and lass variahle time to setthement, More interestingly, this also
leads to increased imbalance in reproductive success and, consequently, to re-
duced effective population size. " Similarly, effects of environmental conditions
{e.g., temperature and food availability) during larval developisent are currently
being mvestigated.

Such marker-assisted parentapge analvsis could also be of preat use in mass se-
lection breeding programs, in order to optimise manegement of the genetic re-
sources by the minmising inbreeding or 1o evaluate penetic parameters on the
progeny reired noa comimon environment,“")

From Selected Diploids to Selected Triploids?

It is likely that wiploidy will remain a major and expanding genetic improve-
ment for ovster frming in the future. However, the incorporation of polyplodds
makes selective breeding programs more complex and slower compared o dip-
loids. Therefore the use of polypleids might defay their contribution to the
sustainability and the development of ovster farming. Furthermaore, selection on
tetraploids is also restricted becanse strict quaranting conditions must be ob-
served for their culture m some countries. It is therefore unlikely that selective
breeding of tetraploid oysters
will efficiently contribute to the
development of selected stocks
i the near future.

Improved 4n lines would,
however, be an important step
towards the production of ge-
netically improved teiploids, Tt
is therefore necessary 1o have a
viable means of generating
tetraploids de novo from im-
proved 2n stocks or, alterna-
tively of mte grating genetic ma-
terial from 2n animals into ex-
isting 4n ovster lines. Using
epps from 3n females relies on
the fertility of these maternal
genitors and the quality of their
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gametes. The charaeter of fertility in 3n animals is not desirable in aquaculture
and the deliberate selection of fertile 3o 1o supply parents for 40 stocks may repre-
sent o problem of fertility in subsequent 3n progeny of the 4n thus produced. In-
deed there are already indications that the characteristic of hugh fertility can be
passed from Lriploid to tetraploid® An allernative means of penerating
tetraploids in bivalve mollusks is directly from diploids by inhibiting the expul-
gion of both polar bodies,”™ The use of diploids would allow animals grown and
selected under normal culture conditions tobe converted directly into tetraploids,
However, divect induction from diploids has gmra;tar shown low percentages of
tetraploids produced per cross and low survival ™

Another means of exploiting genetic characters from diploids in letraploid lines
wiolild be the introgression of this material inte £n families using arecently devel-
oped techaique. ™ This method produces tetraploid C gigas by evtochalasin B
inhibition of polar body 2 expulsion in diploid females crossed with tetraploid
mitles. This o {fers a means of mirogression of genetic characters divectly from se-
lected dipleid to tetraploid lines, avoiding ateiploid step. Viable tetraploids were
found at £and 6mousing this method, ndicating that the technique is success ful,

Conclusion

Multiple directions exist for progress in genelic improvement of ovster stocks,
be these via family or group selection, Molecalar tools, which will be developed
alongside future selection programs, represent a manner of continuously moni-
toring the progenies issued from any chosen path of selection and can therefore
represent an aid in decision making, In practical terms, diploid ovsters are the
simplest o work with, even ifthe finalobjective is integration of traits of choice
into commercialised polypleids. Future work sheuldalse inelude an evaluation of
the relevanceof selection on diploid progenitors relative to performance in future
polyploid offspring. The choice of traits for improvement and manner and age of
selection in any program should be made in the light of knowledge about the cor-
relation structure of life histery and resource allocation trails that has recently
been found.
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ANNEXE 4 : Tableaux statistiques-

1. Résultats des tests de comparaisocroissanceentre échantillons larvaires

(Proc MIXED):

1.1 Comparaison J22 20°C-J22 26°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Traitement - 0,15
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Traitement 10 0,99
Male x Femelle x Réplicat 10 0,99
Male x Réplicat 16 0,99
Traitement x Male 11,7 <0,001***
Male x Femelle 3,5 0,06
Traitement x Femelle 2,2 0,13
Femelle x Réplicat 0,2 0,61
Male 10,4 <0,01**
Femelle 12,5 <0,001***
Réplicat 12,3 <0,001***
1.2 Comparaison J22 26°C-J30 20°C
Effets fixes valeur de F Pr>F
Traitement - 0,52
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Traitement 0 0,99
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Réplicat 0 0,99
Traitement x Male 0,1 0,75
Male x Femelle 2,6 0,11
Traitement x Femelle 3 0,08
Femelle x Réplicat 2,7 0,10
Male 31 <0,001***
Femelle 56,1 <0,001***
Réplicat 1,6 0,21
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1.3 Comparaison J22 20°C-J30 20°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Traitement - <0,001***
Effets aléatoires Chi2 valeur de P
Male x Femelle x Traitement 0 0,99
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Réplicat 4.8 <0,05*
Traitement x Male 0,6 0,43
Male x Femelle 0,9 0,34
Traitement x Femelle 10,8 <0,01**
Femelle x Réplicat 0,5 0,48
Male 12,2 <0,001*
Femelle 39,4 <0,001*
Réplicat 0 0,99
1.4 Intra échantillon
1.4.1 J22 20°C
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 0,5 0,47
Male x Femelle 0,7 0,40
Male x Réplicat 0,3 0,58
Femelle x Réplicat 0 0,99
Male 2,7 0,10
Femelle 0,6 0,43
Réplicat 40,3 <0,001***
1.4.2 Intra échantillon J22 26°C
Effets aléatoires Chi2 valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Femelle 1,1 0,29
Male x Réplicat 0 0,99
Femelle x Réplicat 0,9 0,34
Male 17,5 <0,001***
Femelle 12,9 <0,001***
Réplicat 148,6 <0,001***
1.4.3 Intra échantillon J30 20°C
Effets aléatoires Chi2 valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Femelle 0,1 0,75
Male x Réplicat 5,2 <0,05*
Femelle x Réplicat 1,9 0,17
Male 7,3 <0,01**
Femelle 46,2 <0,001***
Réplicat 19 <0,001***
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2. Résultats des tests de comparaisons clentributions parentales sur échantillons

larvaires (Macro GLIMMIX) :

2.1 Comparaison J22 20°C-J22 26°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Traitement 1714 <0,001***
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Traitement 17,2 <0,001***
Male x Femelle x Réplicat 28,7 <0,001***
Male x Réplicat 0,3 0,58
Traitement x Male 22,8 <0,001***
Male x Femelle 52,4 <0,001***
Traitement x Femelle 8,6 <0,01**
Femelle x Réplicat 2 0,16
Male 95,8 <0,001***
Femelle 167,9 <0,001***
Réplicat 0 0,99
2.2 Comparaison J22 26°C-J30 20°C
Effets fixes valeur de F Pr>F
Traitement 0 0,95
Effets aléatoires Chi2 Valeur de P
Male x Femelle x Traitement 3,7 0,05
Male x Femelle x Réplicat 4.4 <0,05*
Male x Réplicat 4.3 <0,05*
Traitement x Male 41 <0,05*
Male x Femelle 1,4 0,23
Traitement x Femelle 0 0,99
Femelle x Réplicat 18,2 <0,001***
Male 0 0,99
Femelle 0 0,99
Réplicat 0 0,99
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2.3 Comparaison J22 20°C-J30 20°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Traitement 1,88 0,26
Effets aléatoires Chi2 valeur de P
Male x Femelle x Traitement 28,8 <0,001***
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Réplicat 0 0,99
Traitement x Méale 39,6 <0,001***
Male x Femelle 27,4 <0,001***
Traitement x Femelle 8,2 <0,01**
Femelle x Réplicat 0 0,99
Male 68,7 <0,001***
Femelle 157,2 <0,001***
Réplicat 0 0,99
2.4 Intra échantillon
2.4.1 J22 20°C
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 15,1 <0,001***
Male x Femelle 57,4 <0,001***
Male x Réplicat 0,1 0,75
Femelle x Réplicat 0 0,99
Male 83,8 <0,001***
Femelle 92,3 <0,001***
Réplicat 0 0,99
2.4.2 J22 26°C
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 0,5 0,48
Male x Femelle 4 <0,05*
Male x Réplicat 1,2 0,27
Femelle x Réplicat 12,9 <0,001***
Méale 1,9 0,17
Femelle 68,1 <0,001***
Réplicat 0 0,99
2.4.3 J30 20°C
Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 493,8 <0,001***
Male x Femelle 0 0,99
Male x Réplicat 0 0,99
Femelle x Réplicat 2,9 0,08
Male 3,3 0,07
Femelle 54,8 <0,001***
Réplicat 0 0,99
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3. Résultats des tests de comparaison desentributions parentales sur juvéniles issus de
cohortes de fixation précoces et tardives suivantal condition de température

(Macro GLIMMIX) :

3.1 Comparaison entre juveéniles issus de cohopgescoces et tardives a 20°C

Effets aléatoires
Méle x Femelle x Temps
Male x Femelle x Réplicat
Male x Réplicat
Temps x Male
Méale x Femelle
Temps x Femelle
Femelle x Réplicat
Male
Femelle
Réplicat

Chiz valeur de P
29,7 <0,001***
985 <0,001***

0 0,99
25,3 <0,001***
23,3 <0,001***
259 <0,001***
0,6 0,43
32,3 <0,001***
7 <0,01**
0 0,99

3.2 Comparaison entre juvéniles issus de cohopescoces et tardives a 26°C

Male x Femelle x Temps
Male x Femelle x Réplicat
Male x Réplicat
Temps x Male
Male x Femelle
Temps x Femelle
Femelle x Réplicat
Méale
Femelle
Réplicat

Chi2 valeur de P
8,4 <0,01**
1062,4 <0,001***

10,8 <0,01**
10,7 <0,01**
0,6 0,43

6,1 <0,05*
6,2 <0,05*

51,8 <0,001***

7,8 <0,01**

0 0,99
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3.3 Comparaison entre juvéniles issus de cohopgescoces a 20°C et 26°C

Chi2 valeur de P
Male x Femelle x Température 8,1 <0.,01**
Male x Femelle x Réplicat 1023,2 <0,001***
Male x Réplicat 1 0,31
Température x Méle 25,5 <0,001***
Male x Femelle 0 0,99
Température x Femelle 17,2 <0,001***
Femelle x Réplicat 5,9 <0,05*
Male 8,6 <0,01*
Femelle 69,9 <0,001***
Réplicat 0 0,99

3.4 Comparaison entre juvéniles issus de cohottedives a 20°C et 26°C

Chi2 valeur de P

Male x Femelle x Température 25,9 <0,001***

Male x Femelle x Réplicat 893,7 <0,001***
Male x Réplicat 0 0,99

Température x Méle 14,1 <0,001***

Male x Femelle 12,5 <0,001***

Température x Femelle 17,2 <0,001***
Femelle x Réplicat 0 0,99

Male 43 <0,001***

Femelle 7.3 <0,01**

Réplicat 0 0,99
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3.5 Intra échantillon

3.5.1 Juvéniles issus de cohortes précoces a 20°C

Effets aléatoires Chi2 valeur de P

Male x Femelle x Réplicat 483,2 <0,001***

Male x Femelle 9,5 <0,01**

Male x Réplicat 7.3 <0,01**
Femelle x Réplicat 14 <0,001***
Méale 21,8 <0,001***

Femelle 8,1 <0,01**

Réplicat 0 0,99

3.5.2 Juvéniles issus de cohortes précoces a 26°C

Effets aléatoires Chi2 valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 535,1 <0,001***
Male x Femelle 5,9 <0,01**
Male x Réplicat 5,7 <0,01**
Femelle x Réplicat 0,2 0,65
Méale 29,1 <0,001***
Femelle 15,1 <0,001***
Réplicat 0 0,99

3.5.3 Juvéniles issus de cohortes tardives a 20°C

Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 835 <0,001***
Male x Femelle 54 <0,001***
Male x Réplicat 21 <0,001***
Femelle x Réplicat 0 0,99
Male 45,9 <0,001***
Femelle 2,2 0,13
Réplicat 0 0,99

3.5.4 Juvéniles issus de cohortes tardives a 26°C

Effets aléatoires Chiz valeur de P
Male x Femelle x Réplicat 508,4 <0,001***

Male x Femelle 6,8 <0.01**
Male x Réplicat 1,1 0,29
Femelle x Réplicat 3 0,08

Male 10,3 <0.01**
Femelle 2,6 0,10
Réplicat 0 0,99
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4. Résultats des tests statistiques sur ldailles de juvéniles (80 jour a.f.) suivant la
condition de température dont sont issus les juvélais (Proc MIXED) :

4.1 Comparaison entre juvéniles issus d'élevadggDaC

Chi2 valeur de P

Male x Femelle x Cohorte 0 0,99
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Réplicat 0 0,99
Cohorte x Male 0 0,99
Male x Femelle 0 0,99
Cohorte x Femelle 0 0,99
Femelle x Réplicat 0 0,99
Male 1,9 0,17
Femelle 0 0,99

Cohorte 21,1 <0,001***
Réplicat 3,5 0,06

4.2 Comparaison entre juvéniles issus d'élevadggbdC

Chi2 Valeur de P
Méale x Femelle x Cohorte 0,2 0,65
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99

Male x Réplicat 0 0,99

Cohorte x Male 0 0,99

Male x Femelle 0 0,99

Cohorte x Femelle 0 0,99
0

Femelle x Réplicat 0,99
Male 0 0,99
Femelle 0,6 0,44
Cohorte 0 0,99
Réplicat 3,6 0,06
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5. Résultats des tests statistiques pour compararsales contributions parentales des
larves en pré-fixation et des juvéniles issus delwortes précoces (Macro GLIMMIX) :

5.1 Comparaison entre larves J22 et juvénilesissle cohortes précoces a 26°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Temps - 0,45
Chi2 valeur de P
Méale x Femelle x Temps 4 <0,05*
Male x Femelle x Réplicat 0,2 0,65
Male x Réplicat 4,8 <0.05*
Temps x Male 10,9 <0,0071***
Male x Femelle 0,6 0,44
Temps x Femelle 0,6 0,44
Femelle x Réplicat 10 <0,01**
Male 27,9 <0,001***
Femelle 106,9 <0,001***
Réplicat 0 0,99

5.2 Comparaison entre larves J30 et juvénilesussle cohortes précoces a 20°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Temps - 0,62
Chi2 valeur de P
Male x Femelle x Temps 0,5 0,48
Male x Femelle x Réplicat 929,6 <0,001***
Male x Réplicat 2 0,16
Temps x Male 2,4 0,12
Male x Femelle 2,2 0,14
Temps x Femelle 1,2 0,28
Femelle x Réplicat 9,3 <0.01**
Male 53,2 <0,001***
Femelle 441 <0,001***
Réplicat 0 0,99
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6. Résultats des tests statistiques pour analysesdailles de larves en pré-fixation et des
juvéniles issus de cohortes précoces (Proc MIXED) :

6.1 Larves J22 et juvéniles issus de cohortexpeés a 26°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Temps 267,2 <0,001***
Chiz valeur de P
Méale x Femelle x Temps 11,53 <0,001***
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Réplicat 11,53 <0,0071***
Temps x Male 0 0,99
Male x Femelle 11,53 <0,001***
Temps x Femelle 14,9 <0,001***
Femelle x Réplicat 11,53 <0,001***
Male 0 0,99
Femelle 1,13 0,29
Réplicat 17,4 <0,001***

6.2 Larves J30 et juvéniles issus de cohortexpeés a 20°C

Effets fixes valeur de F Pr>F
Temps 322,2 <0,001***
Chi2 valeur de P

Male x Femelle x Temps 0 0,99
Male x Femelle x Réplicat 0 0,99
Male x Réplicat 0 0,99
Temps x Male 0 0,99
Male x Femelle 0 0,99
Temps x Femelle 0 0,99
Femelle x Réplicat 0 0,99
Male 0 0,99
Femelle 0 0,99
Réplicat 0 0,99
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ANNEXE 5

Phenotypic and genetic consequences of size setattt the larval stage in the Pacific
oyster (Crassostrea giggs

Nicolas Taris, Ernande Bruno, McCombie Helen, Ri&oudry
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m adapmaam o dEpexol ond nbiss selection, wile
the adal shge npresens specmbizmtion @ ogmwdh
md reprocacson (Wray and HEall, 1990 Momn,
1594 Wikwr (1980 msks oo the Inpocamnce af
meamarphosis, mivrpretng fus podsd. in complex like
orcles as moadaphve sizespeciii saifl @ ecalogical
moche.

The high feoandily of species soch os elm e and
onsiers, that prodace Brge mombes of popogales omd
broadms dhem o o bosdle workd & commonly
viewed | an evokromry nEporse 0 Femse and ans
pradicable momalty @ early life hssoary smges (Wil
Tamm, 1975k In de wild e percenfage of marnoe
imerchrae hnae fim acimlly survive w adakhood &
exmamely bow { Thorsoe, | 950} The hnoal siage & cri-
mcal for mesn manoe venehmies, mckidemg bhahes.
Experimental sindies condnoied ad eady Life sioges
der congalled condidoms con prondide valmble ine
Bmamm abom bnal monabiiy and wsefally comples
mem sidies made in the wikl whese expesrmerdol
mproaches oe maee difficak.

From e s in viro oyster fertiladon {Baoalke,
187} o e appearmice. of modem production mich-
eries, bivalve caliee lns seen mane dhan o Bnmdeed
weans o developmens (Helm et al, 3EM Y Knowled ge
ahom bhahve reproducton and rewing echmiqoes m-
proved grew by dorimgg g 196105 nnd 19706 £ mbhessim
md Tomer, | %6 Walne, 1965, 1974, Breme ond Mas
Jeeal, D975 Dropay o al, 1977; o ond Jomes, 1561}
The semim] work by LoosmalT and Davis {196%) &
commeely comsiclared 1o be de fomdoton of mooy
o pemrimesen ] mid commesdal scheries (Loms, 1981}
Howeves, lara] rermg tockhsd qoes and equipmes still
=l more on enpinc concepls and experience mder
fun aon detailed ko kedge of spedes biology. Taday,
mxhede swcesslully realine coomralled leval devel
opmens mm feailizadon o posthovee for mamy spe-
ados md dhecommercinl prodooion of lagge oombers of
Tt (immatere sebled shellfishy. Ths commesdal
ocd vity Tl mimed o prod e spm o Togmenkionad
species for winch mum] recrommen: was imited doe o
avimonmerm] faewom. technial diffealEe or overs
axpliinton (Loms, 1981}, More recemly, Shis nctiviny
s offered she posshiliy do prodoce genaiically mme-
mroved sicks drongh sdecove bresding programs o
de produciion of Tiploid spat frosling, 2000 The
Pacific ovstler, Crassasirea pipas, is de most ecomdm=
wally mpornnd bhates spoces 1o e work- b D02,
e workiwide podoeton mmehed £2 million mesc
tremes § EAD, D0 The poopcet on of spas prodaced by
tawchens i mcraixing commmmlly Thie & ooably
beamume of incmasng mwens @ mplsids (Nell, D0Ty
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o, mare recere by, seleciive breeding (Lanedan o al
AL Bondry o ol 2004

In thks mpecies, as in mmy ather bhahees, boae md
st endhE high phenoiypic vanmon, pricalwly in
fenms of grow dh e ond sorvival, For insmnce, Colletet
al {1959 observed dim for lorvae remred in common
wophic and themal (330 conditons, the fmd pes
chivied iger lomvae appmrad 17 dovs possfedibzatom md
e s onwes 36 day s posssfertilizaton. Mewk ok {1981y
poimed oun he ompeedicabiliy of growsh mies in
Frvenile oywies doe w0 high phenot v virnbiling even
e mmman emeranmens] conditoms. Lanae md
st from bosh micheries md mtom] sserormend bave
warinhle @nd wrally Jow survival mies Jomes oo Joes,
1981 Haws et ol 1993; Boben ond (smand, 19949 In
wklidon, phemonpic plasddsy s been swown 1o
corrrdme o the arabil#y @ eocly Tl story imds in
oystes (Jarval growsh ol sanvivat AbdelkHamid o al
199, Lemos et al, 1954, mambology: Szabmonn en] .
199 %) depencing on esvimnmemal conditions.

Furdermane, bigh mamby o early bfe cm esmlin
high vicnhily in mprodocive sucoess between differ-
ent inch vidaals wighin bath nofom | popyol to e { Hedge-
cock 1994 [ and Hedgeoock, 1998} ond Mnicherys
propagaied socks (Lommmn, 1990; Bomdsy edal, B0
This high varmbiliy in eprodocgve soccss oomm ned
with the infloemce of highly wonable eovioomenal
coditons which Sese ammalk mooser Sea md
Hol T, 304}, codld comemct the bigh genetc
palymaminm expecisd o dm species due (o 18 very
kogh fecondity (25%=50 milhon oocyies per fomole per
weary mad very hrge popoldon: sires.

In this mper we stadied e mpoa of selecson for
vamnbility = e Paabc oyser, © gipes. Cullmg dhe
smallest (i, slowesi goowing) koae w rehoce e doe
micn af ava] rauing and vasaston nihe st ol smiba
commem pracice in bialve nacheries (Hashch o ol
1972 Lo effecive popmlsfion sioe ks ofien heen roe
ol m hmcharyamopogaied O g siock (Hedgecock
md Shy 199 Herdpeoock of ol., 1992 e de relagve
At of mrensi e oy poctces sach o callimg com-
mansdwithother Boors (e ., momber of s praersg pasemiky

Ta momar the effecs af sdection for o gowing
bnae oo varobiliy & growth mes and gesedc di-
wersiy, we stadied 0 bhnal populeion prodaced Fom a
ool aoss. We mmed 0 mixed-Bmily appmoch iomy
redoce confoonding of eovronmental omd  genoic
effecs (Hethinger o ol 1999 ) and companed dwa dif=
fimend reaireg praciices. o ome Fmmmer Se smollest
bnaewers pograsively decarded by sieving, whereas
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m the oder de whole hnal popol oion wes moramned.
As som o5 e lomvae were pady do sedle (e pe-
divdiger sogeh samples were mben for gemetic mm-
b (o ex pedime thesfome @imed (1) % oo b dhe
effect of selectng fos growing hrvee on the geoetic
beserageneny of the hral popabdon md deelopmess
] mie {ie age m sevdement), md {@i) w0 evolomee dhe
effect ol seleamg ba growing bhovae on doe effecive
ponulation stoe ol seoessve seddementcahions

L Mimterials and medhods
24, Parenal owiers

We collected 100 adok ovsers mm ool beds m
Uhorente Momiime, Fance. Afer o 2-momdh concdracming
pesiod B0 indoce soonl] memmten, #ill Fagmens wes:
calleoed w' decrmine @molvpes ot Soe micos el
Joci (o fghese D00 e, 10 malesond 3 fennls weas
¢ e fior e cooe e, Ui s Jor mehocdto Homdnyes
ol 30X we chose poenm] ovsess fim wess betemzys
gorcm wad allede as differan os possile Bom one mmother
=0 25 1o make e sfsaqoen padipee meng coxie

220 Brawdingr deslgn

T fnctoma] cross Begwaeen the 10 selemed moles and
3 selbected females was performed as iollows. We Bz
sripped spam and eges by open g the ammals' e,
beengng e gormd md rEming gamee o seporae
beales . Wedhen estmoted games: comeen T@wrs g
Thama shdes (forspemm ) md Moheser slides (for cags)
cormled 0 00 mege pooessing svsiem (SAMBA™ [P
salwael Fach afdhe 10 males was meal wih de 3
femoles, prodadng 10 holfsib fmilies and 30 fullsib
families. Fegilrngon was performed ot o mao af 00
spemmn per ez, 107 aocyies haing msed for each masng
A maralle] sample was mdependendy msed in small
dlishes 1o emimate the Eordl badion mte by the pecemrnge
al devedon ing embrvas afier 24 b iamberof 1 hrae !
wonnl mmber of oocwesys 1L The embrvos of e
diffeaern families wes: mized wgedur 3 b oier ko
lbmion &0 opfimiee genedc diversidyy nidk avokiing
spern compesiiion {Bondny ot gl, JNZ) Ths embovo
mixmz was divided hetwees six reasing moks (5% 107
oocyiemank: ¥ renbieated tm kst mamment).

23, farnl rariug
Lomes wess renred Tosix GRP (Glss Remdomced

Palvesier) 50 acks Allad with Gkeed sm vakr. The
rval renrimg espvincomess wasmaerased m X O wner
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iompeniere, -1 P mbmn Lanaed were fod Ta-
sl s savclea ond Froclrvsls &FF palbana (Clone Taisoc
Tohrinn feeeferisl sy aocarding w0 a thoeephoee oo mng
plm. T'has pronvided o first phose mton for oo fiom 70
10 115 pm,, 0 secomd plose for levne from 115 2o 300 pm
and o i for lhnae abhove 200 gm. The Sree phirses
respectively mroaved 03, 1.7, md 4 celbi pl ™ day™' T
saerkaand 4 193 35 eelk pl Vday ' E g Gl
Memap. O day post-kertilenton, lonal concensaiion
was redunoed 2 10 larvae ml™ L Then, faom day I post=
ferilizeion o fie fie sesdemest event, fwo difTerem
rewmg romens were gapbed. T rmdoml y chosen
Sills] el wean sobjacied o o selecion™ in which e
st e hnae were paogressively discaaded by sdectve
simvirg, whesmas for e tfree conml mis oo sdeeove
siving was pedormed (Takle 1h Selane seving was
corxiacial prograsively, aoconding o lunal growth and
availnhle mesh sieo Pieves (Toble § ) Tiosimammess: bed
10 the camahzive callmg of 30% of Se hreae over tie
who b= rmnng period.

Ewvxy 48 b the hinoe wene collecied 0 S0.ml
bakers by sevimg Pomohoon stres (de number alf
lanae & exch @okh were then estimaied by commng
lanae @ 5 water mnmks acoaxding o e procadane
descried in Vhmng and Speocer (990, One omdesd
lamae from meh tmk were ako callecied to mesme
mmmom. shell kengd wong the SAMEA™ [PS imoge
prcessing salmane

For all six son ks, wien de fmd pednelizger bnae ahle
tommeh i anmmahlk sfwmoie wee omenad. e brges
larme wene resminad by sieving ona INkgm mesh e
lmmal lemprdh geeper dham 280 pm) md mmsfered
maceway s dedimied o setdement All hrae reamed on
thin sieve hxd wached the pedneliger smge. The e
mmung bnval popoleion wis redEnead G0 e hnal
rearing anks. Sucorsnive sieving opemifions were pes
fommedd eoch doy At days 200, 25 and 28 pesiifest ilion,
9 al e pedveli g bnaoe seleowd for seslement were
pesenved in TiRG efanal for prevoge amhss asiog
mxaszellie mdes as describad bedow rocach
sedlementcobo s mrsferad o de sevdemen ) moewnys,
we esummed meiomosh osk soocess as de moo of de
nmminer of sEviving javenikes S doys afer seidemesi o
the momher of padivelizer bnae pol 200 & raceway
[feee mplicre esmEe ol pesde mmber (= ol
wekein afn cohom! divided by e individa ] men we g
imthe cohorl) were compined for ach cobon

2.4 Pareuinpe asalysls

Pawemmge pmmlvsls e lovae ond asdulks was cumed
om mmg feee mulSplewd meremellre ba w
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vl mmts et mwch wowrp B aday o oo et s ool peeuy combisa

Frlash e (jEn ) Pz mErcansl nghs Cocficent of vormidnn & Lo/ irpt=€ nurhex Frupareon
) ik ey [+ SE euliad )
iy i1 Cign b 2] Seaw {11 Cmtnd 21 e (1] bl 2] Sunr (11 Cumml [P
iz i mediaiinn wchoriin
1 45 45 ol e R LAE e ) il | Tl likl
3 45 45 35n =24 455+2.9 14 14 a51 =134 gl2+40 [
L 45 i 1Ad 246 LA3=ta 53 54 alazlin [ R 4=l
# 45 a5 | 201 =4 A0 =54 1 L3 Hd=13a 54 LI a3
11 vl Lid (E-FEIEF] [LEEEINE] a7l 1| EERE STHE] Fa=i kBl
14 Vil [E7] 2H] £33 el el N ) l44 25 i=lla 413+412 Id=3
15 Vil [E-1) FEET I+l 117 i} HAxil? x4 L=
1? Wil LA R R 53114 14 5 EEE K LEL K] ]

oo rEcGon wiih o sinmke DNA exmncton pecoml,
cemihed o Tars et al (3005, Samples were 2@ oona
AUl Prmm”™ 1000 aomased sepences (Agnbied Hio-
meems ) ond gencivies detesmined by GL"DH‘MEI’."IF
sofware i the hinming pocedoe.

For pueoi] msigmmend, we wed the program FAPA
(Tockngs [or e Ambhs® of Parerm] Allocmioo)
wihich perimms paroana] identifimGon based on Breeds
ing likelhood medads (Dochesne & ol 202 TEe
allocation paommses wae e global level of Tas
mssion evar (o= 0L 1 ond ihe dissdonon of imrenns-
siom exor over alledes (S=6) These mo mromeses
were opiimized to raducs Sre rsk of misalocaton @ ihe
proceckaee, & recommended by Dochese edal (3002 )
Ramplhes were arahysad for parestal ssigmmend on Sinee
diffevent cowes (Fig. 2k doy 20 poséfend] smtion,
mmesondng o e fims sedement cohon B bot
oorndnioes; day 25 posielar lraston, correspond ing i
the hel seflement cobanl or de sssclecton condi-
gam and an imermediEe cohon for dhe comsal
anncdiions; and day 28 post-fedilnton; cormesponding
w e losd selement aohar o g onmnal comdidons

25 Daba analysk

T initetin] onolyses detailed below fmeahed hoth
Axed amd ramdom effecis. Tme ond Fmomen s were
Tmded o5 fooed el whesem mole, emole ood
mplicme mk effcs were weniad as modom, os were
miermctions Envoheing bod modom ond fosd effocs
e e de wtre e Nionma Ty disen bored . don wene
molysed memg linear mied models (PROC MIXED,
BASKBTAT" Safmure 8AS Imstioe be. 1999 and
hinominl nnd Poksan chm were ambwed asng
geremhand Imenr mvel models (RAS moero G-
MG L] e al, 1996 The GLIMMIK pooedaz: s
mixal sndsial modek w dom wih coehdios o
nrpcorsan voabiliy whes de response 5oool
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necessanly nommally distrbired. Signiliomes ks wee
based on Featkbes br fmed effas and on Hedfhood
s by een sbhamodels for mmdom effecs, whixch
asymmodxally olow o chi-sgumand disardd ion (L]
etal | oEh

250 Sabigtioal infrreeces Fir plema ke axal)sds

The pmpomtion of developed ambrvos 24:h posts
feziltation I e mdependen pos-ferilration sam-
ple served to estmafe Sie profability of each cocee
develomng w the embryo siage. This bmomi] dasm was
s formed wming 2 logit 1ok foetion (Login 1mk:
Az logiz A1 -z} MeCullhgh md Heldes, 19893 The
link Focdon & awed to modd respomses wihen the
dependent voroble & ossomed w0 be oonhoearly i
mominl disdimion ) reled 1o e pradiciom. Thos ok
Towed i o sess for dhe varndom m ferdlFagon scoess
amoeg males end females by fdhg a mode] acco mang
[ dmse fwo effecs walr and feealed and iher
mEToiim:

You = g+ mol + fomy -+ reqy + miy + g,

where Yy is the fertlemdon socoss of dheddh mak: md
thefih emalke i the b replate, B S whok mem,
mal; & e mak andom effed (i= 1= 1), fem; & the
feweake modom effec (J=1=3L rop; is e mandom
replicaieellecy :'ns,:l.'ix dhe Ertemcdon bed wea sale md
feweale effect, and &, & dhe residhoal

Larva] keoplh vwas ammhsed ns comEmomly diseie
wind dom {onivorie nommoly was fmied ing e
Smpimo=YWilk sty and popaleion sise (de mmmbes of
bnach was malwed os Posxon data nxing o log Ik
fimesion [ Log 13k - {isy=lag(z); MeCullagh and Melder,
1980y Tor exch of fiesme thoee vandhles, e Fom
ihe emie reaning pevind wem = omlysed wikn M
a5 0 covanee, Featwed md sepioey sesied wWAle
arecaensd s frepd oo ganeaimen || o5 eflevs o0 be tomed,
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and all koo memores also examned (AT

Yg = ji+ tmme+ mmy ::-_.'ll-ﬂm.na.j  ame® meay
|dnu'!\:pll{m.] tag

where Iy & the dependam wurpble (hrmal lengh,
coeflicient af varooson or popaldicn sreh o & e
wihale mem, repy & Sie rmdom eplicme el § = =1,
ame & the cosvarnble, ear & ihe fived sieving effec:
fi= 1=} and L B the rexickm

| e amahys o, dhe shopes of § he ol Somsioms beyweeen
vy connmimte { A and it bl lengd or popalsion
sime mpree dimel meanres of hoval powdh mie and
cammabitve sanvdival mspecnedy The dwees e
ivemction Serefone wws for sigmfimm ey offect
i dhese shopes mnd s oroides divect e o sigmifmm
effore of smimern on hnal growds ood smvival

We nka perkhmmed mdependent arahmes (A MO AR
for ech meawmemess dee wi des dwead and replicoke
fireawead ) as elos, 0 onder 0 predisely oskess e
dote when significony diffe rences appmrad  hemveen
TR

Yy = o+ trems I:::ll.n:m] |y,

wiere fie vanables ore defined as abaowve.

The coeffident of varindon for lanal leogh was
amhsmed, 1o detec my sigmifeam diffesoees hemveen
cmwes af sach mmplng duie, wing o non pammedne
racedre (Wilcoton=Mamn=Whitney tae, FROC
NPAR IWAY |

a1 [0

152 B etheal lferrmces v genethe asa s

We mmivsed e poreval coosriatons of the bl
[roc o s reti med om dhe diffessnt doesifpediveiger invae
sedecied for seslement) os Pobson dea, wing a log ok
fmegion {Log Ink: fiz)=loglzk MoCnlhgh ond Melder
Tasd, lmiil by we fied o comphele model widh dwe os
0 cosvarime, Aeaweead, nrplookefnmaiwend), sale, ond
Vel ns eflecs, and all relevam piemesion s exnsmned:

Fig = u +ame+ mal + By sy -+ oy jTag )
+ e -+ ey,

W dhen fited mwa more models | ander o domme
e dateemd and deee effecs modemil One af See
models locised on e miflmee of geving by aling de
parena] con s dam 2o socon independenmy ol
cach samplng dase

Yogi = o+ mal; + femg + tmeag - wepy {orem; |+ inggw
+ &l

T e seonmd mode] focnsed on Sie temmpom] eflea by
comidering o] coowdnbon don or bodh eanng
coml fare owver fime:

Yia = pu+ gme + mal + famg -+ e {toeas] + g
+ Bk

Frally, efectwe papabdon swe of progemes wos
colenbied acconding 0 Hobemmon (1961 ) whene ay &

70 04

&l 00

30 X0

40 004

[IBLLEE

20 04

My mber ol reidydoseitle larae

10 (0

SN

b | B 3 e or SR 5 S

I I 27 2E° I 0 '3

Time ulter fertilizntion (day=

|--G-l pofriral raghnan| —se— s saleciion conditian

Fi |- Tampond crubibon of the s of nzal o wtife ey
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e abserved nmmber aof offpang of mole ¢ and femole
§io o given sample:

Ke = 1Y w5
A, Besulis

A Lawvald develgpmeni

RIS, Feulizabion e

biean femileasan miocess of e males, esmmaned by
e propozion ol saccemiully devloped embovos 24
b pomefenilimton, romged from 64023247 w0 &0 94
1 5% Varnnom omong females wos moch hrger wish

1]
i
fifl
Hebaive |
2 il bl s <111
1% 4
24
i
L
MUY Bl BLL S B Y N B Ml Dol
=1
BLUE
il
Mkage U
& ot il s 110
%5 a0 -
2
Lil
1l
T R0 Bl AL L RS R Y A R
=11
i
il
et e L
o il il v 111
% kR
210
L+
: I| il ﬂ fal r[l 5

A7 Nl Bl BEIO M MRS B AR BE

frnlmbnon socoess a2 2345 F MEAT O and
EES46 0 for fe thmee femoks As evpectal Fom
these obsenatons, fedilimdon success dif Tesed sigmil-
oy hevmven femaks (=670, g (0000} b oot
bestrveen makes ("= 0, p= 099 Moreover, e imenc-
deom feweale * male was ool significant (=0, p=0L99)
Ihese dom allow ad us 20 toke the Dl eflec of gumese
qaalfy ime gccoume when esiimofng varonce in
repmducdve sess @ hier shges

212 Lanal raks

T sia2 of eve mesh wed 1o call dee culions, mean
bnal keagih mean hive popubson sias (e mmber
al hrvae relaive o doy 1) ond e miersny ol callng
for all sempling defes and teamens ae presnied in

Day 20

Dray 25

i
i
[kay 14 a

Al
11 4

Fi Fi F2

Figt 2 Terrgmenld clewgtes of nefatsve praternld (el ol moeemed (nght) cotebusen (hiek bee gxe sebrism o, whise hoee eontml)
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I'ghle | widh dwerw respecove cocffickens of varngon
Smce oo replcawyeaimm i effect was sigmboon for
e birva] mam; dein foom 1he difleren s cophees wone
poaled fior sobs eqoemm ool yses.

{rr progresive calling procedhme bead o0 mean re
dhocitom 1o pograbision- s of 3004 comibhse peocaroge
of daily culbeg , Table | orday |7 possfaribizes on, el i
w dhe comaral. The propomson of lTonoe pmmimog @ dis
wage wos 06 B9, for de corrrol teemey wikras il
win M52 53 for dwe sie selkction ieEmew (o
selothe oo lling temmem ®saked @ 1474 lower fml
desrmes fpomuleve savivalh San e comtml (Thbke 1
27 =445, p 0001} Trom this, we deckaced dat “natal”
larva] momn Bty {ie, ool doe fo callog hwos 14 2% higher
o e oo il maks i mihe o seleced amks s wonkd
b eapercied, e §cal g hwas foomd do kove s bighly
sigmfican effeo om the deomse o pogrobiton sime wid
ame fmmd of ovemll mdoction @ mamber af Ive hnae:
drerzimwenit= dhwe, ¥ =HLE, p 0000 b Semamee omhees
pegoemed for de different dees showed Sm1 poguales ion
s cliffered sigrifiomml y betwesn rmmanens fom day 1%
poens e Lo n avnwards (dneamenyt, F=170, pec(UD00 L

A selecton nko hod o sigmfimm effoc: on mean
hral gmwd (et Shime. F° =4X7E p00000)
calon lted over e larval ranring period from day 1w 240
pom -dera e im . ANONVA S performed for mch of e
diffesesr dme s howexd dmi the cosfficen of varnd on af
lama] e g diffared sigmificandy hetweon reamems
(mm coy | Oposefonilimdonomoxd s{ =84 p— 0L 0dh
S sdectiom hod o significont eflect oo vl length
from day 13 pom-feidfmton amvands (F=1L15,
Pl The resaldng mean lorval lengdh was X227
16T pm {coeficem of wrasm =750 for siee
selecton compared wigh D 14793 gam dcosfEden:
af varigon= 14.4%) ki dhe cootm]{Toble 1)

For both iwatmens, de i pedivelige lonace
appeawd ot doy B pom-femdlomton (Fiz 1k Lanml
monsl®y was negigdle ofer s dee o all moks The
mean Ime aken w0 rach dhe pediveliger sage wms 21
and 24 doys possfonilimbon  siee seleciad ond corml
ks, respeatively. o ne wit fhe ppaom abwerved for
e ooefficiem of vwrmton for hovol eogth, selecine
sieving of e growing o ledio Jes vord mion in dme
alen w rach de pediv el er soge: setlement ooommed
over 5 doys im dhe selecaed groop o8 opposed o 1 n dhe
cormral . Ad diticem [y, almost #5909 of pedivwhger hnae
appeared @ oonly three doys o the size selecton
ceklizion fday 20 to 22 poml-femiliasSon) whike dns
wis much more grndm] in the conmal onks (Fa- 0}

The @l oombe of lanae $har reachsd the
pediveliger stage wim Jower in the size selecied anks
(160 727 vem ZEASONG e the proportion hal
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reached dhe pedivebeer sage wos ghes (G61.1% vemm
6L Fmlhy, we ohoimesd bigher seflemen saocess
for s seecded lenae i or oootal lerme (G185 L
3 6% vems B 64 16 0%, however 5%, e spot wene
prducad from dwe sive selkoed comdsions S [om
the comrad due o g Jower mamber of pediveliger
lorvae pui B sevde.

2.2 Paresal coiribarion acd peaede dwersiy iy
uf drenent caliaris

F21 Panmial asskpwenl

Ahmpaher, 1440 hnae amplad @ days D0, 28 aeed 28
posfen izt n were gemoiy ped. Anoomd 0% af e
were suoceksiully assigned o a single paremal mi
Failnm: fo awsign dhe mmoinsg 10 was dae do TNA
degrmdaton @ allomakpreserand hnae or o omn
ermr dunng e mitnl hrae amlng, aha dan
sl gmmant nncaamy | Tors ezl W0 SR

222 Parmsl comiribalions

The empoml chaoges n perml and matkerml
cooririvdices fot davs 20, 25 and 28 pos ekl e on
are reprasenied @ Fig X The comespondig sadsial
wraheses awe given & Tables 2<% AT oo lyses of pasemin]
comn o s were performed om enbes cormeted far
differesrim] femilimton swcces (ming miokiphing
cocfliciens comesponding 1o familn] Erdlimdon soc-
coessl Simoe oo srploadeyben el el oot wos sigen ficom
immuain or Inermcion effecs of e compless model, e
dizn oo mespond g w0 e differers penlioves wer pooked
fior sokwecuern ol

Tahle 2 resomes dhe resalis of die complese model
e emporn] 1end (Lo, bemeen seedemens cohors) o

Frahaler 2

Bl of crver il (RLIWED. crm el el gy ol efins

Frol elfiate Fruim Prr F
Toestarmn b g ey
ey Iia 1R R
Bl clads r P yuline
vy # prmiie s frnale = incinre 104 LI} [wwe
vy & et Sk a7 i
Dory = imcstaraens: & fnnle il Likid
Tomtrren s mede 1 iala
Tootmem b famfe il L il
Polnic & feredie Ada T
Dy = i al (L (R
Doy & denrmdfic 143 (LR
Doy ® sy il 752
Pl 23 i (g
Foamle a3 (TNL ]
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bl 3

ooty o e (HAMSED whondd dosny on the isimeni
(ermyl et by isdorg o scoonl the paind otsbuoon dos
nidepereknily moeh seogbog e

Ty 200 Doy 25

Foruue PrF Fovuhm  FirieF
Froin eni 023 a7 nis L

i P wfuc 7 P enhic
o o soede @ i 7 il i3 MLV
Pl & Lrersrracn 13 254 14 wija®
e renim eni 32 iy =kl L]
Billarte = forredic na <If il ™™ -0 [IL]
il XA <If ]+ N4 L] e
T [ i =l [IEL]]

fhe peesn of pranl conrdbadbons differed betaeen
makes {aeale® iiwe, }:z—lqll, Pl ond bemwem
Eemales (fewake # dwe, 7= 143, p= 0001 As ndicas
ol by e signifcont swale = A e mateend IReoion
" =47, p=003), exch prem] mordosa b6 fal
differemly awver iime depending opon the rearmg
conditiors . The satwegnent modeks allowed ihe eflecs
mmghlighted by deavenll mode] o betemedspecfiam Ty
The, o5 showmm | Table 3, dhae wis oo imenction
betoven dreatwen and sale or el 0t day 20 pese-
fertilmtion (malesireament, =L p=025 g
macle L daral e, f"!d, p= 007y memving #wmi dhene
wx no sigificon effect of sieving on pames | con ik
tom ot this sampling pai. b onme, @ doy 25 s
fertlimrom, e mieacton belween treavwra mnd sk
wis - sigmibcms (wake * e iwen, 7 =58, p=iL0 16)
indicadng dut o diis mnplmg poiot de sieving smmmes
sigr fienetly affected the mhithve represesrn Som of males
n e meviving hnval popal ot oms

Table £ preseors amlyses ot speafimlly exomine
momal efecs for snch cohioe! wihn rurmg condi=
ooms A doy T posddemadl i dom, there were 55z fe
auy differmnces D e whdve condrbolioes of the
maks ond femalks widm boch rearimng comd #Hons:. By
day M pose-festihmdon, bodi conditices had moved
sovands 1 homogeniomiom of poemm] cominiimoms

Tabdc 5
Kowby of GRS subhamndd foseng oo empomd of i
ok myp corisbuinn dein e bod perg: oxslbinm o one

Cmbrmd o mcfntn

F whw  PrirF Fomlie FrirF
Torre (] .57 L L5

7 P wfuc i Frnle
Tovre dupdic ¥ Eamde. LIS .1l 125 <ILOL™"
Prffrs Lo 204 <1 il == fia il
Faammicd inme i3 i1 ALk = (Ll "
el ferrece eu i i v il e
Bl wi i 178 = (L=
Fonmle il .75 L) [Li| ==

Fmally,. the resuks presemed = Tablk 5 reveal
signifimm dhanges @ mak pormal conbhoions
over Ome, as shown by te signfmom imeracton of
S male for bolh rarng conditions. [N llemoces in
fomole paren@] commnboiioes ooy oppeassd i e
sieved colares.

A5 HFaciwe population slze

Tempom] varhdon i the genete compos oo of te
colrs, extimased by fher effecne poplmion sfe
releive toim wvalee ot fedlbason {ie apm] gamesc
corrdiors. betoern males mod hesveen fomles), is
mreserred W Fgo 3 A day W) possedfertlimfion, dhe
effeciive popolbon sires were aohy 31.3% ond S006%
af the mim] srfwence whes r e comeal and st
sehcied condiiors,; aspecdvdy However, m day 25
o el miom , elfec ive st af de sealemens cohons
ad meress al apw 75 24 6.4%, for de commal tzmament
amcd S5 105% for dhe oobon Fom stee stlecton
condiGons. For doy 78 post-festilizton {omrm] tmis),
the effeoive pomleon se remmod smilor o dot oot
day X5 post=lerdlizosion.

4. DMscussion

Do o the very high kot of  bivalwes, e
rummber of gamees & genernlly nod o mng oeor for

Ehikc 4
Koot ol (HLIBENELS. wut ol Nuovmeng on oot sl ol effioct e boih noemg: ook st ech zenpig doie
Dy 20 Dhryp 25 Dhexp 24
T Frofier T P yain i F rolier
e nfiadttm el (F) ] R «1] ¥ -
Fan i Iia (LIu] = * LI 1.5 -
Coorind hilnfic a3 L™ 74 b T 1] B 174 = L) ="
Fenoie 43 L (I 1150 x| (iR ]
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Percen tpe Trom the
il va Do o L Fer il i dicn

1E m e 1

M B E -

Timealter fertilization (il nysi

= === prniml eatmai

—— i 70 sl ariion coni i

g 3 Emluton of cfiocdie popubiom e, oquosel e the proniee of be ezl yeue o ddesiim.

rommmern @ofhe wild, or brosmi prodocdon io
hanchegies. Howlimg maes and bhral sevival ore aben
mpmdicohle bowever, despre (e commled comdie
doms m nckeres. This @n ofiem lead o mmbes af
ferdleed egags mmoch hrger fim oewded, and livee ore
wpcally coflad @ onder 0 medwee demmwity dormg
denvelopmesm (Lipmesky, 1984 Lomanoll and Davis,
1963 Sioving & nko med to chmimde mdesmed
muriclen sch mofe shelk of doud bovae, bl de
smollest e voe ane removed sogedher wih the dead
e For all these ressams, oulling (e the dimimson
of the smalkes hnoe by seving) is 0 common pactes
m hhvahe Bidheios However, the phemodypic ond
gemetic impact of dis poctice hod receved. Inde
abermon 0 previcrns & i es.

d L Pheodyplic com e cen of o lling

The eflect af progresavely elmmmmg. the sl
i tvidm s ™ o popobton socording o mean hoalsiae
and 75 coefficiens of varnban depends on the degee
o] tempora ] smbilry of warnton omong individoak-
Unlike bier [fe smges feg- Boudry et al. T2}, dus
mimomenon is poorly docomemod becaoee lmnae
cmnol be mdiddmlly tagped | mdnddm] groeth
perkbimonce vanes sbmemnly bemeen individaols
over the hoval growing penod, elmineion of de smale
kestindvidkal oo evesd won ki oot ave mmoch el
om e mean ond varnbon of groed hier oo nooor
expermment, the progressve oo ling of 5004 ofibe hnae
kd wo oo moese in mean bnal lengh of 244 pm
(49 T%h mebive fo @ comtral condisons. m=d a2
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decrmses m s ooeffen of vonmsom from 1§58 (a0 73
(=38 0% ot doy IT. It oppeam degelone dot size
sdecdon bad o gremer effec: oo de varonee of lanal
lengdh don oo @ mmn and thot it homogentoed lonal
length md bnal gowd Tk diffrence heteen e
el of sze sdecton on mem bl lengh and onis
coefidental varnom wos pkoabeened o davs 13 oo
LS £+ 9.1 Hhversas — $7.9% mod + 10 39 versos - 489%,
respectvely b A significont difference in de ooelficient
ol vrinfion of lanal lengeh hetween e fwo comd iHom
wos alead y observed os early ;8 day 10 Belore mach
cuilling had hean dome bai by which time e diflerence
in mesh sire between the (eaimens was abmdy hrge
{60 versas 100 pm) Sigoificom diflerences I man
leval lemgh amd popaleion swes however were caly
absenved at doy 13 pomkfeniilbaton. In sime selacied
imks, g coefices of wroton of hovol Jengdh
siogpel iceasing o doy 10 pomcfemibzsgon ofler
menching o modmom of T35 However, volos o de
coerral 1om s comdmed G0 fcrense op oo 144 odday 13
pos fentilradan and ihen remained comsmt.

Mbe second mporard eflect of see sdocton was
ke dhe pecliveiger soge was readhed soomer. Smmilarky
1o lana] groailn, varigon o the date of sedlamens (5
vess 11 dovad was mom grady affecied dhm e
marn 21 verss M dovs: o difference af 1 daws
{+ 4% Bemmse siow gowing lenae reached the
padiveliper sizge ond setiled ber dm i growing
omes, ] growth vanobilwy and timmg of e
pedivelger stage are Feedw so be divecily rebed. Doe
1o gh varobiliy io hnal growsh mie Serelore, law w
moderaes e sdection donng the Jona] phase mn hove
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o sEorg edlect on vornhility. @ lonal lbomb o omig
af ghe pedivelizer sage and o smalle effec a ihel
M.

Popubton dems iy mn lave simng oegmawve ellocs
m growd and sanvval \ may o ggensms (for review,
see RodrigmesMohor o al, 2000} B oo expedmend
Bod wrm povided @ osolfcien quurifier S i was
always in excess of loval peeds. This should mes g
dermity=dependem effecs wea neglighle which wm
sppomed e ocpesimes by the (e that Bsiemwing
rvoe reachod dhe pediveliger slage = dieame doe m
bt cood o {stoess alected vesmm aomial b

AFhongh 56 aof &e boae were called domg
brval nearing & the siesdection comd¥ion, the
mamber of spat afier sealement wos omly 157 less
tam am ik comrol. Fonker stdis axe needed w0 define
the opimu] cullmg moo et would - smulmecashy
mEim e g les of st and redoce vorobi iy @ ihe
i of sedlemen (hr mwils mgges S sieving
an small brae o hedheres saves dme md coely
mechoes procdhociom o e hecouse She rempining larger
hrvoe fove befer relaine sendval and - sedlement
SIELERS

A2 frenetle cosequemeen of aulleg

Mommonng amd mom@inng genedic . varnbilsy
diring reanng B oessemtin] for saccessfal hafchesny
maragemesnt {fmmer e o, 1999 Gaedic lootom
deieamine e [Roess and adapmbi ey of crgnmrans sadh
o5 5 hellfih {Tamgachy, B0y Mok ming o wide rmge
al paatyps oonkd ghe o hediey popadmicn mons
(exibiliy of respome 0 o consmdy clongiog
envircmmest. Recbwal gemetc warnhlicy i dmcheny
socks s aften been reporied @ shellfch ((rmling,
58I Wada, 198¢; Dilka and Manei, | 987, Hadpeoodk
md Shy, 1980 Poyrier and Dibschele, 1990 Yoijien-
hoek et ol, 1990 Calfhey o= ol 1992 Dnmond ed ol
1523y High fecnndity combimed with high vazability in
Epaducive siccess bas bemn ghonm w resali & high
aerp s oeift { By e al |, 02 ) Oordem do mot oTlow
i w0 diecdy ssomee she ovenll Tmpact of calling on
genali varngon in dthe kang tem. Howewver, aar esalks
cho s oy dhot ealling Eos o sigmifican: mpoct on geaoix
wmamin of whas of lanae which e ready o sole
At day M0 poste o] todiom, seseleoind and carnal
anks presented simibr meven porens] comtobotions
iz, the fra hrvae wady to seclep, hom his was oot 5o
ek the case o doy 25 perd Brdloemion. The genetic
impact af calling duriog the hnal soge theasdore
mpars io be exsemtin Ty medineed Srangh s elleds an
the fimirg of sedlemen mdher dun o dEeet allve o
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pareni] comtrifenion. This clearly Mhsmaes ghe mpors
ance of e cobons @ mmimizng S elfecs of
pemed: dof m Bedhery popgaied siodks ond ogrees
with Laing and Ear] i 98¢, who pooposed shm oll lovae
he remmed for spat pmo ducton. Far these mdhars, hies
sefflan cobors desene memdon sEee Sy oan ako
proviche spat of pocegrob e gty O sfady shows thas
fese e seding cbors ore mponam for minimizng
the vanshilly i meprodocive soccess ond Sherefones
meadm g the ovem 1l genetic varobiliy of a mchery
rromagased populidon.

Cullmg migt oko hove o direct genetic ellea by
selevding fmd growing genofipas © e loal sage
mchery practices have merly been questioned. Ermmode
edal (2003 irvessigased genedc vanohilny and genetc
comhtos @ eady lifehsiry fms of C  gipas.
Acconiig wothee pofhors, gemedc polvmorpiism in
early ffehimon =qems 0 ange beinven (oo exmome
genedcnlly hmad “smafegies”: (1) lasl growing lanae
wedlling large by eapesencing Jow seflement succms
axd poor gmwd and sumvnal ofer seslement, and (2}
shiw growimg broe seelice small b expetencmg
g e et bemesn socoess and betier groedth and sevival
ofier senlemem: On o popobton widh theie exiames,
s sedection by calling sdow growing home wonkd ead
a0 redoced sefdemesd snocess, ond redoced growd md
sarvivil nfter sedlemen. However, positive phenotypic
relagorships wesr shown hetween binal md spod
prowdh im bot O vigiebce (Newkik o al, 1977 md
C phpas {Calles = al, 1999) Oor presem resals ako
sppod 0 positve plenctypic mhtiesbm  betwsen
hral growsh, sonawve] and sestemer socoess,. md
show (hE gemetc arnbiliny evss for these mass m O
phpac Furder stodies are reguained to validase #e genedic
cormltices ofserved by Ezvmade et al {2003 ) between
carhy hife bostory mais md o owvesdgate e mecinns
mms mesporshle for der revesal af de phenogy e
kvel Compansces of ewly sage developmemal imis
hetaeen domesdatied siocks (1o Widhey popagaied
popobhsion ghie hove been wohwed or seveml geneas
dors) mdd wikd populeioes wonlkd heln do desesmine 1
diffeaeminl selecfion occum i hnicheries.

&, Condusion

O experimentdl dhn smport the exience of
perede virnhility I erly B developmesm] mais i
. gripean e el b o f slorosgroming hovoe sherefony
rmals ;oo sigmifcars loss of diversiy o & lanal
smge, Shongh this common hxchery pacter. leads ta
Jmter seslement mid batter rdmnee sonmal af oveer
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brae The gemedc effecy of @6s @@ selecgon is
ez ed - dhroi gh 5 efecn on e timing o fsedemend
This reltoniship soggess how o resul® akoapply 1o
eflecs ol ofer swendoed sdective pesmme exismg
in e wikl.
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TITRE : Conséquences génétiques de la production intensieke larves d’huitres en
écloserie : étude des processus de dérive et deestbn liés aux pratiques d’élevage.

REsSuME : Afin d’étudier l'influence génétique des pratiqude production intensive en
écloserie sur la phase larvaire, deux types deepams sélectifs ont été examinés : I'effet de
I'élimination des plus petites larves et I'effet etempérature. Une approche de familles
élevées en mélange a été utilisée afin d’avoir acd’information génétique au stade
larvaire.

Les résultats exposés montrent que I'approcheutddlés élevées en mélange, combinée a
une assignation de parenté basée sur le pouvenirdimant des marqueurs microsatellites,
est un outil performant quant a une étude génétguehase larvaire.

Bien gqu'avantageuse d'un point de vue phénotypidaepratique de tamisage sélectif
représente aussi un risque substantiel de perteidgsité. Les larves éliminées sont
importantes afin de minimiser la variabilité du s&® reproducteur et de fait, de maximiser la
variabilité génétique des stocks. Ces résultat®borent les estimations de variabilité sur les
stocks d’écloseries commerciales ou I'on constaie diversité allélique faible, comparée a
celle de population issue du milieu naturel. Lapgérature exerce également une influence
sur la précocité de I'expression de la variabifignétique. Ainsi une température élevée
(26°C) associée a une procédure de tamisage pglifiam’effet sélectif. Enfin, la sélection
de larves a croissance rapide semble démontrégpasant a la I'expression présumée du
fardeau génétique en phase larvaire.

Les conditions artificielles d’élevage intensif pent donc avoir un effet génétique
significatif qui devrait étre pris en considératidans les pratiques d’écloserie, notamment
dans la gestion de la diversité génétique.

MOT-CLES : Crassostrea gigadarve, sélection-domestication, diversité généjcuitre, écloserie.

TITLE : Genetic consequences of intensive production dPacific oyster larval stage :
drift and selective pressures due to rearing practies.

ABSTRACT: In order to study the genetic influence of inteegproduction of the larval stage
in commercial hatcheries, two types of specifiesele processes were examined: the effects
of discarding the smallest larvae and temperaturaixed-family approach was used in order
to infer the genetic composition of the larvae.

The results show that our mixed-family approachmiomed with microsatellite-based
family assignment, is a powerful tool for the studypivalve larvae genetics.

Selective sieving is an advantageous practicepteaotypic scale, but also represents a
substantial risk for diversity loss. The culledvize are important for the minimization of the
variability in reproductive success and the maxation of broodstock genetic diversity.
These results corroborate the variability estimregtioon broodstocks from commercial
hatcheries that show lower allelic polymorphismatiee to natural populations. Temperature
exerts an influence on the timing of genetic valigbexpression. A temperature of 26°C,
coupled with selective sieving could amplify thdeséive effect. Furthermore, selection of
fast growing larvae has proven to counteract thpgession of genetic load at this stage.

Genetic effects of intensive rearing conditions significant and should be taken into
account in hatchery practices, especially in tesfrgenetic diversity management.

KEYWORDS: Crassostrea gigadarvae, selection-domestication, genetic divergiyister, hatchery.
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