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1 INTRODUCTION 

L'une des mesures de la valeur adaptative d'un être vivant consiste a évaluer le nombre 

de ses descendants viables, c'est-a-dire sa contribution a la génération suivante. Ce qui 

comprend l'identification des parents d'un groupe de descendants, et éventuellement la 

quantification des contributions parentales au sein de ce groupe. De telles recherches de 

parenté ont été récemment menées chez des végétaux (Burczyk et al. , 1996), de nombreux 

mammifères (Fredholm et Wintem, 1996; Heyen et al. , 1997), des oiseaux (Burke, 1989), des 

poissons (Morân et al., 1996; Jones et Avise, 1997 ; Garcia de Leon, 1998 ; Batargias et al., 

1997). Les marqueurs génétiques, qui s'avèrent être des outils puissants pour mesurer cette 

contribution, notamment chez les espèces au polymorphisme biochimique faible , ont permis 

de développer ces approches. Ils aident aussi a comprendre les changements survenant au 

cours du temps dans la composition génétique d'une population donnée. Ces marqueurs sont 

également couramment utilisés en recherche de paternité, en criminalité chez l'humain (Callen 

et al., 1993 ; Alford et al., 1994). 

L'utilisation de marqueurs génétiques très polymorphes, comme les microsatellites, est 

particulièrement intéressante lors de l'étude d'espèces à très grande fécondité, telles que de 

nombreuses espèces d'aquaculture (Hospital et al. , 1992). Chez celles-ci, il est courant dans 

les élevages de produire un grand nombre d'individus à partir d'un nombre restreint de 

géniteurs. La variabilité génétique qui est présente au sein de ces élevages dépend alors du 

nombre de géniteurs utilisés et du taux de polymorphisme propre à l'espèce, mais peut aussi 

être réduite du fait de contributions déséquilibrées entre les parents, conduisant à une petite 

taille effective des populations. La conséquence de ces pratiques est qu'une dépression de 

consanguinité peut apparaître (Kincaid, 1976; Bierne et al., 1998), si les descendants obtenus 

sont à leur tour utilisés comme parents pour engendrer de nouvelles générations. De plus, une 

réduction de la variabilité génétique diminue les possibilités d'amélioration du cheptel par 

croisements sélectifs. 

Parallèlement à ces pratiques, pour permettre une gestion génétique des stocks, des 

familles sont souvent élevées dans des structures séparées, d'où un environnement plus ou 

moins hétérogène entre les familles, ce qui peut biaiser les analyses génétiques. L'emploi de 

marqueurs génomiques est alors une solution, moins coûteuse que la mise en place de lots, 

pour identifier le pedigree des populations élevées en masse (Harris et al., 1991 ; Herbinger et 

al.,1995; Garcia de Leon et al., 1998; Magoulas, 1998) ou provenant du milieu naturel 

(Ferguson et al, 1995; Kellog et al., 1995; Col boume et al., 1996; Herbinger et al., 1996). 
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Plus généralement, en élevage comme en milieu naturel la taille effective (Ne) d'une 

population est presque toujours plus petite que le nombre d'individus observés, pour de 

multiples raisons dont: générations chevauchantes, accouplements préférentiels, sex-ratio 

déséquilibrée, sélection exercée tant sur les géniteurs que sur leurs descendants (Avise, 1994; 

Hedgecock, 1994). L'étude des contributions parentales d'une génération à une autre permet 

d'éclairer ces phénomènes. 

Chez les mollusques cependant, aucune étude de ce type n'a été publiée jusqu'à 

présent. Pourtant, chez de nombreux bivalves marins, dont les huîtres, un déficit en 

hétérozygotes a été mis en évidence par l'utilisation de marqueurs enzymatiques aussi bien 

que génomiques (Zouros et Foltz, 1984). Ce phénomène peut s'expliquer si les tailles 

effectives populations sont plus petites que celles observées, c'est-à-dire si seuls certains 

géniteurs potentiels contribuent à la formation de la génération suivante. La panmixie n'est 

plus conservée et l'équilibre d'Hardy-Weinberg est inapplicable pour calculer le taux 

d'hétérozygotie attendu. Le déficit en hétérozygotes s'accompagne souvent d'une corrélation 

positive entre le degré d'hétérozygotie d'un individu et sa valeur sélective, en milieu naturel 

comme en élevage (Fujio, 1982; Zouros et Pogson, 1994; Hedgecock et al. , 1995; Launey, 

1998). Le fardeau génétique présent chez ces animaux (Beattie et al., 1987; Bierne et al., 

1998), et d'autant plus lourd que la taille effective de la population est petite, est probablement 

à l'origine de cette corrélation hétérozygotie-valeur sélective, un homozygote présentant plus 

de chance de porter deux allèles délétères récessifs à un même locus (Zouros, 1993). 

La composition génétique d'une génération peut également varier d'un stade de la vie à 

un autre, sous l'effet de la sélection. Le suivi d'une même population dans le temps est alors 

indispensable pour comprendre les différents mécanismes mis en jeu dans la constitution 

d'une population à un moment donné. 

Dans notre étude, nous avons donc utilisé des géniteurs d'huître creuse du pacifique 

Crassostrea gigas, dont la composition génétique était déterminée sur un marqueur 

microsatellite, pour produire des individus que nous avons suivi du stade larvaire au stade de 

naissain, en effectuant trois prélèvements dans le temps et en "génotypant" chaque fois sur ce 

même marqueur les individus prélevés. Cela nous a permis de quantifier les différentes 

contributions parentales et de suivre l'évolution de la composition génétique des descendants 

survivants. 

De plus, deux types de croisements différents ont été effectués, l'un en situation de 
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compétition gamétique, l'autre non. Ceci afin de mieux connaître le rôle d'une éventuelle 

sélection ou l'existence de croisements préférentiels dès le stade de rencontre des gamètes 

dans l'eau de mer (la fécondation est externe chez Crassostrea gigas). 

Travaux préalables 

Cette étude fait suite à deux autres expériences menées au laboratoire IFREMER de 

Génétique, Aquaculture et Pathologie de la Tremblade, sur Crassostrea gigas. Ces expérience 

font partie du programme européen de recherche GENEPHYS et concernent l'analyse de 

parenté par utilisation de marqueurs microsatellites. 

Lors de la première expérience, 20 mâles et 20 femelles, onglnalres des côtes 

atlantiques françaises, furent croisés séparément, soit 400 fécondations séparées. Les larves 

furent ensuite mises à élevées ensemble et l'échantillonnage eut lieu 45 jours après 

fécondation. Les 40 parents et 197 descendants furent analysés sur un locus (Cg44), décrit par 

Magoulas el al. (in press), tout comme les locus Cg49 et Cg 108 (voir deuxième expérience). 

28 allèles furent observés parmi les 40 parents; le père fut déterminé pour 54 descendants, la 

mère pour 62; 19 juvéniles furent attribués sans ambiguité à une famille biparentale. Les 

contributions parentales restèrent toutefois en grande partie indéterminées: en utilisant un seul 

marqueur microsatellite, seul un quart des descendants furent assignés à une famille. Une 

analyse sur d'autres locus permettrait de classer tous les descendants dans l'une des familles 

biparentales. 

Dans la deuxième expérience, 3 lots de 5 mâles et 5 femelles furent utilisés pour 

réaliser 3 fois 25 croisements séparés; puis, pour chacun des 3 lots, les larves issues des 

différents croisements furent mises à élever ensemble. Pour chacun de ces lots, 50 individus 

de 10 mois furent prélevés et analysés sur 3 locus microsatellites (Cg 1 08, Cg49 et Di 1 OCg), 

Cela s'avéra suffisant pour identifier sans ambiguité les parents de chacun des descendants 

analysés. Les marqueurs microsatellites sont en effet suffisamment polymorphes chez cette 

espèce pour permettre cette identification: plus de 50 allèles différents existent sur chacun des 

4 marqueurs mis au point (Huvet, 1997). Dans les cas où une distinction formelle entre 

plusieurs géniteurs n'est pas possible, une approche probalistique peut être développée (Alford 

et al., 1994; Fredholm et Wintem, 1996; Heyen et al., 1997). Pour les trois lots (A, B et C), 

les résultats de cette identification de parenté sont résumés dans la table 1. 
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Table 1: Nombre de descendants par famille dans les trois lots "5 x 5" et test "l 
d'hétérogénéité. 

LOTA Mâles Total test d'hétérogénéité entre 

Femelles AI A2 A3 A4 A5 mâles femelles 

A6 2 3 2 3 Il 

A7 2 3 6 8 20 

A8 0 0 0 0 0 0 NS ••• 
A9 4 3 4 5 17 

AIO 0 0 0 0 

Total 6 7 10 9 17 49 

LOTB Mâles Total test d'hétérogénéité entre 

Femelles BI B2 B3 B4 B5 mâles femelles 

B6 6 0 0 0 7 

B7 0 2 0 0 3 

B8 0 0 0 0 ••• ••• 
B9 6 10 

BIO 5 17 0 4 27 

Total 7 31 3 5 2 48 

LOTe Mâles Total test d'hétérogénéité entre 

Femelles CI C2 C3 C4 C5 mâles femelles 

C6 0 0 2 0 3 

C7 0 2 12 0 2 16 

C8 0 0 3 0 0 3 ••• •• 
C9 0 Il 0 2 14 

C IO 2 7 0 Il 

Total 3 3 35 0 6 47 

"'; a< 0.00 1; "; a< 0.01; NS; non significatif au risque a-5% 

Au total, les parents furent identifiés pour 146 des 150 individus analysés. Dans l'un 

des lots, un allèle nul (allèle non amplifié, donc non visible sur le gel d'électrophorèse) a été 

détecté en proportion élevée au locus Di 1 Ocg pour les descendants d'une seule et même 

femelle; il est fréquent que de tels allèles soient découverts lors des études de filiation 

(Pemberton et al., 1995 ; Chakraborty et al., 1992) la preuve de la filiation à cette femelle fut 

apportée par l'analyse des deux autres locus. 
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Pour chaque lot, le nombre de descendants observés est significativement différent 

entre les parents, mais pas entre les 25 familles. Ceci peut être dû au nombre limité 

d'individus analysés pour chacun des lots. 

Dans ces deux expériences, les parents ont été choisis au hasard. L'analyse de parenté 

dépend donc du taux de polymorphisme sur les locus étudiés: quand un allèle est porté par un 

seul parent, il permet la reconnaissance directe des descendants de celui-ci. Plus un allèle est 

rare, plus il est informatif. dans la première expérience, un locus a permis de reconnaître la 

parenté du quart des descendants génotypés. Dans la seconde expérience, 3 locus sont 

nécessaires pour assigner leurs parents à tous les descendants génotypés. 

II MATERIEL ET METHODES 

II 1 Matériel biologique 

L'huître creuse du pacifique Crassostrea gigas (Crassostreidea) a été introduite en 

Europe de l'ouest, Amérique, Nouvelle-Zélande, Afrique de l'ouest, à partir d'un foyer 

asiatique naturel: Japon, Corée, Chine, Taïwan, d'où provient également Crassostrea angulata 

(Huvet, en préparation). Elle vit en zône infralittorale jusqu'à 15 m de profondeur, fixée sur 

fonds meubles et durs. On la trouve sur les côtes atlantiques françaises depuis le début des 

années 1970s, après que des épidémies successives aient décimé les populations d'huître 

plates (Os/rea edulis). 

Choix des parents 

100 huîtres provenant d'un stock issu du milieu naturel (côte atlantique française) ont 

été marquées individuellement (marque collée sur la coquille), puis biopsées: prélèvement 

d'un fragment de branchie. Elles ont ensuite été maturées pendant une période de six 

semaines. 

A partir des fragments prélevés, une extraction d'ADN, puis l'utilisation du marqueur 

microsatellite dinucJéotidique Di 1 OCg (dont la séquence est fournie par l'équipe du Dr. F. 

Bonhomme, laboratoire CNRS Génome et Populations, Université de Montpellier II) a permis 

de génotyper chacun de ces 100 individus à ce locus. Les parents ont ainsi été choisis de 

manière à pouvoir effectuer les reconnaissances de parenté sur la descendance à partir de ce 

seul locus: chacun des parents est hétérozygote pour ce locus, et diffère des autres par ses 
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deux allèles (chaque allèle correspondant à un nombre donné de répétitions en tandem du 

motif CG). Ainsi, l'identification d'un allèle chez l'un des descendants permet à coup sûr de 

désigner le parent correspondant, sans risque d'allèle nul qui pourrait perturber l'interprétation 

des résultats (Koorey et al., 1993 ; Callen el al., 1993). Des résultats acquis en 1997 dans le 

cadre du programme GENEPHYS (cf. "travaux préalables") montrent qu'une telle 

reconnaissance est possible. 

II 2 Méthodes 

II 2.1 Schéma de croisement 

Une fois les huîtres matures, elles ont été ouvertes puis sexées. En fonction de leur 

sexe et de leur génotype, 5 mâles et 5 femelles ont été choisis. Par observation des gamètes au 

microscope, il ' a été vérifié qu'aucun d'entre eux n'était hermaphrodite, donc qu'aucune 

autofécondation ne pouvait se produire, comme cela arrive parfois chez les huîtres (pendant 

une courte période entre deux changement de sexe). Chaque parent a été "strippé" 

(prélèvement du contenu des gonades) indépendamment; puis ses gamètes ont été diluées à 

l'eau de mer filtrée sur 1 Ilm et comptées par analyseur d'image (Alcatel), sur cellules de 

Thoma pour le sperme et cellules de Malassez pour les ovocytes. Deux types de croisements 

ont alors été réalisés conjointement: 

- des croisements séparés: fécondations séparées de chaque couple mâle-femelle dans un 

becher, soit 25 bechers au total, pendant une heure; puis l'ensemble est mélangé après trois 

heures. 

- un croisement mélangé: fécondation des 5 femelles par les 5 mâles dans un seul becher. 

Dans tous les cas, le nombre de gamètes est égal pour les 5 mâles ainsi que pour les 5 

femelles, et le ratio sperme-ovocyte est de 150/ 1. 

II 2.2 Elevage larvaire 

Chacune des deux populations issues des deux types de croisements est subdivisée en 

trois lots (lots 1, 2 et 3 pour le croisement mélangé, lots 4, 5 et 6 pour les croisements 

séparés), de manière à pouvoir distinguer les variations dûes à l'environnement des variations 

génétiques au cours de l'expérience. Puis les six lots ainsi obtenus sont élevés séparément 

dans 6 bacs distincts en GPR (Glass Reinforced Polyester), alimentés par eau de mer filtrée 

sur 1 Ilm, sous des conditions standards identiques: température 21.5°C et salinité 28-30%. 

Les larves sont nourries avec du phytoplancton Isochrysis galbana et EXluboce/lulus 
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criberiger, à une concentration de 60 cellules/!!!. Cette concentration est en excès pour éviter 

la compétition alimentaire chez les larves et permettre à la variabilité phénotypique de 

s'exprimer au maximum. 

La mise en fixation a été réalisée sur brisure de coquille, dès que les premières larves 

pédivéligères sont apparues, c'est-à-dire 20 jours après fécondation dans ces conditions 

d'élevage standards (Walne, 1974). 

II 2.3 Echantillonnage 

Des larves ont été prélevées dans chaque lot à chaque tamisage, c'est-à-dire trois fois 

par semaine, dès JI , soit 24h après la fécondation. A chaque fois, ces larves sont comptées et 

mesurées au projecteur de profil (Nikon). L'utilisation de tamis à mailles fines permet de 

limiter au maximum l'élimination des larves les plus petites, ou "queues de lot" . Des individus 

ont également été échantillonés une semaine après fixation, puis à l'âge de trois mois (stade 

J90) (voir cycle de développement en Annexe 1). Parmi ces derniers ainsi que pour les larves 

de 6 jours (stade J6) et de 18 jours (JI8), des individus ont été prélevés individuellement, 

mesurés puis conservés dans de l'éthanol absolu avant d'être génotypés sur le même locus que 

leurs parents, soit Di 1 OCg. 

II 2.4 Génotypage 

Pour les parents comme pour les descendants, le génotypage passe par l'obtention 

d'ADN par extraction à partir des tissus (ou des larves entières), puis par l'hybridation de 

fragments microsatellites sur le génome et la révélation des produits de cette hybridation 

amplifiés par PCR après migration sur un gel d'acrylamide. 

Il 2.4.1 Extrac/ion 

L'extraction d'ADN à partir des tissus branchiaux des parents a été effectuée d'après le 

protocole Phénol-Chloroforme (Moore, 1993). Chaque fragment de branchie est placé dans 

400!!1 de tampon d'extraction (9.3g EDTA, 1.5g Tris, 2.5g SOS, qsp H20 250ml) et 5!!1 de 

Protéinase K, le tout au bain-marie à 55°C pendant une nuit; puis ajout de 500!!1 de Phénol 

(pH 8) et 400!!1 de Chloroforme, centrifugation à 10000trs/min à 4°C pendant 10min, 

récupération du surnageant; ajout de 400!!1 d'Ethanol 100%, le tout au moins une heure à -

20°C; centrifugation à 10000trs/min à 4°C pendant 10min, élimination du surnageant, lavage 

par de l'Ethanol 70% (ajout de 400!!1) et centrifugation à 10000trs/min à 4°C pendant 10min; 

élimination du surnageant et séchage du culot au speed-vac pendant 5min; enfin, redissolution 
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dans 200fll d'eau distillée. L'ADN natif ainsi obtenu est conservé à -20°C, une partie diluée à 

5%, conservée à 4°C, est immédiatement utilisable. 

L'ADN des larves et du naissain a été extrait au Chélex (Estoup et al., 1996) à partir 

des larves entières ou d'un petit morceau de tissu pour les juvéniles. Chaque échantillon est 

placé dans 400fll de Chélex 5%, plus 30fll de TE IX (pH 7.5; TE 100X: 121.1g Tris, 37.2g 

EDTA, qsp H20 mQ) et 5 fll de Protéinase K; le tout au bain-marie 4h (ou plus) à 56°C, puis 

15 min à 100°C; puis Vortex pendant 30s, et centrifugation à 8000trs/min à 4°C pendant 5 

min; prélèvement du surnageant. L'ADN natif ainsi obtenu est conservé à -20°C, ou 

directement utilisable. 

112.4.2 Amplification 

L'amplification des séquences cibles d'ADN a été effectuée par PCR (Polymerase 

Chain Reaction:), avec l'une des deux amorces marquée au p33 radioactif. Pour les parents, le 

mélange réactif est constitué de 261fll d'H20, 100fli de tampon Taq polymérase, 40fll de 

MgCb, 37fll de dNTP, 40fll d'amorce non-marquée (sens), 15fll d'amorce marquée (antisens), 

et 7fll de Taq polymérase. Le marquage de l'amorce est réalisé avec 2.25fll d'H20 , 3fll 

d'amorce (antisens), 1.5fll de tampon kinase 10X, 7.5fll d'ATP marqué au p33
, et 0.75fll de 

T4kinase; le tout est mis au bain-marie à 37°C pendant 30 min avant d'être ajouté aux réactifs 

de PCR. Le mélange ainsi obtenu permet l'amplification par PCR de 100 échantillons d'ADN 

extrait, à raison de 5fll d'ADN par échantillon, auquel on ajoute 5fll de mix. 

Pour les larves et le naissain, le mélange réactif nécessaire à 100 réactions 

d'amplification est composé des mêmes réactifs dans les mêmes proportions, excepté les 

261~!l d'H20 qui ne participent pas au mélange, ceci pour concentrer d'avantage l'ADN, qui 

est obtenu en plus petite quantité chez les larves que chez les adultes. Le marquage de 

l'amorce radioactive est réalisé avec 2.36fll d'H20, 3.15fll d'amorce, 1.58fll de tampon kinase 

10X, 7.88fll d'ATP marqué au p33
, et 0.79fll de T4kinase; la phase de bain-marie à 37°C dure 

également 30 min. Pour chaque échantillon, on ajoute 2.39fll de mix à 7.61fll d'ADN. 

Après une dénaturation initiale à 94°C pendant 5 min, 30 cycles de PCR sont réalisés, 

qui comprennent chacun: une phase de dénaturation de 1 min à 94°C, puis l'hybridation des 

amorces, ou annealing, à 55°C pendant 1 min, enfin l'élongation à noc pendant 1 min 45 s; 

après ces 30 cycles, suit une élongation finale à noc pendant 5 min. 
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II 2.4. 3 Migration sur gel 

Après ajout de 81ll de tampon de migration (2Sml de formamide, 0.02Sg de xylène 

cyanol, 0.02Sg de bleu de bromophénol et lml d'EDTA O.SM) par échantillon et une 

dénaturation de 5 min à 94°C, des aliquots sont déposés sur un gel d'acrylamide 8% 

dénaturant. La migration dure 2h30 à SOW (le voltage et l'intensité sont programmés en 

conditions non restrictives, respectivement 1900v et lSOmA), puis les gels sont séchés et 

exposés à un film pendant 6 à 48h. La résolution permet de discriminer des fragments ayant 

un nucléotide de différence. 

II 2.5 Analyses statistiques 

Le test G (logiciel EXCEL) est utilisé pour calculer les différences de contributions 

parentales: pour un même type de croisement, à un même stade de développement, entre les 5 

mâles, entre les 5 femelles , ou entre les 25 familles; entre deux types de croisements, entre 

deux stades de développement, ou entre deux lots d'un même type de croisement. 

Pour chaque point d'échantillonnage, pour évaluer l'hétérogénéité due aux interactions 

mâles-femelles, c'est à dire l'hétérogénéité qui résulterait de croisements préférentiels, une 

valeur globale Gg est calculée: c'est la somme des valeurs de G mesurant les différences de 

contributions parentales: 

- des 5 mâles pour une même femelle, effectué pour les 5 femelles 

- des 5 femelles pour un même mâle, effectué pour les 5 mâles, 

soit 10 valeurs G j à 4 ddl chacune. On obtient alors un G résiduel: Gr ="LG j - Gr~Gg - Gr, à 

16=4* 1 0-24 ddl ou Grmesure l'hétérogénéité entre les 25 familles (24 ddl). Gr est représentatif 

des interactions mâles-femelles. 

L'hétérogénéité des tailles et des poids a été testée par ANOY A (logiciel SAS). 
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ID RESULTATS 

Ont été analysés: à J6, 272 individus pour les croisements séparés et 249 pour le 

croisement mélangé; à J 18, 399 individus pour les croisements séparés; à J90 (c'est-à-dire à 3 

mois), 244 individus pour .Ies croisements séparés. L'analyse de parenté fut simple dans la 

mesure où les 10 parents choisis portaient tous des allèles di fférents au locus Di 10Cg, et 

étaient hétérozygotes pour ce locus (Figure 1). Dans la descendance, les 20 allèles ont 

ségrégé; aucun allèle nouveau, qui n'aurait pas été présent chez les parents, n'est apparu: 

aucune mutation ne s'est produite dans les échantillons étudiés. 

Figure l: Extrait d'un gel d'électrophorèse après amplification au locus Di IOCg: pour les 

mâles M2 et M4, ainsi que pour trois larves, seule une bande, correspondant à un allèle, est 

visible; l'autre est hors champ. On observe la correspondance entre l'une des bandes de chaque 

larve et celle de l'un des mâles, représentant l'allèle qui a été transmis. Deux bandes 

successives ont une différence de deux nucléotides, c'est-à-dire d'une répétition du motif CG. 

Larves Jl8 - MI Ml M3 M4 M5 

-

--:r- ---

ID 1 Contributions parentales 

Pour chaque point d'échantillonnage, aucune différence significative de contributions 

parentales n'existe entre les 3 lots, ce qui nous autorise à les regrouper (Tableau 2). 
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Tableau 2: Hétérogénéité entre les contributions parentales des différents lots, à chaque 

échantillonnage. 

point Comparaison entre les lots Hétérogénéité entre 

d'échanti llonnage mâles femelles 

J6 croisement 1-2 G- 2.27 G-O.85 

mélangé a =O.686 NS a =O.931 NS 

1-3 G=4.03 G=1.11 

a =0.402 NS a =0.893 NS 

2-3 G=5 .53 G=4.54 

a =0.237 NS a =0.337 NS 

J6 croisements 4-5 G- 2.03 G-1.34 

séparés a =0.730 NS a =0.854 NS 

4-6 G=7.86 G=3.99 

a =0.097 NS a=0.407 NS 

5-6 G=7.49 G=9.41 

a =0.1I2 NS a =0.OS2 NS 

Jl8 croisements 4-5 G- 1.47 G- I.IO 

séparés a =0.832 NS a =0.895 NS 

4-6 G=3.04 G=1.02 

a =0.551 NS a =0.907 NS 

5-6 G=2.09 G=0.76 

a =0.720 NS a =0.943 NS 

J90 croisements 4-5 G- 3.08 G=4.08 

séparés a =0.544 NS a =0.396 NS 

4-6 G=3.47 G=3.86 

a =0.482 NS a =0.425 NS 

5-6 G=0.95 G=0.99 

a =0.917 NS a =0.912 NS 

NS: non significatif au risque 0:=5% 

Des contributions parentales déséquilibrées sont relevées, par comparaison entre 

chacun des tableaux de contingence des différents points d'échantillonnage, et le tableau de 

valeurs théoriques où chacun des 5 mâles et chacune des 5 femelles seraient également 

également représentés (Table 3). 
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Table 3: Contributions (nombre d'individus par famille et fréquences marginales) des mâles et 

des femelles lors des croisements mélangé à J6 et séparés à J6, JI 8 et J90. 

Croisements Femelles Contri- Test G d'hétérogénéité entre 

sépa rés J6 bution 

Mâles 2 3 4 5 (%) mâles femelles 

18 la 8 9 25 0.26 

2 9 13 Il 8 19 0.22 

3 8 8 3 la 14 0.16 NS NS 

4 Il 17 4 5 21 0.21 (G~2.81) (G~7 . 57) 

5 la I3 7 6 5 0.15 (a~0 .589) (a~0. 1 09) 

Contribution 0.21 0.22 0.12 0. 14 0.3 1 

(%) 

Croisement Femelles Contri- Test G d'hétérogénéité entre 

mélangé J6 but ion 

Mâles 2 3 4 5 (%) mâles femelles 

4 3 a 26 0.14 

2 7 8 5 5 21 0.18 

3 4 14 2 9 Il 0.16 • •• 
4 19 21 20 4 3 1 0.38 (G~10.24) (G~ 1 3.95) 

5 5 9 6 6 8 0.14 (a~0 .037) (a~0 .007) 

Contribution 0.1 6 0.21 0.14 0.1 0.39 

(%) 

Croisements Femelles Contri- Test G d'hétérogénéité entre 

séparés JI8 bution 

Mâles 2 3 4 5 (%) mâles femelles 

25 20 17 19 56 0.34 

2 4 12 4 5 16 0.10 

3 8 Il la 8 17 0.14 •• NS 

4 20 22 17 6 22 0.22 (G~16.81) (G~8 . 807) 

5 19 17 12 17 15 0.20 (a-O.OO2) (a~O .066) 

Contribution 0.19 0.20 0.15 0.14 0.32 

(%) 
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Croisements Femelles Contri- Test G d'hétérogénéité entre 

sépa rés J90 bution 

Mâles 2 3 4 5 (%) mâles femelles 

8 2 17 17 5 0.20 

2 2 3 5 12 4 0.11 

3 11 4 16 20 21 0.29 NS •• 
4 1 7 11 14 4 0.15 (G=7.401) (G=14.709) 

5 10 5 15 24 6 0.25 (et=0. 11 6) (et=0.005) 

Contribution 0.13 0.09 0.26 0.36 0.16 

(%) 

. : et< 0.05 ; •• : et< 0.01 ; NS: non significatif au risque et-5% 

Seul le croisement mélangé à J6 présente une différence significative de contribution 

entre les 25 familles (a=O.006) . Aucune hétérogénéité dûe aux interactions entre mâles et 

femelles n'est décelée (G, non significatif), à aucun point d'échantillonnage (Tableau 4). 

Cependant, à Jl8 , la famille 21, correspondant au croisement mâle 1 par femelle 5, est 

nettement plus représentée que les autres. En fai t, les disparités visualisées sur les graphes 

(Annexe 2) sont essentiellement dues aux différences de contributions des mâles d'une part, 

des femelles d'autre part, et à leurs effets cumulés. 

Tableau 4: Hétérogénéité entre familles et hétérogénéité dûe aux interactions entre mâles et 

femelles pour chaque point d'échantillonnage. 

Point d'échantillonnage Hétérogénéité entre familles Gr 

J6 croisement mélangé •• 
(Gf=44.86) Gr= 16.10 

(et=0.006) et=0.446 NS 

J6 croisements séparés NS 

(Gf= 16.44) Gr=16 .10 

(et=0.872) et=0.446 NS 

J18 croisements séparés NS 

(Gf=32.52) Gr=8.43 

(et=0.11 5) et=0.935 NS 

J90 croisements séparés NS 

(Gf=31.85) Gr=6.80 

(et=O. \31) et=0.977 NS 

•• : et< 0.0 1; NS: non significatif au risque et- 5% 
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III 2 Compétition gamétique

La compétition gamétique intervenant pendant la fécondation in vivo est mise en

évidence par la comparaison des deux types de croisements. Cette comparaison est effectuée à

J6, pour que les effets de l'élevage larvaire ne masquent pas ceux de la compétition

gamétique. Les contributions des mâles sont significativement différentes entre les deux

croisements (G=11.26; a=0.024), mais pas les contributions des femelles (G=3.23; a=0.520)

(Figures 2 et 3). On a donc regroupé les deux tableaux pour obtenir les contributions globales

des femelles à J6. L'hétérogénéité entre femelles est alors hautement significative (Tableau 5).

Figure 2: Contributions (en fréquences) des mâles à J6 dans les deux types de croisements.
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Figure 3: Contributions (en fréquences) des femelles à J6 pour les deux types de croisements. 
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Tableau 5: Contributions globales (nombre d'individus par familles et fréquences marginales) 

des femelles à J6 (croisements mélangé + croisements séparés). 

Croisement J6 Femelles 

Mâles 2 3 

4 3 

2 7 8 5 

3 4 14 2 

4 19 2 1 20 

5 5 9 6 

Contribution 0. 18 0.22 0.13 

(%) 

"': (1< 0.001 

4 5 

0 26 

5 2 1 

9 Il 

4 3 1 

6 8 

0.12 0.35 

1<; 

~~~~~~~-----

Test G d'hétérogénéité entre 

femelles 

••• 
(G= 19.68) 

«1=0.0006) 



In 3 Evolution dans le temps de la structure génétique de la population 

Les changements dans le temps des contributions parentales, c'est-à-dire des 

fréquences de chaque famille dans la population, sont illustrés par les tableaux représentant 

les contributions parentales dans les croisements séparés aux stades J6, Jl8 (avant 

métamorphose) et J90 (juvéniles de 3 mois) (Table 3). Seuls les croisements séparés ont été 

utilisés, pour ne conserver que l'infonnation de survie dans le temps, sans inclure les 

phénomènes de compétition gamétique du départ. Entre les stades J6 et JI 8, il existe une 

différence significative de contributions des mâles (G=II .94; a =O.O 18), mais pas des femelles 

(G=0.90; a =0.925). Entre les stades J 18 et J90, ces contributions sont significativement 

différentes pour les mâles (G=14.03; a=O.007) comme pour les femelles (G=29.06; 

a =7.596. IO-O) (Figures 4 et 5). 

Figure 4: Contributions (en fréquences) des mâles pour les croisements séparés à J6, 118 et 

J90. 

11' 



Figure 5: Contributions (en fréquences) des femelles pour les croisements séparés à J6, JI8 et 

J90, 
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m 4 Comparaison entre compétition spermatique et survie des descendants des mâles 

Les résultats de la compétition spermatique sont dans le tableau de contributions 

parentales du croisement mélangé, à J6 (Table 3). La comparaison de ce tableau avec celui 

des contributions parentales des croisements séparés à Jl8 (Table 3) permet de déceler une 

éventuelle corrélation entre efficacité spermatique et survie larvaire des descendants, pour 

chacun des mâles , En fait, les contributions des mâles sont significativement différentes entre 

ces deux tableaux (0=33.69; a=8.626.1 0"\ 
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Figure 6: Contributions (en fréquences) des mâles, à J6 pour le croisement mélangé, à J18 

pour les croisements séparés. 
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ID 5 Performances de croissance 

4 5 

o croisement mélangé à 16 

• croisements sé arés à J 18 

Aucun des croisements, à aucun stade, ne présente de différences de taille (ou de 

poids) significatives entre les 25 fami lles, ni entre les descendants des 5 mâles ou des 5 

femelles (Annexes 3 et 4). Cependant, des différences significatives sont observées entre les 

tailles des croisements mélangé (lots 1, 2 et 3) et séparés (lots 4, 5 et 6) à J6 (Tableaux 6 et 9), 

et entre les différents lots à J6 et J 18 (Tableaux 7 et 10); de même, une différence de poids 

significative existe entre les lots à 190 (Tableaux 8 et 10). 
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Tableau 6: Tailles (en ~m) et poids (en g) moyens des individus à chaque point 

d'échantillonnage. 

CROISEMENTS 

Mélangé Séparés 

J6 106.50 100.65 

)18 268.69 

J90 0.77 

Tableau 7: Tailles moyennes (en ~m) des individus dans chacun des lots à J6 et J\8. 

LOTS 

2 3 4 5 6 

J6 

JI8 

106.61 102.24 108.04 100.13 98.78 102.19 

274.82 261.15 267.21 

Tableau 8: Poids moyens (en g) des individus dans chacun des lots à J90. 

LOTS 

4 5 6 

J90 0.80 0.70 0.78 

Tableau 9: Test d'hétérogénéité de taille entre les deux types de croisements à J6. 

Source de variation 

Modèle 

Erreur 

Totale 

''' : a < 0.001. 

ddl Somme des carrés Carré moyen F a 

4469 

515 34079 

520 39887 

4468.56 

66.17 

19 
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Tableau 10: Test d'hétérogénéité de tai lle (à 16 et 1(8) ou de poids (à 190) entre les lots à 

chaque stade. 

Stade Source de variation ddl Somme des Carré moyen F Cl 

carrés 

Modèle 5 5808 1161.56 ••• 
J6 Erreur 515 34079 66.17 17.55 <0.0001 

Totale 520 39887 

Modèle 2 11908 5953.90 • 
!l8 Erreur 396 706484 1784.05 3.34 0.037 

Totale 398 718391 

Modèle 2 0.72 0.36 • 
J90 Erreur 241 27.54 0.11 3.16 0.044 

Totale 243 28.27 

.: Cl< 0.05; ••• : Cl< 0.00 1. 

3 lots sont pris en compte à!l8 et J90 (croisements séparés), 6 à J6 (croisements mélangé + séparés). 

IV DISCUSSION 

IV 1 Contributions parentales 

Aucune incompatibilité complète entre gamètes n'a été observée, toutes les familles 

ayant participé à la formation de la génération des descendants, même en situation de 

compétition gamétique. Ces participations ne sont significativement déséquilibrées que lors 

de ce dernier croisement. Dans tous les cas, l'hétérogénéité à l'intérieur des croisements est 

due aux différences de contributions des femelles d'une part, des mâles d'autre part ; les 

interactions entre mâles et femelles , qui résulteraient de fécondations préférentielles, ne sont 

pas source d'hétérogénéité. Cependant, les effectifs dans chacune des familles sont souvent 

faib les. Les contributions marginales, reposant sur des effectifs plus élevés, sont bien plus 

informatives. C'est pourquoi toutes les comparaisons entre types de croisements ou entre 

stades de développement ont été effectuées à partir des contributions marginales 

(contributions des mâles d'une part et des femelles d'autre part), et non pas à partir des 

contributions des fami lles (correspondant aux interactions mâles-femelles). L'intérêt de cette 

étude repose de toutes façons essentiellement sur les différences de contributions parentales, 

et non pas sur la répartition des descendants entre les familles . 
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IV 2 Compétition spermatique 

En situation de compétition gamétique (croisement mélangé J6), les contributions des 

parents diffèrent suffisamment pour qu'une hétérogénéité entre familles apparaisse (Tableau 

4). En fait, lors de la fécondation, la pression de sélection s'exerce sur les mâles seuls: alors 

que chacun contribue de la même manière lorsque les croisements sont réalisés séparément, 

une distinction apparaît quand il y a compétition. Les femelles, quant à elles, contribuent de la 

même manière qu'il y ait compétition ou non. Cela n'a rien de surprenant: alors que les ovules 

restent passifs, les spermatozoïdes recherchent activement les gamètes femelles. Seuls 

certains d'entre eux parviendront à féconder un ovule, puisque le ratio spermatozoïdes/ovules 

de départ est de 150/ 1. La compétition gamétique consiste donc plus précisément en une 

compétition spermatique. 

IV 3 Evolution durant la phase larvaire 

Au cours de la phase larvaire, les contributions parentales des mâles changent et 

deviennent significativement différentes, en raison d'une survie différentielle des larves. Mais 

les mâles ayant été favorisés par la compétition spermatique ne sont pas ceux dont les larves 

ont la meilleure survie: en particulier, le mâle 4, possédant de nombreux descendants à J6, 

voit la survie de ceux-ci pendant la phase larvaire inférieure à celle des descendants du mâle 

1, dont la contribution à J6 était pourtant assez faible. 

Les contributions des femelles sont déséquilibrées, mais ne varient pas durant tout la 

phase larvaire: l'effet maternel de départ, visualisé à J6, est suffisamment fort pour que la 

répartition qui en découle reste stable durant tout ce temps. Cet effet maternel induit une 

survie différentielle des larves, voir des zygotes, dans les toutes premières heures suivant la 

fécondation. 

IV 4 Evolution après métamorphose 

Si la survie des larves varie selon leur père, cette variation est encore accentuée chez 

les juvéniles de 3 mois. Les mâles qui contribuent le plus à ce stade ne sont plus les mêmes 

qu'en fin de phase larvaire. Le mâle 3, en particulier, voit la survie de ces descendants devenir 

supérieure à celle des autres, alors qu'elle était basse en phase larvaire; dans le même temps, 

la contribution du mâle 1 diminue sérieusement. Un phénomène similaire se produit chez les 

femelles: les contributions des femelles 3 et 4 augmentent nettement (jusqu'à doubler pour la 

femelle 4), tandis que celle du mâle 5 chute. Pour expliquer ces changements, deux 
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hypothèses, non exclusives: 

- entre les deux prélèvements à 118 et J90, la métamorphose des larves a eu lieu; celle-ci 

correspond à une étape cruciale du développement, toutes les larves ne parvenant pas à se 

fixer, puis en raison du stress physiologique occasionné. Leur survie peut donc en être altérée 

différemment selon leur potentiel génétique. Par la suite, les conditions de vie des juvéniles 

diffèrent de celles des larves pélagiques; un individu ayant su s'adapter aux conditions de vie 

larvaire ne sera pas nécessairement celui présentant la meilleure adaptation à la vie fixée. 

- d'important taux de mortalité Gusqu'à 90% environ), dont la cause n'est pas déterminée, ont 

été observés dans les bacs d'élevage des juvéniles. L'hérédité de ces derniers influe très 

certainement sur leur résistance à des conditions stressantes de l'environnement. 

En milieu naturel comme en élevage, métamorphose et changement de conditions de 

vie sont toujours présents, ce qui n'est sans doute pas le cas des conditions stressantes ayant 

occasionné la mortalité observée par la suite. 

IV 5 Croissance 

Jusqu'à 3 mois, la croissance dans les différentes familles reste sensiblement la même, 

comme en atteste les différences de poids ou de tailles non significatives observées. Jusqu'à ce 

stade du moins, survie et croissance semblent donc indépendantes. 

Les di ffé rences de tailles et de poids observées entre les lots, particulièrement 

significatives à J6, sont selon toute probabilité dues à des différences de densité dans les bacs 

d'élevage larvaire: le lot 3, qui présente la taille moyenne la plus élevée à J6, est aussi celui 

dont la densité est la plus faible (87000 larveslbac contre plus de 150000 larveslbac pour les 

autres lots). Les densités peuvent varier rapidement d'un jour à l'autre, en raison des mortalités 

importantes qui peuvent survenir chez les larves. Ces différences s'estompent avec le temps: 

peut-être les individus les plus petits ont-ils tendance à rattraper leur retard de croissance, du 

moins au cours de la phase larvaire; plus probablement, ils ont un taux de survie inférieur à 

celui des individus plus grands, auquel cas ils n'apparaissent plus aux stades avancés (Collet 

et al., en préparation). 

A J6, on observe également une différence de taille très significative entre les 

croisements mélangé et séparés. Cette différence repose sans doute en partie sur les 

différences existant entre lots, mais cela ne suffit pas à expliquer le haut niveau de 

significativité (P<O.OOOI). Les larves provenant du croisement mélangé sont les plus grandes 

à ce stade, ce qui pourrait provenir d'une élimination dans ce croisement des individus les 

moins "aptes" (plus petits dès le départ, ou à croissance plus faible) dès le stade zygotique. 
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V CONCLUSION 

Des 10 parents utilisés, tous ont contribué à la formation de la génération suivante, et 

aucune fécondation préférentielle n'a été mise à jour. Toutefois, malgré le soin pris pour 

équilibrer les apports gamétiques des mâles et des femelles au moment de la fécondation, les 

contributions parentales ne sont pas équilibrées, et cela dès le stade de la fécondation ou du 

zygote lorsque la compétition entre les parents existe, ce qui est effectivement le cas en milieu 

naturel. La qualité des gamètes, qui peut être différente selon les parents au moment où les 

croisements sont réalisés, peut expliquer ce phénomène (Lannan, 1980a, 1 980b, 1980c et 

1980d). Cela peut provenir d'une maturation plus ou moins avancée des parents, certains étant 

prêts à pondre avant d'autres malgré un conditionnement en commun, ou d'autres facteurs 

induits par l'environnement. Cette différence constitue l'effet maternel (et éventuellement 

patemel)' 

D'autre part, ces contributions varient au cours du temps, avec notamment un 

changement crucial entre les phases larvaire et juvénile (Lannan, 1 980a). Pour connaître le 

rôle exact de la métamorphose dans ce changement, il reste à analyser les génotypes de 

juvéniles prélevés une semaine après celle-ci, à 130 (dans notre expérience, avant que les taux 

de mortalité n'augmentent brusquement). Quoi qu'il en soit, la sélection par l'environnement 

n'agit pas sur les mêmes génotypes avant et après métamorphose. 

Pendant la phase larvaire, l'influence des génotypes paternels et maternels diffère: pour 

les mâles, c'est d'abord la compétition spermatique qui détermine leurs contributions, puis une 

survie différentielle de leurs descendants; les contributions des femelles dérivent de l'effet 

maternel intervenant dès le stade zygotique, jusqu'à la métamorphose. 

Finalement, certains individus participent plus que d'autres à la formation d'une 

nouvelle génération de juvéniles, puis d'adultes: un suivi dans le temps des descendants 

obtenus permettra de déterminer si les individus ayant les contributions parentales les plus 

importantes chez les juvéniles reste les mêmes jusqu'à ce que leurs descendants soient adultes, 

ou si de nouvelles modifications apparaissent. Pour les élevages, il est de toutes façons plus 

intéressant de choisir comme reproducteurs ceux dont les descendants adultes sont les plus 

représentés, tout en prenant garde à ne pas engendrer de consanguinité qui ferait ressortir le 

fardeau génétique de l'espèce (Sheridan, 1997). Reste à vérifier que l'expérience est 

renouvelable et que, sous certaines conditions d'élevage, ce sont toujours les mêmes 

reproducteurs qui ont les contributions parentales les plus élevées: les trois lots séparés pour 

chaque type de croisements ne constituaient que des pseudo-réplicats, la division n'ayant été 
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faite que trois heures après fécondation.. L'analyse d'individus provenant du croisement 

mélangé à Jl8, puis après métamorphose, devrait pennettre de confinner les résultats obtenus. 

L'augmentation du nombre d'individus génotypés par croisement rendrait également les tests 

statistiques plus robustes. 

Les déficits en hétérozygotes observés dans les populations de Crassostrea gigas 

peuvent donc provenir d'une part d'une mauvaise estimation de l'effectif efficace de la 

population, d'autre part d'un recouvrement, au sein d'une même population apparente, de deux 

groupes d'individus ayant subit une sélection dans des conditions environnementales 

différentes (par recouvrement des générations ou recouvrement spatial: effet WHALUND). 

Auquel cas deux pools génétiques différents peuvent avoir été sélectionnés. Ce dernier cas est 

considéré comme partiellement responsable des déficits en hétérozygotes chez d'autres 

bivalves (Roughgarden et al., 1988; David et al., 1997; Borsa et al., 1991). 

Aucune corrélation n'a été trouvée entre survie et croissance au sein d'une famille, ce 

qui n'exclue pas qu'elle apparaisse plus tard dans le développement. L'analyse des parents sur 

plusieurs locus microsatellites pourrait pennettre d'estimer les taux d'hétérozygotie moyens de 

chaque famille , et de rechercher une éventuelle relation entre ces taux et la survie. 

Des études de la sorte, en mesurant la contribution de chaque parent à la fonnation de 

la génération suivante, peuvent pennettre d'identifier les facteurs influant sur ces 

contributions. L'utilisation de marqueurs génomique garantie de surcroît la répétabilité des 

expériences. C'est la première fois qu'une telle étude de recherche de parenté, avec attribution 

de tous les descendants analysés à une famille biparentale et suivi de la population au cours 

du temps, est menée chez des mollusques. Elle devrait pennettre d'approfondir nos 

connaissances sur les évènements du cycle de vie de l'huître creuse qui influent sur la 

structure génétique d'une population, suivant son environnement et l'âge des individus qui la 

composent. Par la suite, dans des conditions d'élevage données, on devrait pouvoir 

sélectionner rapidement les reproducteurs qui engendreront les individus les plus performants, 

tant au niveau de la survie que de la croissance. 
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ANNEXE 1 

Cycle de développement de Crussostreu gigas 
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1 Metamorphose 1 
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IS 14 

1. Ovocyte en cours de maturation; 2., 3. et 4. Ovocyte mature; 5. Embryon stade 4 cellules; 
6. Embryon stade 16 cellules; 7. et 8. Embryon stade Morula; 9. Larve stade D; 10. et 11. 
Larve à J 13 (u: umbo, v: velum); 12. Larve stade pédivéligère (p: pied, 0: organe sensoriel); 
13. Post-larves fixées sur plaque PYC; 14. Juvéni les (environ 6 mois); 15. Géniteur mature. 
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ANNEXE 2 

Contributions (en fréquences) des familles pour le croisement 
mélangé à J6 

Contributions (en fréquences) des familles pour les croisements 
séparés à J6 
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Contributions (en fréquences) des familles pour les croisements 
séparés à J18 
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ANNEXE 3 

Test d'hétérogénéité de taille (à J6 et JI 8) ou de poids (à J90) entre les familles à chaque point 

d'échantillonnage. 

Point Source ddl Somme Carré F Cl 

d'échantillonnage de variation des carrés moyen 

Modèle 23 759 33.01 

Croisement Erreur 225 17063 75.83 0.44 0.990 

mélangé 16 NS 

Totale 248 17822 

Modèle 24 1305 54.37 

Croisements Erreur 247 16291 65 .96 0.82 0.704 

séparés 16 NS 

Totale 27 1 17596 

Modèle 24 39874 1661.42 

Croisements Erreur 374 678517 1814.22 0.92 0.581 

séparés J 18 NS 

Totale 398 718391 

Modèle 24 2.39 0.10 

Croisements Erreur 219 25 .87 0.12 0.84 0.677 

séparés 190 NS 

Totale 243 28.27 

NS: non significatif au risque Cl- 5% 



Test d'hétérogénéité de taille (à J6 et 118) ou de poids (à J90) entre les descendants des 5 

mâles à chaque point d'échantillonnage. 

Point Source ddl Somme Carré F a 

d'échantillonnage de variation des carrés moyen 

Modèle 4 80 20.10 

Croisement Erreur 244 17742 72.71 0.28 0.893 

mélangé J6 NS 

Totale 248 17822 

Modèle 4 75 18.85 

Croisements Erreur 267 17521 65.62 0.29 0.886 

séparés J6 NS 

Totale 271 17596 

Modèle 4 5038 1259.61 

Croisements Erreur 394 713353 1810.54 0.70 0.595 

séparés 118 NS 

Totale 398 718391 

Modèle 4 0.47 0.12 

Croisements Erreur 239 27.79 0.12 1.02 0.397 

séparés J90 NS 

Totale 243 28.27 

NS: non significatif au risque a - 5% 



Test d'hétérogénéité de taille (à J6 et J18) ou de poids (à J90) entre les descendants des 5 

femelles à chaque point d'échantillonnage. 

Point Source ddl Somme Carré F 0. 

d'échantillonnage de variation des carrés moyen 

Modèle 4 46 11.38 

Croisement Erreur 244 17777 75.86 0.16 0.960 

mélangé J6 NS 

Totale 248 17822 

Modèle 4 41 10.25 

Croisements Erreur 267 17555 65.75 0.16 0.960 

séparés J6 NS 

Totale 271 17596 

Modèle 4 11087 2771.82 

Croisements Erre.ur 394 707305 1795.19 1.54 0.189 

séparés Jl8 NS 

Totale 398 718391 

Modèle 4 0.47 0.12 

Croisements Erreur 239 27 .79 0.12 1.02 0.397 

séparés J90 NS 

Totale 243 28.27 

NS: non significatif au risque 0.-5% 



ANNEXE 4 

Tailles moyennes (en /lm) à J6 et J18, et poids moyens (en g) à J90 
des 25 familles 
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