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Ressources génétiques chez I'huitre creuse Crassostrea gigas : variabilité, différenciation

et adaptation des populations aux conditions de production en Charente-Maritime.

I. Préambule : rappel du programme et des objectifs

1.1. Contexte du sujet

L’histoire de l'ostréiculture frangaise présente une succession de périodes d'exploitation
florissante et de périodes de crise, liées a la surexploitation des sites ou a des maladies. Ainsi,
un des principaux faits marquants de 1ostréiculture frangaise est la disparition massive entre
1969 et 1971 de I'huitre creuse portugaise (Crassostrea angulata) victime d’une maladie
virale (Comps ef al.. 1976). De méme, l'introduction successive de deux parasitoses
(marteiliose et bonamiose) ont trés sérieusement réduit I"exploitation de 1'huitre plate Ostrea
edulis. Les importations au début des années 1970 de I'huitre creuse japonaise (Crassostrea
gigas) semblent avoir été une bonne réponse a la disparition de I’huitre portugaise (Grizel et
Héral, 1991), les productions ostréicoles ayant rapidement retrouvé un niveau important,
atteignant 80 000 tonnes dés 1976.
Des études scientifiques ont ensuite montré que ces deux huitres (C. gigas et C. angulata)
étaient une seule et méme espéce (Menzel, 1974) : elles se sont révélées complétement inter-
fertiles et aucun caractére morphologique ou génétique ne pouvait les distinguer de maniére
fiable. Ce point apparait aujourd’hui indiscutable et il a été confirmé par des études récentes
réalisées au laboratoire LGP de La Tremblade (Boudry et al., 1998).
Mais bien que ces deux huitres soient de la méme espece, elles se distinguent par certains
points :

1. Sensibilité de C. angulata au virus qui a décimé les stocks entre 1969 et 1971 alors que

C. gigas n’a pas été affecté par cette maladie lors de son introduction,
2. Croissance plus rapide de C. gigas. liée a des performances physiologiques supérieures
a celles de C. angulata (His, 1972 ; Bougrier et al., 1986).

La situation de I’huitre creuse japonaise (. gigas en France (et en Europe) n’est pas unique.
puisqu’elle a été introduite avec succés dans de nombreux pays et représente aujourd'hui plus
de 95% de la production mondiale d'huitres, toutes espéces confondues, selon les chiffres
fournis par la F.A.O. (Food and Agriculture Organisation of the United Nations). Elle est ainsi

présente sur la cote ouest des USA et du Canada (ou son introduction remonte a 1912), en




Australie (introduction en 1950) et en Nouvelle-Zélande ou son introduction en 1971 fut,
semble-t-il, involontaire (Smith er al., 1986).

Mais I'introduction d’une espece d’intérét économique dans une zone géographique éloignée
de son aire d’origine souléve des questions concernant C. gigas :

1. Existe-t-il, dans 1’aire naturelle de répartition de 1’espéce, des races, des origines
géographiques ou des populations distinctes ? Ou, au contraire, 1’espéce représente-
t-elle un ensemble relativement uniforme ?

2. Les animaux introduits (et leur descendants) sont-ils bien adaptés a leur nouvel
environnement ? Il est possible qu’il existe dans 1’aire naturelle de répartition de
I’espéce d’autres animaux (race, population...) présentant de meilleures
caractéristiques

3. Suite a une introduction dans une nouvelle zone géographique, la variabilité
génétique dans les animaux introduits est-elle suffisante ? Si non, une diminution
des performances (liée a la consanguinité) peut apparaitre.

Les réponses a ces questions seraient trés utiles pour une bonne utilisation des ressources
génétiques chez C. Gigas. En effet, plusieurs reproches sont faits a Crassostrea gigas par les
professionnels, notamment par rapport aux caractéristiques que présentait Crassostrea
angulata :

1. Crassostrea gigas présente des problémes d'affinage en claires (amaigrissement....)

2. La technique du captage est plus difficile a gérer

3. Une certaine fragilité en période estivale.

1.2. Position du projet par rapport aux actions de recherches en cours a

I'FREMER.

De trés nombreuses espéces animales et végétales d'intérét économique font
aujourd'hui l'objet de programmes de sélection ou de conservation des ressources génétiques.
Pour les especes non "domestiquées” (au sens ou les individus issus des populations naturelles
ne se distinguent pas des individus en élevage d'un point de vue génétique), I'étude
comparative des stocks des principaux pays, basée sur des marqueurs génétiques, représente
un ¢élément essentiel pour la gestion des ressources génétiques. Ce type d'étude est
indispensable pour assurer une protection des stocks existants et développer des programmes
de transplantation et de sélection. Cette approche permet d’appréhender a la fois le niveau

inter-spécifique (distinction entre espéces proches, niveau de différenciation) et intra-



spécifique (structuration génétique des populations, flux géniques).

Face aux risques de développement en France de nouveaux pathogénes pouvant affecter les
stocks de Crassostrea gigas, le Laboratoire Génétique et Pathologie (LGP) de La Tremblade a
initié en 1992 un programme de conservatoire de souches financé dans un premier temps par
le Conseil Général pour la premicre espéce C. virginica puis par la Région Poitou-Charentes
dans le cadre du contrat de plan Etat-Région 1994-1998. Ce conservatoire a pour objectif
d'étudier l'acclimatation de différentes espéces d'huitres creuses (genres Crassostrea et
Saccostrea) afin d'acquérir des connaissances sur ces espéces et d'évaluer l'intérét quelles
pourraient présenter au cas ou une épizootie majeure se déclarerait chez C. gigas. Il faut
souligner que toutes les huitres importées et les différents croisements réalisés sont
strictement confinées au laboratoire dans une "salle de quarantaine" dont l'eau est stérilisée
avant rejet en mer afin d'éviter la dissémination des huitres, des especes hotes et celle
d'éventuels pathogénes. L'importation d'espéces étrangeres ainsi que le transfert d’especes sont
désormais strictement réglementés par le Conseil International pour I'Exploration de la Mer
(CIEM, 1994), le testage ou l'implantation d'une nouvelle espece dans le milieu naturel est
soumis a son autorisation. Les retombées d'un tel programme ne peuvent donc étre qu'a long
terme pour la profession ostréicole.

Mais des retombées plus rapides pour l'ostréiculture sont néanmoins envisageables car il nous
est désormais possible, grace aux prolongements des recherches menées a La Tremblade sur
les marqueurs génétiques, de réaliser une étude a une échelle mondiale des populations de
l'espece Crassostrea gigas. La notion de "population” n'est pas facile a cerner chez une espéce
telle que Crassostrea gigas (dispersion larvaire importante, transferts fréquents d'animaux liés
a l'activité ostréicole). L'utilisation de marqueurs génétiques permet d'appréhender directement
cette notion de population par la description fine de la différenciation génétique. Des
marqueurs génétiques, particuliérement bien adaptés a ces problématiques car hyper-variables,
ont été mis au point récemment dans notre laboratoire en collaboration avec le laboratoire
Génome et Populations de Montpellier (CNRS). Ils permettent désormais [l'analyse
approfondie et la discrimination fine de populations d'huitres creuses Crassostrea gigas et de
rechercher si certaines d'entre elles n'auraient pas des caractéristiques intéressantes pour
l'ostréiculture locale (croissance, résistance estivale, affinage...). La diffusion de telles
populations aupres de la profession serait plus rapide car il s'agit de la méme espéce. Selon les
recommandations du CIEM, il faut effectuer une mise en quarantaine des huitres importées

(aprés controles sanitaires) et un transfert uniquement dans le milieu naturel de la premiere



génération (F1).

Dans ce présent travail, nous proposons donc d’étudier la variabilité génétique de populations
d’huitres creuses C. Gigas au niveau mondial a l'aide de ces nouveaux marqueurs
moléculaires. La reconnaissance de populations génétiquement distinctes étant désormais
possible, les performances de certaines de ces populations dans les conditions locales
d’élevage sont comparées. L'objectif sera ici d'identifier des populations plus performantes
que celle actuellement en élevage. Pendant toute la durée du programme. la profession
ostréicole représentée par la Section Régionale de la Conchyliculture de Marennes-Oléron

sera tenue informée de I'évolution des résultats.



II. Présentation des travaux réalisés et des résultats acquis en 1999 :

[’ensemble des travaux réalisés et résultats acquis en 1999 sera présenté conjointement aux
résultats pour I’année 2000 dans le rapport final. Nous présenterons donc ici |’état

d’avancement de ces travaux sans détailler les résultats obtenus.

2.1. Utilisation des marqueurs génétiques pour I’étude des populations naturelles
q B p

Les travaux présentés dans le rapport 1998 ont été complétés par I'étude de nouvelles
populations par les marqueurs mitochondriaux et microsatellites. L’ensemble des résultats
confirme |'origine asiatique (taiwanaise) de C. angulata. L’introduction, qui remonte

probablement au XVIeme siecle, n’a apparemment pas induit de perte de variabilité

En 1999, un nouvel échantillonnage a ¢été réalisé le long des cotes nord espagnoles (Pays
Basque, Asturies, Galice). L’objectif est ici d’étudier les phénomeénes d’hybridations
naturelles entre les populations C. gigas des cotes frangaises et les populations C. angulata
du sud du Portugal. Les échantillons seront analysés en 2000 afin de déterminer leur statut
taxonomique (C. gigas, C. angulata ou hybride). Le développement d un marqueur nucléaire
specifique des 2 taxons est nécessaire pour étudier les phénomenes d’hybridation. La mise au
point de ce marqueur sera notamment basée sur les observations concernant les tailles

d’alleles au locus microsatellite CG44, présentées dans le rapport 1998.



Répartition des populations échantillonnées en 1999 (en bleu). Les populations C. angulata et
C. gigas de « référence », auxquelles s’ajoutent la population C. angulata taiwanaise KAO et
la population C. gigas japonaise OGA, sont présentées en rouge.

Caractéristiques des populations échantillonnées :

Origine (Pays) Abbréviation g fectif
Anse de la Seudre, La Tremblade, France SEU 48
Vieux Boucau, Landes. France BOU 50
Islares. Pays Basque, Espagne ISL 48
Orio, Pays Basque, Espagne ORI 50
Ribadesella, Gijon, Espagne RIB 50
Castropol, limite Asturie-Galice, Espagne CAS 45
Ria del Barquero-Vicedo. Galice, Espagne VIC 50
Rio Mira, Portugal MIR 30
Tavira, sud du Portugal TAR 50
Hiroshima, Japon 0GA 50
Tungkang, Taiwan KAO 46




Fréquences des différents haplotypes par population au locus COL.

Haplotypes
Population Effectif A B C E J

SEU 42 0,97 0,03
OGA 46 0,96 0,04

ORI 50 0.98 0,02

ISL 47 1

RIB 45 0,04 0.93 0,03

CAS 43 1

VIC 50 0.94 0.06

BOU 95 0,06 0.89 0,03 0,01
TAR 40 0,72 0,23 0,05
MIR 30 1

KAO 40 0,9 0,07 0.03

L"haplotype C étant diagnostique de C'. gigas et les haplotypes A et B de C. angulata. la

population TAR (sud du Portugal), apparait nettement comme un mélange des deux taxons.



2.2. Etude comparée des performances aquacoles et écophysiologique de C. gigas,

C. angulata et de leurs hybrides.

Les différents lots décrits dans le rapport 1998 ont été suivis pour leurs performances en
milieu contrdlé (1999), suivant le protocole expérimental décrit par Baud et al. (1998), et sur
estran (2000), en collaboration avec le Laboratoire Conchylicole de Poitou-Charentes (LCPC)
et le Laboratoire conchylicole des Pays de Loire (PCPL). Parallélement, leur caractérisation
écophysiologique a été réalisée. Ces résultats seront présentés dans le rapport 2000. Les
premiers résultats, obtenus en milieu controlé, montrent que C. angulata présente une
croissance inférieure a C. gigas, les hybrides étant intermédiaires. D autre part, la période de

reproduction est plus étalée dans le temps chez C. angulata que chez C. gigas.
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I11. Etude génétique de croisements entre C. angulata et C. gigas

3.1. Introduction

De nombreuses études ont été menées sur la distinction entre Crassostrea angulata et
Crassostrea gigas. Les individus appartenant a ces deux taxons présentent les mémes
caractéres morphologiques (coquille, charniere, structure des branchies). De plus, la plupart
des données physiologiques et écologiques sont similaires. Les ¢tudes génétiques sur les
allozymes (Mathers et al., 1974; Mattiucci et Villani, 1983) n’apportent pas d’éléments

suffisants permettant de les distinguer et concluent a leur forte homologie génétique.

Les croisements d’individus Crassostrea angulata et C. gigas donnent naissance a des
hybrides viables (Burocker et al. 1979), cette expérience a été également réalisée au
laboratiore de La Tremblade. Ainsi le fait de les considérer comme deux especes différentes
est ici remis en cause. Il existe apparemment aucune barriere reproductive entre les deux
taxons. Aussi. Menzel (1974) les considére comme 2 sous-especes appartenant a ’espece C.

gigas, les nommant alors Crassostrea gigas angulata et C. gigas gigas.

3.2. Objectifs de I'étude

L’objectif était d’étudier le croisement C. gigas et C. angulata et plus particuliérement,

I"existence éventuelle d’un isolement reproductif partiel entre ces deux taxons.

Nous avons analysé la voie male en estimant la compétition spermatique vis a vis de chaque
type d’ovocyte Nous avons donc effectué un mélange des deux types de gametes madles, en
proportion équivalente, sur chacun des gametes femelles. Suivant les lois classiques de
I"hérédité. un tel croisement devrait donner une répartition égale : la moiti¢ des descendants
de type paternel C. gigas et I'autre moiti¢ C. angulata. Le pourcentage d hybrides ainsi obtenu
pourra traduire. dans des conditions génétiques standards, I’existence ou non d’un isolement

reproductif partiel entre C. gigas et C. angulata.

Nous avons donc analysé les parents de ce croisement a 1’aide de marqueurs microsatellites,
puis, nous avons typé sur ces mémes marqueurs les descendants échantillonnés six heures

apres la fécondation.



Figure 1. Exemple d'un marqueur microsatellite (L16) sur un échantillon de parents et

d'embryons.
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Colonnes 1 a 40: 10 femelles C. gigas , 10 males C. gigas , 10 femelles C. angulata and 10
males C. angulata. lignes 41 to a: embryons. Colonne 42, le petit allele (montré avec une
fleche) a seulement été trouvé sur deux males C. angulata. Ceci met en évidence que le
géniteur de cet embryon est C. angulata. Les colonnes vides sur le gel correspondent aux
parents pour lesquels I'amplification par PCR n'a donné aucun résultat et qui ont été par

conséquent ré-amplifiés.

3.3. Résultats

Les analyses des 40 parents aux 3 marqueurs microsatellites montrent une forte variabilité
puisque les marqueurs CG44, 16 et L10 ont révélé respectivement 20, 23 et 24 alleles. Le
nombre d’alleles communs entre C. angulata et C. gigas est de 20% pour le locus CG44, 25%
pour L10 et de 34% pour L16. Tous loci confondus 35% des alléles sont spécifiques de C.

angulata et 39% de C. gigas.

L'ADN de 373 embryons (62,2%) a été correctement amplifié. Les 37.8% restants n'ont pu
étre amplifiés quelque soit celui des trois locus testés. Dans ce cas, les PCR ont été répétées,
afin d'exclure dans un premier temps les problémes techniques au niveau de l'étape
d'amplification. Il semblerait que les difficultés d'amplification, soient en fait dues a des

problémes durant 1'étape d'extraction de I'ADN plutot qu'a des artéfacts de PCR.



Le tableau 1 donne l'assignement exact avec 1, 2 et 3 locus microsatellites.

L'analyse par le marqueur CG44 des 373 embryons extraits permet l'assignement de 71% des
embryons quelque soit le taxon. L'ajout du marqueur L10 permet d'élever ce taux a 86% et le
troisiéme marqueur L16 suffit a l'assignement taxinomique de l'ensemble des embryons

correctement extraits.

Tableau 1. Pourcentage d'assignement des embryons par marqueur microsatellite.

1:CG44 2: CG44, 3:CG44,

Nombre de locus utilisés L10 L10,L16
% d'embryons assignés issus des femelles C. gigas 63.8 81.8 100
% d'embryons assignés issus femelles C. angulata  77.2 89.6 100
Total % (pour les deux taxons) 71.1 86.1 100

Dans les croisements avec compétition spermatique, les contributions paternelles de chaque
taxon sont attendues équilibrées. Nous attendons donc 50% d'individus "purs" et 50%
d'individus hybrides. Dans le croisement femelles GG, les embryons C'.gigas et les embryons
hybrides représentent respectivement 56% et 44%, pourcentages qui ne sont pas statiquement
différents de ceux attendus(y¥*=2.58 : ddl 1; P>0.1). Par contre. dans le croisement femelles
AA, les embryons C. angulata représentent 34% alors que les embryons hybrides les 66%
restants. Le nombre d'embryons hybrides observés est significativement supérieur a celui
attendu sous I'hypothese d'une fécondation aléatoire (¥*=21.56 ; ddl 1; P>0.01). Les nombres
d'embryons purs et hybrides analysés sont également significativement différents entre les

femelles AA et GG (x*=17.69 ; ddl 1: P>0.01).

Tableau 2. Taxons paternels des embryons de 6 heures analysés.

croisement Nombre d'embryons Nombre d'embryons de Nombre d'embryons de pére
assignés pere C. angulata C. gigas
1: femelles C. 1:71 75 (43.9 %) 96 (56.1 %)
gigas
2: femelles C. 202 68 (33.6 %) 134 (66.3 %)
angulata




3.4. Conclusion

Aucune fécondation préférentielle n’a pu étre mise en ¢vidence. Au contraire, une plus forte
contribution des males C. gigas a été montrée pour les femelles C. angulata, ce qui pourrait
suggérer un effet d’hétérosis précoce. Des études complémentaires sont nécessaires pour
déterminer si la production croissante de C. gigas au sud de I'Europe menace la conservation
des populations locales de C. angulata.

Une étude de I’hybridation naturelle (en populations) sera présentée dans le rapport 2000.
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Glossaire

ADN : molécule d’acide désoxyribonucléique porteur de I'information génétique dans les
organismes vivants

ADN mitochondrial : ADN présent dans les mitochondries et contribuant a 1’hérédité
cytoplasmique

Allele : forme particuliere prise par un gene, déterminant ['un des états possibles du caractére
cod¢ par ce gene

Allopatrie : populations ou especes qui ont des aires géographiques de répartition différentes

Allozymes : enzymes ayant une méme fonction catalytique

Aneuploidie : état d’une cellule dont la garniture chromosomique ne correspond pas au
nombre de base de I'espéce

Caryotype : représentation ordonnée des chromosomes d’un noyau

DALP : Amplification Directe de Polymorphisme de Longueur, technique permettant de
mettre en évidence du polymorphisme de longueur sur des fragments d’ADN

Espece gonochorique : espéce présentant des animaux a sexes séparés

Fis : coefficient F-statistique de Wright mesurant les écarts a 1’équilibre de Hardy-Weinberg
de chaque population

Fit : coefficient F-statistique de Wright mesurant les écarts a I'équilibre de Hardy-Weinberg
sur I'ensemble des populations

Fst : coefficient F-statistique de Wright mesurant la différenciation entre populations

Gamétogénese : ensemble des processus contribuant a la formation des gameétes madles et
femelles

Génotype : identité individuelle sur un ou plusieurs locus de la garniture diploide révélée par
une analyse moléculaire

Haplotype : identité individuelle sur un ou plusieurs locus de la garniture haploide révélée par
une analyse moléculaire

Hardy-Weinberg (Equilibre de): les fréquences génotypiques sont stabilisées en des
proportions données si les conditions établies sont respectées (panmixie, effectif
illimité, pas de mutation ni de sélection)

Hétérozygote : individu présentant des alleles différents a un méme locus

Homozygote : individu présentant les mémes alléles a un méme locus

Lamellibranche : Classe de mollusques aquatiques acéphales, bivalves, aux branchies en



forme de lamelles

Locus : correspond a un géne sur un chromosome

Neighbor-joining : méthode de représentation des liaisons génétiques a partir de distances
génétiques, méthode dite du plus proche voisin

Nucléotide : ester phosphorique qui I'élément de base de I"’ADN

Panmixie : le fait que des individus dans une populations se reproduisent au hasard et
participent de fagon équiprobable a la reproduction

PCR : Polymerase Chain Reaction, technique d’amplification exponentielle de fragment
d’ADN

Polymérase : enzyme de réparation de I’ADN

Polymorphisme : existence de différente forme d’un locus donné

Pseudo-féces : ensemble des particules non ingérées et rejetées au niveau des palpes labiaux

RFLP : Polymorphisme de Longueur de Fragment de Restriction, fragments obtenus par
coupure griace a des enzymes de restriction et montrant plusieurs morphes dues a des
différences de longueur des fragments d’ADN

Stripping : technique de scarification des gonades afin de récupérer les gamétes

Sympatrie : populations ou espéces qui occupent les mémes aires géographiques de répartition

Taxon : unité de classification du monde vivant

Wahlund (Effet): existence de groupes génétiquement différenciés a I'intérieur d’une

population échantillonnée
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