N

N

Caractérisation génétique de I’effort reproducteur de
I’huitre creuse, Crassostrea gigas, dans le cadre des
mortalités estivales de juvéniles: approche QTL

Emilie Flahauw

» To cite this version:

Emilie Flahauw. Caractérisation génétique de l'effort reproducteur de l'huitre creuse, Crassostrea
gigas, dans le cadre des mortalités estivales de juvéniles: approche QTL. Sciences agricoles. Université
de La Rochelle, 2013. Francais. NNT: 2013LAROS406 . tel-01124316

HAL Id: tel-01124316
https://theses.hal.science/tel-01124316
Submitted on 6 Mar 2015

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01124316
https://hal.archives-ouvertes.fr

“ Ifremer Hisg;ﬁr

AGENCE NATIONALE DE LA RECHERCHE

W
E
®
4
m
2
z
)

oitou
Charentes

la démocratie participative

La Rochelle

UNIVERSITE DE LA ROCHELLE

ECOLE DOCTORALE
Sciences pour I’Environnement « Gay-Lussac »

IFREMER
Laboratoire de Génétique et Pathologie des Mollusques Marins (La Tremblade)

THESE
présentée par:
Emilie FLAHAUW
soutenue le 20 septembre 2013
pour I'obtention du grade de Docteur de I'Université de La Rochelle

Discipline : Biologie des Organismes

Caractérisation génétique de I’effort reproducteur de I’huitre creuse,
Crassostrea gigas, dans le cadre des mortalités estivales de juvéniles :

Approche QTL.
JURY :
Pascal FAVREL Professeur, Université de Caen Basse-Normandie, Rapporteur
Pascale LE ROY Directrice de recherche, INRA, Rapporteur
Pascale GARCIA Professeur, Université de La Rochelle, Examinateur
Arnaud HUVET Cadre de Recherche 2A, HDR, IFREMER, Examinateur
Christopher SAUVAGE  Chargé de Recherche 2"® classe, PhD, INRA, Examinateur
Sylvie LAPEGUE Cadre de Recherche 2B, HDR, IFREMER, Directeur de these






REMERCIEMENTS

Apreés tant d’heures consacrées a la préparation de ce manuscrit, le moment est venu de remercier
tous ceux qui ont contribué (de prés, de loin et méme d’ailleurs. ..) a la réalisation de ce travaill J'ai attendu
le dernier moment pour écrire cette partie parce que je pressentais ['émotion qui monterait en me remémorant
ces 3 années (et un peu plus !) et qu'il fallait que je garde les idées claires de la premiére ligne de la page de
garde jusqu’au point final du résumé.

Parce que sans financement, ce travail n'aurait pas pu étre mené a bien, je tiens a remercier
CIFREMER et la Région Poitou-Charentes. Merci également a [ Agence Nationale de la Recherche d avoir
soutenu le projet GAMETOGENES dans lequel s’est inscrit ce sujet de thése.

Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de Génétique et Pathologie des Mollusques Marins de
la Station ITREMER, de La Tremblade. Je remercie Tristan Renault, responsable du LGP jusqu’a
récemment, et Jean Prou, responsable de la Station, de m’avoir accueillie dans leur équipe.

Je tiens a exprimer ma reconnaissance a Pascale Le Roy et Pascal Favrel de m’avoir fait [ honneur
d’étre les rapporteurs de ma thése et d’avoir consacré une partie de leur été a lire mon manuscrit. Je remercie
également Pascale Garcia d’avoir accepté de participer a ce jury. J'adresse un double merci a Arnaud Huvet
et Christopher Sauvage qui ont fait partie de mon comité de thése et ont répondu présents pour ['évaluation

finale de ce travail.

Je souhaite remercier ma directrice de thése, Sylvie Lapéque, qui m’a accordé sa confiance en
acceptant ma candidature et dont les nerfs ont siirement été mis a rude épreuve ces derniers mois sans qu'elle
ne laisse rien paraitre. A titre plus personnel, je la remercie de m’avoir conseillé de regarder « Sur la route de
Madison » | Merci également a Lionel Dégremont, qui a assuré le role de co-encadrant pendant les deux
premiéres années de ma thése, avant de s’accorder une parenthése vendéenne ! Grice a lui, j’ai appris tout ce
qu’il fallait savoir sur [élevage des huitres. Malheureusement, je n'ai pas réussi a apprendre a compter les
huitres aussi rapidement que [ui !

Je tiens a remercier trés chaleureusement Philippe-Jacques Hatt qui aime partager son expérience et
transmettre ses nombreuses connaissances. J’ai vraiment apprécié nos discussions et je garderai toujours le
souvenir du bon accueil que [ui et son épouse m’ont réservé lors de notre escale @ Noirmoutier.

Le soutien administratif compte pour beaucoup dans la réussite d’un projet scientifique! Je tiens
donc a remercier Martine pour les nombreuses commandes passées, Florence pour sa capacité a obtenir
rapidement des références introuvables pour le commun des mortels, et, surtout, a Véronique pour la
préparation des missions. .. pas toujours simple d organiser le transport pour quelqu’un qui n’a pas le permis
de conduire et ne veut pas prendre [avion | Merci également a Jeanne-Marie Bariche qui, depuis Nantes,
s’est toujours montrée disponible pour répondre a mes premiéres questions concernant la mutuelle comme a
mes derniéres questions concernant la fin de mon contrat et dont je salue la grande humanité.

Sans un matériel biologique au top, ce travail n’aurait pas pu étre accompli. Merci donc a toute
Céquipe de [écloserie pour Uintendance, la maintenance, la production de phytoplancton et les bons conseils!
Un merci spécial a Elise qui a toujours été présente lorsqu’il fallait des bras supplémentaires pour les
biopsies, les comptages ou les sorties en mer. Merci également a [équipe de la nurserie de Bouin et plus
particuliérement a Max, la nounou de mes bébés huitres, pour son bon accueil et sa jovialité méme si « on
n’aura jamais la place pour caser tout ¢a ! ».



La force de [équipe génétique, ce sont ses deux Super-Techniciens (oui oui, comme des Super-
Heéros... en mieux !). I[y a d’abord Florence : la rapidité de Bip-Bip associée a ['inventivité de Vil Coyote!
Sans elle, mes huitres n'auraient pas franchi le cap de la fixation avec succes: il fallait au moins
Cintervention de la tornade Flo pour annuler les effets de la tempéte Xynthia | Merci également de m’avoir
guidée pour ma premiére PCR.: je m’en faisais une montagne mais, finalement, j'y ai pris goiit | Et puis, il y
a Serge, mon colocataire pendant 3 ans: la sagesse d’Albus Dumbledore associée a la productivité
d’Hermione Granger. Ce fut un réel plaisir de travailler a ses cotés, dans un calme apaisant | Grice a lui, j’ai
pris conscience de mon addiction pour les post-it... de toutes les formes et de toutes les couleurs (et surtout
plein de couleurs partout, tout le temps!)! Merci d’avoir su me faire une place parmi les cartons
d’ordinateurs, les boites de logiciels et les collections d’échantillons !

Je tiens également a remercier les autres équipes de la Station : [équipe « patho », et notamment
Nicole et Philippe pour les commandes passées, parfois en urgence; ['équipe de la cellule analytique, et
notamment Bruno et Emmanuelle pour leurs nombreux conseils en histologie ; ['équipe du LER-PC et plus
particuliérement Jean-Luc Seugnet, qui a piloté le bateau a chacune de mes sorties en mer et m’a toujours
fait remonter a bord avant d’avoir de [eau par-dessus mes cuissardes. Merci également a Sylvie Taillade
dont les éclats de voix m’ont souvent fait sourire (ou sursauter ) et aux « anciens » dont [humour et les
anecdotes ont fait de chaque repas, un vrai moment de détente.

L’histologie ayant été une découverte, je tiens a remercier Arnaud (finalement, ce sera un triple
merci |) qui m’a proposé de passer une semaine au LPI de Brest pour apprendre d interpréter les lames
4 histologie avec Virgile | Merci donc a Virgile pour sa patience et la qualité de ses explications. Et merci a
Pierre Boudry, responsable du LPI, d avoir accepté de m’accueillir! Au cours de ces 3 ans, nous nous
sommes rencontrés a plusieurs reprises et je reste impressionnée par sa culture et sa curiosité scientifiques !

Je tiens également a remercier les « non-ifremériens » qui ont contribué a mon travail de thése :
Armel Davenel et Stéphane Quellec, de CIRSTEA de Rennes, pour leur investissement dans le projet « IRM
des huitres » méme si « elles sont trop petites » ou qu’«elles coincent la bulle » ; Frédéric Martins, de la
plateforme de génotypage Genotoul, qui a formé Serge au génotypage des SNPs sur mes huitres, et
Christophe Boury, de la plateforme Genome Transcriptome de Bordeaux, qui a génotypé la deuxiéme série
d’huitres malgré des concentrations en ADN faibles, nulles voire négatives (oui ou, c'est un magicien !).

Ils n’ont été que de passage au LGP mais leur contribution fut précieuse | Merci a Philippe Laporte
de m’avoir appris a « ouvrir les huitres comme une fille ». Grdce a (ui, je peux_frimer un peu a Noél | Merci a
Tanguy et Caroline pour les nombreux services qu'ils m’ont rendus au cours de ma premiére « grosse manip »,
merci aussi a Frangois, qui m’a bien fait rire pendant le contréle par la Gendarmerie au retour de Bouin. ..
c’est vrai qu'il avait les yeux rouges mais c'était uniquement de la fatigue (contrairement aux accusations de
Lionel, nous n’avions pas dormi pendant le trajet aller... a peine somnolé, peut-étre, mais seulement
quelques minutes ), c’est vrai que la vignette d assurance n'était pas la bonne mais ce n’était pas sa faute !
Merci également a Cécile et Romain qui ont illuminé le labo de « bio mol » par leur gentillesse et leur joie de
vivre... Et je garde le meilleur pour la fin, un énorme merci a mon stagiaire préféré, Brieg, qui a bien failli
camper dans la salle du séquenceur et dont les petits post-it (encore eux !) m’'ont manqué aprés son départ !

Un merci, peut-étre original mais qui me tient a ceeur, pour ce travail de thése qui m’a amenée a
repousser mes propres limites, que ce soit en touchant des animaux, en voyageant seule pour la premiére fois
ou bien en prenant la parole en public. Ceux qui me connaissent savent a quel point tout cela est
Surprenant !



Quitter mon Nord natal n’a pas été facile mais, heureusement, dés mon arrivée en Charente
maritime, j'ai rencontré des gens formidables ! Je tiens donc a remercier Marie-Claude et Claude, des agents
immobiliers au grand ceeur qui ont accordé leur confiance a un couple de « petits jeunes », ainsi que les
adorables commercants de la Presqu’ile d’Arvert, Rosa et Dominique, pour leurs succulentes pizzas et José
et Roselyne, pour leurs délicieux_ fruits et [égumes en toute saison !

A Ronce-les-Bains, c’est bien connu, les rues ne sont pas vraiment peuplées pendant [hiver ! J’ai
pourtant eu la chance davoir des voisins exceptionnels : merci a la famille Plaza, sans qui je n’aurais jamais
rencontré mon présentateur favori; merci & Monsieur Moreau qui est capable de soutenir qu'il ne pleut
jamais en Charente maritime avec un parapluie a la main; et enfin, merci a Delphine, Dimitri, Margot et
Yael pour nos longues discussions autour du grillage (les pauvres plants de tomates ont souffert de la soif
pendant que nous plaisantions au lieu de les arroser |) et pour le « pets sitting » pendant les vacances !

Et bien siir, il y a tous ceux qui m'ont encouragée dans ce projet fou malgré leur peine de me voir
partir a 800km d’eux! Un grand merci a MAdeline qui a quitté la recherche pour [enseignement mais qui
reste la seule personne de mon entourage a vraiment comprendre de quoi il s'agit quand je parle de QIL et de
phénotypage... Merci d’étre toujours présente, malgré la distance | Merci également a mes trois autres
« Emilie’s Angels », Charlotte (alias Couz’d’ Amour), Delphine (ma sceur) et Sophie (alias WonderWoman)
qui m’ont aidée a mener de front la rédaction de ce manuscrit et la préparation du prochain grand
événement de ma vie. Leurs idées, conseils, avis... m’ont permis d’avancer sans négliger mon travaill

Je suis trés reconnaissante d mes beaux-parents qui ont toujours été d’un grand soutien malgré
Céloignement de leur fils unique | Merci pour le bricolage, le jardinage, les nombreux déménagements, la
recette du taboulé. .. votre présence le jour de ma soutenance !

I[ ne sait pas lire mais son arrivée dans ma vie m'a permis de surmonter ma plus grande peur. Parce
qu’il ne m’a jamais tenu rigueur de ma mauvaise humeur et que son regard de cocker peut suffire a me faire
sourire, merct a Floyd!

Enfin, je dédie tout ce travail a ceux qui ont toujours cru en moi et sans qui je n'aurais jamais pu
arriver jusqu ict.

Tout d’abord, a mes parents qui m’ont apporté leur soutien financier et (surtout ) moral depuis ma
naissance. J'ai compris en regardant autour de moi que ce mn'était pas la régle mais une
chance exceptionnelle! Leur fierté est ma plus belle récompense | Ces quelques lignes ne suffiront pas a leur
exprimer toute ma gratitude.

Et je terminerai ces remerciements par celui qui partage ma vie depuis 11 ans (déja ?!) : Mathieu qui
m’a encouragée d postuler a cette offre de thése. Je ne sais pas comment le remercier pour toutes les
vaisselles, les passages d aspirateur, les préparations de repas qu’il a assurés depuis le début de cette thése
(et encore plus vers la fin !), pour son soutien sans faille lorsque ['éloignement des miens devenait trop lourd
a porter seule et surtout, pour sa demande en mariage inattendue mais profondément espérée, ce soir du 18
Janvier 2012, sur le ponton de Ronce-les-Bains ! A deux, nous formons une équipe solide !

Pour conclure ces quelques pages, une pensée spéciale a Tata Sylvie qui, pour la premiére fois, n'a
pas pu boire « une coupette » pour féter ma réussite | Tu me mangques. ..






SOMMAIRE

INTrOAUCTION SENEIAIE .cccce ittt e e e e e e e e et b e b raeeeeeeeesenaaraeeeeeeenan 16
1. Dans un contexte de mortalités massives de NaissaiN........cccceeeeeciieeecciee e, 17
2. BiOlOZIE U IS PECE . ueiii ettt e e e e e e e e r e e e e e e eenanes 20

2.0, SYSTEMATIQUE «evrrreeiee e ettt ettt e e e et e e e e e sesabraeeeeeseeeassseeeraseeeeeseennnes 20
2.2. Un cycle de vie marqué par les mortalités .......ccoceveeeeiieciiireeiee e, 20
2.3. Une anatomie tournée vers 1a reproduction .......cccceeeeeeeciireeeeeeeeeeeiirreeeee e 23
2.4. Une reproduction 8Ncore MYyStEri USE........ccccvvrrrerieeeeeieiiireeeeeeeeeeeirreeeeeeeeeennnnees 24
2.4.1. DAterminiSmMeE SEXUEI.....cccuiuiieeeiiiieeciiee et e e e erre e e e ena e e e e s aaeeeeeas 24
2.4.2. Développement de 12 0NAUE .....ueeeiieiieiiiieeeeeeee e 26
2.4.3. Notion d’effort reprodUCLEUN ......eeveeieiicciiereeeee e e 26
2.4.4. Lien avec les mortalités estivales ........ccccveeeiiieii i 27

8 T C =1 0T o =TSP 28

3. Recherche de QTLs chez les organismes Marins........ccccceeeeieciiieeeeeeeeeecciereee e e e e ennnens 30
3.1. Principe de larecherche de QTLS.....ccooeiieiiiiieciiiiiieee et e 31
3.2. Caractéres d’'intérét chez les espéces aquacoles. .......cocccvvieieeeieiiciiieeee e, 34
3.3. QTLs détectés chez CrassoStreq Gigas.........cccceuuueeeeeeiecciiiieeeeeeeeeccieeveeeeeaeeeennes 34

. Plan de la thESe ... e e e e aa e 36

Partie | : De nouveaux outils pour caractériser I'effort reproducteur.........cccceeeeeeeicninennennn. 39

1. Un matériel biologique particulier : les familles F2 .......ccoveeeieiiiiiiiiieeeiecereeeeee e, 39
1.1. Choix des grands-parents : la génération FO. .........cccoevvverieeieeiciiiieeeee e, 39
1.2. Production des parents : 1a 8ENEration Fl.......cccccccoeiiiiirieeeeiiecicireeee e 39
1.3. Production du matériel biologique de I'étude : la génération F2 ............ccuuuneee. 40

1.3.1. ChoiX d&S SENILEUIS .eeieii et e e e e e e e e eneaes 40
S T O oY Y= 0 1=Y o | T 41
1.3.3. Obtention des gametes et fécondation .......ccccccvviieeiiiiieiiiiee e, 43
1.3.4. ElEVAgE larVaire. ...ttt e e e e e e 43
1S T T |V ol o I 0 U1 Y=Y o =TT 44
1 T T U1 Y=Y o TP 45
1.3.7. TeSES O SUIMVIE ..ueeiiiiieiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s sn e nnneeees 45
2. Nouveaux outils moléculaires : recherche des marqueurs et génotypage .................. 46
2.1. Les marqueurs microSatellites . .....cccoiieiieiii i 46
2.1.1. ChOiX dES MArQUEUIS ...eeeeeeeeieiirreeeeeeeeeiirtrereeeeeeseansrereeeeeesesanssaneeeaeesensnssnnns 46
2.1.2. Génotypage des marqueurs microsatellites........ccoeevvvieeieiiiiiciiieeeee e, 49
2.1.3. Une utilisation des marqueurs microsatellites : I'assignation de parenté..... 52
2.2, LeS mMarqUEUIS SNPS ...t e e e e e s 53
2.2.1. Choix des marqueUrs SNPS ...t e e e e e e e e 53
2.2.2. Génotypage des marqueurs SNPS .......cccccvieriiieee e 54
2.2.3. Dosage de I’ADN par mesure de la fluorescence .......cccccveeeevciveeivcciieeeecnnnn. 54
2.2.4. Développement des marqueurs SNPS......ccociieiieiiiee e 54



3. Nouvelle technique de suivi de la gamétogenése : I'Imagerie par Résonance

Y Y= Y= d o [T PSSR 79
N O 00 T 1 (<) 4 =P ORORORPRPRPRPPPPPRt 79
3.2. L'Imagerie par Résonance MagnétiQUe ........ccccuuvvieieeeieicciiiieeee e 79
3.3. Validation de la technique d’Imagerie par Résonance Magnétique ..................... 81

3.3.1. Principaux résultats détaillés dans I'article 2......cccccooeeiiiiieeii e, 81
3.3.2. Correction des iNCertitUdes ......ccovuvieiiriiiieeiiiieeeeeee e 82

3.3.3. Article 2 : « Gonad volume assessment in the oyster Crassostrea gigas:
Comparison between a histological method and a magnetic resonance imaging

YYD T=] 1 0T Yo XS RTRN 83
Partie Il : Caractérisation phénotypique des familles au cours de la gamétogenese.............. 91
1. Lhistologie quantitative, une observation ponctuelle et destructive..........ccccuveeeee... 92
00 R V=Y d o T Yo PP 92
1.1.1. Préparation des lames......cccuuiiiiee i 92
R 0 A N F=1 AV e 10 0 T o1 94
1.1.2.1.  Analyse qUAlitatiVe ...cccee e 94
1.1.2.2.  Analyse qUaNtitatiVe ..o 95
O A £ =T | = PP 96
1.2.1. Analyse qualitative des lames d’histologie........ccccoovveeieiiieiiiiiiee e, 96
1.2.2. Analyse quantitative des lames d’histologie.........ccccceeeiieiiiiiieeec e, 96
2. LImagerie par Résonance Magnétique, un suivi temporel non destructif. ................. 98
2.1. Principaux résultats détaillés dans l'article 3......ccccceeeeiieiiiiiieeee e, 98
2.2. Article 3 : Temporal monitoring of the gametogenesis in the Pacific oyster,
Crassostrea gigas, by Magnetic Resonance Imaging (MRI)......ccccvveeeeeiieiciiinieeeeeeeeeennns 99
P28 2% W 12 e Yo [¥ ot d [ o IR 100
2.2.2. Materials and Methods .........coooiiiiiiciiie e 101
2.2.3. RESUIES. ceiiiiiiiee ettt e e s e e et e e e s b e e e e e an b e e e e enraes 105
2.2.4. Discussion and CONCIUSIONS ....cccvviieiiiiiieiiiciiee e e 112
Partie Il : Caractérisation génétique de I'effort reproducteur..........ceceevvveeeeeeeeiiiiinveeeeeeenn. 120
O o =Y 10 1 o 11 [ SPRT 120
2. Article 4 : Détection de QTL de I'effort reproducteur chez I’huitre creuse, Crassostrea
[0 o [0 KT PPP P PRPPPt 120
% W 12 Y d o Yo [V ot f [ o AU SRRSO PTPP 120
2.2. Matériel €t METNOAES .......uuiieieei e are e e 122
2.2.1. Matériel DIOlOGIQUE .....ueeiieeiiie e 122
2.2.2. Suivi de la gamétogenése par Imagerie par Résonance Magnétique......... 123
2.2.3. Analyse desimages IRM ........coooiiiiiiiiiiee s 124
2.2.4. Observation de la gamétogenese par histologie........ccccceeevvvveeeeniieeeeeennnen. 125
2.2.5. Marqueurs moléculaires et gENOtYPaAGEe ...cccvvvveveciiieeeiiiee e, 126
2.2.6. Cartographie GENATIGUE........eeiieeieiie et 126
D T £ (=T U | - | 4SRRI 127



2.3.1. Suivide la gamétogenese par IRM ........ccuvieiieeiii i 127

2.3.2. Suivi de la gamétogeneése par histologie.....ccccceevecciiiieeiiicceee e, 128
2.3.3. Marqueurs moléculaires et ENOtYPAZE ...uvevveeeeeieeiiiieeee e 129
2.3.4. Cartographie g8netiQUE........ccuuiiiiiee e 129
2.3.5. DEtection de QT L ..cccoiiiiiieiiiiieeiniiiee ettt e e e e e s e e s s 135
2.8, DISCUSSION. ..ttt ettt ettt ettt et ettt ettt ee e eeeeeeeeeeeeeesbnbennnnnnnnnene 142
2.5, REMEICIEMENTS ..ttt e ee e eeeeeeeeeeeeeanesennsnnes 144
2.6, REFEIENCES oot s e s st e e e s e e s e ares 144

Partie IV : Contributions de cette étude a la caractérisation génétique de la réponse aux

MOTTAlITES ESTIVAIES ..eeeiieiieie e e e s e e e s sba e e s s abeee s 149
i o =11 1 o 10 LU PUPP 149
2. Article 5 : Détection de QTL de réponse aux mortalités estivales chez I’huitre creuse,
(O T 0 (=T I =T == 13 149

2.1, INEFOAUCTION et e s st e e e s sbbe e e s sares 149
2.2. Matériel €t MEthOUES.........ooiiiiiieieeee e e 151
2.2.1. Matériel DIOlOZIQUE ...eeeeee e 151
2.2.2. Suivi de la mortalité au cours d’un épisode de mortalité estivale............... 151
2.2.3. Mesure de la charge virale par PCR quantitative .......cccccceeeeecciiieeeeeee e, 152
2.2.4. Marqueurs moléculaires et génotypage sélectif.........ccccceeiviiiiiiiinieeeiniicns 152
2.2.5. Cartographie g8nétiQUe.......cccuuiiiiiei i e 153
2.2.6. DEtection de QT L ..ccciiiiiieiiiiiee ettt e e e s e e s s 153
2,30 RASUIATS. .ottt ettt st e s st e e e s s 154
2.3.1. Suivide la mortalit@........cooiiiiiiiiieee e e 154
2.3.2. Mesure de [a charge Virale ......cceeeeeeieeiciieiieeeee e 157
2.3.3. Marqueurs moléculaires et ZENOtYPAZE ....vevveeeeeieeiirieieee e 157
2.3.4. Cartographie GENATIQUE........eevieeieiee et 158
2.3.5. DAtection de QTLS ..ccccuviieieiiieeeieee et et ee e e e e e e e e sanae e e e enne e 163
D T B T o1 § 1Y (o o PP PP SRORORORPRPRPRPRt 166
2.5, REMEBICIEMENTS .. ittt r e e e eeeeeeeeeeeeeee s babnsnrnnes 167
2.6, RETBIBINCES ...ttt e e e e e e e ebrr e e e e e e e et nbrraeraaaeens 167

Conclusion générale et PErspectiVes ......cccccuviiiiiciiiei et 172

1. SynNthese des réSUITAtS.....cuuiii i e e e e s e e e e aees 172
1.1. Meilleure connaissance du caractere « effort reproducteur » .......ccccceevevveeenns 172
1.2. Meilleure connaissance génétique des caractéres étudiés.........cccecvvveerriireennnnns 174

1.2.1. Apport de cette étude a la connaissance du caracteére « survie aux mortalités
ESTIVAIES M et e e e e e e e e e raaae e saraeeeeaae 174
1.2.2. Proximité des QTLs impliqués dans la survie et des QTLs impliqués dans

I"ffort rEPrOdUCTEUN ....eiii e saaeee s 175

2. P OIS PECEIVES e e 178
2.1. La Nouvelle Génération de SEQUENGAZE.......ccvevuviiieiriiiieeeiieee e ecieee e eeeee e e s sanee s 178
2.2. Apport du séquengage du génome de I'huitre creuse ......cccceeeevcveeeivciveeecsnnen. 178



2.3. Utilisation des QTLs détectés dans un programme de sélection ............ccccee...... 179

Bibliographie hors @rtiCles...... ..o e e e e arae e e e e e e 182
Annexe 1 : Extraction d’ADN avec le kit QlAamp DNA Mini Kit de Qiagen.........ccccvvvveeeeennnn. 192
Annexe 2 : Protocole d’amplification de I’ADN par PCR en SimpleXe......ccccceeeeeeieinveeneeeeennnns 193
Annexe 3 : Protocole d’amplification de I’ADN par PCR en multipleXe.......ccccccoeeecvverennennnnn. 194
Annexe 4 : Protocole de dosage de ’ADN par mesure de la fluorescence.........cccccvvveeeennnn. 195
Annexes 5 : Liste des 384 SNPs génotypés pour les articles 1 et 5.....ccccvvveeeeieeiiiicnieeeeneeennn. 196
Annexe 6 : Annotation des 384 SNPs génotypés dans les articles 1 et 5 ...ccceeeveinivieennnnn. 208
Annexe 7 : Préparation des lames d’histologie.......cceeeiieiieiiiiieeeei e 215
Annexe 8 : Liste des 384 SNPs génotypés dans 'article 4 ......ccceeeeeeeevciiiveeeee e, 216
Valorisation des travauxX de theSe........uoiiiiiiiiiiiic e 230
Y o1 1 =T TSP PSP 232
RESUMIB ...ttt et e bt e e s b e e e s bt e e eab e s bb e e sabee e sabeeennbee s 233

10



TABLE DES FIGURES

Figure 1. Productions annuelles mondiale, européenne et francaise d'huitres creuses,
Crassostrea gigas, de 1950 @ 2011, ....cooiiiiiiireeeee e eeerree e e et eraereeee e 16

Figure 2. Répartition des productions mondiale et européenne 2011 d'huitres creuses,
(0] o I £ I =47 F U UPPPPURPPRR 17

Figure 3. Mortalités moyennes d'huitres creuses, Crassostrea gigas, de 1995 a 2012........... 18

Figure 4. Taux de mortalité des lignées « sensibles » et des lignées « résistantes » en

comparaison a des lots d’huitres témoins diploides et triploides. .....cccccoeeeuvvvveeneennn. 19
Figure 5. Cycle de vie de CrassoStrea ZiZas. ....cccieeiieiiciiiieiiee et e s 22
Figure 6. Anatomie de I'huitre creuse adulte. .........ooccvvveeiei e 23

Figure 7.Estimation semi-quantitative du pourcentage de surface gonadique déterminé par
histologie d’huitres « résistantes » et d’huitres « sensibles » aux mortalités estivales
D’aprés Samain et al. 2007.....oeee oo e e e 28

Figure 8.Estimation de la surface gonadique moyenne de 5 lignées d’huitres « sensibles » et
de 5 lignées d’huitres « résistantes » aux mortalités estivales........cccceeeeeevicnerenneeenn. 28

Figure 9. Densité de distribution du polymorphisme chez Crassostrea gigas estimé par des
fenétres glissantes mais non-chevauchantes de 10 kb (Zhang et al., 2012). .............. 30

Figure 10. Détection de QTL par la méthode "marqueur par marqueur”.........ccccceeeeeecnnnennn. 32
Figure 11. Principe de détection d'un QTL par la méthode de cartographie d’intervalle....... 33

Figure 12. QTLs impliqués dans la réponse aux mortalités estivales et la charge virale en virus
(0 o LY OO PP UPPPPPPPPPRTN 35

Figure 13. Réponse aux mortalités estivales en fonction de la date de mise sur estran des

familles F1 ayant une descendance F2.......cccuiiieiiiiiieeiiiiie e eeieee e e e aee e 41
Figure 14. Profils d'absorbance de 2 échantillons d'ADN distincts. .....ccccceevvvieeiiicieeiiiiieeeene 50
Figure 15. Dosage de I'ADN de 8 échantillons. ........cccouviiiiiieiii e 51
Figure 16. Examples of clustering results obtained for the Ostrea edulis SNP array. ............ 62

Figure 17. lllumina Functionality scores of the SNPs from the C. gigas and O. edulis arrays
according to their in vitro or in silico OrigiN. .....cciiiiiiiiciee e, 64

11



Figure 18. Percentage of SNPs for which the genotyping failed, or that were considered as
polymorphic or monomorphic according to their in vitro or in silico origin and for
oYol 4 Y- [ = AT RSSO P TR RRRRRPP 65

Figure 19. Percentage of SNPs that were genotyped with success in relation with their
[llumina Functionality score for both arrays. ......cccccvee i, 66

Figure 20. Allele frequency spectrum for the 232 and 234 polymorphic SNPs genotyped
respectively in C. gigas and O. edulis populations. .......cccccvvveeieeiieiiciiiieeeee e, 67

Figure 21. Use of assignment likelihood to distinguish between Likelihood of each pair of
parents to be the real pair of each offspring (dot) considering the difference between
the first and second more likely pair of parents. . .....cccovvveeee e, 68

Figure 22. Siemens AVAnTo L, o T ... s s e e e e e e e s 80

Figure 23. Antenne téte utilisée pour homogénéiser le champ magnétique autour des

PUTET S ettt et et et s e e st e sab e st e s aee e eanes 80
Figure 24. Systéme de plateaux congu pour I'imagerie des huftres. .......ccccvvvveeeieeeeccciineeennn. 81
Figure 25. Images obtenues par IRM de deux huitres creuses matures. ......cccccceeeeeeeeecnrnnnenn. 81

Figure 26. Corrélation entre la surface gonadique estimée sur les coupes histologiques et le
volume gonadique estimé a partir des images IRM........ccccvevveeeeiiciiiieeeee e, 82

Figure 27. Emplacement de la coupe histologique..........cevveiiiiiiiiiiiiieee e 93

Figure 28. Etapes de traitement d'une coupe histologique numérisée afin d'estimer le
(=] o oTol g i ={o]aF-Te [o BXYo Y0 F=1 [0 [V [T U PUTRRRRRUP 95

Figure 29. Sex-ratio des familles F2-19 €t F2-21.....ccocoiviiiiiiiiiiecieee e 96

Figure 30. Graphes des moyennes du rapport gonado-somatique pour les familles F2-19 et
R PR 97

Figure 31. Distributions du rapport gonado-somatique au sein des familles F2-19 et F2-21. 97

Figure 32. Distribution du rapport gonado-somatique en fonction du sexe au sein de la

FAMIIIE 1O, ettt e e e st e e s sttt e e st e e e snteeeeeane 98
Figure 33. Description of the maturation stages based on MRl images.. ......ccccceevvvveeeennen. 106
Figure 34. Distribution of maturation stages over time. .......ccocccvviiniiiiniiennie e, 107

12



Figure 35. Date of spawning for studied oysters in 2011 compared to date of spawning of

standard oysters in 2011 and 2012, .......uuuuuuuuruuiuuiiiiiiiiiiriririririrrrr———————————.—.....—————. 108
Figure 36. Distribution of sex changes between 2011 and 2012. .......ccccevvvviiieeiniiieeennineenn. 109
Figure 37. Mortality rate in 2011 for studied and standard oysters. ........cccoevveeeinviieeennnnnen. 111
Figure 38. Evolution of seawater temperature in 2011 and 2012.........ccoovevvvveeeeeeeeiccrneeennnn. 112
Figure 39. Production des familles expérimentales.. .....ccccceiiiiiiiiieii i, 123
Figure 40. Carte génétique combinée de Crassostrea gigas......cccvvvveereeeieiiirrereeeeeeieiiiveeeeeeens 131

Figure 41. Cinétique de mortalité du naissain de 12 familles F2 au cours d’un épisode de
mortalité estivale en aolt 2010. ......oovuiiiiiiiiiiieeee e 154

Figure 42. Taux de mortalité de 12 familles F2 au cours d’un épisode de mortalité estivale
survenu en aoQt 2010 dans un bassin expérimental.. .......cccocecviiieeieiieicciiieee e, 155

Figure 43. Taux de mortalité de 21 familles F2 au cours d’un épisode de mortalité estivale
survenu en aolt 2010 SUF @SEraN.. co.ueeeciieeiieeeniieeeie ettt esiee e s 156

Figure 44. Corrélation entre le taux de mortalité obtenu sur estran et le taux de mortalité
obtenu en bassin expérimental au cours d’un épisode de mortalité estivale survenu
YT 10181 A4 O O RP 156

Figure 45. Carte génétique combinée de Crassostrea gigas.......ccvvvveeeeeeeicirrereeeeeeeeccivereeeen. 160

Figure 46. Evolution du volume gonadique au cours des 6 sessions d'IRM de 2011 pour 6
individus (A, B, C, D, E et F) appartenant a la famille F2-18..........ccccocovveiviiieeeeinenn. 173

Figure 47. Carte génétique combinée « Survie » et « Effort reproducteur »..........cccuuueeeee. 176

Figure 48. Modélisation de I'effet d’'un QTL dans un schéma de sélection classique (a gauche)
et sur un schéma combingé (2 droite).. cceeeccveeeeiiiiiie e 179

13



TABLE DES TABLEAUX

Tableau 1. Origine des familles FL.....coccveeeiiei it e e b rereee e 40
Tableau 2. Production des familles F2.........oooiiiiiiiiii e 42
Tableau 3. Taille de maille de tamis et opérations en salle d'élevage larvaire. .........ccueeennne. 44
Tableau 4 Les marqueurs microsatellites MuUltipleXés.........cooovvvreeieiieiiciiiieeeee e, a7
Tableau 5. Les marqueurs microsatellites en simplexe (Pontreau, 2012). ....c.ccccovveeeeiiereennes 48

Tableau 6. Caractéristiques des stades de maturité de la gonage de I'huitre creuse
(0] o 1 =T I =4 == RPN 94

Table 7. Gender-related SPeCIfiCitiES ...c.uuvrieeiie i 109
Tableau 8. Coefficients de corrélation de Pearson entre lindice de chair et lindice
gonadique estimés par IRM sur la famille F218 et statistiques descriptives de I'indice

oo T =T I To LU =TSRRI 128

Tableau 9. Caractéristiques des cartes génétiques combinée (a) et des familles F2-18 (b), F2-
SN (o) =1 R (o ) S 130

Tableau 10. Résultats des recherches de QTLs impliqués dans la gamétogeneése de I'huitre
creuse, Crassostrea gigas, sur les groupes de liaison (GL) des cartes des familles F2-18
(D), F2-19 (€) € F2-21 () vreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s e e seee e s e e sees e seseeseeseeeseeseeseeeesenns 138

Tableau 11. Statistiques descriptives de la charge virale pour les 3 familles F2 étudiées.... 157

Tableau 12. Caractéristiques des cartes génétiques combinée (a) et des familles F2-18 (b),
F2-19 (€) €1 F2-27L (A): tvvveeeeeeeeeseeeeeeeeeeseseeeeeseseeeeeeeseeseeeeeeeseeseseeseeeesesseseesesesseseeseesesenns 159

Tableau 13. Résultats des recherches de QTLs impliqués dans la réponse aux mortalités

estivales de I'huitre creuse, Crassostrea gigas, sur les groupes de liaison (GL) des
cartes des familles F2-18 (b), F2-19 (c) €t F2-21 (d)....uvveereeiiiiiiiirieeeee e 165

14



15



INTRODUCTION GENERALE

En 2011, la production mondiale d’huitre creuse japonaise, Crassostrea gigas, s’est

élevée a 4,4 millions de tonnes (FAO, 2013 et Figure 1). LAsie est le 1°" producteur avec plus

96% de la production mondiale ; I'Europe arrive en eme position avec environ 2,5%. La

production francaise, avec ses 95 000 tonnes produites en 2011, représente 87% de la

production européenne (Figure 2). L’huitre creuse, Crassostrea gigas, est donc une espece

d’intérét économique tant au niveau mondial qu’aux niveaux européen et francais; c’est

pourquoi les mortalités massives de C. gigas sont étudiées depuis de nombreuses années.

4,5

3,5

2,5

1,5

Production (millions de tonnes)

0,5

Monde

M Europe

M France

Figure 1. Productions annuelles mondiale, européenne et frangaise d'huitres creuses, Crassostrea gigas, de 1950

a 2011 selon I’'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO, 2013).
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Figure 2. Répartition des productions mondiale et européenne 2011 d'huitres creuses, Crassostrea gigas, selon
I’Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I’agriculture (FAO, 2013).

1. Dans un contexte de mortalités massives de naissain

Les premieres mortalités estivales d’huitres creuses ont été enregistrées dés 1915 sur
les cotes du Japon (Takeuchi et al., 1960). A la fin des années 1950, des mortalités estivales
apparaissent sur la cote Ouest des Etats-Unis (Glude 1975; Mori 1979). Les mortalités sont
alors associées a la surpopulation des bassins de productions aquacoles et aux conditions
environnementales _ richesse en phytoplancton et température élevée de I'eau de mer

(Lipovsky et Chew, 1972) _en période de gamétogenese (Beattie et al. 1980).

Sur les cotes francgaises, des mortalités estivales ont été enregistrées dés les années
1980 (Maurer et al. 1986; Bodoy et al. 1990; Soletchnik et al. 1999). Des études sur ces
mortalités ont mis en évidence qu’elles résultaient d’'une conjugaison de facteurs
environnementaux (température de I'eau et richesse en nutriments), infectieux (association
de Vibriosplendidus et Vibriozestuarianus dans de nombreux épisodes de mortalités
estivales) et physiologiques (gamétogenese, systéme immunitaire).
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Depuis 2008, les mortalités estivales se sont accentuées et menacent essentiellement
les juvéniles de Crassostrea gigas. Le renforcement du phénomeéne des mortalités estivales,
nommeée « mortalités massives », menace ce pan important de I’économie aquacole (Figure
3): selon le Conseil National Conchylicole, en France, 130 000 tonnes étaient produites
chaque année jusqu’en 2009 mais, en 2010 et 2011, la production ne s’est élevée qu’a
80 000 tonnes (95000 selon l'organisation des Nations Unies pour [’Alimentation et
I’Agriculture). Face a cet enjeu, les compétences scientifiques ont été mobilisées et ont déja

apporté de nombreuses réponses.
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Figure 3. Mortalités moyennes d'huitres creuses, Crassostrea gigas, de 1995 a 2012. Depuis 2008 (en rouge), le
taux de mortalité du naissain a significativement augmenté. Le calcul tient compte des données de
mortalités d’huitres diploides, triploides, issues de captage naturel et de production en écloserie. Le
calcul des écarts-types étant biaisé par le changement de protocole entre 2008 et 2009, les écarts-

types ne sont pas représentés. D’apres les données des réseaux REMORA et RESCO — Ifremer.

En effet, au cours des épisodes de mortalités massives d’huitres creuses juvéniles
entre 2001 et 2003, une forte héritabilité de la survie _ comprise entre 0,47 et 1,08 _ a été
mise en évidence (Dégremont et al., 2007 et 2010). Celle-ci résulte d’'une forte composante
génétique de la résistance/sensibilité a ce phénomeéne et a permis de sélectionner des
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individus présentant un meilleur taux de survie, les lignées dites R, et d’autres un taux de
survie plus faible, lignées dites S (Dégremont et al., 2010 et Figure 4). Plus récemment, le
testage des lots contrastés et sélectionnés en 2001 confirme le différentiel de survie entre
les lignées dans le contexte des mortalités massives du naissain observées depuis 2008

(Dégremont, 2011).
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Figure 4. Taux de mortalité des lignées « sensibles » (en rouge) et des lignées « résistantes » (en bleu) en
comparaison a des lots d’huitres témoins diploides (en vert) et triploides (en rose).

Des agents pathogénes sont régulierement impliqués dans les épisodes de mortalité
de coquillages. En France, la bactérie Vibrio splendidus et le virus Ostreid Herpes Virus 1
(OsHV-1) sont le plus souvent associés aux épisodes de mortalités massives d’huitres creuses
juvéniles (Lacoste et al., 2001 ; Le Roux et al., 2002 ; Dégremont, 2011; Garcia et al., 2011).
L’OsHV-1 est un virus a ADN appartenant a la famille des Malacoherpesviridae (Davison et
al., 2009). Il a été purifié a partir de larves de Crassostrea gigas infectées naturellement (Le
Deuff et Renault, 1999) et son génome a été entierement séquencé: il s’agit d’'un ADN
linéaire double brin de 207 kb codant au 124 geénes (Davison et al.,, 2005). Un variant
d’OsHV-1, caractérisé par deux mutations non-synonymes au sein d’'une méme région

codante du génome, semble étre impligué dans |'amplification du phénomeéne des
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mortalités estivales observée depuis 2008 : I'OsHV-1 uvar (Segarra et al., 2010). Dégremont
et al. (2011) ont démontré que les individus sélectionnés R sont capables de ralentir
I"augmentation de la charge virale en OsHV-1 dans leurs tissus puis de la faire régresser sous

le seuil technique de détection du virus par PCR quantitative.

Actuellement, les recherches concernent essentiellement les mortalités estivales

massives de juvéniles. Cependant, il existe des mortalités a toutes les étapes du cycle de vie.

2. Biologie de l’espéce
2.1. Systématique

L’huitre Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) est couramment appelée huitre creuse
du Pacifigue ou huitre japonaise. Il s’agit d’'un mollusque bivalve dont la position

systématique a été définie par Grassé (1960) de la facon suivante :

Etre vivant hétérotrophe, qui se nourrit de substances

Régne Animalia )
organiques

Animal invertébré, masse viscérale protégée par un

Embranchement | Mollusca , . .
manteau sécrétant une coquille calcaire

Coquille composée de deux parties distinctes, les valves,

Classe Bivalvia , . s ,
réunies par une charniére en permettant I'ouverture.

Ordre Filibranchia Filaments des branchies a jonctions ciliaires

Coquille sessile (fixée a un substrat dur) et charniere

Sous-ordre Pteriomorphia dysodonte (dépourvue de dents)
Super famille Ostreoidea Coquille inéquivalve
Famille Ostreidae Valve gauche plus profonde que la droite
Genre Crassostrea Valve gauche creuse, espéce dioique
Espeéce gigas

2.2, Un cycle de vie marqué par les mortalités

Le cycle de vie de I'huitre creuse (Figure 5) se compose de deux phases caractérisées
par une différence d’habitat : la phase larvaire est pélagique (la larve se déplace dans la
colonne d’eau) tandis que le reste de la vie est benthique (a partir du stade juvénile,
I'individu vit fixé sur un substrat). Dés la premiére année du cycle de vie, les individus
entrent en gamétogenese. Lorsque les conditions de température et de nourriture sont

suffisantes, les gonades arrivent a maturité au début de I'été. L’huitre creuse étant ovipare,
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les gameétes males et femelles sont émis dans le milieu pour donner lieu a la fécondation

externe.

Au bout de 24h, la larve est protégée par une coquille dont la forme lui vaut le nom
de « larve D » ; elle se nourrit et se déplace grace a son velum. Au cours des premiéres
semaines de vie, la qualité des gametes peut étre a I'origine d’anomalies chromosomiques
ou de malformations. Les larves sont également trés sensibles a la qualité de I'eau et aux
agents pathogenes qui peuplent le milieu. Les huitres connaissent donc d’importantes
mortalités précoces aussi bien dans leur milieu naturel (Korringa, 1946 cité par Plough et
Hedgecock, 2011) que dans un milieu contrélé (Guo and Allen, 1994 cité par Plough et
Hedgecock, 2011). Plough et Hedgecock (2011) estiment a 98% le taux de mortalité au cours

des 60 premiers jours de vie.

En conditions favorables, la larve se développe pendant 2 a 3 semaines et atteint le
stade « larve ceillée » lors de la formation d’'une tache noire _ « I'ceil » _ au milieu de Ila
coquille de la larve qui signale I'approche de la métamorphose. En parallele, on voit
également le développement d’un « pied » qui servira a chercher le substrat le plus propice
a la fixation de la larve, nommée pédivéligere. Comme pour bon nombre d’espéces, la
métamorphose est une phase critique pour la survie des individus. En ce qui concerne les
huitres, si la difficulté a trouver le substrat qui servira de support a la croissance peut étre
source de mortalités, il a également été démontré que des régions du génome pouvaient
étre a 'origine de mortalités, essentiellement au moment de la métamorphose (Plough et

Hedgecock, 2012).

Une fois ce substrat trouvé, la larve initie sa métamorphose : c’est la fin de la vie
pélagique. Le stade juvénile est atteint lorsque l'individu ressemble a un adulte miniature. Il
va donc poursuivre sa croissance et pourra produire des gametes dés sa premiere année si
les conditions environnementales le permettent (Normand et al., 2009). A ce stade, les
individus sont menacés par les mortalités estivales, qui ne sont pas les plus importantes
dans le cycle de vie de l'espece, mais qui sont les plus visibles et qui ont le plus de

conséquences sur les établissements ostréicoles.
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— 30 mm —_— 20 mum

Figure 5. Cycle de vie de Crassostrea gigas. 1- Fécondation :ovocyte en présence de spermatozoides. 2- Embryon
stade morula (2-3h). 3- Larves D(24h). 4- Larves véligeres (14 jours). 5- Larve pédivéligére (18 jours). 6-
Naissains post-fixation (1 mois). 7- Naissains (2 mois). 8- Naissains (6 mois). 9- Adulte (10 mois). 10-
Géniteur mature (10 mois). (D'aprés Dégremont, 2003).
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2.3. Une anatomie tournée vers la reproduction

L'anatomie de I'huitre creuse adulte est représentée sur la Figure 6.Comme chez tous
les mollusques, la masse viscérale de I'huitre est protégée par un manteau composé de deux
lobes. Celui-ci sécréte une coquille calcaire composée de deux valves asymétriques: la droite
est plate tandis que la gauche est creuse pour contenir la masse viscérale. Ces deux valves
sont réunies par une charniére et le muscle adducteur assure I'ouverture et la fermeture de

la coquille.

Le manteau filtre les éléments nutritifs afin que I'huitre puisse se nourrir. Il forme la
cavité palléale qui renferme les orifices anal et rénaux ainsi que les branchies qui retiennent
les éléments nutritifs. Les branchies assurent également la fonction de respiration en

absorbant I'oxygene dissout dans I'eau.

La fonction de reproduction n’est quant a elle pas assurée par un organe permanent.
En effet, les gametes s’organisent en un tissu diffus et temporaire, la gonade, dont le
développement se réalise au cours d’un cycle annuel. Le volume de la gonade varie
énormément d’un individu a I'autre, et méme entre deux saisons de reproduction pour un

méme individu. Il peut parfois représenter plus de la moitié du volume total de I'animal.

Bord du

f - manteau
5

Ligne palléale
(ins n
. du manteau)

Branchies /J/
Valves /

gauche

Palpes
labiaux

Charniére

Muscle
adducteur
Coeur

Cavité
péricardique

I
Région de
I'hépatopancréas

Figure 6. Anatomie de I'huitre creuse adulte (Ifremer).
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2.4. Une reproduction encore mystérieuse

La reproduction de I'huitre creuse est un caractere complexe : si la gamétogenese a
déja fait I'objet de nombreuses études, le déterminisme sexuel, quant a lui, n’est que peu

décrit et toujours source de contradictions (Yusa et al., 2007 ; Hedrick et Hedgecock, 2010).

2.4.1. Déterminisme sexuel

La reproduction de [I'huitre creuse se caractérise par un hermaphrodisme
alterné (Galtsoff, 1964; Le Dantec, 1968): un méme individu peut étre male et femelle au
cours de sa vie. Le plus souvent, cet hermaphrodisme est de type protandre car les individus
produisent généralement des gamétes males au cours des premiers cycles de gamétogenese
puis produisent des gametes femelles dans la seconde partie de leur vie (Buroker, 1983).
Lango-Reynoso (1999) a estimé que 50% des huitres ont la capacité de changer de sexe,
majoritairement dans le sens male puis femelle. Dans une moindre mesure, des femelles
peuvent devenir males au cours de la gamétogenése suivante. Des hermaphrodites
synchrones (individus présentant simultanément des gametes males et femelles) ont

également été observés (Galtsoff, 1964).

Contrairement aux espéces pour lesquelles la présence de chromosomes sexuels
confirme le déterminisme génétique du sexe des individus, le déterminisme sexuel de C
gigasest encore mal connu. Il semblerait cependant qu’il soit soumis aux conditions
environnementales telles que la quantité de ressources organiques mise a disposition _ les
males prédominant en conditions de manque de nourriture (Steele et Mulcahy, 1999) et les
ressources abondantes favorisant le développement d’une gonade femelle (Enriquez-Diaz,
2004)_ou la température de I'eau _ les males prédominant a basse température (Fabioux et
al., 2005). L’hypothése d’un déterminisme physiologique semblerait donc concorder avec ses
observations puisqu’il a été décrit une plus forte capacité de stockage des ressources
énergétiques (Deslous-Paoli et Héral, 1988 ; Soletchnik et al., 1997) et une croissance plus

importante (Baghurst et Mitchell, 2002) des huitres creuses femelles.
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Des études sur des croisements contrélés ont fait apparaitre que des facteurs
génétiques pouvaient également influencer le déterminisme sexuel (Hedrick et Hedgecock,

2010) :

e Haley (1977 et 1979, Hedrick et Hedgecock, 2010) proposait un modele a 2
alleles, m, a I'origine du sexe male, et f, a I'origine du sexe femelle, pour 3 loci
(6 alleles au total) :
o les individus [ 6m: Of], [ 5m: 1f], [ 4m: 2f] et [ 3m: 3f] seraient
obligatoirement des males,
o les individus [ 2m: 4f ] et [ 1m: 5f] seraient des hermaphrodites
alternés a tendance protandres,
o lesindividus [ O0m : 6f] seraient obligatoirement des femelles.
e Guo et al. (1998) proposaient un modeéle plus simple ou le sexe serait
déterminé par deux génotypes a un seul locus :
o les individus [FM] seraient obligatoirement males,
o les individus [FF] pourraient étre males ou femelles.
e Hedrick et Hedgecock (2010) ont alors proposé un modele alternatif a 3
génotypes pour un locus :
o lesindividus [MM] seraient obligatoirement males,
o lesindividus [FF] seraient obligatoirement femelles,

o les individus [FM] seraient soit males, soit femelles.

Ces modeles ne permettant pas d’expliquer les observations de différents jeux de
données laissent a penser que le déterminisme génétique du sexe ne reposerait pas sur un
seul géne: une recherche de QTL avait révélé qu’un groupe de liaison se comporterait
comme un chromosome sexuel et serait accompagné de 6 autres régions du génome
réparties sur 5 autres groupes de liaison (Hedrick et Hedgecock, 2010). Cependant, Guo et al.
(2012) n’ont détecté qu’un seul QTL potentiellement impliqué dans la déterminisme du sexe,

confirmant I’"hypothese d’un modéle a un gene majeur.
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2.4.2. Développement de la gonade

Plusieurs échelles ont été proposées pour décrire le développement de la gonade de

C. gigas (Mann, 1979 cité et modifié par Steele et Mulcahy, 1999 et Normand et al., 2009) :

e En hiver, la gamétogenese s’initialise mais la gonade n’est pas encore
observable (stade 0)

e Au printemps, la gamétogenese entre dans sa phase active. Au début, le tissu
conjonctif est encore abondant mais les gonies, cellules germinales
immatures, apparaissent (stade 1). Puis, par méiose, les oogonies donnent
des ovocytes et les spermatogonies donnent des spermatocytes (stade 2). A
ce stade, la gonade gagne en volume.

e En été, les gametes arrivent a maturité (stade 3) et sont libérés dans I'eau de
mer soit partiellement (stade 4 de Steele et Mulcahy, 1999), soit totalement
(stade 4 de Normand et al., 2009 ; stade 5 de Steele et Mulcahy, 1999). Une
fois la majorité des gamétes émis (stade 6 de Steele et Mulcahy, 1999), les
hémocytes infiltrent le tissu gonadique et les gamétes résiduels sont éliminés
par cytolyse ; on parle alors de résorption ou d’atrésie (stade 7 de Steele et
Mulcahy, 1999).

e En automne, la résorption gonadique permettrait de reconstituer les réserves
énergétiques afin d’alimenter d’autres fonctions physiologiques (Pouvreau et

al., 2006) ou de préparer la gamétogenése suivante (Lango-Reynoso, 1999).

2.4.3. Notion d’effort reproducteur

La théorie des budgets d’énergie dynamiques (DEB, Kooijman, 2000) a mis en
évidence que, pour chaque étre vivant, I'énergie apportée par la nourriture est répartie
entre trois grandes fonctions: la survie, la croissance et la reproduction. L'effort
reproducteur correspond donc a la fraction de cette énergie allouée a la reproduction, aux

dépens des deux autres fonctions.
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Chez les Mollusques, on considere que le volume de la gonade reflete
I'investissement énergétique dans la reproduction. Chez I'huitre, I'effort reproducteur peut
étre estimé par le calcul de I'occupation gonadique (ou Rapport Gonado-Somatique : RGS)
proposé par Normand et al. (2009) a partir de la relation décrite par Enriquez-Diaz (2004). Il
s’agit en effet du rapport de la surface gonadique (SG) sur la surface de la masse viscérale
(SMV) estimées sur une coupe histologique dont la préparation sera détaillée dans la suite

du manuscrit.

RGS — SG x 100
~ SMV

L’huitre creuse peut investir jusqu’a 65% de son budget énergétique annuel dans la
reproduction, ce qui est considérable si on la compare a d’autres bivalves (Van der Veer et
al., 2006). L'émission des gameétes peut quant a elle représenter une perte de poids frais de

I'ordre de 62% (Deslous-Paoli et Héral, 1988).

2.4.4. Lien avec les mortalités estivales

Etant donné l'interdépendance de la survie et de la reproduction et étant donné la
part importante de I'allocation énergétique a la reproduction, les huitres creuses sont donc
plus vulnérables en période de gamétogenése active (Soletchnik et al., 1997). Or, les
mortalités estivales surviennent a cette période (Cheney et al., 2000). Il n’est donc pas
surprenant qu’une corrélation soit apparue entre le niveau d’effort reproducteur et la
réponse aux mortalités estivales : des lignées sélectionnées pour leur résistance (R) ou leur
sensibilité (S) aux mortalités estivales présenteraient des niveaux d’effort reproducteur
différents (Samain et al., 2007 ; Figure 7). En effet, les individus résistants aux mortalités
estivales présenteraient un investissement reproducteur plus modeste que les individus
sensibles (Huvet et al., 2010 ; Figure 8). De plus, les individus sensibles auraient tendance a
émettre partiellement leurs gametes tout au long de la période favorable a la reproduction
tandis que les individus résistants se contenteraient d’un seul épisode de ponte par saison

de reproduction (Samain et al., 2007 ; Figure 7). Il apparait donc important de comprendre
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les relations, notamment génétiques, sous-jacentes a ces observations et donc, de

caractériser I'effort reproducteur.
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Figure 7.Estimation semi-quantitative du pourcentage de surface gonadique déterminé par histologie d’hufitres
« résistantes » (R) et d’huitres « sensibles » (S) aux mortalités estivales (* signifie que la différence est
significative entre R et S). D’aprés Samain et al. 2007.
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Figure 8.Estimation de la surface gonadique moyenne de 5 lignées d’huitres « sensibles » (en hachuré) et de 5
lignées d’huitres « résistantes » (en gris) aux mortalités estivales. Globalement, les lignées R présentent
une surface gonadique moyenne significativement plus petite que les lignées S (respectivement 35 +
18,7% contre 45,9 + 15,8%). D’apres Huvet et al., 2010.

2.5. Génome
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Le génome de I'huitre creuse présente un important polymorphisme nucléotidique
(Hedgecock et al., 2005). Ce polymorphisme a été mis en évidence au niveau des allozymes,
puis des marqueurs microsatellites et plus récemment a partir des connaissances du
transcriptome : des genes différentiellement exprimés entre males et femelles, entre
différents stades de maturité gonadique ou impliqués dans le développement gonadique
(Dheilly et al., 2012) ont été détectés et leur séquencage a révélé des mutations pouvant

également étre utilisées comme marqueurs moléculaires.

Le développement et l'utilisation de ces marqueurs moléculaires a permis d’en

apprendre davantage sur le génome de Crassostrea gigas:

o ["amplification de marqueurs microsatellites a révélé une abondance d’alleles
nuls, c’'est-a-dire d’alléles non-amplifiés, vraisemblablement a cause de
mutations dans les séquences flanquantes servant de sites de fixation aux
amorces nécessaires a I'amplification (McGoldrick et al., 2000; Huvet et al.,
2000; Launey et Hedgecock, 2001; Reece et al., 2004). De plus, certains
marqueurs microsatellites présentent jusqu’a 40 alléles différents (Huvet et
al., 2000).

e |e séquencage de portions du génome de C. gigas a révélé I'existence de SNP
(Single Nucleotid Polymorphism), polymorphisme d’une seule paire de bases,
environ toutes les 60 paires de bases dans les régions codantes et environ
toutes les 40 paires de bases dans les régions non-codantes (Sauvage et al.,

2007).

Récemment, une premiere version du génome de I’huitre a été publiée et a confirmé
cette grande diversité nucléotidique quel que soit le type de matériel biologique utilisé : le
taux de polymorphisme est estimé a 1,3% pour les individus sauvages, apreés quatre
générations de croisements fréres-sceurs, le polymorphisme est réduit a 0,73% tandis qu’en
combinant le génome sauvage et le génome consanguin, on observe un polymorphisme de
2,3% (Zhang et al., 2012 ;Figure 9). Le taux de polymorphisme de I’huitre creuse ainsi estimé

est plus élevé que celui estimé pour la plupart des génomes séquencés mais comparable au
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polymorphisme estimé chez d’autres espéces connues pour leur fort polymorphisme et
cohérent avec I'observation de Sauvage et al. (2007) car 1 SNP toutes les 40 pb correspond a

un taux de polymorphisme de 2,5%.
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Figure 9. Densité de distribution du polymorphisme chez Crassostrea gigas estimé par des fenétres glissantes
mais non-chevauchantes de 10 kb (Zhang et al., 2012). Chez les individus sauvages (noir), le
polymorphisme est homogene tout le long du génome tandis que chez les individus consanguins
(rouge), une part importante de fenétres présente un trés faible polymorphisme car la consanguinité
favorise ’homozygotie. En revanche, en combinant les génomes des individus sauvages et des individus
consanguins (bleu), le taux de polymorphisme est plus élevé au sein de nombreuses fenétres.

3. Recherche de QTLs chez les organismes marins

La diversité nucléotidique peut étre utilisée comme outil via les marqueurs
moléculaires et explique également la variabilité ou I’héritabilité de certains caracteres. Pour
faire le lien entre les variations du génotype (polymorphismes observables au niveau des

marqueurs moléculaires) et les variations du phénotype (différences de réponse a une
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méme situation), on peut rechercher des régions du génome impliquées dans I'expression

macroscopique de caracteres d’intérét : les QTLs (Quantitative Trait Loci).

3.1. Principe de la recherche de QTLs

Pour un marqueur M donné, le principe de la recherche de QTLs est d’observer, dans
la descendance d’un individu hétérozygote M1/M2, s’il existe une différence de
performance moyenne selon I'allele M1 ou M2 transmis : si la variation de la performance
peut étre associée a l'alleéle transmis, c’est qu’il existe un QTL génétiquement lié au
marqueur M (Le Roy et Elsen, 2000). Par exemple, considérons le caractére « couleur »
décliné en 3 phénotypes possibles (bleu, rouge et violet) observé chez 8 individus génotypés
pour 2 marqueurs présentant 3 génotypes possibles: [AA], [BB] et [AB] (Figure 10).

Lorsqu’on observe le génotype des individus F2 pour chaque marqueur, on remarque que :

o Pour le marqueur 1, le génotype [AA] est associé au phénotype « bleu », le
génotype [BB] est associé au phénotype « rouge » et le génotype [AB] est
associé au phénotype « violet ».

e Pour le marqueur 2, le génotype [AA] est associé aux phénotypes « bleu » et
« violet », le génotype [BB] est associé au phénotype « violet » et le génotype

[AB] est associé aux 3 phénotypes.

D’un point de vue statistique, I'association génotype-phénotype est donc significative
pour le marqueur 1 mais pas pour le marqueur 2. Un QTL est alors lié au marqueur 1.
Cependant, cette méthode nécessite de phénotyper un grand nombre d’individus pour
vérifier que l'association marqueur-phénotype est statistiquement robuste (Lander et

Botstein, 1989).
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Figure 10. Détection de QTL par la méthode "marqueur par marqueur".

Lorsque I'on dispose d’une carte génétique, il est possible de rechercher des QTLs sur
I’ensemble du génome, alors divisé en groupes de liaison. En effet, la liaison entre les
marqueurs génétiques permet de localiser les régions du génome impliquées dans la
variation de la performance observée. Lander et Botstein (1989) ont mis au point une
méthode dont le principe est de balayer I'ensemble du génome en testant I'hypothese
d’absence de QTL a chaque position : la cartographie d’intervalle. Les marqueurs génétiques
servent alors de « bornes » entre lesquelles se situe potentiellement un QTL. Cette méthode
nécessite un nombre d’individus nettement moins élevé que |'analyse marqueur par
marqueur. Reprenons I'exemple précédent mais en I'appliquant a une famille F2 (Figure 11),
car c’est un type de croisement adapté a la détection de QTL (Massault, 2010). On considére
qgue les grands-parents sont homozygotes pour 4 marqueurs d’'un méme groupe de liaison:
FO-A, de couleur bleu, est homozygote [AA] pour tous les marqueurs et FO-B, de couleur
rouge, est homozygote [BB] pour ces mémes marqueurs. Les parents F1-C et F1-D sont donc

théoriqguement hétérozygotes [AB] pour les 4 marqueurs et leur phénotype est « violet ». Si
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I'on croise les individus F1-C et F1-D, on obtient une génération F2 au sein de laquelle
ségrege le caractére considéré : phénotypiquement, on observe des individus bleus tels que
F2-E, des individus rouges comme F2-F et des individus violets tels que F2-G et F2-H. Ensuite,

lorsqu’on observe le génotype des individus F2 pour chaque marqueur, on remarque que :

o Pour les marqueurs 1 et 2, le génotype [AA] est associé au phénotype
« bleu », le génotype [BB] est associé au phénotype « rouge » et le génotype
[AB] est associé au phénotype « violet ».

e Pour les marqueur 3 et 4, les génotypes [AA] et [BB] sont associés au
phénotype « violet » tandis que le génotypes [AB] est associé aux phénotypes

« bleu » et « rouge ».

D’un point de vue statistique, I'association génotype-phénotype est donc significative
pour les marqueurs 1 et 2 mais pas pour les marqueurs 3 et 4. Un QTL est alors détecté entre

les marqueurs 1 et 2.
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Figure 11. Principe de détection d'un QTL par la méthode de cartographie d’intervalle.
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3.2. Caracteres d’intérét chez les espéces aquacoles.

Chez les especes aquacoles, les caracteres d’intérét pour lesquels des QTLs sont

recherchés présentent un intérét économique.

Parmi les caracteres les plus étudiés, on retrouve la taille et la croissance des
individus car améliorer la croissance de I'espéce permet de réduire les temps d’élevage.
Chez la Truite arc-en-ciel, Oncorhynchus mykiss, la capacité d’adaptation a I'’eau de mer a été
étudiée (Le Bras et al.,, 2011) car il a été prouvé que la croissance en eau de mer était
meilleure qu’en eau douce (Sedgwick, 1970 ; Johnston et Cheverie 1985 cités par Le Bras et
al., 2011). Chez les pétoncles, Chlamys farreri, Argopecten irradians et Nodipecten
subnodosus, des QTLs impliqués dans la variation de la taille ont été détectés (Zhan et al.,

2009 ; Liet al., 2012 ; Petersen et al., 2012).

Un autre caractéere trés étudié est la résistance aux maladies qui induisent
d’importantes pertes pour les entreprises aquacoles. Chez le Saumon atlantique, Salmo
salar, un QTL majeur de résistance a la nécrose pancréatique infectieuse qui provoque
d’importantes mortalités a été identifié par Moen et al, 2009. Chez la Truite arc-en-ciel,
Oncorhynchus mykiss, un QTL majeur de résistance a un Rhabdovirus provoquant la
Septicémie Hémorragique Virale a été détecté par Verrier et al. (2013). Chez I’huitre creuse
Crassostrea virginica, Yu et Guo (2006) ont identifié des QTLs de résistance a la maladie

« Dermo » induite par le pathogéne Perkinsus marinus.

Bien que des régions du génome soient détectées pour ces espéces aquacoles, les
QTLs sont encore rarement utilisés pour orienter les programmes de sélection aquacoles. En
2007, le QTL détecté par Moen et al. (2009) a été intégré dans le programme de sélection de

I’entreprise norvégienne Aqua Gen qui fournit des ceufs de saumon a I'industrie aquacole.

3.3. QTLs détectés chez Crassostrea Gigas

Comme pour la plupart des espéeces pour lesquelles des QTLs sont recherchés, les
caractéres considérés présentent généralement un intérét économique. Ainsi, Hedgecock et

al. (2007) ont identifié cing QTLs impliqués dans la variation du poids et un QTL impliqué
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dans la croissance. Plus récemment, Guo et al. (2012) ont également détecté trois QTL

impliqués dans la croissance et un QTL lié au sexe. Plough et Hedgecock (2011) ont identifié

une quinzaine de QTLs de viabilité associés a la survie au stade larvaire, essentiellement au

moment de la métamorphose. Sauvage et al. (2010) ont, quant a eux, mis en évidence cing

QTLs liés a la survie aux mortalités estivales et a la charge virale en herpés virus OsHV1

(Figure 12). A ce jour, les QTLs détectés chez Crassostrea gigas ne sont pas utilisés dans des

programmes de sélection.

V

48,9 -
511
582
66,3 ]

VI

00—

L
I~

830

w0
(3
o

\
[ ]

95,6/ %
102.9
1159~
’ o
1244 1 |

1308 |

1958 ——

0,0 ——HA114

231 Siliz9

43,9 Sili3a

N ﬁ ucdCg150 uedCg151
™ ucdCg186
i Adrenal_Gland_Protein
, ucdCg141
725571 | ucdCg173

Q8.6 Glycogen_Phosphorylase

Sodium_Glucoseco-transp.

Amylase_A
Flavin_monoxygenase
Elongation_Factor1
Amylase_B

Serine Plastin
ucdCg133

|~ Sili4
- Cytochrome_P450

ucdCqg156
Sili43
BQ427367
Bcel2
uedCg197
Laccase

Glutaryl_CoA

Silis0

VII

Sili1s

7.5 - ucdCg149 NADH_Dehydr.

377~ |- ut_::_ng210

42 2 ——— Sili¥

45,8 -] [™ ucdCg203

62,7 ucdCg196

86,2 Glutathion_S_transferase
12,4 Sili37

IX
0,0 Notch3

32,5 Tubulin_alpha

837 uedCg129

23.8 uedCg171
104.8 BMP
115,8 uedCg172
141,86 lucdCg189 Vasa-like

Figure 12. QTLs impliqués dans la réponse aux mortalités estivales et la charge virale en virus OsHV-1. Les

rectangles rouges représentent les 5 QTLs répartis sur 4 groupes de liaison. D’aprés Sauvage et al.,

2010.
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4. Plan de la thése

Les mortalités estivales de juvéniles d’huitres creuses menacent |I'’économie aquacole
francaise. Des études précédentes ayant mis en évidence une corrélation entre
I'investissement dans la reproduction et la réponse aux mortalités estivales (Huvet et al.,
2010), il apparait important de mieux connaitre I'architecture génétique de Ia
gamétogenese, jusqu’alors peu étudiée. Des régions du génome impliquées dans la réponse
aux mortalités estivales ayant été détectées (Sauvage, 2008), il est également apparu
intéressant de savoir s’il existait des zones du génome impliquées dans I'effort reproducteur
et de vérifier si elles étaient communes a celles détectées pour la survie et la quantité

d’agents pathogenes lors d’un épisode de mortalité estivale.

Pour répondre a ces questions, le projet GAMETOGENES a été financé par ’ANR
(Agence Nationale pour la Recherche, projet ANR-08-GENM-041) de 2009 a 2012. Ce projet
était un prolongement logique des précédents programmes dédiés a la production massive
de données génomiques pour un mollusque d'importance économique : I'huitre creuse,
Crassostrea gigas. |l s’est inscrit ainsi dans la poursuite de certains travaux réalisés dans le
cadre du projet européen AQUAFIRST terminé en 2008. Le projet GAMETOGENES s’est en
effet appuyé sur les connaissances acquises au cours des programmes antérieurs pour
développer de nouveaux outils en génétique, génomique fonctionnelle ainsi qu’en post-
génomique afin d’améliorer la connaissance des bases génétiques et physiologiques de la
reproduction et les processus associés dans le but d'améliorer la production aquacole. Les

objectifs de ce projet étaient:

o [identification des génes spécifiqguement exprimés dans les gonades des
huitres au cours d'un cycle de reproduction en utilisant des méthodes de
transcriptomique, c’est-a-dire en déterminant des marqueurs spécifiques
d’étapes de la gamétogenese et en déterminant I'expression de ces genes
marqueurs en fonction de I'environnement,

e |a détermination des bases génétiques de la variabilité de I'allocation a la

reproduction a l'aide d’une approche QTL,
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o [|‘exploration de la fonction des génes impliqués dans les processus de
régulation de la reproduction a travers le développement de méthodes de

post-génomique.

Le coordinateur était I'Université de Caen et les autres partenaires étaient
I'Université de Brest, I'Université de Rennes et l'lfremer (LPI de Brest et LGP de La
Tremblade). Le LGP était particulierement impliqué dans le deuxieme objectif mais aussi

dans la production d’animaux permettant les expérimentations d’autres partenaires.

Ce sujet de these s’est donc intégré dans le projet GAMETOGENES et a visé a
détecter, par une approche QTL, les relations qui existent entre la survie aux mortalités
estivales ou l'effort de gamétogenese et certaines portions du génome. Cette approche a
nécessité, d’'une part, 'amélioration de la carte génétique constituée de marqueurs
moléculaires de type microsatellites et SNPs et, d’autre part, la production et la
caractérisation phénotypique d’'un matériel biologique particulier de type « famille F2 ». En
effet, des simulations ont démontré que la détection de QTLs est optimisée par ce type de

croisement (Massault, 2010).

Dans la suite du manuscrit seront donc présentés principalement sous la forme
d’articles scientifiques : le développement de nouveaux outils de caractérisation de I'effort
reproducteur (Partie 1), la caractérisation phénotypique de familles d’huitres creuses au
cours de la gamétogenese (Partie Il), la caractérisation génétique de I'effort reproducteur
(Partie Ill) et, enfin, la contribution de cette étude a la caractérisation génétique de la
réponse aux mortalités estivales (Partie IV). Une conclusion permettra de rappeler les
principaux résultats obtenus, leurs limites, et de les mettre en perspective dans le cadre des
programmes de sélection qui se mettent en place actuellement au sein de la filiere

ostréicole.
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PARTIE | : DE NOUVEAUX OUTILS POUR CARACTERISER L’EFFORT
REPRODUCTEUR

1. Un matériel biologique particulier : les familles F2
1.1. Choix des grands-parents : la génération FO.

Nous avons décidé d’utiliser une génération de type F2 afin de détecter les QTLs liés a
la survie du naissain aux mortalités estivales et a I'effort reproducteur. Pour cela, nous avons
donc choisi d’utiliser comme grands-parents des individus provenant de lignées
sélectionnées au cours d’études précédentes pour ces 2 caracteres. En effet, nous avons
utilisé du matériel biologique sélectionné pour ses réponses contrastées aux mortalités
estivales, les lignées R et S (Dégremont et al.,2010 a b c) : R signifie que la famille FO est plus
résistante aux mortalités estivales que les témoins et S signifie que la famille FO est plus
sensible aux mortalités estivales que les témoins. Nous avons également utilisé du matériel
biologique aux performances contrastées en termes d’effort reproducteur, les lignées
Hautes et Basses (Normand, 2009): H signifie que la famille FO présente un effort
reproducteur supérieur a celui des témoins. B signifie que la famille FO présente un effort

reproducteur inférieur a celui des témoins.

1.2. Production des parents : la génération F1

Une famille F1 provient du croisement de deux individus provenant de deux familles
FO aux performances contrastées. Par exemple, un male issu d’'une famille R et une femelle

issue d’une famille S.

La génération F1 a été produite le 23 février 2009 (Tableau 1):

e Leslots F1 1 a 12 ont été produits a partir des individus FO sélectionnés
pour la variabilité de I'effort reproducteur.

e Les lots F1 18 a 24 ont été produits a partir des individus FO sélectionnés
pour la réponse aux phénomenes de mortalités survenus au cours de

I’année 2008.
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Femelle FO Male FO Lot F1
B6 H6 1
B5 H5 2
B4 H4 3
B3 H3 4
B2 H2 5
B1 H1 6
H6 B6 7
H5 B5 8
H4 B4 9
H3 B3 10
H2 B2 11
H1 B1 12
R1 S9 18
R8 S1 19
R4 S4 20
S4 R5 21
R5 S11 22
S11 R4 23
S1 R1 24

Tableau 1. Origine des familles F1 (en blanc, lots sélectionnés pour I’effort de reproduction, en gris, lots
sélectionnés pour la réponse aux phénomenes de mortalité).

1.3. Production du matériel biologique de I’étude : la génération F2

Une famille F2 provient du croisement entre deux individus provenant d’'une méme

famille F1, c’est-a-dire, un frére et une sceur.

1.3.1. Choix des géniteurs

Des individus F1 ont été ramenés de la station expérimentale de Bouin le 8 juillet
2009 et transférés sur estran le 10 juillet 2009 (500 individus par famille) et le 07 aoGt 2009
(environ 300 individus) pour tester la différence de réponse aux mortalités estivales en
fonction de I’dge de mise sur estran (Figure 13). Des individus de ces mémes familles ont été
préservés de toute mortalité a Bouin afin de ne pas biaiser la sélection des géniteurs (si on
utilisait les survivants de I'épisode de mortalité, on sélectionnerait les individus les plus
résistants de chaque famille). Ceux-ci ont été ramenés a I'écloserie expérimentale de La
Tremblade et placés dans des conditions optimales induisant la maturation le 15 janvier

2010. La température a été progressivement augmentée jusqu’a 20°C.
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Figure 13. Réponse aux mortalités estivales en fonction de la date de mise sur estran des familles F1 ayant une
descendance F2.

1.3.2. Croisement

Les croisements ont été réalisés du 15 au 19 février 2010, certains croisements ayant

été reconduits suite a I'absence de larves le lendemain du croisement.

Pour chaque lot F1, un ou deux croisements bi-parentaux ont été réalisés (Tableau 2).
Les lots 5, 8 et 10 de la F1 ont fait I'objet de 2 croisements bi-parentaux du fait du contraste
de survie observé en fonction de I'age de mise sur estran lors de I'épisode de mortalités
2009 (Figure 13). De la méme maniere, les lots 21 et 22 de la F1 ont également été
représentés par 2 croisements bi-parentaux chacun en raison de leur mortalités moindres en
2009 par rapport aux autres lots de la F1 sélectionnés pour la réponse aux phénomeénes de
mortalités. Les lots 2, 3, 9, 11, 20, 22 et 23 de la F1 ont également été utilisés plusieurs fois
pour des raisons pratiques : les lots 2, 3, 9, 20, 22 et 23 pour produire des croisements de
remplacement au cours des jours suivants et le lot 11 pour palier a I'absence de males dans

le lot 18 de la F1.
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a partir du lot F1 .
Lot F2 produit en 2009 Date du croisement

1 lot 1
2% lot 2
3* lot 3
4 lot 5
5 lot 5
6 lot 6
7 lot 7
8 lot 8
9 lot 8
10* lot9
11 lot 10

15/02/2010
12 lot 10
13 lot 11
14 lot 12
15 lot 11
16 lot 19
17* lot 20
18 lot 21
19 lot 21
20 lot 22
21 lot 22
22 lot 23
23 lot 3

24 lot 3 16/02/2010
25%* lot 2
26* lot 2
27* lot 20

28 lot 20 17/02/2010
29* lot 22
30* lot 22
31* lot 22
32* lot 2
33* lot 2

34%* lot 2 18/02/2010
35%* lot 5
36* lot 5
7 lot 23
38* lot 23

397 lot 23 19/02/2010
40* lot9
41* lot 9
42% lot 9

Tableau 2. Production des familles F2 (en blanc, lots sélectionnés pour I’effort de reproduction ; en gris, lots
sélectionnés pour la réponse aux phénomenes de mortalité ; les lots éliminés pour absence de larves
sont signalés par un *)
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1.3.3. Obtention des gameétes et fécondation

Les gametes ont été obtenus par scarification a I'aide d’un scalpel puis ringage a I'eau
de mer de la gonade. Les ovocytes ont été filtrés sur des tamis de maille 60 um pour éliminer
les macro-débris. Un échantillon recueilli sur une cellule de Malassez a permis une
estimation du nombre de gametes femelles par analyse d’image grace au logiciel SAMBA.
Trois millions d’entre eux ont été conservés dans un bécher de 800 ml contenant de I'eau de
mer filtrée a température ambiante. La fécondation a eu lieu par ajout de spermatozoides
dans chaque bécher. Le ratio spermatozoides/ovocytes a été contrblé par observation au
microscope. En cas d’excés de spermatozoides, un ajout d’eau de mer filtrée a permis de
diluer le mélange. En cas de déficit, des spermatozoides ont été ajoutés. Dans les deux cas,

un nouveau contréle au microscope a été réalisé.

Une heure aprés, I'observation au microscope de globules polaires mettant en
évidence la fécondation des ovocytes a déterminé le transfert des larves en salle d’élevage

larvaire.

1.3.4. Elevage larvaire

Apres confirmation de la fécondation, les larves ont été placées dans des jarres de
30L d’eau de mer filtrée a 23°C. Deux jours plus tard, nous avons estimé le taux
d’éclosion par le comptage de trois réplicats par lot. Au cours des trois semaines qu’a duré
I’élevage larvaire, les larves ont été filtrées sur des tamis de maille croissante (de 45 um
jusqu’a 220 um). Parallelement, nous avons procédé a des réductions de densité ponctuelles

pour optimiser la croissance des larves (Tableau 3).
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Jour d’élevage | Maille du tamis (um) Opération

2 45 Réduction de densité (300.000)
5 60 -

8 85/70 Réduction de densité (150.000)
10 85 -

12 100 -

15 112 + 220 Fixation du 220

17 112 + 220 Fixation du 220

19 112 + 220 Fixation du 220

21 125/150/180 + 220 Fixation du 220

23 180 + 220 Fixation du 220

Tableau 3. Taille de maille de tamis et opérations en salle d'élevage larvaire.

En élevage larvaire, les larves ont été nourries avec un mélange algal composé
d’Isochrisis (T-iso), de Chaetoceros gracilis et de Tetraselmis suecica. Afin de prévenir toute
dégradation du milieu par les larves mortes ou du phytoplancton, un ajout d’antibiotiques a

été effectué a chaque changement d’eau de mer (Flumisol : 800 ul / 30 L).

A partir du 1°" mars 2010, les larves retenues sur une maille de 220 um et présentant
des taches ocellaires (larves ceillées) ont été transférées en salle de micro-nurserie pour

permettre leur fixation. Les derniéres larves ont été mises en fixation le 9 mars 2010.

1.3.5. Micro-nurserie

Les larves ceillées ont été placées sur des tamis de maille 150 um dont le fond avait
préalablement été recouvert d’une fine couche de microbrisure de coquilles d’huitres,
substrat favorisant la fixation des huitres. Ces tamis ont été disposés dans des raceways

alimentés en séquentiel les premiers jours (conséquences de la tempéte Xynthia du 28
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février 2010) puis en flux continu d’eau de mer filtrée aux UV, chauffée a 21 °C et enrichie en

phytoplancton.

Les 22 et 23 mars 2010, nous avons filtré les naissains sur un tamis de 500 um et

réduit les densités a 5000 naissains par tamis (maille de 350 um).

Les 12 et 13 avril 2010, nous avons filtré les naissains sur un tamis de 2 mm en vue de

leur transfert a la nurserie du site Ifremer de Bouin.

1.3.6. Nurserie

Pour assurer une croissance rapide, le naissain a été transféré a la station Ifremer de
Bouin, le 14 avril 2010. Il a été placé sur des tamis de maille 1 mm (un tamis par lot) dans des
raceways alimentés en eau de mer a la méme température que dans le milieu naturel mais

avec adjonction de phytoplancton et en immersion permanente.

1.3.7. Tests de survie

La recherche de QTLs nécessitant un nombre important d’individus a phénotyper, il
n’était matériellement pas possible de suivre I'’ensemble des 21 familles produites. En mai et
juin 2010, deux tests de survie ont été menés sur I'ensemble des familles F2 afin de
déterminer lesquelles présentaient les performances les plus appropriées pour la recherche
de QTLs. Il a été décidé de retenir 12 d’entre elles dont les taux de mortalité étaient compris
entre 30 et 80% afin de posséder un nombre suffisant d’individus morts et d’individus
survivants a la fin de I'épisode de mortalité. Ce choix s’est vu renforcé par la prise en compte
des performances de survie des familles F1 (dont sont issus les géniteurs de nos F2)

enregistrées I'année précédente (Figure 13).
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2. Nouveaux outils moléculaires : recherche des margueurs et
génotypage
2.1. Les margueurs microsatellites

Une séquence d’ADN microsatellite consiste en une succession de répétitions d’un
motif de 2 a 10 nucléotides. Le nombre de répétitions de ce motif (de 5 a 40 fois) fait varier
la longueur de la séquence d’ADN. C'est la variabilité de cette longueur qui est source de
polymorphisme car ces régions se transmettent a la descendance en suivant les lois de
I’hérédité de Mendel. Situées principalement dans les introns, les séquences microsatellites
peuvent étre utilisées comme marqueurs moléculaires. Chez I'huitre creuse, le fort
polymorphisme peut entrainer jusqu’a plus de 40 alléles pour un marqueur microsatellite

(Huvet et al., 2000).

2.1.1. Choix des marqueurs

Les marqueurs microsatellites utilisés au cours de cette étude sont des marqueurs
couramment utilisés au LGP de La Tremblade. Au total, 36 marqueurs microsatellites ont été
analysés, dont 15 en multiplexes 3 par 3, c’est-a-dire que 3 segments distincts sont amplifiés
au cours d’une seule réaction (Li et al., 2010 ; Taris et al., 2005 ; Tableau 4) et 21 en simplexe

(Li et al., 2003 ; Yamtich et al., 2005 ; Sauvage et al., 2010 ; Tableau 5).
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T Taille Concentratio Numéro
Locus Motif répété | Fluorochrome | Séquence des amorces 5’-3’ (°é) fragment | n dans le mix d’acces

(bp) PCR (uM) GenBank
e :
i |(@mas  |Nepom | FCATOASGGGTAMATTAMAGTARGC | 1y 1y | viz08s
CG 108 (GT)15 FAM (bleu) ;AA:AA;—GG‘:—AAAA;—GGAA‘EAAEGGAAAAAA(?: 128-166 0.4 Y12087
0 |peps | Hexwen | OCTANTICAAAGTCAATITCCC 136 02 | artrosso
PCR 58
multiplex 1
coroor |(may  |NeDfom | ITICCCCTGAGRAGRCCC s142 | 01 | sasovoss
Cgsili43 (GA)10 HEX (vert) ; QZAA-I';’((SECG-I—C(';I'(;AC(Z?S??SLAAAA-I:I’CGCG 210-348 0.3 AM854072
Cosits | (TGISAGT7 | FAM (bewy | - CATOACRATCGAGTCCATAR lesa11 | 009 | Amassaso
PCR 52
multiplex 2
CGEO009 (AG)7 NED (noir) ; gcfgﬁégzﬂgﬁiﬁgf 114-128 0.1 CX068958
AMY (TC)37 HEX (vert) : ﬁgﬁigﬁgﬁiﬁ%ﬁéﬁgégﬁ CA 199-369 0.2 Y08370
Cgsili4d E‘AGWAAA(GA) FAM (bleu) ; TFEG#QHI'ESQTAG;?EA(%TGTZA 349-355 0.1 AM858556
:1cu|}tiplex 3 58
Cgsili39 (AG)13 FAM (bleu) ; gégiggii?g;gf:%g; 355-383 0.09 AM854746
Cgsili50 (CA)10 FAM (bleu) ; %’?ggéﬁgﬁggggzg G 201-233 0.09 AM865904
Cgsilid (AG)26 HEX (vert) ; $§;§:¢§E€T&%igﬁgﬁg 227-349 0.24 AM854894
:1cuRItipIex 4 58
CGG008 (AG)20 NED (noir) ; gichlglﬁgiiiiﬁiﬁgAAc 181-253 0.4 AJ579915
ol |05 |ramley | OCTOSTIGTGATGARTAG 159293 | o015 | sasories
Cgsili6 (GA)26 HEX (vert) ; Qz(j\éﬁiﬂgg%i\igﬁé;&c 270-442 0.2 AM854296

Tableau 4 Les marqueurs microsatellites multiplexés
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N , T Tailledes |~ Numéro | o\ ication

Locus Motif répété Séquence des Amorces 5'-3' °) Na fragments d'accession associée
(pb) GenBank

UcdCg 109 | (CAT)n ;?gg’éﬁfgggﬁ:ﬁgﬂm 5 | s 164-225 | AF468525 | (Lietal, 2003)
UcdCg 117 | (TO)n ;ﬁgi’gﬁ%%ﬁggﬁgcgggﬁﬁm 58 | 7 288-332 | AF468528 | (Lietal, 2003)
UcdCg 119 | (TO)n ::f\gg::gggéTA;CSAAEfCTT 55 | 6 208222 | AF468529 | (Lietal, 2003)
g0 (camiaan | FOSSTOROATIAGSGS0AA | o oice | apasesan | (eral, 2000
UcdCg 129 | (GA)n ;ﬁg?ggmgggf&ifcﬁg 57 | 7 222255 | AF468534 | (Lietal, 2003)
UcdCg 141 | (TG)n ;g%ﬁii?éfgggziiﬁg 57 | 6 227262 | AF468545 | (Lietal, 2003)
UcdCg 149 | (GA)n(GACA)n Eﬂﬁ?ggﬁﬁfggf&ﬁﬁg“a 60 | 7 213-245 | AF468581 | (Lietal, 2003)
UcdCg 151 | (GT)n ;ﬁéﬁiﬁggﬁié@ﬁiﬁiggﬁ 60 | 7 264-308 | AF468553 | (Lietal, 2003)
eicg 55| CATAMIGA | FASCAGACCTIGGMATACS |y | | 11505 | apassss7 | eea, 2009
UcdCg 165 | (ATCT)n(CA)n Féf:ggéﬁiﬁg:g;g%?&m 57 | s 171-239 | AF468565 | (Lietal., 2003)
UcdCg 166 | (TC)n ; ﬁggﬁgﬁggﬁfgﬁiggg 8 | 6 204-237 | AF468566 | (Lietal, 2003)
Ucdcg 172 | (GAT)n ;Zﬁéggﬁg/éﬁﬁézﬁccﬂm 60 | 2 242250 | AF468570 | (Lietal. 2003)
UcdCg 173 | (CT)n(CA)n Eﬂﬁéﬁﬁﬁééﬂéﬁﬂfw 57 | 6 217-250 | AF468571 | (Lietal. 2003)
UcdCg 181 | (GT)n(GA)n ;ﬁéﬁgi&éﬁgggﬁiﬁgﬁg 60 | 4 214-263 | AF468579 | (Lietal, 2003)
UcdCg 186 | (GA)n ;gg%iigiﬁzﬁgﬁgf&gA s8 | 7 243-284 | AF468584 | (Lietal., 2003)
UcdCg 196 | (GAT)n(GAC)n ;ﬁ:gfgg&ﬁ?ggﬁg@m 55 | 4 265-273 | AF468597 | (Lietal, 2003)
UcdCg 198 | (CAT)n ;ﬂﬁ?gﬁfgﬁgf&%ﬁiﬁiﬁg 58 | 6 220-250 | AF468596 | (Lietal, 2003)
UcdCg 200 | (GAT)n ;ééﬁggg&iﬁgﬁgi 58 | 4 232265 | AF468598 | (Lietal, 2003)
UcdCg 210 | (GAT)n Ezzziéiﬁggéé\fcgiﬁgmc 55 | 3 318325 | AY999708 (Yam;ioc(:‘s‘;ta"'
Cesili7 | (GA)n ;Zﬁﬁéﬁggggégiigﬁig 57 | 7 209-300 | CU682571 <S;L(’)‘$g)e’
s |G [poeeceen | | 7 | e | e |

Tableau 5. Les marqueurs microsatellites en simplexe (Pontreau, 2012).
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2.1.2. Génotypage des margueurs microsatellites
2.1.2.1. Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a été réalisée a I'aide du QlAamp DNA Mini Kit de Qiagen. De 20 a
50 mg de branchies ont été prélevés sur chaque individu, comme indiqué dans le protocole
présenté en Annexe 1. Ces échantillons ont ensuite été stockés a —20°C jusqu’a I’extraction
d’ADN. Les échantillons de branchies des parents (F1) et des grands-parents (FO) ont, quant a

eux, été prélevés le jour des croisements puis conservés dans de |’éthanol a 70%.

Afin de gagner du temps, ’ADN des individus caractérisés pour la reproduction a été
extrait a I'aide de I'automate d’extraction Qiagen, le QiaCube, selon le méme protocole, a

I’exception de I’élution qui est réalisée dans 200uL de tampon AE.

2.1.2.2. Dosage de I’ADN par spectrophotométrie

Le dosage de 'ADN a été réalisé a I'aide du Nanodrop 2000. Cet appareil présente
I’avantage de mesurer la concentration de I’ADN sans dilution préalable. Il suffit de déposer
2uL de la solution ADN+tampon d’élution. Il fournit également les valeurs d’absorbance a
260 (A260) et 280 nm (A280) et calcule les rapports A260/A280 et A260/A230 afin de vérifier
I’'absence de contamination de I’ADN extrait par d’autres protéines ou par des solvants
organiques. Un extrait d’ADN est considéré comme pur lorsque le rapport A260/A230 est
compris entre 1,8 et 2,2 et lorsque le rapport A260/A280 est compris entre 1,8 et 2.
Cependant, les concentrations estimées par le Nanodrop ont tendance a étre surestimées : il
s'agit d’un dosage des acides nucléiques, par conséquent, I’ARN est également pris en

compte.

De plus, I'appareil présente graphiquement ces valeurs d’absorbance. Il est ainsi aisé
de distinguer une extraction d’ADN réussie (Figure 14, haut) d’une extraction d’ADN de

mauvaise qualité (Figure 14, bas).
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Figure 14. Profils d'absorbance de 2 échantillons d'ADN distincts. En abscisses, la longueur d'onde en nm. En
ordonnées, I'absorbance a 10 nm. En haut, un échantillon d'ADN pur caractérisé par une courbe lisse.
En bas, un échantillon d'ADN contaminé caractérisé par une courbe dégradée.

2.1.2.3. Vérification de la qualité des échantillons par migration sur gel d’agarose

La qualité des échantillons d’ADN de 56 individus par famille retenue pour la
recherche de QTLs a été vérifiée sur gel d’agarose a 1% avant leur envoi a la plate-forme de

génotypage de Toulouse pour le génotypage des SNPs (Figure 15).
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Figure 15. Dosage de I'ADN de 8 échantillons. Le marqueur de taille est déposé de part et d'autre.

2.1.2.4. Amplification de I’ADN : la PCR

La PCR permet de cibler un segment d’ADN particulier et de I'amplifier afin qu’il

devienne observable.

Elle consiste en une succession d’étapes induites par des variations de température.
Tout d’abord, une dénaturation de I’ADN-matrice permet la séparation des 2 brins d’ADN.
Puis, au cours de la phase d’hybridation, le couple d’amorces spécifique du segment ciblé se
fixe sur les séquences flanquantes du marqueur sur chacun des brins. Ensuite, une phase
d’élongation permet la polymérisation des brins d’ADN complémentaires a partir de chaque
amorce. Ces 3 phases constituent un cycle de PCR. Afin d’obtenir une quantité suffisante du

segment ciblé, 30 cycles sont nécessaires.

Les protocoles de PCR en simplexe et en multiplexe sont détaillés dans les Annexes 2

et 3.

2.1.2.5. Electrophorése des produits de PCR
2.1.2.5.1. Principe

Le génotypage a été réalisé a l'aide d’un séquenceur 16 capillaires (Applied
Biosystems 3130 x| Genetic Analyzer®). Celui-ci permet de génotyper 16 échantillons d’ADN

simultanément par le mécanisme de |'électrophorése. Le polymére entraine chaque
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échantillon le long d’un capillaire. Au cours de la migration, les fragments sont séparés en
fonction de leur taille qui pourra alors étre enregistrée puis analysée par le logiciel

Genemapper.

2.1.2.5.2. Protocole

Afin de gagner du temps et de l'argent, les produits de PCR des marqueurs amplifiés
en simplexe ont été regroupés par 2 lors du génotypage. Les produits de PCR en multiplexe
contiennent les produits d’amplification de 3 marqueurs différents. Afin de différencier les
profils d’électrophorese, les amorces des marqueurs microsatellites sont marquées a 'aide
de fluorochromes de couleurs différentes (Tableau 4): NED, de couleur jaune, HEX, de

couleur verte et FAM de couleur bleue.

A ces produits de PCR, on ajoute un mix composé de 9 uL de formamide (maintien
des fragments d’ADN simple brin malgré une étape de dénaturation de 5 minutes a 95°C) et
0,25 pL de marqueur de taille ROX® (permet au logiciel Genemapper de déterminer la taille
des fragments d’ADN amplifiés). Ce marqueur de taille, de couleur rouge, n’interfére pas
avec les couleurs des fluorochromes de marquages des amorces. Sa gamme (de 35 a 500pb)

couvre largement I'amplitude de taille des fragments étudiés.

2.1.3. Une utilisation des margueurs microsatellites : I’assignation de parenté

Le séquencage a haut débit présentant un co(t trés élevé, il a fallu choisir 3 familles
parmi les 12 retenues précédemment. Avant d’affiner notre choix, nous avons voulu vérifier
gu’aucun mélange accidentel entre les familles n’avait eu lieu. Pour cela, nous avons utilisé
un multiplexe de 3 marqueurs microsatellites, le Nicoplex (Taris et al., 2005), et nous avons
génotypé 8 descendants F2 par famille (4 morts et 4 survivants a |'épisode de mortalités
estivales 2010) ainsi que les parents F1 et les grands-parents FO. Aucun mélange n’ayant été
constaté, le choix s’est porté sur 3 familles dont les grands-parents avaient été sélectionnés
pour la survie. En effet, la sélection pour I'effort reproducteur n’ayant été réalisée que par
observation des gonades le jour du croisement, rien n’était sGr concernant ce trait. De plus,
ces familles permettaient d’observer la variabilité de I'effort reproducteur au sein de lignées

sélectionnées pour la survie.
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2.2. Les margqueurs SNPs

Un SNP (Single Nucleotide Polymorphism) est une variation d’'une seule paire de
bases du génome entre deux individus d’'une méme espece. Chez I'huitre creuse, on estime
gu’il existe un SNP toutes les 40 paires de bases en moyenne (Curole et Hedgecock, 2005 ;

Sauvage et al., 2007 ; Zhang et al., 2012).

2.2.1. Choix des marqueurs SNPs

En vue du génotypage, je me suis consacrée dés le début de ma thése a la recherche
bioinformatique de SNPs (SNPs in silico) sur la base de données SIGENAE. Ceux-ci devaient
répondre aux contraintes de génotypage imposées par la technique Illumina : absence de
polymorphisme dans une région de 120 bases centrée sur le SNP d’intérét, a I'extérieur des
régions répétées. Devant le petit nombre de SNPs obéissant a ces critéres (13), j’ai étendu
ma recherche en tolérant un faible polymorphisme au sein des régions flanquantes. Ceci a
permis d’atteindre le nombre de 91 marqueurs. Au cours de mes recherches, j'ai également
intégré 16 SNPs non répertoriés par SIGENAE. Cependant, les 107 SNPs ainsi trouvés ne
répondant pas a I'objectif de génotyper les individus pour 384 marqueurs SNPs, nous avons
demandé a Messieurs Christophe Klopp, coordinateur du projet SIGENAE au centre INRA de
Toulouse et Cédric Cabau du centre INRA de Tours de nous fournir une nouvelle liste de
SNPs répondant a des criteres moins sélectifs que ceux publiés sur la base de données en
ligne. En effet, pour qu’'un SNP apparaisse sur la base de données, il fallait au moins 7
séquences a la position du SNP dont au moins 3 portant |'allele minoritaire. Nous leur avons
demandé d’alléger ces contraintes en réduisant a 5 séquences a la position du SNP dont au

moins 2 portant I'alléle minoritaire.

Cette nouvelle recherche a permis d’allonger la liste de marqueurs SNPs potentiels en

portant leur nombre a 307 au total répartis de la fagon suivante :

e 78 SNPs répondant strictement aux criteres imposés par la technique Illlumina
e 217 SNPs dans les régions de 61 bases de part et d’autre contenant quelques

polymorphismes éloignés du SNP d’intérét
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e 12 SNPs non retenus par les 2 recherches mais répondant au critere

précédent

Pour finir, 77 SNPs in vitro ont été ajoutés a la liste. Ceux-ci proviennent en partie
d’un séquencage de genes potentiellement exprimés dans la gonade et 5 d’entre eux ont été

précédemment publiés (Bai et al., 2009).

2.2.2. Génotypage des marqueurs SNPs

L’ADN utilisé pour le génotypage des SNPs correspond a un sous-échantillon de
I’extraction d’ADN décrite précédemment. Le protocole utilisé a été fourni par les

plateformes de génotypage de Toulouse (Article 1 et Article 5) et de Bordeaux (Article 4).

2.2.3. Dosage de I’ADN par mesure de la fluorescence

La technique lllumina étant tres sensible a la quantité d’ADN réellement contenue
dans les échantillons, ceux-ci ont été dosés par mesure de la fluorescence. Un intercalant de
I’ADN, le PicoGreen®, est utilisé comme sonde fluorescente : sa fixation entre deux paires de
bases de la molécule d’ADN double brin induit la formation d’un complexe luminescent.
Celui-ci est excité a 510 nm puis le maximum de fluorescence est lu a 527 nm. Ensuite, la
valeur obtenue est comparée aux valeurs obtenues pour une gamme-étalon dont les
concentrations en ADN sont standardisées entre 0 et 100 ng/uL. Le protocole de dosage au

PicoGreen® est détaillé dans I’Annexe 4.

2.2.4. Développement des marqueurs SNPs
2.1.2.6. Principaux résultats détaillés dans I’Article 1

Cet article présente le choix de marqueurs SNPs et le développement de deux jeux de
384 marqueurs pour I'huitre creuse (Annexes 5 et 6) et I'huitre plate a l'aide de la
technologie BeadXpress lllumina. Le choix des SNPs a été réalisé a partir de séquences de
génes ou loci candidats pour des caractéres d’intérét, mais aussi a partir de bases de
données principalement transcriptomiques. Chez I'huitre creuse, qui nous intéresse dans le
cadre de cette thése, les SNPs du premier type, dit « in vitro », ont été principalement
détectés a partir de I'alignement de séquences d’échantillons d’huitres provenant de 24
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huitres grands-parents de familles F2 ségrégeantes au sein desquelles se trouvent les
familles étudiées au cours de cette these. Le second type de SNPs, dits « in silico », a été

eme

obtenu apres une analyse du 6 assemblage de la base de données transcriptomiques de
C. gigas (http://public-contigbrowser.sigenae.org:9090/Crassostrea_gigas/index.html). Un
total de 307 SNPs in silico et de 77 SNPs in vitro ont été choisis.

Le succés de génotypage est de 70,3% et le taux de conversion, qui n’inclut que les
marqueurs polymorphes, est de 60,4%. Ces chiffres sont tout a fait comparables a ceux
obtenus chez des especes dites non modeéles, c’est-a-dire ne disposant pas d’un nombre
important d’informations génomiques ni du génome complet, comme c’était le cas au début
de notre étude. Une analyse par simulation a également été réalisée afin d’estimer le
nombre minimal de marqueurs nécessaires pour permettre des assignations de parenté chez
cette espéce dans le cadre des programmes de sélection en cours de développement. La
simulation s’est fondée sur des plans de fécondation tels que ceux réalisés au sein
d’écloseries privées et sur les fréquences des alleles minoritaires estimées dans des
populations sauvages incluses dans ce jeu de données. Il semblerait que 150 marqueurs
SNPs permettent de réaliser, dans ces conditions, des assignations de parenté puissantes.

Un total de 1278 individus ont été génotypés avec ces marqueurs, dont 1084
appartenant a quatre familles ségrégeant pour la survie aux mortalités estivales de naissain
(partie IV). Dans un second temps, les SNPs n’ayant pas fonctionné dans ce jeu de
marqueurs, ont été remplacés par de nouveaux marqueurs a partir du geme assemblage de la
base de données huitre de SIGENAE et utilisés dans le génotypage de familles pour
lesquelles des QTLs liés a la reproduction et sa dynamique ont été recherchés (Partie I,

Annexe 8).
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2.1.2.7. Article 1 : Development of SNP genotyping arrays in two non-model shellfish
species

« Développement de puces de génotypages SNPs chez deux especes non-modeles de

coquillages »

Sylvie LAPEGUE, Estelle HARRANG, Serge HEURTEBISE, Emilie FLAHAUW, Cécile
DONNADIEU, Philippe GAYRAL, Nicolas GALTIER, Lucie GENESTOUT, Laetitia BARBOTTE,
Rachid MAHLA, Pierrick HAFFRAY, Christophe KLOPP — En préparation pour soumission a

Molecular Ecology Resources apres correction de I’Anglais.

Cette étude étant un travail d’équipe, il est important de préciser les tdches que j'ai

effectuées, seule ou accompagnée par les coauteurs :

e La production et I’élevage des huitres,
e [’extraction et le dosage de I’ADN au Nanodrop
e [e conditionnement de I’ADN en vue du génotypage

e |arecherche des SNPs in silico

2.1.2.7.1. Introduction

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) are the most common type of heritable
variation at the molecular level (Zhu et al., 2003) with for example around 4 million SNPs
having been validated in humans (Sobrino et al. 2005). Their abundance in animal and plant
genomes has led to their increased use in biological studies, from ecology to biology of
evolution, and make them a central tool for population and quantitative genetics studies.
They are widely used for genetic diversity analyses, the characterization of the genetic
population structure, but also high-resolution genetic mapping, fine mapping of Quantitative
Trait Loci (QTLs), linkage-disequilibrium based association mapping, parentage analyses, and
marker-assisted selection. However their development and genotyping still remains a
challenge in non-model species, for which the whole genome is still not sequenced and

assembled (Seeb et al. 2011).
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Molluscs are an important source of food for human consumption and are major
fishery and aquaculture species all over the world, accounting for approximately 27% of the
total aquaculture production (FAO 2009). By 2003, global production of the Pacific cupped
oyster, Crassostrea gigas, had expanded to 4.38 million tones, more than any other species
of fish, molluscs or crustacean. Besides, in Europe, mussels and the European flat oyster,
Ostrea edulis, remain an important aquaculture production based on natural recruitment in
natural populations (mussels: 490000 t; O. edulis: 2700 t; FAO, 2009). Therefore molecular
markers have been developed for decades to better characterize those species, populations
and to be used as breeding programs tools. After allozymes, several mitochondrial
sequences, AFLPs, microsatellites markers have been widely developed especially in the
Pacific cupped oyster, Crassostrea gigas, for which several hundreds are now available
allowing the development of first genetic maps (Hubert and Hedegecock 2004, Sauvage et
al. 2010). Even if microsatellites remain the most popular markers in population genetic
studies for non-model organisms (Guichoux et al. 2011) and to perform parentage
assignment in aquaculture (Estoup et al. 1998; Haffray et al. 2012), this trend may soon be
reversed in favor of SNPs due to the recent increase of commercially available genome-wide
SNP arrays and high-throughput customer designed genotyping of targeted variants for

biologically focused research.

There are two main differences between microsatellites and SNPs. First, as already
mentioned, SNPs are more numerous than microsatellites in the genome of most species.
On average, in the human genome, there is one SNP every 100-300 bp (Thorisson et al.
2005), compared to one SSR locus every 2-30 kb (Webster et al. 2002). Oysters are known
for their high genetic variability (Hedgecock et al. 2005): in Crassostrea gigas, one SNP per
60 pb in coding regions and 40 bp in non-coding regions has been observed (Sauvage et al.
2007) and in C. virginica, the density of SNPs was estimated to be one every 20 bp on
average (Zhang et al.,, 2010). In the European flat oyster a recent study provided the
estimations of an average density of 1 SNP every 76 bp in coding regions and 1 every 47 bp
in non-coding regions (Harrang et al. 2013). Second the mutation rate per generation differs

drastically between the two types of markers, with several orders of magnitude lower for
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the microsatellites (Ellegren, 2000). As a consequence SNPs are typically diallelic (Krawczak
1999) whereas microsatellites generally have high allelic richness, reaching up to 20 in the
European flat oyster (Taris et al. 2009; Lallias et al. 2010) and even 40 in the Pacific cupped
oyster (Rohfritsch et al. 2013). Consequently, several SNPs are often needed for a single
microsatellite to get the same resolution. Hence, on the basis of simulations, one may need
2 to 3 SNPs to have the same power than one microsatellite for linkage studies (Seddon et al.
2005). The ratio can be about 5 SNPs for 1 microsatellite in parentage analyses (Glaubitz et
al. 2003) and can reach 4-12 SNPs for one microsatellites in genetic structure studies
depending on the private alleles present in SNPs (Rosenberg et al. 2003) or 5-20 in
association studies (Ohashi and Tokunaga, 2003). In QTL detection and fine genome
mapping, increasing the number of markers is clearly of interest and their usefulness will

depend on the polymorphism present in the initial biological material.

The abundance of SNPs in plant and animal genomes together with the cost
reduction of detection and genotyping, and the increased throughput favor the usage of
SNPs in most studies. A large number of SNP genotyping technologies were developed in
recent years (Gupta et al. 2008) including medium to high throughput SNP genotyping
methods in non model species (Garvin et al. 2010). Among them the Golden Gate
Genotyping technology from lllumina that has been reported as a reliable technology
allowing to genotype large collections of samples (up to 480) for hundreds of SNP markers
(up to 3072), displaying high levels of SNP conversion rate and reproducibility (Ganal et al.
2009). This assessment was corroborated in outbred species with high levels of nucleotide
diversity (Grattapaglia et al. 2011). Therefore this approach was chosen for both oyster
species included in this study, which are undomesticated and very polymorphic at the
nucleotide level. SNPs can be detected by amplicon resequencing targeting specific genes of
by large in silico sequence resources. In both the Pacific cupped oyster and the European flat
oyster, large EST databases have been recently obtained (Fleury et al. 2009; Morga et al.
2011, 2012; Cahais et al. 2012) and allows the in silico approach whereas resequencing of
amplicon was already performed to detect a few SNPs in first linkage (Sauvage et al. 2010),

populations structure or evolutionary studies (Rohfritsch et al. 2013; Harrang et al. 2013).
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Therefore, we describe in this paper the discovery and design of the first sets of 384 SNP
markers, with the two in vitro and in silico detection approaches, both in the Pacific
(Annexes 5 et 6) and European flat oyster using the lllumina BeadXpress genotyping system.
As breeding programs are developing for the Pacific cupped oyster, we also included a
simulation analysis for this species in order to investigate the potential use of a sub panel of

the array in parentage analysis.

2.1.2.7.2. Material and methods
2.1.4.2.2.1. Biological material

For the Pacific cupped oyster, biological material consisted in 1084 individuals
involved in four different three-generation outbred pedigrees, used for linkage and QTL
mapping for survival to spat summer mortalities. Furthermore we added 194 samples from
five European wild and selected populations, for a total of 1278 individuals. For the
European flat oyster less individuals were used (1070 in total), however similarly consisting
in 434 individuals involved in two different three-generation outbred pedigrees used for

linkage and QTL mapping and 636 from 16 natural populations sampled all over Europe.

DNA was extracted from gills using a Wizard® DNA Clean-up System (Promega,
Madison, Wisconsin, USA) when the samples were collected in 70% alcohol and a QiAamp
DNA mini kit (Qiagen) when the samples where fresh or frozen. DNA quantification was
performed with a Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies, LLC, Willington,

DEL, USA).

2.1.4.2.2.2. SNP discovery and selection for array construction

For each species, two sets of sequences were considered. The SNPs that were
detected in sequences obtained by sequencing several individuals for candidate genes in the
lab will be referred as in vitro SNPs. The SNPs that were detected by aligning different

sequences from databases of contigs will be referred as in silico SNPs.

For the Pacific cupped oyster, in vitro sequencing investigated 103 loci from ESTs

developed in the Pacific oyster and retrieved from the Genbank database
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) as well as from specific libraries obtained in order to detect
gens involved in summer mortalities events (Fleury et al. 2009). Primers were designed using
the online software Primer3 (Rozen and Skaletsky 2000). For a first set of ESTs (61), 24
oysters belonging to a third generation of selection for the resistance to summer mortality
were used for this SNP discovery phase (Sauvage 2008; Sauvage et al. 2007). A second set of
ESTs (42) were added and 10 of the 24 oysters were used for sequencing as described in
Sauvage et al. (2007). Sequence alignment was performed with ClustalW via the BioEdit
interface (Hall 1999) and DNAMAN version 4.1 (www.lynnon.com). The validity of each SNP
was checked individually on nucleotide sequences and sequence alignments. Finally 5 SNPs

were added from the 20 developed by Bai et al. (2009).

For the in silico SNPs, we investigated the 6th assembly of the Crassostrea gigas EST
database (http://public-contigbrowser.sigenae.org:9090/Crassostrea_gigas/index.html). The
database contained results of the assembly of 55,851 public ESTs from dbEST and 417
Genbank MRNA sequences. The assembly, performed by tgicl
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/), produced an alignment file from which
1370 SNPs were extracted. We looked for SNPs that followed the initial criteria: a minimal
depth of 7 sequences with a minimal number of 3 identical alleles for the less frequent one,
and the absence of any other SNP in the 60 bp (left and right) segment flanking the analyzed
SNP. As those conditions appeared too stringent, not allowing us to get enough SNPs, we
relaxed those criteria with a minimal depth of 5 sequences with a minimal number of 2
identical alleles for the less frequent one, and the possibility to have another SNP among the

120 bp around the SNP, although not frequent and far from the analyzed SNP.

For the European flat oyster, in vitro sequencing investigated 40 loci from two EST
libraries (Morga et al. 2011, 2012). Primers were designed using the online software Primer3
(Rozen and Skaletsky, 2000). A total of 16 oysters from 4 different natural populations
collected on the Atlantic and Mediterranean coasts were used to investigate polymorphism.
The PCR and sequencing protocols were the same as in Harrang et al. (2013). Sequence
alignment was performed with ClustalW via the BioEdit interface (Hall 1999). The validity of
each SNP was checked individually on nucleotide sequences and sequence alignments.
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For the in silico SNPs, we investigated a beta assembly of the transcriptome of O.
edulis from the PopPhyl EST database (Cahais et al. 2012). Briefly, for O. edulis, this database
was constructed from RNA (extracted according to Gayral et al. 2011) of 8 individuals from
the natural range. The 454 and the Illumina reads have been assembled using a multi kmer
strategy (kmers : 37, 41, 45, 49, 53, 57 and 61 assembled with velvet version 1.1.03. Contigs
longer than 100 bp from every assembly were then meta-assembled with tgicl
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/). The lllumina reads have been remapped on
the contigs using bwa (0.5.9-r16) and a compressed alignment file has been produced using
samtools view (version 0,1,11). The alignment file was then used to call the SNPs with
samtools pileup and varFilter (version 0,1,11). We looked for SNPs that represented different
contigs, with a minimum depth of 20 to 500 sequences and no other SNP among the 120 bp
around the SNP. The Phred score was initially settled at 20 but could be increased to reach

the highest value (228) according to the high number of SNPs available.

2.1.4.2.2.3. SNP genotyping array

The lllumina GoldenGate technology (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) was used to
carry out the genotyping reactions in accordance with the manufacturer’s protocol (Lin et al.
2009, Fan et al. 2006). Respectively ten and four DNA samples were duplicated across the
different plates for the cupped and flat oyster assays, in order to assess the reproducibility of
the genotyping assay. One negative control (water) was also added to each of the 15 plates
of the two assays. Data generated from the BeadXpressTM reader were analysed with
GENOMESTUDIO software for automated genotype clustering and calling. A quality score for
each genotype was generated. GenCall and GenTrain scores measure the reliability of SNP
detection based on the distribution of genotypic classes (AA, AB and BB). A GenCall score
cutoff of 0.25 was used to determine valid genotypes at each SNP and the SNPs retained had
to get a minimum GenTrain score of 0.25. These scores represent stringent thresholds
previously applied in studies of different species (human: Fan et al. 2003; trout: Sanchez et

al. 2009; pine: Lepoittevin et al. 2010).

Then for each sample, the Call rate was calculated as the number of SNPs for which a

genotype was obtained. If the call rate of a sample was below the call rate of the negative
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control, the sample was discarded from the analysis. Furthermore, samples that showed a
GC50 too different (+0.01) from the mean of the samples were also discarded from the

analysis.

Clusters were visually inspected to ensure high quality data (Figure 16). SNPs that did
not show clear patterns of cluster separation were excluded from further analysis. It usually
corresponded to situations of cluster compression (i.e. when the homozygous clusters
normalized theta values were not in the [0, 0.1] or [0.9, 1] ranges). Indeed, the compression
of the BB homozygous cluster towards the AA cluster could result from a paralog gene

matching the A allele, increasing the signal for the A dye for both BB and AB genotypes.

The Minor Allele Frequencies (MAF) of each SNP was calculated in both arrays.
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Figure 16. Examples of clustering results obtained for the Ostrea edulis SNP array. Each dot represents a single
sample among a subset of 224 O. edulis samples and four SNPs. The y axis (Norm R) is the normalized
sum of intensities of the two dyes involved, and the x axis (Norm Theta) represents the normalized
Theta between 0 (homozygous for allele A) and 1 (homozygous for allele B).
(a) Pattern considered as successful and polymorphic with the three clusters (AA in red, AB in purple,
BB in blue). (b) Atypical pattern with two heterozygous clusters that was however considered as
successful as those two clusters encompassed samples from two different populations and the different
clusters were well separated. (c) Pattern considered as successful but monomorphic. (d) Pattern
showing ambiguous clustering with a low intensity, considered as a failed SNP

62



2.1.4.2.2.4. Parental assignment power

For the Pacific cupped oyster, for which several breeding programs are being
developed, we performed an analysis in order to determine an efficient and accurate SNP
panel for parental assignment. Therefore we used AccurAssign® software (Barbotte et al.
2012) that uses the probabilities of Mendelian transmission of the markers together with the
maximum of likelihood for in silico validation. Briefly, the genotypes of parents and offspring
of a given cross are simulated on the basis of the allelic frequencies of the markers in a set of
populations (here the set provided by 4 population samples of the Pacific cupped oyster).
Genotyping errors can be taken into account. Then the likelihood of a pair of parents for a
given offspring is estimated. When all the parents are present in the scheme, four situations
can be met: the pair of parents is correct, incorrect, one parent can’t be assigned, none of
the parents can be assigned. In this study we compared six panels of 50, 75, 100, 150 or 200
SNPs. The cross used to generate the simulated offspring involved 14 sires and 16 dams
(each sire is crossed with 3 dams), on 3 generations. Two hundreds offspring have been
generated in total. The genotypes of all parents and 200 offspring were generated, and a
genotyping error rate and a missing genotypes rate of respectively 1% and 5% were applied.
Then we compared the likelihood of each pair of parents considering the difference between

the first and second more likely pair of parents, and the four situations described above.

For the flat oyster, a total of 420 in vitro SNPs were detected in the dataset of 40
sequenced fragments. Among them, the indels (n=34) were discarded. Moreover, 347 SNPs
were also discarded because of neighboring polymorphisms or low functionality scores.
However as we wanted some genes of interest to be represented in the dataset of SNPs, we
kept a few (n=13) of them with neighboring polymorphisms. To favor genotyping,
polymorphic nucleotides were assimilated to degenerate nucleotides. In total, 52 in vitro
SNPs were included in the assay representing 35 different gene fragments. On the other
hand, a total of 1305 in silico SNPs fitted the proposed criteria. Therefore we chose the SNPs
with the highest Illumina Functionality score (>0.935) to complete the array with 332 SNPs
(Figure 17).
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Finally, for both species, the SNPs were mainly chosen in the highest ]10.9-1] class of
Illumina Functionality scores (Figure 17), especially for the in silico SNPs of O. edulis (100%).
However, SNPs with lower scores were kept (even lower than 0.6 as recommended by
Illumina) as (1) for in vitro SNPs as we wanted to try to keep as much as possible of SNPs
located in genes related to traits of interest, (2) for C. gigas we did not have a lot of SNPs
even after we relaxed the criteria. The list and characteristics of the SNPs in both arrays are

given in Tables S1 and S2.
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Figure 17. lllumina Functionality scores of the SNPs from the C. gigas and O. edulis arrays according to their in
vitro or in silico origin.

2.1.4.2.2.5. Reproducibility and success rate

According to the call rate and GC50 estimated for the samples, 24 C. gigas and 29 O.
edulis samples were excluded from further analyses, which correspond to a loss of
respectively 2.2% and 2.7 % of the samples. For the 10 replicated samples in the cupped
oyster and the 4 replicated samples in the flat oyster, the same genotype was observed over

the replicates within or between plates, yielding a reproducibility rate of 100%.
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Based on the GenTrain score and visual inspection of the cluster separation (Figure
16), 232 were considered as polymorphic for C. gigas, while 38 were monomorphic and 114
failed. For O. edulis 234 SNPs were polymorphic whereas 67 were monomorphic but 83
failed. The main difference between the two arrays, when considering the two types of SNPs
(in silico and in vitro), comes from the higher percentage of in vitro SNPs that failed
compared to in silico SNPs for O. edulis (Figure 18). Hence, for O. edulis, in vitro SNPs
showed significantly higher genotyping success compared to in silico SNPs (+30% with xz—test
P-value of 1.9e-06). For C. gigas, we observed an independency between the category of the

SNPs (failed, polymorphic, monomorphic) and its origin (in silico, in vitro) with x*-test P-value

of 0.05951.
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Figure 18. Percentage of SNPs for which the genotyping failed, or that were considered as polymorphic or
monomorphic according to their in vitro or in silico origin and for both arrays.

The GenTrain scores repartition of the polymorphic SNPs were very similar for both
species: 4% and 10% below 0.5, 50% and 50% between 0.5 and 0.8 and 47% and 39% above

0.8, respectively for C. gigas and O. edulis polymorphic SNPs.

We measured the global success of the genotyping assay with the success rate which
corresponds to the number of SNPs that were successfully genotyped divided by the total
number of SNPs in the assay. This rate includes both monomorphic and polymorphic SNPs.
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Then we measured the conversion rate which corresponds to the number of polymorphic
SNPs only divided by the total number of SNPs in the assay, as defined by Fan et al. (2003).
For C. gigas, the global success rate was 70.3% and the conversion rate 60.4%. Those rates
were very similar to those measured for O. edulis with 78.4% for the global success rate and

60.9% for the conversion rate.

Interestingly, this success was not strictly correlated with the lllumina Functionality
score (Figure 19) but showed a significant increase after the score of 0.7, between 65 and

80% for C. gigas and 60 and 81% for O. edulis (respectively P-values of 0.0027 and 0.0001).
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Figure 19. Percentage of SNPs that were genotyped with success in relation with their Illumina Functionality
score for both arrays.

Finally MAF indicated a biased frequency for low frequencies for C. gigas as 30% of

SNPs (Figure 20).
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Figure 20. Allele frequency spectrum for the 232 and 234 polymorphic SNPs genotyped respectively in C. gigas
and O. edulis populations.

A subset of 203 SNPs successfully genotyped on 156 samples from four European
wild and selected populations were focused on in order to characterize the power of SNP
panels for assignment. Estimations of mean MAF in those four populations were all very

close to 0.3 (Figure S1).

2.1.4.2.2.6. Power of SNP panels for assignment

Based on the estimation of MAF in a subset of 203 SNPs and four wild and selected
populations, simulations were performed in order to test the power of assignment of several
SNPs panels (Figure 21). When all the parents are present in the scheme, four situations can
be met: the pair of parents is correct (in green), incorrect (in red), one parent can’t be
assigned (in dark blue), none of the parents can be assigned (light blue). In this study we
compared six panels of 50, 75, 100, 150 or 200 SNPs. From 150 markers, we can observe that
no pairs of parents were incorrect and the group of offspring assigned to their both parents
can be distinguished from false positive results linked to one or two parents missing.
Therefore we can consider that at least 150 markers from this panel with a mean MAF of 0.3

are useful to perform a powerful parental assignment.
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2.1.2.7.3. Discussion

In non model species a classical approach to discover SNPs relies on sequencing
random genomic DNA fragments (Primmer et al. 2002) or targeting conserved regions of
orthologous sequences from closely related species (Aitken et al. 2004). In oysters, this
second strategy was initiated thanks to the availability of candidate genes of interest for a
better understanding of the physiology, reproduction, immunology of this species (Huvet et
al. 2004; Renault et al. 2011). However this approach yielded in a relatively low number or
markers for an important effort, but a real contribution of those markers to better
characterize the genetic structure of populations (Rohfritsch et al. 2013) and develop genetic
maps and allow the detection of QTLs of traits of interest in aquaculture (Sauvage et al.
2009). Moreover SNPs derived from ESTs are located in functional genes allowing

establishment of potential links between functional genetic variation and those traits.

Among the variety of technologies available for SNPs genotyping, our main concern
was the flexibility in terms of multiplexing and lllumina’s Goldengate assays were allowing
48-384 loci to be genotyped in a single reaction with the BeadXpress platform and 96-1536
with BeadArray platform. Hence we did not know how many SNPs could be retrieved after
the in silico analyses. When comparing both oyster species, we can see that the database
availability is of importance. Hence we had to be less stringent for C. gigas SNP discovery in
order to retrieve enough SNPs to be submitted to Illumina. This can be observed in the lower
proportion (60%) of in silico C. gigas SNPs with Illumina functionality score comprised
between 0.9 and 1, compared to the 100% in silico SNPs available in this same category for
O. edulis SNPs. However when comparing the genotyping success between both species, the
main difference between the two arrays, comes from the higher percentage of in vitro SNPs
that failed compared to in silico SNPs for O. edulis (+30%, Figure 18) leading to a bad
conversion rate for those in vitro O. edulis SNPs. We did not observe this for in vitro C. gigas
SNPs although the repartition of in vitro SNPs for C. gigas and O. edulis were very similar
between the classes of Illumina functionality scores (Figure 17). Contrary to our
observations, a different conversion rate pattern between in silico and in vitro SNPs is more

generally expected in favor of in vitro SNPs (e.g. Lepoittevin et al. 2010). Hence, genotyping
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failures could arise from low quality of SNPs flanking sequences, or from the presence of an
exon-intron junction near the SNP of interest (Wang et al. 2008). However error sequencing
could either be observed in both in vitro or in silico SNPs as this step is performed in both
cases, leading to false-positive SNPs (pseudo-SNPs). In our case, this difference between the
two arrays could be partially due to the impact of the sample size at the SNP discovery step
on the conservation rate (Lepoittevin et al. 2010) as 24 samples were sequenced in C. gigas

and 16 samples in O.edulis.

It has to be noted that the C. gigas database is regularly updated and the last
assemble performed is the 8" one in March 2011 (http://public-contigbrowser.
sigenae.org:9090/Crassostrea_gigas/index.html). Although the database we explored in
2009 contained results of the 6™ assembly of 55,851 public ESTs from dbEST and 417
Genbank mRNA sequences, this same database is now containing results of the g assembly
of 1,013,570 public ESTs from dbEST and Genbank mRNA sequences. Therefore we can

expect a far higher number of potential SNPs to be included in future genotyping arrays.

Besides, without considering the SNP origin criteria, both arrays were very similar in
terms of GenTrain scores repartition of the polymorphic SNPs with 4% and 10% below 0.5,
50% and 50% between 0.5 and 0.8 and 47% and 39% above 0.8, respectively for C. gigas and
0. edulis polymorphic SNPs, indicating a good success of genotyping. When those rates were
completed by a visual inspection of the clusters, the global success rates were respectively
70.3% and 78.4% for C. gigas and O. edulis, and the conversion rates were respectively
60.4% and 60.9%. Those conversion rates are relatively slower when compared to those
obtained in non-model species such as 66.1% to 71% in Eucalyptus (Grattapaglia et al. 2011),
or 66.9% and 68.75% the maritime pine (Lepoittevin et al. 2010; Chancerel et al. 2011) but
higher than the 40.6% obtained in catfish (Wang et al. 2008). It is however very far from the
success rates obtained in model species which can rely on much more genomic databases or
even whole genomes sequenced such as soybean (Hyten et al. 2008), barley (Rostoks et al.
2006), pea (Deulvot et al. 2010), maize (Yan et al. 2009), or barrel medic (Loridon et al. 2013)
that often exceeded 80%. However the conversion rate can drastically vary upon the
screening population used to detect SNPs. Hence this rate can be as low as 12.5-19.5% or
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12.3-18.4% in F2 mapping families in maritime pine (Chancerel et al. 2011) or sugar pine
(Jermstad et al. 2011) for SNPs that were not a priori screened for their polymorphism in the
mapping pedigrees. On the contrary, it can reach 86% in a 384-array that was designed on
the polymorphisms of the parents of the map in a non-model species such as Cucurbita pepo
(Esteras et al. 2012). In non model species more particularly, genotyping failures may be due
to (1) low quality of SNPs flanking sequences, (2) the presence of an exon-intron junction
near the SNP of interest, or (3) the assembly and/or amplification of paralogous sequences,
leading to false-positive SNPs. In this last case, it has been observed the shifting of the two
homozygous clusters together, leading to a “cluster compression” (Hyten et al. 2009; Yan et
al. 2010). Therefore those SNPs patterns have been discarded even when showing a clear

cluster separation.

Finally this GoldenGate technology appears robust for genotyping even in non-model
species. Hence although the functionality score calculated by the lllumina Assay Design Tool
is a first indication on the likelihood for a SNP to be successfully genotyped, it appears that
SNPs with low scores can however be genotyped. This is particularly important when SNPs of
interest need to be included in an assay, for example if they represent loci of interest
(outliers in population genetics or QTLs to be included in a genotyping panel in selection). In
the two oyster arrays, 30 to 50% of SNPs with scores below 0.7 could be genotyped. Upon
this score, the genotyping success increased importantly between 60 to 80%. This is in
agreement with different studies performed in non model species (Lepoittevin et al. 2010;
Pavy et al. 2008) and with Illumina’s recommendations of using only SNPs with a
functionality score above 0.6 to ensure a high success rate for the array. However in oysters’
arrays, this threshold seems to be 0.7 for a clear improvement. Both arrays were very
powerful as we observed an excellent reproducibility and as only a few samples had to be
excluded. It has to be noted particularly for the C. gigas array as half of the individuals from
the QTL families were dying when sampled, that led to a lower DNA quality, which however

did not reduce notably the genotyping results.

When considering the informativeness of such arrays in different kind of studies, the

MAF parameter is of interest in order to be aware of potential biases in interpreting
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genotyping data. For example rare alleles might influence the estimations of parameters in
population genetics (ref). In our oyster arrays, we observed a particularly high number of C.
gigas SNPs showing a low MAF (31% of the SNPs with a MAF below 10%). This could be a
consequence of the panel used to detect in vitro SNPs included in the assay. Hence in vitro
SNPs were detected on a small number of animals being the parents of QTL families and
originating of Marennes-Oléron bay. However the proportion of in vitro SNPs among all SNPs
with a MAF below 0.1 was the same order as the proportion of in vitro SNPs in the
polymorphic panel of SNPs (respectively 20 and 17%). Consequently this high number of
SNPs with a low MAF is mainly based on in silico SNPs. The difference of stringency applied

for the SNP discovery of both arrays could explain this result.

Although next-generation genotyping promises to become a powerful force for
population genomics and genomic selection, low to medium arrays will continue to be
sufficient for many applications especially in non-model species (Seeb et al. 2012). The
powerful and flexibility of those arrays will be used in several flat oyster population studies
at the European and more regional scale in order to characterize the genetic diversity and
structure of oyster populations, potentially identify discontinuity in the distribution of allele
frequencies and signature of selection. The C. gigas panel will be tested for the
characterization of the very closely related sub species C. gigas and C. angulata (Huvet et al.
2004) in order to confirm admixture observed in nature and characterize a set of diagnostic
markers for the development of tools to be applied for conservation and management of
both species (e.g. Pritchard et al. 2012; Burgarella et al. 2009). This panel will also be used to
characterize the French cupped oyster resources at the origin of programs of selection.
Furthermore it might allow a better characterization of the QTLs detected for a better
survival to spat summer mortalities (Sauvage et al. 2010). Without already thinking of
Marker Assisted Selection, medium-throughput genotyping technologies can already be
useful in oyster breeding programs that are currently developing in providing tools
improving the management of stocks or the phenotyping of mixed families in hatchery.
Therefore we performed a simulation analysis in order to identify a first order of magnitude

of markers that might be necessary to provide a powerful tool for parental assignment in the

72



cupped oyster. For the four wild oyster populations we observed a mean MAF close to 0.3
for a subset of our panel, which is also the value observed after the genotyping of families
produced in shellfish hatcheries (Haffray et al. 2013). Therefore we based our simulations on
this value and observed that at least 150 markers from this panel with a mean MAF of 0.3
are useful to perform a powerful parental assignment. This result was the same order of
magnitude that the one estimated for French bovine parental assignment (Barbotte et al.
2012), however considering crosses that are relevant for shellfish hatcheries (P. Haffray,
pers. com.). This panel could be useful in parental assignment in breeding programs but also
in restocking programs that are considered for the Pacific cupped oyster. Finally those first
SNP panels are prone to be improved, especially the C. gigas one thanks to the availability of

new transcriptomic assemblies and the recently sequenced genome (Zhang et al. 2012).
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3. Nouvelle technique de suivi de la gamétogeneése : I'lmagerie par

Résonance Magnétique
3.1. Contexte

On considere que I'effort reproducteur peut étre approché par la taille de la gonade.
La taille de la gonade de I'huitre creuse est estimée via une coupe histologique. Bien
gu’efficace, cette méthode s’avere destructive : la coupe dans la masse viscérale entraine
nécessairement la mort de I'animal. L’histologie ne permet donc pas le suivi d'un méme
individu pendant la totalité de la période de gamétogenéese. Or, dans le cadre de ma these, il
apparaissait indispensable d’en apprendre davantage sur le comportement physiologique
des individus au cours d’une saison de reproduction incluant un épisode de mortalité

estivale.

Des études précédentes (Pouvreau et al., 2006 ; Hatt et al., 2009) ont mis en
évidence que I'IRM permet d’observer I'anatomie de I'huitre a travers sa coquille et, par
conséquent, sans incidence apparente sur la survie de I'animal. De plus, la richesse en lipides
de la gonade de I'huitre en fait un organe facilement observable par IRM et I'observation des
animaux au cours de plusieurs séances IRM offre la possibilité de suivre son évolution au

cours d’une saison de gamétogenese.

Si le maintien en vie des individus était un argument de poids dans le choix de cette
nouvelle technique, il fallait également s’assurer que les conclusions tirées de I'observation
des images étaient comparables aux observations classiques. Nous avons donc sacrifié un
échantillon d’individus pour procéder a des coupes histologiques a l'issue de différentes

séances d’IRM.

3.2. L’Imagerie par Résonance Magnétique

L'Imagerie par Résonance Magnétique est une technique d’imagerie couramment
utilisée par le corps médical. Non-invasive, elle permet d’observer l'intérieur du corps du
patient sans avoir besoin de l'irradier. En effet, elle repose sur les propriétés quantiques des
noyaux atomiques: un aimant tres puissant diffuse un champ magnétique qui permet

I'alighement des moments magnétiques de spin propres a chaque particule. Puis, des
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champs magnétiques oscillants moins intenses modifient cet alignement pour produire un
signal électromagnétique. C’'est ce signal qui sert a localiser les différents tissus via I'IRM. Les
huitres ont été imagées par un appareil d'IRM médical, le Siemens Avanto 1,5T (Figure 22),
au sein de l'unité PRISM de I'IRSTEA de Rennes. Afin que le champ magnétique soit le plus
homogene possible, les huitres ont été placées a I'intérieur d’'une antenne téte (Figure 23),
prévue pour explorer I'encéphale humain. Pour pouvoir imager 15 huitres simultanément,

un systeme de plateaux en plexiglass superposés a été concu (Figure 24).

Figure 22. Siemens Avanto 1,5T.

Figure 23. Antenne téte utilisée pour homogénéiser le champ magnétique autour des huitres.
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Figure 24. Systéme de plateaux congu pour I'imagerie des huitres.

3.3. Validation de la technique d’Imagerie par Résonance Magnétique

3.3.1. Principaux résultats détaillés dans I’article 2

La comparaison des images obtenues par IRM et par histologie a été réalisée a deux

niveaux :

d’un point de vue qualitatif, nous avons pu définir une échelle de stades de
maturité inspirée de I'échelle de Steele et Mulcahy (1999) mais fondée sur les
critéres observables sur les images IRM. Nous avons également pu définir des
critéres objectifs pour identifier le sexe des individus matures. En effet, les
gonades femelles apparaissent a un niveau de gris plus élevé (donc plus clair)

que les gonades males (Figure 25).

Figure 25. Images obtenues par IRM de deux huitres creuses matures,
une femelle (a gauche) et un mdle (a droite).

d’un point de vue quantitatif, une corrélation fortement significative a été
mise en évidence entre la surface gonadique mesurée sur les images IRM et la
surface gonadique mesurée sur les images des coupes histologiques. Une
corrélation fortement significative a également été identifiée entre cette

derniere et le volume de la gonade estimé grace a I'ensemble des images IRM
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(Figure 26). Cependant, des éléments somatiques de niveaux de gris
équivalents a ceux de la gonade ayant pu étre intégrés a I'estimation de ce

volume, une incertitude de 'ordre de 29% demeure sur la valeur du volume

gonadique.
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Figure 26. Corrélation entre la surface gonadique estimée sur les coupes histologiques et le volume gonadique

estimé a partir des images IRM.

3.3.2. Correction des incertitudes

L'article 2 fait état d’une incertitude de 29% pour l'estimation du volume de la

gonade. Celle-ci avait été estimée a partir des écarts a la droite de régression entre le

volume de la gonade estimé par IRM et la surface de la gonade estimée par histologie

(Figure 26). Afin d’amoindrir cette incertitude, les images a I'origine des points extrémes ont

été réexaminées. Les écarts importants étaient dus a des anomalies de I'image. La correction

de ces anomalies a permis de réduire I'incertitude. Cependant, les différences induites par la

position des huitres sur les plateaux n’ont pas pu étre compensées par le calcul d’un terme

correctif. En effet, le scanner utilisé est réglé automatiquement et I'expérimentateur n’a pas

réussi a intégrer un terme correctif dans les parametres.
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3.3.3. Article 2 : « Gonad volume assessment in the oyster Crassostrea gigas: Comparison
between a histological method and a magnetic resonance imaging (MRI) method »

« Evaluation du volume de la gonade de I'huitre Crassostrea gigas: Comparaison
entre une méthode histologique et une méthode d’Imagerie par Résonance Magnétique

(IRM) »

Emilie FLAHAUW, Stéphane QUELLEC, Armel DAVENEL, Lionel DEGREMONT, Sylvie
LAPEGUE, Philippe-Jacques HATT— Publié dans Aquaculture en 2012

Cette étude étant un travail d’équipe, il est important de préciser les tdches que j’ai

effectuées, seule ou accompagnée par les coauteurs :

e La production, I’élevage, le conditionnement et le marquage des huitres,
e [’histologie, de la fixation a I'analyse des coupes,

e [’analyse des images IRM.
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Previous studies comparing Crassostrea gigas selected lines with different susceptibility to summer mortality
concluded that the higher the reproductive effort the lower the survival. But they were lacking individual follow up
of this reproductive effort which would be of great interest to help us to understand the physiology of the oysters
facing summer mortalities. The most frequently used method for assessing the volume of the gonad is to measure
the area it occupies on histological sections. Gonad measurement by magnetic resonance imaging, in contrast, is
non-destructive and therefore makes it possible to assess individual evolution as well as to compare individuals.
The present study compared the values of gonad volume by this method with the values of gonad surface obtained
by the histological method. The two methods were used successively to assess the volume of the gonads of the
same individual oysters at different maturation stages. There is a very highly significant linear relation between

Keywords:
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Histology the results of these two methods. The estimated uncertainty about the volume value is 29%. Causes of this uncer-
Magnetic resonance imaging tainty are considered and discussed.
MRI

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Oysters are a major aquaculture species produced along the coasts of
France. In 2010, the total French production consisted of 82 800t Pacific
oyster Crassostrea gigas and 1300 t European flat oyster Ostrea edulis
(FranceAgriMer, 2011). However, since 2008, significant mortality has
affected C. gigas spat in all French oyster production areas. Over the
years, these high mortality rates have led to seed-supply problems in
most shellfish farming areas. Moreover, both types of spat — hatchery
and capture - are affected by the phenomenon. As resistance to summer
mortality is a highly heritable character (Dégremont et al., 2010), genet-
ic selection is underway to improve the survival of farmed oysters. A
national programme has been established that will select improved
strains and distribute them to oyster farms. The diagnosis of the causes
of these mortalities is based on the analysis of environmental factors,
farming practices, occurrences of new pathogens, and oyster physiology
(Huvet et al., 2010; Samain et al., 2007; Segarra et al., 2010).

The common practice for studying oyster biology in oyster beds
is to sacrifice sampled oysters and make direct observation of their
whole soft tissues and microscopic observation of histological sections.

Abbreviations: ANOVA, Analysis of variance; MRI, Magnetic resonance imaging;
ROI, Region of interest.
* Corresponding author. Tel.: + 33 5 4676 2649; fax: +33 5 4676 2611.
E-mail address: pjhatt@ifremer.fr (P.-]. Hatt).

0044-8486/% - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2012.10.008

Consequently, oysters cannot be followed individually over time, which
prevents the measurement of some physiological parameters and, more
importantly, prevents the monitoring of individual phenotypes over the
maturation period. A new technique has recently been tested that offers
a non-destructive alternative to these methods. The first analyses of
C. gigas by magnetic resonance imaging (MRI) (Davenel et al., 2006;
Pouvreau et al,, 2006a) concluded that the MRI technique is able to quan-
tify the volume and mass of the whole flesh and of some organs in a
non-destructive way, thereby allowing the observer to follow the growth
of individual oysters over time. Considering the large investment oysters
make in reproduction (Bourles et al, 2009; Deslous-Paoli and Héral,
1988; Pouvreau et al, 2006b) and the observation of selected oyster
lines with different gonad average sizes and different susceptibilities to
summer mortality (Huvet et al,, 2010; Samain et al., 2007), the gonad
was considered a priority organ for study. Further research using the
MRI method highlighted a positive relationship between the effort devot-
ed to reproduction and subsequent growth of the tissues and showed that
growth variability within a group of oysters was overestimated by the
more commonly used histological method (Hatt et al., 2009).

The most commonly used method for assessing the volume of the
gonad is to measure the area it occupies on histological sections
(Fabioux et al., 2005). The present study compared gonad measure-
ment by MRI with gonad measurement by the histological method,
applying the two methods successively to assess the volume of the
gonads of the same individual oysters.
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2. Materials and methods
2.1. Oysters

The 300 oysters used in this study were all members of a single bi-
parental full-sib family, from a second laboratory generation (F2 family).
Reproduction and larval rearing took place at the Ifremer hatchery in La
Tremblade (Charente-Maritime, France) in February 2010. Post-larval
rearing was also done at this hatchery. Afterwards, the oysters were
grown on at the Ifremer nursery in Bouin (Vendée, France) from April
to October 2010. They were then transferred to the Agnas area of the
Marennes-Oléron oyster parcs (France) where they were reared at
50 cm from the ground in oyster bags, with approximately 150 oysters
per bag.

2.2. Magnetic resonance imaging

These oysters were imaged on the PRISM facilities at Irstea
(Rennes, Brittany, France) on 4 April, 5 May, and 7 June 2011. They
were transported out of water between La Tremblade and Rennes (time
of transport between 4 and 14 h) in coolers to limit temperature stress,
covered with cotton clothes soaked in seawater. In clear seawater many
oysters kept closed and could not expel air bubbles. Therefore, prior
to MRI scanning, they were placed in vats containing phytoplankton-
enriched seawater from the La Tremblade hatchery. After one hour,
most of the oysters had opened their valves and had filtered water from
the tray, thus expelling most of the air bubbles that had become trapped
between their valves during transport. The few bubbles that remained in
the oysters were clearly visible on the MR images and their volume was
measured and corrected for when making oyster volume measurements.
The epibionts were brushed from the shells and then the shells
were dried with tissues to limit parasitic signals, without any
other modification.

MRI measurements of oysters were performed with a Siemens
Avanto imager operating at 1.5 T (63.86 MHz), equipped with a “head”
probe, which allowed the simultaneous examination of 15 oysters placed
on five levels. A T1-weighted 3D gradient echo sequence provided 52
contiguous images, highlighting animal tissues, particularly gonadic
tissues.

The main parameters of the MRI protocol were:

- Dimensions of the observed field=161.9x185 mm? (matrix:
280x320)

- Dimensions of the pixel on transverse cuts =0.58 x 0.58 mm?

- Distance between two successive transverse cuts=1.5 mm,
making the dimensions of the voxel 0.58 x0.58 x 1.5 mm?

- Repetition time =11 ms; echo time =3.01 ms; flip angle =20°

- Number of transverse cuts across the volume =52

- Filters= correction distortion + standard pre-acquisition + elliptical
filter

- Time of acquisition for 52 sections=12 min 56 s (number of
excitations =6)

An algorithm based on a 3D Object Counter plug-in using the Image]
software (developed by Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, MD and available by ftp at zippy.nimh.nih.gov/ or http://
rsbweb.nih.gov/ij/index.html) was used to extract an image stack of
each oyster and calculate its grey-level stack histogram.

2.3. Histology

Forty two oysters were sampled the day after MR imaging, 10 on
April, 10 on May and 22 on June, They were selected on view of MRI
so the sample comprised males and females of various gonad size and
development; no fully immature adults were observed. For each sam-
ple, histological sections were prepared as described in Fabioux et al.
(2005). Briefly, 3-mm cross sections of the visceral mass were excised

in front of the pericardial cavity and immediately fixed in Davidson's
solution (Shaw and Battle, 1957) for 48 h. After dehydration and
paraffin wax embedding, 5-um sections were cut, mounted on glass
sections, and stained with Harris' hematoxylin-Eosin Y (Martoja
and Martoja-Pierson, 1967).

2.4. Qualitative analysis of histological sections

All the 42 sampled oysters were analysed. Sex and gamete maturation
stages were determined under a light microscope according to the repro-
ductive scale of Steele and Mulcahy (1999). Only the three stages detailed
by Huvet et al. (2010) were observed. Briefly, stage 1 was assigned when
there were no mature gametes, stage 2 was assigned when there were
maturing gametes, and stage 3 was assigned when the gonad was full
of mature gametes.

2.5. Analysis of images of histological sections

Histological sections were also scanned with a digital scanner
(Hewlett Packard Scanjet 7400c), and images were saved in TIFF format.
Tissue areas were measured using IMAQ Vision Builder image analysis
software (National Instruments Corp, Austin, Texas, USA). Firstly, each
image was transformed to greyscale. Then, a first region of interest
(ROI) was drawn using a graphics tablet (Wacom Bamboo Pen and
Touch, Wacom, Tokyo, Japan) to remove areas corresponding to gills
and other peripheral tissues. The surface of this ROI was considered as
the whole flesh section area. Finally, a second ROI was plotted to re-
move digestive gland cells. Gonadic cells were detected by adjusting
the grey-level threshold specific for this tissue, and the gonadic area
was automatically calculated in pixels (Heffernan and Walker, 1989).

2.6. Analysis of MRI images

For each of the 42 oysters, an image was chosen from the MRI scan
that was as close as possible to the histological section made in front
of the pericardial cavity, clearly visible on the images as a dark mass.
This selected image was analysed using Image] software. Using the
“Threshold” macro and the image of the histological section as a ref-
erence all pixels that appeared as part of the oyster flesh were select-
ed. The threshold value was an average of 96 for all oysters. The
number of pixels thus selected was then multiplied by the surface

Table 1

Parameters of linear regressions between measurements made on the histological sec-
tions (explanatory variable) and on the MRI (explained variable) (***: p<0.001;
**: p<0.01; *: p<0.05; n.s.: not significant). These relations are based upon a sample
of 42 oysters of different sex (2 undetermined, 26 males and 14 females) and different
maturation stages (1 immature, 5 at stage 1, 8 at stage 2 and 28 at stage 3).

Parameters Value  Standard error Student'st p (>|t])
Whole-body surface (mm?)
Y-intercept 93 12 74 e
Regression coefficient 0.57 0.05 10.7 Jg=13us
F Fisher 115
Gonad surface (mm?)
Y-intercept 11 6 1.9 0.06 n.s.
Regression coefficient 0.65 0.04 14.7 2D 15uae
F Fisher 216"**
Gonad surface on histological

sections (mm?) and gonad

volume on MRI (mm?>)
Y-intercept 1345 194 6.9 2@ 0Bwx
Regression coefficient 14.3 1.6 9.2 gt
F Fisher 84**
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Fig. 1. Histological sections (left) and closest original MR image (right) of an oyster at maturation stage 1 (upper) and an immature oyster (lower).

of the pixel (0.58 x0.58 mm?). This value was taken as the surface of
the oyster flesh on the image.

In the “Threshold” macro, the lower and upper threshold values
were adjusted to select pixels that could be considered as part of the
gonad by reference to the histological section. However, these pixels
were selected according to their grey-level, and some were clearly a
part of other organs, mainly gills, gut, and digestive gland. A polygon
was drawn around the gonad, once again by making reference to the
histological section. The pixels within this polygon were considered as
belonging to the gonad, and their number was multiplied by the unit
surface of the pixel. Preliminary trials, done using the same method in
previous years (Davenel et al., 2006; Hatt et al., 2009), concluded that
the grey-level for mature gonads on MRI was between 166 and 510.
On the grey-level histograms established on whole oyster body soft

tissues with the methods described in subsection 2.2, all the voxels
above 165 were counted as a part of the mature gonads. The volume
of the gonad was then computed by multiplying the number of the se-
lected voxels by the voxel unit volume (0.58 x0.58 x 1.5 mm?).

2.7. Data analysis

To determine relationships between the measurements made on the
MR images and those made on histological sections, linear regressions
were tested using the “linear model” function of the R software package
(available at http://www.r-project.org/). The surface values measured
on histological sections were used as explanatory variables, and the
values from measurements on the MR images as variables to explain.

Fig. 2. Histological sections (left) and closest original MR image (right) of oysters at maturation stage 2, male (upper) and female (lower).
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Fig. 3. Histological sections (left) and closest original MR image (right) of oysters at maturation stage 3 (upper), male (upper) and female (lower).

The residual values from the linear relation were analysed with a
two-way analysis of variance (ANOVA) using the function “ANOVAs”
of the R software package (R Development Core Team, 2011) soft-
ware. This allowed us to assess the contribution of the residual values
of some factors such as the sex of the gametes and the maturation
stage of the gonad to the variance.

3. Results
The results of the data analysis are given in Table 1; all relationships
were established from measurements made on 42 oysters. The gross

weights were 9 to 27 g and the total wet flesh volumes measured on
MRI from 2.2 to 9.1 cm?.

T - Maturation stage 1

6000

3000

Gonad volume from MRI (mm3)

A Maturation stage 2

Histological sections analysis led to the conclusion that, among the
forty two oysters, 26 were males, 14 females and 2 undetermined. A
fully mature gonad was observed on 28 oysters (16 males and 12
females), a mid-mature on 8 (6 males and 2 males), an incepting on 5
(4 males and one undetermined), and one showed no gonad.

Figs. 1-3 show selected examples of histological sections and the
MR images of oysters for each maturation stage, one without any vis-
ible gonad, one stage 1 (undetermined), one male and one female for
stage 2 and for stage 3.

The grey-level of the female gonad is higher than that of the male
gonad for both maturation stages. On the histological sections, vesicular
cells are clearly distinct inside the gamete crown. In the same location on
the MR], the pixels have a grey-level that is higher than that of gamete

O Maturation stage 3

t
0 100

t
200

Gonad surface from the histological slide (mm?2)

Fig. 4. Relation between the gonad surfaces measured on the histological section and the gonad volume measured on the whole MRI. The different symbols indicate the different

gonad maturation stages observed on the histological sections.
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pixels. The grey-level of the digestive tract is frequently amongst the
highest levels on the MRI. This might be due to the phytoplankton that
the oysters ingested when they were stored in phytoplankton-rich sea-
water before being passed through the scanner.

The whole body is clearly visible on the MR images. As a validation
test for the whole body, we first tested the relation between the assessed
surface on the histological section and that on the closest MR image.
Because this relation was very highly significant, we then tested the
relation between the gonad surfaces measured on the histological sec-
tion and those on the closest MR image. Finally, because this relation
was also very highly significant, the relation between the gonad surface
measured on the histological section and the gonad volume measured
on the whole MRI was then assessed.

The value of the Y-intercept of the last relation is significantly higher
than zero. The linear relation between the gonad surface from the histo-
logical section and the gonad volume from the MRI is shown in Fig. 4,
with a point for each oyster. From this relation, we estimated that
there was an uncertainty of 29% for the volume value measured by
MRI (p<0.05) on the scope of sampled sizes.

The gonad volume from the whole MRI corresponded to the number
of voxels in which the grey-level was above 165. This included other
organs, such as the vesicular cells and the digestive tract, observed on
the MR image.

The volume of these organs varied among the maturation stages, and
the grey-level of the gonad on the MR image was lower for males than it
was for females. From these observations, the influence of maturation
stage and sex was tested on the above linear relation. Two-way ANOVA
on the residual values from this linear relation showed no difference be-
tween males and females or among maturation stages.

4. Discussion and conclusions

The surface values obtained from transverse sections examine by
the two methods were very highly correlated for both the whole body
and the gonad alone. The volume of the gonad measured by MRI was
very highly correlated with the surface of the gonad measured on the
histological sections but for small oysters in the first stage of gamete
maturation, gonad volume measurements by MRI were proportionately
higher than for large fully mature oysters: however this is based upon a
small sample and needs a larger one for confirmation.

When the gonad was large, and therefore had a greater number of
voxels, the contrasts between organs were better and the effects of
small volumes added by the partial inclusion of other organs became sig-
nificantly less important. In addition, the size of a pixel (0.58 x 0.58 mm?)
on the MR image was much larger than the size of a pixel on the image of
the histological section (0.042x 0.042 mm?). On the MRI, a pixel could
consist of mature gametes and somatic cells; as such, its grey-level was
higher than the surrounding pixels consisting of only somatic cells, and
the pixel was therefore recorded as “mature gonad”. However, this ap-
proach gave an overestimation of the volume of gametes. On the histolog-
ical section, it was possible to distinguish mature gametes from other
cells. On the MR, the accuracy of the image did not always make it possi-
ble to distinguish the mature gonad from other organs, such as vesicular
cells or digestive tract, which frequently had a similar grey-level and were
adjacent to the mature gonad.

As indicated above, the gonad volume assessed from the MRI was the
number of voxels with a grey-level above 165. But the observation on
successive transverse cuts led us to conclude that these measurements
had included tissues other than the gonad because they had a similar
grey-level (e.g., vesicular cells, sometimes gills or digestive tract). In the
linear relationship between the gonad volume from the MRI and the
gonad surface from the histological section, the Y-intercept was very
high, and the average gonad volume was 20 times that of the average
gonad surface. It can therefore be hypothesised that the high values
observed were related to additional volume from the inclusion of these
somatic organs.

Measurement of the surface of the gonad on histological sections
is a reference method for assessing reproductive effort and its evo-
lution over time within a population of oysters. The linear relation-
ship established between the value obtained by this method and
the value obtained by MRI demonstrates that this last method is ap-
propriate for computing a volume that is proportionate to the actual
gonad volume. It is non-destructive (MRI was conducted with shell
intact) and therefore makes it possible to assess individual evolu-
tion and to compare individuals.

A first estimation of the uncertainty for this volume value was 29%
on the scope of sampled sizes. Further measurements will be used to
validate this first estimation and to test a possible difference according
to maturation stage and/or sex. However, this method could already
be very useful for finer analysis of some phenotypic characteristics of
oysters within a maturation and spawning period, namely, the effort
devoted to reproduction, and the precocity and duration of gonad mat-
uration. This individual examination will also allow the study of gonad
development to be put in its genetic context through attempts to link
some of these traits to parts of the oyster genome using a quantitative
trait loci approach.
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PARTIE Il : CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DES FAMILLES AU COURS
DE LA GAMETOGENESE

La gamétogenese de I'huitre est un processus biologique complexe (fortes variations
individuelles, forte influence des facteurs environnementaux...) qui impacte les autres
fonctions physiologiques de I’'animal (Soletchnik et al., 1997; Ernande et al., 2003, Enriquez-
Diaz, 2004, Enriquez-Diaz et al., 2009), notamment la survie. En effet, une corrélation a été
mise en évidence entre la réponse a un épisode de mortalités estivales et l'effort
reproducteur : les animaux produisant une gonade volumineuse seraient plus sensibles aux
mortalités estivales (Samain et al., 2007; Huvet et al., 2010). Dans le contexte actuel des
mortalités estivales qui touchent séverement les juvéniles d’huitres creuses et menacent la
production aquacole, il semble important de mieux comprendre les mécanismes de la
gamétogenese ainsi que les processus génétiques sous-jacents qui pourraient expliquer le

lien apparent entre ces mortalités et I'effort reproducteur.

L’histologie est une méthode classique d’observation de la gamétogenése. D’abord
qualitative, elle a permis de déterminer le sexe et la maturité des individus par observation
microscopique des coupes histologiques (Steele et Mulcahy, 1999). A partir des années
2000, I'histologie quantitative a été utilisée pour estimer I'effort reproducteur, fondée sur
I’estimation du Rapport Gonado-Somatique (Enriquez-Diaz, 2004). Bien qu’informative,
I’histologie ne peut pas étre considérée comme représentative de I'effort reproducteur réel.
En effet, étant destructive, elle ne permet d’obtenir qu’une estimation de ['effort
reproducteur a un moment donné. Cet inconvénient est d’autant plus handicapant lorsqu’il
s’agit de comparer l'effort reproducteur des individus: compte tenu des variations
individuelles de dynamique de la maturation, I'observation a un instant t de I'ensemble des
huitres n’offre pas la possibilité de comparer tous les animaux a leur maximum de maturité.
De ce fait, il semblait important d’utiliser une méthode non-destructive permettant le suivi
individuel et temporel des huitres. L'Imagerie par Résonance Magnétique, déja
fréquemment utilisée pour des invertébrés terrestres ou dulcaquicoles (Jasanoff et Sun,
2002 ; Wecker et al.,, 2002 ; cités par Pouvreau et al.,, 2006, mais rarement pour les

invertébrés marins (Bock et al., 2001; Bock et al., 2002; Mark et al., 2002 ; Toussaint et al.,
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2005; cités par Pouvreau et al., 2006) s’est alors présentée comme un outil prometteur pour
I’étude des huitres (Pouvreau et al., 2006). Non-invasive, I'IRM permet de suivre les mémes
individus et d’observer de nombreux traits impossibles a observer par histologie sans

menacer la survie des animaux.

L'IRM était donc un outil adapté a ce travail de these: afin de comparer I'effort
reproducteur des individus, il était important de pouvoir le caractériser de la facon la plus
représentative possible de la réalité et la possibilité de mesurer d’autres caractéres
simultanément a également permis de rechercher des QTLs pour ces caracteres. Toutefois, il
était impossible de soumettre nos 3 familles a I'IRM ; c’est pourquoi 2 familles ont été

observées par histologie.

1. L’histologie quantitative, une observation ponctuelle et
destructive.

L’histologie quantitative avait été prévue pour 300 individus pour 2 familles F2. Pour
la famille F2-19, 266 individus ont pu étre exploités tandis que, pour la famille F2-21, seuls
135 individus ont pu étre exploités : pour les autres, il s’est avéré impossible d’obtenir une

coupe utilisable, probablement en raison d’un mauvais enrobage des tissus.

1.1. Méthode
1.1.1. Préparation des lames

Les individus, placés sur estran en octobre 2010, ont été ramenés a I'écloserie de la
station de La Tremblade le 6 juin 2011. Nous avons alors procédé a leur ouverture puis a la
biopsie des branchies en vue de |'extraction d’ADN pour le génotypage. Ensuite, les animaux
ont été enfilés entiers sur du fil de péche et séparés par un morceau de papier calque
numéroté afin de les identifier. Les « colliers » ainsi préparés ont été immédiatement
plongés dans du fixateur de Davidson modifié (voir composition en Annexe 7). Cette étape a
permis une premiere fixation des gonades visiblement matures qui auraient pu se vider si la

coupe avait été réalisée immédiatement.

Le lendemain, une coupe de quelques millimetres a été réalisée en amont de la

région péricardique (Figure 27). Celle-ci a été immédiatement plongée dans du fixateur de
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Davidson modifié pendant 48h afin de fixer la totalité des tissus puis conservée en éthanol a

70° jusqu’a 'inclusion en paraffine.

L’'inclusion en paraffine a été réalisée a I'aide d’un automate a inclusion. Cette étape
consiste en I'enveloppement des tissus dans un bloc de paraffine qui les rend suffisamment
durs et homogenes pour pouvoir étre coupés en vue de I'observation. La paraffine étant
hydrophobe, il est nécessaire de débarrasser les tissus de toute I'eau qu’ils contiennent.
Pour cela, ils sont déshydratés progressivement dans des bains d’éthanol de degré croissant
(Annexe 7). Ensuite, les tissus sont clarifiés : des bains de xyléne permettent de remplacer
I’éthanol absolu dans les tissus. Cette étape est indispensable a I'imprégnation des tissus par

la paraffine.

Ensuite, les coupes sont enrobées dans de la paraffine liquide pour former, en
refroidissant, des blocs, plus faciles a couper au microtome. Le microtome permet de
réaliser des coupes de 5 um d’épaisseur. Celles-ci sont déposées sur de I'eau bidistillée
chauffée a 45°C pour éliminer les éventuels plis. Pour finir, on récupére 2 coupes par

individu sur une lame d’observation.

Aprés séchage, les coupes sont colorées a ’hématoxyline/éosine (Annexe 7). Cette
méthode de coloration combinée utilise un colorant nucléaire basique, ’hématoxyline, qui
colore les noyaux des cellules en bleu, puis un colorant cytoplasmique acide, I'éosine, qui

colore les cytoplasmes en rose.

Enfin, on procede au montage des coupes entre lames et lamelles : de la résine est

déposée sur la lame puis on recouvre par une lamelle en évitant la formation de bulles d’air.

Figure 27. Emplacement de la coupe histologique
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1.1.2. Analyse d’images
1.1.2.1. Analyse qualitative

Les lames sont observées en microscopie électronique afin de déterminer le sexe
(male, femelle, hermaphrodite) et le stade de maturité des gonades (Tableau 6) d’apreés la
classification établie par Normand et al. (2009) a partir de classifications précédentes (Mann,

1979 ; Lango-Reynoso et al., 2000).

Stade
Processus Tubules " . . A
de , . Tissu conjonctif Gonade male Gonade femelle
., |de développement| gonadiques
maturité
Occupation de
Prolifération des - I’'ensemble de
Stade 0 Invisibles B
cellules souches « I'espace

gonadique »

Stade 1 | Mitoses goniales | Développement Prédominance

Meéioses,
Stade 2 maturation des Extension Régression
cellules germinales

Maturité des . -
Stade 3 . Confluence Disparition
cellules germinales

Emission des . N . . -
Stade 4 . Désorganisation | Désorganisation
gametes

Tableau 6. Caractéristiques des stades de maturité de la gonage de I'huitre creuse Crassostrea gigas.
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1.1.2.2. Analyse quantitative

D’un point de vue quantitatif, on cherche a déterminer la part de la gonade par rapport au
reste du corps de I'animal : on estime l'indice gonadique ou Rapport Gonado-Somatique
(RGS) qui équivaut au rapport de la surface occupée par les cellules gonadiques sur la
surface totale de la coupe histologique. Pour cela, les lames d’observation ont été
numeérisées a l'aide d’un scanner Epson (Figure 28 a). Ensuite, via le logiciel Imaq Vision
Builder®, I'image est convertie en niveau de gris (Figure 28 b) puis, on élimine les zones
correspondant aux branchies et aux autres tissus périphériques en dessinant une région
d’intérét autour de la masse viscérale (Figure 28 c) afin de ne conserver que les tissus
nécessaires au calcul du RGS (Figure 28 d). Dans un premier temps, on estime la surface
totale de la masse viscérale en sélectionnant la totalité des pixels de la coupe (Figure 28 e).
Puis, on dessine une seconde région d’intérét afin d’éliminer les cellules digestives (Figure 28
f) et de ne conserver que les cellules gonadiques (Figure 28 g). On peut alors sélectionner
uniquement les pixels correspondant au tissu gonadique (Figure 28 h) pour estimer la

surface gonadique (Figure 28 i).

Figure 28. Etapes de traitement d'une coupe histologique numérisée afin d'estimer le rapport gonado-
somatique.
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1.2. Résultats
1.2.1. Analyse qualitative des lames d’histologie

L'observation microscopique des lames d’histologie a révélé que I'ensemble des
individus étudiés présentaient une gonade au stade 3 de maturité, pour chacune des 2
familles. En revanche, au sein de chaque famille, la sex-ratio est différente (Figure 29). En
effet, la famille 19 est en grande partie composée de males (74% contre 22% de femelles)
tandis que la famille 21 posseéde une sex-ratio plus équilibrée (55% de males, 44% de
femelles). Des hermaphrodites ont également été identifiés dans une moindre mesure (4%

pour la famille 19 ; 1 % pour la famille 21).

Sex-ratio de la famille F2-19 Sex-ratio de la famille F2-21

M/F

Figure 29. Sex-ratio des familles F2-19 et F2-21

1.2.2. Analyse quantitative des lames d’histologie

La famille F2-19 présente un rapport gonado-somatique plus élevé (u=0,542+0,156)
que la famille F2-21 (u=0,47740,139) (Figure 30). De plus, la distribution du rapport gonado-
somatique differe entre les deux familles (Figure 31). Le RGS varie significativement en
fonction du sexe des individus (F=4,45; p=0,01). Par exemple, pour la famille 19, on
remarque que le RGS est plus faible pour les hermaphrodites (u=0,419+0,122) que pour les
males (u=0,555%+ 0,148, différence significative: t= -2,73; p=0,02) ou les femelles
(u=0,521+0,177, différence non-significative) (Figure 32).
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Figure 31. Distributions du rapport gonado-somatique au sein des familles F2-19 et F2-
21.
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Figure 32. Distribution du rapport gonado-somatique en fonction du sexe au sein de la famille 19.

2. L'Imagerie par Résonance Magnétique, un suivi temporel non

destructif.
2.1. Principaux résultats détaillés dans I'article 3

Au cours de cette étude, nous avons pu suivre le développement de la gonade d’un
point de vue qualitatif (sexe, changement de sexe, stades de maturation, date de ponte) et
d’un point de vue quantitatif (indice gonadique) de 300 individus de la famille F2-18. Afin de
s’assurer que notre matériel biologique se comportait de la méme fagon que des huitres
sauvages, nous avons comparé nos données a celles obtenues par le RESeau d’observations
COnchylicoles (RESCO-Ifremer). Nous avons ainsi pu constater un synchronisme de la

période de ponte (Figure 35) et du pic de mortalité estivale (Figure 37).

Le sexe pouvant étre déterminé sur les images IRM (Article 2), nous avons pu
observer des spécificités liées au sexe des individus. En effet, la cinétique de Ia
gamétogenese varie en fonction du sexe : les males sont plus précoces et matures plus

longtemps que les femelles. De plus, les femelles semblent plus touchées par les mortalités
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estivales que les males. Cependant, nous n’avons constaté aucune différence entre les
indices gonadiques des males et des femelles et le changement de sexe entre les deux
ere

années d’observation ne dépend pas du sexe au cours de la 1°" année.

L'IRM étant une méthode non-destructive, nous avons pu suivre les mémes individus
au cours des 8 séances IRM réparties sur deux années (6 séances en 2011 et 2 séances en
2012). Nous avons ainsi pu observer des différences entre la gamétogenese de 2011 et la
gamétogenese de 2012 : la gamétogenese a été plus précoce en avril 2012 qu’en avril 2011
mais, en juin, la tendance s’est inversée et 'indice gonadique a été globalement plus élevé
en 2011 gqu’en 2012. Ces différences sont probablement dues aux conditions
environnementales atypiques observées en 2012. En effet, au printemps, un bloom
planctonique précoce a pu déclencher une gamétogeneése plus précoce. A partir de mai, des
précipitations trés importantes et une stagnation des températures peuvent expliquer la

tendance inverse observée entre juin 2011 et juin 2012.

2.2. Article 3: Temporal monitoring of the gametogenesis in the Pacific
oyster, Crassostrea gigas, by Magnetic Resonance Imaging (MRI)

« Suivi temporel de la gamétogenése de I'huitre du Pacifique, Crassostrea gigas, by

Magnetic Resonance Imaging »

Emilie FLAHAUW, Sylvie LAPEGUE, Stéphane QUELLEC, Armel DAVENEL, Virgile
QUILLIEN, Caroline FABIOUX, Philippe-Jacques HATT— En préparation pour soumission a

Journal of Sea Research apres correction de I’Anglais.

Pour cette étude, j’ai effectué, seule ou avec I'aide des coauteurs :

e [a production, I'élevage, le conditionnement et le marquage des huitres,
e [’histologie, de la fixation a I'analyse des coupes,
e [’analyse des images IRM,

e les analyses statistiques.
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2.2.1. Introduction

Gametogenesis is the process that leads to the formation of gametes of living
organisms. In marine molluscs, gametogenesis is known to be an energy consuming function,
possibly affecting energy allocation to other physiological functions (Soletchnik et al., 1997,
Ernande et al.,, 2003; Enriquez-Diaz, 2004; Enriquez-Diaz et al., 2009). The reproductive
effort is a proxy of the energy devoted to gamete production. In the oyster Crassostrea
gigas, it has been negatively correlated with spat summer mortalities: individuals with
higher reproductive effort would be more susceptible to summer mortalities (Samain et al.,
2007; Huvet et al., 2010). Furthermore, since 2008, the detection of a newly described
OsHV-1 variant called OsHV-1 uVar was most of time reported during massive mortality
outbreaks among C. gigas in several farming areas in Europe (Efsa, 2010; Segarra et al.,
2010, Lynch et al., 2012; Peeler et al., 2012; Renault et al., 2012; Roque et al., 2012) (Segarra
et al., 2010). These outbreaks affect severely the cupped oysters farming _ up to 85% of
mortality in Marennes-Oléron Bay in 2012 according to the RESCO (RESeau d’observation
COnchylicole, Shellfish Farming National Observatory) _ which represents an important part
of the French aquaculture. Indeed, the French production of oysters decreased by 130,000
tons per year in 2009 to 80,000 tons in 2010 and 2011 (CNC, French Shellfish National
Committee, http://www.cnc-france.com). Characterizing the reproductive effort and
relationships underlying these observations is therefore an important issue for the future of

aquaculture.

Gametogenesis follows an annual cycle strongly influenced by water temperature
and nutrition conditions (Fabioux et al.,, 2005, Enriquez-Diaz, 2009): in winter,
gametogenesis initializes; in spring, active gametogenesis takes place to reach full maturity
at the beginning of summer and spawning and, in autumn, unspwaned gametes are
resorbed. Given the high investment in reproduction, animals are more vulnerable and

mortalities occur more frequently in summer (Soletchnik et al., 1997).

The most frequently used method for measuring reproductive effort is to assess the
volume of the gonad by semi-quantitative histology (Fabioux et al., 2005). But the size of the

gonad varies during gametogenesis and its dimension at a given time may not be
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representative of the final reproductive effort. However, this method is destructive. It is

therefore not possible to follow individual evolution of gametogenesis.

First morphological investigation of oysters by in vivo Magnetic Resonance Imaging
(MRI) indicated that MRI is a good non-invasive tool to investigate in vivo anatomic traits and
physiology in oysters (Pouvreau et al., 2006), including assessment of the volume and the
maturation stage of the gonad (Davenel et al.,, 2006; Hatt et al., 2009). Moreover, in a
previous study (Flahauw et al., 2012), highly significant linear relationship between the
measure by means of histology and by means of MRI demonstrated that MRI is an
appropriate method to assess the volume of the gonad and the proxy is proportionate to the

actual gonad volume.

The present study was designed to follow the same individuals over two seasons of
reproduction. We were thereby able to assess several qualitative (sex, reproductive stage,
maturity of the gonad) and quantitative traits (internal volume, volume of the adductor
muscle, volume of the gonad) that allowed confirming information available on the cupped
oyster reproduction but also giving new insights on this important physiological process in

oysters.

2.2.2. Materials and methods
2.2.2.1. Oysters

The oysters used in this study were all members of a single bi-parental full-sib family
(F2 family). Briefly, this family was created using divergent lines for their response to
summer mortalities. In FO, two groups were characterized according to survival to summer
mortalities of their progenies in field. Then, one « resistant » male was mated with one
« sensitive » female to produce a F1 family. Within this F1 family, one male and one female

were used to generate the F2 generation in February 2010.

For each cross, to control fertilization, gametes were collected by stripping gonads.
Then, larval rearing and micro-nursing were performed at the Ifremer hatchery in La
Tremblade (Charente maritime, France). Afterwards, oysters were transferred to the Ifremer
nursery in Bouin (Vendée, France) for nursing and keeping away from summer mortalities
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from April to October 2010. A total of 300 oysters were individually tagged and divided in
two oyster bags, with 150 oysters per bag. They were then transferred to Agnas (Marennes-

Oléron Bay, France) where they were reared at 50 cm from the ground.

The individual gross mass range was 5-29g on the beginning of this study (April 4t
2011) and 9-47g on the end (June 6" 2012).

2.2.2.2. Magnetic Resonance Imaging

These oysters were imaged on the PRISM facilities at Irstea (Rennes, Brittany, France)
on eight sessions (April 4™, May 5" June 7, July 6™, August 3", October 12" 2011, April 6™,
June 6% 2012). The protocol is described in Flahauw et al. (2012). Briefly, they were
transported out of water between La Tremblade and Rennes and, prior to MRI scanning,
they were placed in vats containing seawater from the La Tremblade hatchery, for making
them to open their valves and expel most of the air bubbles that had become trapped
between their valves during transport. The volume of the few remaining bubbles was
measured on the MR images and taken into account when making oyster volume
measurements. The epibionts were brushed from the shells and then the shells were dried

with tissues to limit parasitic signals, without any other modification.

MRI measurements of oysters were performed with a Siemens Avanto imager
operating at 1.5 T (63.86 MHz), equipped with a “head” probe, which allowed the
simultaneous examination of 15 oysters placed on five levels. A T1-weighted 3D Gradient
Echo sequence provided 52 contiguous images, highlighting animal tissues, particularly

gonadic tissues.
The main parameters of the MRI protocol were:

- Dimensions of the observed field = 161.9 x 185 mm? (matrix: 280 x 320)

- Dimensions of the pixel on transverse cuts = 0.58 x 0.58 mm?

- Distance between two successive transverse cuts = 1.5 mm, making the
dimensions of the voxel 0.58 x 0.58 x 1.5 mm®

- Repetition time = 11 ms; echo time = 3.01 ms; flip angle = 20°
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- Number of transverse cuts across the volume =52
- Filters = correction distortion + standard pre-acquisition + elliptical filter

- Time of acquisition for 52 sections = 12 min 56 s (number of excitations = 6)

An algorithm based on a 3D Object Counter plug-in using the Imagel software
(developed by Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD and available by
ftp at zippy.nimh.nih.gov/ or http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) was used to extract an

image stack of each oyster and calculate its grey-level stack histogram.

2.2.2.3. Reproductive stage assessment
2.2.2.3.1. Maturation stages

Part of the oysters (42 in 2011 and 28 after MRI session of June 2012) was sacrificed
for histological sections. For each sample, histological sections were prepared as described
in Fabioux et al. (2005). Briefly, 3-mm cross sections of the visceral mass were excised in
front of the pericardial cavity and immediately fixed in Davidson’s solution (Shaw and Battle,
1957) for 48 h. After dehydration and paraffin wax embedding, 5-um sections were cut,
mounted on glass sections, and stained with Harris’ hematoxylin-Eosin Y (Martoja and
Martoja-Pierson, 1967). These 70 sections allowed comparing the traditional method to
assess gonad development, histology, to the non-destructive method of MRI (see Flahauw et
al.,, 2012 for more details). In addition to the highly significant correlation between the
estimations of surface and volume of gonad by these two methods, this study also enables
to identify sex of oysters (with 100 % of success on fully mature gonads) and their
maturation stage corresponding to the reproductive scale of Steele and Mulcahy (1999)

directly on MRI images.

2.2.2.3.2. Measurement and calculation of reproductive effort indexes

Previous studies (Davenel et al. 2006, Hatt et al. 2009) concluded on:

- a very highly significant linear relation between the weight of the water within the
shells plus the flesh and the number of voxels on the MR images, which grey-level is

higher than 63,
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- avery highly significant linear relation between the weight of the dried flesh and the

number of voxels on the MR images, which grey-level is higher than 95.

From another previous study (Flahauw et al., 2012) we concluded that the number of
voxels on MR images which grey-level is higher than 165 is a proxy for the gonad volume.
The adductor muscle is clearly distinct on the MR images. Its surface was measured on the
image where its transverse section was the largest. This measure was considered as a good

proxy of the somatic tissues.

As the oysters were of very different sizes, for comparisons among individuals of the

gonad volume, the flesh volume and the adductor muscle surface, we used the ratios below:

Flesh volume

Flesh index =
Intravalvular volume

Adductor muscle surface

Muscle index =
Intravalvular volume

Gonad volume

Gonad index =
Intravalvular volume

The variation of the gonad index during the spawning/resorption period which
represents the proportion of gametes spawned was used as an indirect measure of the
reproduction effort. These variations were compared with the evolutions of the flesh index

and the muscle index.

2.2.2.3.3. Comparison with data of RESCO monitoring network

To determine if the F2 family studied behaved like wild oysters during the
observation period, we compared their kinetics of reproduction to of those of oysters from
the RESCO monitoring network. Indeed, for this network, a batch of diploid oysters called
“standard oysters” has been maintained with the same procedure every year since 2008 in
the same location as our studied oysters. They are 18 months old, naturally collected in June
2009. Their average weight is 11 g mid-April and 23 g at the end of September 2011. Some of
them are sampled every two weeks from May to July and every four weeks in April, August,

September and October.
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On each sample of 30 oysters, are measured the average total weight, the average
weight of the fresh flesh, of the shells and of the dried flesh. From those measures, are

drawn the total growth, the growth of the flesh and the spawning period.

2.2.2.4. Environmental factors

Close to the Agnas oyster bed in Marennes-Oleron bay, where the oysters were
reared, several parameters are measured: the water temperature, salinity and the
fluorescence, which is a good proxy of the phytoplankton density. They are measured every

20 minutes by means of in situ probes, which are calibrated every month.

2.2.3. Results
2.2.3.1. Gonad development

Based on observations of histological slides, six stages were defined according to the
gonad development seen on MRI images (Figure 33). At stage 0, gonad is not distinguishable
from other tissues (Figure 33a). Then, at stage 1, some lighter spots appear on the periphery
of the body, around the digestive gland and tract (Figure 33b). At stage 2, periphery seems
lighter, more or less thick but continuous, around the digestive gland and tract (Figure 33c).
At stage 3, whole peripheral body is lighter with dark spots in the middle corresponding to
vesicular cells (Figure 33d). For the majority, the gonad went from fully mature (stage 3 on
Figure 33) to stage 4 on two successive MRI sessions, but for some oysters partial
spawning/resorption (stage 3p on Figure 33) was noticed after stage 3 and before stage 4.
The spawning/resorption period was longer, in accordance. So stage 3p is defined when the
peripheral surface is reduced of at least 40% in comparison to previous MRI session (Figure
33e). Finally, at stage 4, periphery becomes again darker than for previous MRI session with,
sometimes, lighter spots in the middle corresponding to vesicular cells and digestive tract
(Figure 33f). Indeed, stage 4 is related to the disappearance of the mature gonad on the MR
images: this can be related to the post-spawning period (complete or incomplete). The
period of gametes spawning or resorption was defined as period of time preceding the date

of the observation of the stage 4.
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Figure 33. Description of the maturation stages based on MRI images. Here are represented the six
stages defined from observations of MRl images. The white arrow shows the gonad.

2.2.3.1.1. Maturation stages

In April 2011, oysters were mainly at stage 1 (87,7%) while in April 2012, oysters were
mainly at stage 2 (58,8%). In May 2011, close to 80% of oysters were in stage 2 of
gametogenesis. In 2012, observations are limited to April and June but we can notice that
distributions of maturation stages are significantly different from April and June 2011
(respectively x?=143, P0<0,0001; x*>=22, P0=0,0002). Indeed, In June 2012, individuals were
surprisingly less mature than in June 2011, despite the 30 oysters sacrificed for histology
which were all at stage 3. In June and July 2011, 70-80% of fully mature gonads were
observed (Figure 34) and there were no oyster at stage 0 and only 0,5% at stage 1.
Conversely, in June 2012, 5,7% were still at stage 0 and 2,1% at stage 1 and only 57,9% at the

stage 3.
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Figure 34. Distribution of maturation stages over time.
2.2.3.1.2. Date of spawning/resorption

Gametogenesis did not start at the same time for all oysters but, despite different
patterns of gametogenesis, oysters spawned (completely or partially) mainly between July
6" and August 3"in 2011 (89%). There also had some earlier individuals (0,6% between May
4™ and June 7™; 3% between June 7" and July 6™) and some later individuals (7% between
August 3" and October 12”‘). Date of spawning showed no significant difference between
males and females. However, partial spawning is more common for females (23%) than for

males (18%).

The evolution of the average flesh weight of the standard oysters of the RESCO
monitoring network (Figure 35) in 2011 indicated two spawning events around mid-July and

after mid-September (Velyger, http://wwz.ifremer.fr/velyger). These are the same periods of
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time that our experimental stock. It has to be noted that, in 2012, the spawning occurred

one month later for standard oysters.
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Figure 35. Date of spawning for studied oysters in 2011 compared to date of spawning of standard oysters in
2011 and 2012.

2.2.3.1.3. Gonad index

The average maximal gonad index of the 106 surviving oysters in 2012 (u= 0,36 +
0,11) is lower than their maximal gonad index of 2011 (u= 0,55 + 0,11) but data of the two
years are significantly correlated (t=2,56; p=0,01): oysters which had a high gonad index in
2011 had mainly a high gonad index in 2012 and, conversely, oysters which had a low gonad

index in 2011 had mainly a low gonad index in 2012

2.2.3.2. Gender-related specificities.
2.2.3.2.1. Sex ratio

Sex ratio was based on observations of fully mature gonads to ensure correct

assignation. There is no significant difference between 2011 and 2012 (Table 7), the sex ratio
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being around close to 50/50. Some oysters clearly showed a male gonad in april or may then

a female gonad in the same year, that were called hermaphrodites.

Number . .
of oysters Sex ratio Stage 2 Stage 3 Mortality
Between
Between
- - May June
g 9| 3 9 T z ] > 3| = z @ > 3 2011
- - - - [} [ =4 -_— (] (= =
S &8/ &8 &8 &2 £ 5 3% %2 & =2 5 3 % | od and
< < June June
2011 2012
Indetermined 43 17 - - - - - - - 44% 24%
Males 125 | 58 49% | 44% | 13% | 82% i 4,80% : 0,80% 0 0 6% 80% : 13% : 0,9% 10% 35%
Females 128 : 72 50% : 55% 5% 85% 10% 0% 0 0 3,3% : 60% : 36% @ 1,1% 45% 41%
Hermaphrodites 2 0 0,8% 0% - - - - - - - - - - - -
Table 7. Gender-related specificities
2.2.3.2.2. Sex change

Among the 146 surviving oysters on 6" April 2012, 80 were sexed as males and 66 as

females in 2011. In 2012, 18 (14 males and 4 females, in 2011) had not sufficiently matured

to determine their sex. Among the 128 other oysters (61 males, 66 females, 1

hermaphrodite), which showed a mature gonad, 33% had a sex different from that

expressed in 2011: 24 males in 2011 became females in 2012 and 19 females became males.

However most of the oysters kept the same sex during the two years (Figure 36).
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W Undetermined in 2012

Figure 36. Distribution of sex changes between 2011 and 2012.
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2.2.3.2.3. Gametogenesis kinetics

The number of MRI sessions for which gonads were observed at stage 3 is used as a
proxy of the full maturity period of times. Males showed a significantly (x*>= 16,8 , P0=0,0002)
longer full maturity period of times than female (respectively u=1,7+0,5; u=1,5+0,6)(Table 7).

In April 2011, 13% of the oysters were at stage 0 and the other 87% showed a gonad
at stage 1. It appears that males were significantly earlier than females to reach the stage 2

(x?>=8,01; P0<0,04) and stage 3 (x*>=14,1, P0=0,003) of gametogenesis (Table 7).

2.2.3.2.4. Summer mortality

Oysters have shown no summer mortalities during their first year, but they suffered
mortalities during our study (Table 7). As observed for standard oysters (Figure 37),
mortalities were characterized by a peak between May 4™ and June 6™ (77 individuals).
Among these dead oysters, there is a highly significant majority of females: 35 females
against 8 males (and 34 undetermined), while the sex ratio on May 4™ was balanced.
Regarding a relation between maturation stage and mortality, number of data is sufficient
only for the period related to the peak of mortality. On May 4™ the distribution of
maturation stages for oysters that would soon die was significantly different from the
distribution of maturation stages for oysters that would survive (x>=11, P0=0,01): survivors

showed less mature gonads than dead oysters.

34 other oysters died between June 2011 and June 2012, most of them during

summer 2011 (41% of females and 35% of males).
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Figure 37. Mortality rate in 2011 for studied and standard oysters.
2.2.3.3. Quantitative monitoring
2.2.3.3.1. Reproductive effort in 2011 and post-spawning growth

Reproductive effort in 2011 was assessed as the variation between maximal gonad
index (between April and August 2011) and minimal gonad index (in August or October
2011). The evolution of volume of wet flesh post-spawning corresponds to the variation of
flesh index between the date of MRI session after spawning and October 2011. Variation of
flesh index post-spawning is significantly correlated to reproductive effort (t=-3,59;
p=0,0005): oysters which showed an important reproductive effort are those which grew the
most after spawning. The same relationship exists between reproductive effort in 2011 and
variation of muscle index between post-spawning and 6" April 2012 (t=-3,08; p=0,003).
Furthermore, the highest the muscle index was in April 2011, the highest the gonad index
was during gametogenesis 2011 (t=3,63; p=0,0003) and the increasing of muscle index was

synchronous to the increasing of gonad index.

2.2.3.3.2. Growth post-spawning and reproductive effort in 2012
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Maximal gonad index in 2012 is highly correlated to the growth post-spawning 2011
(t = 10,9; p=3.107): oysters which had the most significant increasing of flesh index and

muscle index after spawning 2011 were those which had the highest gonad index in 2012.

2.2.3.4. Temperature, salinity and phytoplankton density

In 2011, the water temperature was slightly above the 15 years average from mid-
March till mid-June and from August till October. In 2012, the springtime warming occurred
four weeks later (Figure 38). However it also appeared a very important bloom at the
beginning of the spring (March 2012) and secondly a decrease of salinity in April-May 2012

and a stagnation of the temperature (REPHY network, S. Guesdon, Pers. Com).

— année 2012

230

271

—-L
21

18
15

12

(™

Température

0 LM

Jan. Féw., Mars Avr, Mai  Juin  Jui. Acdt Sep.  ©Oct. Mov., Déc,

Figure 38. Evolution of seawater temperature in 2011 and 2012.

2.2.4. Discussion and conclusions

Magnetic Resonance Imaging appears as a tool which allows a temporal monitoring
of gametogenesis of oysters. Because it is a non-destructive method, it is also possible to
compare several periods of gametogenesis for the same individuals, which is closer to reality
than when comparisons were based on observations of different sub-samples. It is
particularly important when we know the individual variability and plasticity of oysters for

numerous traits.

To ensure that studied oysters behaved like wild oysters, we compared our data to
data from the national monitoring network RESCO. Even if we observed the peak of

mortalities at the same time for studied and standard oysters, the mortality rate was higher
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for standard oyster than for our studied oysters. This could be due to the effect of the

genetic background, the age/size of oysters or their date of transfer to Agnas.

The observation of maturation stages was consistent with the scales proposed by
Mann (1979), Steele and Mulcahy (1999) or Normand et al. (2009). However, individual
monitoring revealed individual kinetics of early gametogenesis: each oyster matured at its
own speed but were mostly fully mature at the same time. Individual tagging allowed
detecting sex changes: independently from gender, 1 oyster on 3 changed sex between 2011
and 2012 while Lango-Reynoso (1999) estimated that 50% of the oysters have the ability to
change sex, mainly from male to female. Despite this frequency of sex changes between the
two periods of gametogenesis, sex ratio remained stable and balanced contrary to increase
of the percentage of females observed by Guo et al. (1998). This could be explained by the
higher mortality rate of females during summer 2011 or by environmental factors promoting

males in 2012 such as lower water temperature.

Monitoring on two successive seasons of gametogenesis for the same oysters
showed an important variability of some traits related to gametogenesis. During this study,
we observed that global reproductive effort, represented by the gonad index, was lower in
2012 than in 2011 and that the maturation of gonads was later in 2012 than in 2011. It has
to be noted that, to ensure that maximal gonad index measured in June 2012 could be
compared with that of 2011, 30 oysters were sacrificed to make histological sections. The
analysis of histological slides confirmed that individuals were fully mature and that the
maximal gonad index is representative of the reproductive effort in 2012. These global
observations could be partly explained by the variations of environmental conditions
between the two years: the springtime warming occurred four weeks later in 2012 and it
was shown that temperature strongly influences kinetic gametogenesis and nutrient content
the reproductive investment (Enriquez-Diaz,, 2009, Fabioux et al. 2005). When focusing and
comparing two periods (April and June available for both years), we could try to better
understand the kinetic of gametogenesis in relation with environmental parameters. Hence,
the very important phytoplanktonic bloom observed in early spring 2012 could explain the

precocity of gametogenesis in 2012 compared to 2011. However the low salinity in May
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2012 linked to very important rainfall at this period and stagnation of temperatures in May-
June 2012 could explain a final delay of gametogenesis in June 2012 compared to 2011.
However, reproductive effort seems proportional from one year to another and suggests a

genetic origin of reproductive capacity.

Contrary to current empirical observations, Normand et al. (2009) observed by
histology a significantly higher gonadic occupation of females compared to males suggesting
that males and females mature at different speed, females being earlier because having a
more developed gonad at a given time. Gender and maturation stages being differentiated
on MRI images, it is also feasible to establish gender-related specificities. As Ernande et al.
(2004), we observed no difference between gonad index of males and females but month by
month monitoring revealed differences in kinetics between male and female gametogenesis
_ males were earlier and longer matures than females _ but the spawning date is not
significantly different by gender. This seems consistent with the biology of the species:
external fertilization in a moving environment requires synchronized spawning to promote
meeting between male gametes and female gametes. Moreover, the spawning occurred at
the same time for other oysters reared in Marennes-Oléron Bay. We also observed that
females are more susceptible to summer mortalities. However, it is known that female
gametogenesis is more costly in energy than the male gametogenesis. Females are thus
more vulnerable when summer mortalities occur. It appears also that partial spawning is

more common for females.

According to a previous study conducted in an experimental environment (Hatt et al.,
2009), growth post-spawning is positively correlated to reproductive effort: oysters which
had a significant reproductive effort are those which had the most significant growth after
spawning. In our study, monitoring on two successive years also allows to conclude that
growth post-spawning is positively correlated to reproductive effort of the next year:
individuals which grew the most during autumn and winter 2011 are those which had the
most significant reproductive effort in 2012. Although, we are not able to differenciate

gametes resorption from reserves accumulation, if an oyster doesn’t need to reabsorb
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gametes, reserves accumulation can start earlier. So, an oyster which had totally spawned

early in year n, has more time to accumulate reserves for the gametogenesis of year n+1.

MRI thus appears as a suitable tool to investigate the gametogenesis of Crassostrea
gigas because it confirms some previous knowledge about reproductive traits observed by
classical or destructive methods and non-destructive monitoring also brings new insights on
individual path of gametogenesis such as sex change or correlation of gonad index for two
successive years. However, it would be interesting to repeat this experiment on several
families or wild populations during more years. These data will be used to try to detect some
regions of the genome, QTL (Quantitative Trait Loci), involved in gametogenesis. The finer
characterization of such traits linked to gametogenesis should allow a better
characterization of the genetic bases of those traits. Furthermore, the development of high
throughput genotyping techniques will take advantage of this finer phenotyping for a finer

mapping of the areas of interest in the genome.
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PARTIE I : CARACTERISATION GENETIQUE DE L'EFFORT
REPRODUCTEUR

1. Préambule

Cette partie est rédigée en Francgais mais sous la forme d’un article qui sera prochainement
traduit en Anglais pour étre soumis a Aquaculture.

2. Article 4 : Détection de QTL de l'effort reproducteur chez I’huitre
creuse, Crassostrea gigas.

Emilie FLAHAUW, Serge HEURTEBISE, Christophe BOURY, Philippe-Jacques HATT, Sylvie
LAPEGUE

Cette étude étant un travail d’équipe, il est important de préciser les tdches que j'ai
effectuées, seule ou accompagnée par les coauteurs :

e La production, I’élevage, le conditionnement et le marquage des huitres,
e [’histologie, de la fixation a I'analyse des coupes,

e [’analyse des images IRM,

e Détection des marqueurs SNPs in silico,

e [’extraction et la préparation de ’ADN en vue du génotypage,

e [’analyse des données de génotypage,

e La cartographie génétique,

e La détection de QTLs.

2.1. Introduction

L’huitre creuse, Crassostrea gigas, est une espéce d’intérét économique au niveau
mondial. En 2011, 4,4 millions de tonnes ont été produites (FAO, 2013). Cependant, sur les
coOtes francaises, les juvéniles d’huitres creuses subissent d’importantes mortalités estivales
depuis 2008 (Pernet et al., 2010) et les conséquences sur la production nationale sont d’ores
et déja perceptibles : jusqu’en 2009, la France produisait environ 130 000 tonnes d’huitres
par an tandis qu’en 2010 et 2011, la production n’a pas dépassé les 80 000 tonnes (Comité

National de la Conchyliculture, http://www.cnc-france.com).

Le phénoméne des mortalités estivales d’huitres creuses est connu depuis 1945 sur
les cOtes japonaises (Koganezawa, 1974), depuis 1980 sur les cotes frangaises (Maurer et al.

1986; Bodoy et al. 1990; Soletchnik et al. 1999) et a été particulierement étudié durant le
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projet MOREST (Samain et McCombie, 2008). Une forte héritabilité de la réponse aux
mortalités estivales a notamment été mise en évidence (Dégremont et al., 2007) et a servi
de base a la sélection de lignées « résistantes » (R) et de lignées « sensibles » (S) aux
mortalités estivales (Dégremont et al, 2009). Des régions du génome, Quantitative Trait Loci,
impliquées dans la réponse aux mortalités estivales ont d’ailleurs été détectées (Sauvage et

al., 2010).

Parallelement, Samain et al. (2007) et Huvet et al. (2010) ont mis en évidence une
forte corrélation entre la réponse aux mortalités estivales et l'investissement dans la
reproduction : la reproduction est ainsi suspectée de représenter un co(t énergétique élévé
chez les huitres S (supérieur a celui des R) a I'origine de leur fragilité physiologique. De plus,
un ensemble de génes candidats ont été détectés dans une analyse transcriptomique (Fleury
et al., 2010) comme différentiellement exprimés entre des individus R et S tout au long d’un
suivi in situ. Certains sont des candidats a privilégier au regard des hypothéses énoncées a
I'origine des mortalités estivales telles que le déséquilibre énergétique lié a la reproduction
ou la capacité de réponse au stress (Samain et al. 2007). Ce sont notamment des genes
codant pour un facteur de croissance gonadique, un récepteur type neuropeptide Y, une

SuperOxide Dismutase, ou une catalase.

Cependant, si les mécanismes de la gamétogeneése de I'huitre creuse et l'influence de
I’environnement sont bien décrits dans la littérature (Enriquez-Diaz, 2004 ; Fabioux et al.,
2005 ; Normand et al., 2009), la part génétique du contréle de caractéres liés au sexe, sa
mise en place et son développement est encore mal connue. Par exemple, le déterminisme
sexuel n’a, a ce jour, pas encore été élucidé bien que des modéles a un locus (Guo et al.,
1998 ; Hedrick et Hedgecock, 2010) ou trois loci (Haley, 1977) aient été proposés. Ainsi,
connaitre I'architecture génétique de I'effort reproducteur de I'huitre creuse pourrait étre
une clé de la compréhension du lien entre la reproduction et le phénoméne des mortalités
estivales. L'objectif de cette étude est donc de détecter non seulement des régions du
génome impliquées dans I'effort reproducteur de |’huitre creuse, mais plus largement dans

la dynamique de la reproduction afin de donner des clés de compréhension des mécanismes
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complexes sous-jacents. Des zones candidates a privilégier pour des études génomiques et

fonctionnelles plus poussées pourront étre proposées.

2.2. Matériel et Méthodes
2.2.1. Matériel biologique

Les huitres utilisées dans cette étude appartiennent a trois familles bi-parentales de
type F2, nommeées F2-18, F2-19 et F2-21 (Figure 39). Ces familles ont été choisies en fonction
des taux de mortalité au cours de I'épisode de mortalité estivale d’ao(it 2010 (voir partie IV
pour plus de détails). Pour produire ces familles, des individus aux performances contrastées
en termes de survie aux mortalités estivales issus de la sélection menée au cours du
programme MOREST (Dégremont et al, 2009) ont été utilisés comme génération FO. Une
femelle FO « sensible » a été croisée avec un male FO « résistant » pour produire une famille
F1 au sein de laquelle 2 males et 2 femelles ont été choisis pour obtenir les familles F2-18 et
F2-19. De la méme fagon, une femelle FO « résistante » a été croisée avec un male FO
« sensible » pour produire une famille F1 au sein de laquelle 1 male et 1 femelle ont été

choisis pour obtenir la famille F2-21.

Pour chaque croisement et afin de contréler les fécondations, les gamétes ont été
récupérés par scarification des gonades. L'élevage larvaire et le micro-nursage ont été
effectués a I’écloserie Ifremer de La Tremblade (Charente maritime, France). Puis, les huitres
ont été transférées a la nurserie Ifremer de Bouin (Vendée, France) pour le nursage et la
protection vis-a-vis des mortalités estivales entre avril et octobre 2010. Pour chaque famille
F2, 300 huitres ont été réparties en 2 poches de 150 et placés sur des tables ostréicoles sur

I’estran a Agnas (Bassin de Marennes-Oléron, Charente maritime, France)
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FO grand-parents selected on mortality rate (M) during a summer mortality event

¢ sS4 Q S11
M =86 % M =99 %

+O
+O
+O

F2-18 family
M= 76%

Figure 39. Production des familles expérimentales. Les grands-parents FO proviennent de lots sélectionnés pour
leur réponse aux mortalités estivales. Le lot R5 présente un taux de mortalité (M) faible tandis que les
lots S4 et S11 présentent des taux de mortalité élevés. Les familles F1 produites a partir de ces lots

présentent des taux de mortalité intermédiaires. Les familles F2 ont été obtenues par des
croisements biparentaux de fréres et sceurs F1 et présentent des taux de mortalités faible (F2-
19), moyen (F2-21) et élevé (F2-18).

2.2.2. Suivi de la gamétogenése par Imagerie par Résonance Magnétique

Les huitres de la famille F2-18 ont fait I'objet d’un suivi individuel de la gamétogenese
par IRM. Pour cela, les 300 individus ont été numérotés directement sur leur coquille avant
leur transfert sur estran. Les huitres ont été amenées a la plateforme PRISM de I'IRSTEA
(Rennes, Bretagne, France) pour étre soumises a 6 sessions IRM en 2011 (4 avril, 5 mai, 7
juin, 6 juillet, 3 ao(t et 12 octobre) et 2 sessions en 2012 (6 avril et 6 juin). Le protocole a été
décrit dans Flahauw et al. (2012). En résumé, les huitres ont été transportées a sec entre La
Tremblade et Rennes puis immergées dans de I'eau de mer afin d’ouvrir leurs valves pour

expulser les bulles d’air éventuellement formées pendant le transport. Les coquilles ont été
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débarrassées de leurs épibiontes et séchées pour réduire les signaux-parasites qui

pourraient étre émis.

Les mesures IRM ont été effectuées par un scanner Siemens Avanto a 1,5T (63,86
MHz) au moyen d’une antenne-téte accueillant 15 huitres a la fois, réparties sur 5 plateaux
superposés. Une séquence de gradient d’écho a pondération T1 a fourni 52 images

éclaircissant les tissus des huitres et, plus particulierement, les tissus gonadiques.
Les principaux parametres du protocole IRM étaient :

- Dimensions du champ observé = 161,9 x 185 mm?’ (matrice: 280 x 320)

- Dimensions du pixel des coupes transversales = 0,58 x 0,58 mm?

- Distance entre deux coupes successives = 1,5 mm, impliquant les dimensions
des voxels 0,58 x 0,58 x 1,5 mm’®

- Temps de répétition = 11 ms; temps d’écho = 3,01 ms; angle d’impulsion = 20°

- Nombre de coupes transversales par animal = 52

- Filtres = correction de distorsion + pré-acquisition standard + filtre elliptique

- Temps d’acquisition pour 52 sections = 12 min 56 s (nombre d’excitations = 6)

Un algorithme fondé sur un plug-in 3D Object Counter utilisant le logiciel Image)
(développé par Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD et disponible
par ftp sur zippy.nimh.nih.gov/ ou http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) a été utilisé pour
extraire une compilation d’images pour chaque huitre et calculer I’histogramme de niveaux

de gris de cette compilation.

2.2.3. Analyse des images IRM

A partir des histogrammes de niveaux de gris individuels, de nombreux traits en
rapport avec la gamétogenese ont été mesurés. Les méthodes et résultats de mesure de ces
différents traits sont détaillés dans I'article 3. En bref, les stades de maturation gonadique
ont été définis a partir de I'échelle de Steele et Mulcahy (1999). La précocité a été
considérée comme la date d’arrivée au stade 2 et au stade 3. La durée de pleine maturité a

été définie comme le nombre de séances d’IRM pour lesquelles le stade 3 était observé. La
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date de ponte correspond au mois précédent I'observation du stade 4. Les sexes ont pu étre
différenciés par le niveau de gris plus clair des femelles par rapport aux males. Un
changement de ce niveau de gris pour un méme individu a permis de supposer un
changement de sexe. L'indice gonadique correspond au rapport entre le volume de la
gonade et le volume intravalvaire. Enfin, la reprise de la croissance aprés ponte a été
estimée par la variation de I'indice de chair (rapport entre le volume de chair et le volume

intravalvaire) suite a la ponte.

2.2.4. Observation de la gamétogenése par histologie

La gamétogenese des huitres des familles F2-19 et F2-21 a été étudiée par histologie.
Pour cela, les 7 et 8 juin 2011 les 300 individus de chaque famille ont été décoquillés,
identifiés et fixés entiers dans du fixateur de Davidson (Shaw and Battle, 1957) pendant 24h.
Puis, les 8 et 9 juin 2011, les coupes histologiques ont été préparées comme décrit par
Fabioux et al. (2005). En résumé, des coupes de 3 mm de masse viscérale ont été prélevées
en amont de la cavité péricardique et immédiatement fixées dans du fixateur de Davidson
(Shaw and Battle, 1957) pendant 48h. Aprés déshydratation et enrobage dans de la
paraffine, des coupes de 5um ont été réalisées, montées sur lames d’observation et colorées

a ’lhématoxyline de Harris - éosine Y (Martoja and Martoja-Pierson, 1967).

Le sexe et le stade de maturité des gonades ont été déterminés au microscope selon
I’échelle décrite par Normand et al. (2009). Les coupes histologiques ont également été
numérisées a l'aide d’'un scanner (Epson Perfection 4870 Photo) et les images ont été
sauvegardées au format JPEG. Les surfaces de tissus ont été mesurées a 'aide du logiciel
d’analyse d’images IMAQ Vision Builder (National Instruments Corp, Austin, Texas, USA).
Dans un premier temps, chaque image a été convertie en niveaux de gris. Puis, une premiére
région d’intérét (ROI) a été dessinée a I'aide d’une tablette graphique (Wacom Bamboo Pen
and Touch, Wacom, Tokyo, Japan) pour éliminer les branchies et les autres tissus
périphériques. La surface de cette premiére ROl a été considérée comme la surface totale de
la masse viscérale. Enfin, une seconde ROl a été dessinée pour éliminer les cellules de la

glande digestive. Les cellules gonadiques ont alors été sélectionnées par ajustement du seuil
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de niveau de gris et la surface gonadique a été automatiquement calculée en pixels

(Heffernan and Walker, 1989).

2.2.5. Marqueurs moléculaires et génotypage

Les grands-parents FO, les parents F1 ainsi que les 900 descendants F2 ont été
génotypés pour 384 marqueurs SNPs (Annexe 8). Parmi ces marqueurs, 206 d’entre eux ont
été développés chez Crassostrea gigas dans I’Article 1. Parmi ces 206 marqueurs, 35 sont des
SNPs détectés in vitro dans des genes exprimés dans la gonade lors d’expérimentations
réalisées au Laboratoire de Physiologie des Mollusques a Brest afin d’identifier des
marqueurs impliqués dans les mortalités estivales de naissain ; 1 a été détecté par
assemblage d’EST fournis par GenBank (Bai et al., 2009 ); 170 SNPs ont été détectés in silico

eme

a partir du 6°7° assemblage de la base de données d’EST de Crassostrea gigas (http://public-

contigbrowser.sigenae.org:9090/ Crassotrea_gigas/index.html) (voir Article 1). Les 178
autres SNPs ont été choisis dans le 8™ assemblage de la méme base de données pour
remplacer les SNPs qui avaient posé probleme au cours du génotypage décrit dans I'Article
1. lls ont été génotypés a I'aide de la technique GoldenGate d’lllumina sur la plateforme de
génotypage de Bordeaux. Les données de génotypage ont été analysées via le module

Génotypage du logiciel GenomeStudio développé par lllumina.

2.2.6. Cartographie génétique

Les génotypes ont été analysés a I'aide de la fonction de cartographie de régression
du logiciel JoinMap 4.0 (Van Ooijen, 2006). Le type de population utilisé est le type CP (Cross
Pollination). Un test x* effectué par JoinMap a permis d’écarter les loci déviant
significativement des lois mendéliennes (a < 0,0001). Le LOD d’indépendance minimum a été
fixé a 3.0 et les autres parameéetres ont été laissés aux valeurs par défaut proposées par le

logiciel. La longueur des cartes a été calculée selon la fonction de cartographie de Haldane.

2.2.7. Détection de QTL

La normalité des traits étudiés a été vérifiée statistiquement par un test de normalité
de Shapiro-Wilk grace au package RCommander (Fox, 2005) développé pour le programme R
(R Development Core Team, 2005). Afin de prendre en compte le suivi temporel de I'indice
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gonadique, une Analyse en Composantes Principales (ACP) a été réalisée a I'aide du package
FactoMineR (Husson et al., 2008) développé pour le programme R (R Development Core
Team, 2005). Les indices gonadiques de chaque mois ont été désignés comme variables
actives tandis que les données de survie, le sexe, le volume intravalvaire, les indices de chair
mensuels et les indices musculaires mensuels ont été désignés comme variables
supplémentaires. La composante principale de I'ACP a été utilisée comme un phénotype
pour la détection de QTLs. Le logiciel MapQTL 5.0 (Van Ooijen, 2004) a été utilisé pour
détecter des régions du génome impliqguées dans la gamétogenése via le test non-
paramétrique de Kruskall-Wallis et la cartographie par intervalles. La part de variance
expliquée par chaque QTL est calculée automatiquement par le logiciel selon la formule
suivante : 100 * (HO_var — var) / variance de la population ou HO var est la variance
résiduelle. Les bornes de I'intervalle de confiance ont été définies par la valeur maximale du

LOD a laquelle on soustrait 1 unité.

2.3. Résultats
2.3.1. Suivi de la gamétogenése par IRM

Le phénotypage de la famille F2-18 au moyen de I'IRM a été décrit dans I'article 3.
Les moyennes, écart-type, valeur minimale et maximale des traits sont résumés dans le

Tableau 8.

Les tests de Shapiro-Wilk ont mis en évidence que seuls les indices gonadiques de
mai 2011 (p-value = 0,59) et juin 2012 (p-value = 0,06) suivaient une distribution normale.
Aux autres dates, la distribution ne suit pas une loi normale et la transformation en log10 ne

change rien.

Les coefficients de corrélation de Pearson ont révélé une forte corrélation entre le
sexe des individus et le changement ou non de sexe (P = 0,96). L'indice gonadique a un
instant t est également fortement corrélé a indice de chair a I'instant t : de 0,83 en octobre
2011 a 0,91 en juin 2011 (Tableau 8). De plus, I'indice gonadique maximal en 2011 est
fortement corrélé a l'indice de chair en octobre 2011 (P = 0,83) et l'indice gonadique

maximal en 2012 est fortement corrélé a l'indice de chair en avril 2012 (P = 0,86). En
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revanche, I'indice gonadique n’est pas corrélé au sexe (P < 0,20) ni a I'indice musculaire (P <

0,20).

L’ACP a révélé que la composante principale expliquait 31,92% de la variation des

indices gonadiques mensuels.

Indice de chair Statistiques descriptives

Avril | Mai | Juin | Juillet | AoGt | Octobre | Avril | Juin Min. | Max Ecart-

2011 | 2011 [ 2011 | 2011 | 2011 | 2011 | 2012|2012 . I M Type

;\(‘)’;'1' 085|0,39|019| 033 | 013 | 014 |006|007| o 64 | 30,6 | 11,2

2“3:'1 029|087 (024 036 | 025 | 013 |0,13|008| o0 66 | 369 | 12,2
Juin

11 |18 (031|091 | 061 | 017 | 003 |005|-011| 4 | 77 |534| 129
Juillet

o 0,26 | 0,29 | 0,42 | 08 | 03 | 025 |005|-004| o0 82 |375| 13,8
o | 2011
g Aolit

S 019|0,21|017| 0,22 | 0,84 | 029 |018|006| o | 43 |143]| 76
2| 201

oo

o | Octobre 1101005 001| 02 | 043 | 08 |045|029| o0 28 | 124 7.2

S| 2011
©

£ Avril

o1 |014]012]012| 012 | 025 | 039 |086|045| O 60 | 30,6 | 14,6

;:'1"2 0,14 | 0,00 [-0,08| 0,02 | 004 | 023 |043|088| o 54 | 21,8 | 12,0

M;;'l"l'a' 017 |005| 0o | 0,19 | 043 | 08 |045|029| o 28 | 124 72

M;;'l"z'a' 014|012 012 | 0,12 | 025 | 039 |086|045]| o0 60 | 30,6 | 14,6

Tableau 8. Coefficients de corrélation de Pearson entre I'indice de chair et I'indice gonadique estimés par IRM
sur la famille F218 et statistiques descriptives de I'indice gonadique.

2.3.2. Suivi de la gamétogenése par histologie

Seul le stade 3 (Normand et al., 2009) a été observé : les gonades étaient toutes a
pleine maturité au 7 juin 2011. Les sex-ratio des familles F2-19 (77% de males, 22% de
femelles) et F2-21 (55% de males, 44% de femelles sont significativement différents (x*>= 10 ;
p = 0,001). La famille F2-19 présente un rapport gonado-somatique plus élevé

(u=0,542+0,156) que la famille F2-21 (u=0,477+0,139)

Les tests de Shapiro-Wilk ont confirmé que les distributions des rapports gonado-
somatiques des familles F2-19 et F2-21 suivaient une loi normale (respectivement p-value =

0,17 et p-value = 0,68).
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2.3.3. Margueurs moléculaires et génotypage

Sur les 384 marqueurs, certains ont été rejetés lors de 'observation graphique des
profils fournis par GenomeStudio : 99 pour la famille F2-18, 97 pour la famille F2-19, 89 pour
la famille F2-21. Le taux de succes de génotypage (nombre de marqueurs génotypés avec
succes / nombre total de marqueurs) s’éléve donc a 74,2% pour la famille F2-18, 74,7% pour

la famille F2-19 et 76,8% pour la famille F2-21.

Ensuite, les SNPs monomorphes ont été écartés pour chaque famille : 190 pour la
famille F2-18, 174 pour la famille F2-19, 176 pour la famille F2-21. En dépit du nombre de
marqueurs de départ, seuls 95 SNPs ont été retenus pour la cartographie de la famille F2-18,
113 pour la famille F2-19 et 119 pour la famille F2-21. Le taux de conversion, défini par le
nombre de marqueurs polymorphes / nombre total de marqueurs (Fan et al., 2003) s’éleve
donc a 24,7% pour la famille F2-18, 29,4% pour la famille F2-19 et 30,9% pour la famille F2-
21.

2.3.4. Cartographie génétique

Parmi les 95 SNPs retenus pour la cartographie génétique de la famille F2-18, 2 ont
été rejetés en raison de la distorsion de ségrégation. La carte génétique de la famille F2-18
est donc composée de 93 marqueurs et sa longueur totale est de 376,76 cM (Tableau 9
b).Parmi les 113 SNPs retenus pour la cartographie génétique de la famille F2-19, 5 ont été
rejetés en raison de la distorsion de ségrégation. La carte génétique de la famille F2-19 est
donc composée de 108 marqueurs et sa longueur totale est de 351,45 cM (Tableau 9
c).Parmi les 119 SNPs retenus pour la cartographie génétique de la famille F2-21, 10 ont été
rejetés en raison de la distorsion de ségrégation. La carte génétique de la famille F2-21 est
donc composée de 109 marqueurs et sa longueur totale est de 350,16 cM (Tableau 9 d).
Pour la carte combinée des 3 familles F2, 189 SNPs ont été cartographiés sur 10 groupes de

liaison dont la longueur totale est de 447,23 cM (Tableau 9a et Figure 40).

Pour les 4 cartes, les groupes de liaison ont été numérotés en fonction de leur

longueur, du plus long au plus court.
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Groupe de Nombre de Longueur Espacement moyen entre Groupe correspondant
liaison marqueurs (cm) les marqueurs (cM) F2-18 F2-19 F2-21 *
la 15 58,92 4,21 7b 7c 1d Vi et VIII
2a 27 57,67 2,22 3b 1c 8d I et X
3a 17 53,37 3,34 1b 2c 2d IV
4a 8 51,07 7,30 9b 8c 5d Vil
a 5a 26 50,60 2,02 8b 3c 4d Il
6a 35 50,39 1,48 5b 4c 6d \Y
7a 19 48,93 2,72 2b 6¢ 7d Vi
8a 13 41,89 3,49 6b 9c 10d I
9a 26 33,27 1,33 4b Sc 3d IX
10a 3 1,14 0,57 10b 10c 9d -
Moyenne 18,9 44,72 2,87 - - - -
Total 189 447,23 - - - - -
Groupe de liaison Nombre de marqueurs Longueur (cM) Espacement moyen entre les marqueurs (cM)
1b 11 71,04 7,10
2b 11 62,06 6,21
3b 13 47,35 3,95
4b 8 46,29 6,61
5b 19 46,16 2,56
b 6b 8 41,93 5,99
7b 7 23,32 3,89
8b 7 19,00 3,17
9b 6 18,47 3,69
10b 3 1,14 0,57
Moyenne 9,3 37,68 4,37
Total 93 376,76 -
Groupe de liaison Nombre de marqueurs Longueur (cM) Espacement moyen entre les marqueurs (cM)
1c 20 69,33 3,65
2c 9 56,63 7,08
3c 15 43,48 3,11
4c 21 43,45 2,17
5c 14 40,29 3,10
c 6¢ 9 33,09 4,14
7c 7 32,34 5,39
8c 6 23,49 4,70
9c 5 8,97 2,24
10c 2 0,38 0,38
Moyenne 10,8 35,14 3,60
Total 108 351,45 -
Groupe de liaison Nombre de marqueurs Longueur (cM) Espacement moyen entre les marqueurs (cM)
1d 8 61,84 8,83
2d 14 53,18 4,09
3d 20 48,74 2,57
4d 17 48,60 3,04
5d 7 46,35 7,73
d 6d 20 37,81 1,99
7d 9 29,26 3,66
8d 7 12,10 2,02
9d 3 6,24 3,12
10d 4 6,04 2,01
Moyenne 10,9 35,02 3,90
Total 109 350,16 -

Tableau 9. Caractéristiques des cartes génétiques combinée (a) et des familles F2-18 (b), F2-19 (c) et F2-21 (d). Les groupes
de ligison de la carte combinée sont reliés aux groupes correspondants sur les cartes de chaque famille et aux
groupes correspondants sur les cartes précédemment publiées* (Hubert et Hedgecock, 2004 ; Sauvage et al., 2010)
via les marqueurs communs. Les longueurs et les distances sont données en centiMorgans (cM).
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2.3.5. Détection de QTL

Les caractéristiques des QTLs détectés sont résumées dans le Tableau 10 et les QTLs

sont localisés sur la carte génétique (Figure 40)

2.3.5.1. Indice gonadique

Pour les 3 familles, des QTLs ont été détectés pour I'indice gonadique en juin 2011.
Un QTL a été détecté pour la famille F2-18 sur le GL 9b (Tableau 9b). Il explique 5,7% de la
variance observée et a été confirmé par la présence d’'un marqueur significatif au test de
Kruskal-Wallis (EST_36_29 2; P = 0,005). Quatre QTLs ont également été détectés chez la
famille F2-19 sur les GL1c (2 QTLs), GL4c et GL6c (Tableau 9¢). lls expliquent de 5,2 a 9,2% de
la variance observée et ont tous été confirmés par la présence de marqueurs significatifs au
test de Kruskal-Wallis (0,05 < P < 0,0005). Un QTL a été détecté chez la famille F2-21 sur le
GL7d (Tableau 9d). Il explique 11,6% de la variance observée et le test de Kruskal-Wallis a

mis en évidence des marqueurs significatifs (P = 0,0005).

Sur le GL2b (Tableau 9b), un QTL a été détecté pour l'indice gonadique en juillet et
octobre 2011 ainsi qu’en avril et juin 2012. Il explique, selon les mois, de 11% en juillet 2011
a 23,2% en juin 2012 de la variance observée et a été confirmé par la présence de
marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (0,005 < P < 0,0001). Un QTL a également
été détecté sur ce groupe de liaison pour la composante principale de I’ACP. Il explique 8,1%
de la variance et a été confirmé par la présence de marqueurs significatifs au test de Kruskal-
Wallis (P = 0,0001). Le GL2b ayant été associé aux GL6c et GL7d pour former le GL7a de la
carte combinée (Tableau 9a), il existe un QTL commun aux 3 familles pour lindice

gonadique.

Sur le GL3b (Tableau 9b), un QTL a été détecté pour I'indice gonadique en ao(t 2011.
Il explique 10% de la variabilité observée et a été confirmé par la présence de marqueurs
significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,005). Le GL3b (Tableau 9b) ayant été associé au
GL1c pour former le GL2a sur la carte combinée (Tableau 9a), il existe un QTL commun aux

familles F2-18 et F2-19 pour l'indice gonadique.
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Sur le GL9b (Tableau 9b), un QTL a été détecté pour I'indice gonadique en avril, mai,
juin et juillet 2011 ainsi qu’en avril 2012. Il expligque, selon les mois de 5,7% en juin 2011 a
12,6% en mai 2011 de la variance observée et a été confirmé par la présence de marqueurs
significatifs au test de Kruskal-Wallis (0,05 < P < 0,0001). Un QTL a également été détecté sur
ce groupe de liaison pour la composante principale de I’ACP. Il explique 11,2% de la variance
et a été confirmé par la présence de marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (P =

0,0001).

Pour la famille F2-18, d’autres QTLs ont été détectés pour l'indice gonadique mais

uniguement a une seule date :

- surle GL4b en mai 2011 (variance expliquée = 10,8% ; P = 0,005),

- surle GL1b en juillet 2011 (variance expliquée = 10,9% ; P = 0,0005),
- surle GL8b en ao(it 2011 (variance expliquée = 14,8% ; P = 0,05),

- surle GL6b en octobre 2011 (variance expliquée = 10% ; P = 0,01).

2.3.5.2. Déterminisme du sexe

Pour la famille F2-18, aucun QTL n’a été détecté par la cartographie par intervalle

malgré quelques marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis.

Pour la famille F2-19, trois QTLs ont été détectés pour le déterminisme du sexe. Sur
le GL2c (Tableau 9c), un QTL explique 4,7% de la variance observée et a été confirmé par la
présence de marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,01). Sur le GL5c (Tableau
9c), un QTL explique 5,6% de la variance observée et a été confirmé par la présence de
marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,005). Sur le GL6c (Tableau 9c), un QTL
explique 7,5% de la variance observée et a été confirmé par la présence de marqueurs

significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,0001).

Pour la famille F2-21, des QTLs ont été détectés sur 2 groupes de liaison pour le
déterminisme du sexe. Un LOD supérieur au LOD-seuil du groupe de liaison est observé sur
tout le GL3d (Tableau 9d). Une cartographie MQM (Multiple-QTL Model) a révélé I'existence
de 2 QTLs distincts expliquant respectivement 40,5% et 9,8% de variance sur ce groupe de
liaison (Tableau 10). Sur le GL6d (Tableau 9d), un QTL expliquant 8,7% de la variance
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observée a été confirmé par la présence de marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis

(P = 0,005).

2.3.5.3. Changement de sexe

Pour la famille F2-18, deux QTLs ont été détectés pour le changement de sexe. L'un
est localisé sur le GL2b (Tableau 9b), explique 86,1% de la variance observée et a été
confirmé par la présence de marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,005).
L’autre est localisé sur le GL8b (Tableau 9b), explique 25,8% de la variance observée et a été

confirmé par la présence de marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,005).
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2.4. Discussion

Cette étude a permis de génotyper un grand nombre de nouveaux marqueurs SNPs.
Le remplacement des SNPs dont le génotypage n’avait pas été satisfaisant lors de notre
premiere expérience (Article 1) par de nouveaux SNPs a permis d’améliorer le succes de
génotypage moyen a 75,2% (70,3% dans I'Article 1). Cependant, malgré les 384 SNPs
génotypés, peu d’entre eux ont pu étre cartographiés. En effet, beaucoup de marqueurs
étaient monomorphes au sein des 3 familles étudiées et le taux de conversion moyen des
marqueurs ne s’est élevé qu’a 28,3%. Néanmoins, sachant que les marqueurs n’ont pas été
choisis pour leur polymorphisme connu chez les parents de nos familles, ce taux de
conversion est supérieur aux 12,5 a 19,5% estimés chez des familles F2 de pin maritime or
(Chancerel et al., 2011) ou aux 12,3 a 18,4% estimés chez le pin a sucre (Jermstad et al.,
2011). Choisir uniquement des marqueurs polymorphes chez les parents a permis
d’atteindre un taux de conversion de 86% chez la courge, Cucurbita pepo (Esteras et al.,
2012). D’autres marqueurs s’écartaient fortement des lois mendéliennes. Cette importante
distorsion de ségrégation est bien connue chez Crassostrea gigas (Launey et Hedgecock,
2001) et peut étre expliquée par les fortes mortalités qui peuvent entrainer la perte de 98%
des individus au stade larvaire (Plough et Hedgecock, 2011). Les pratiques d’écloserie,
notamment le tamisage sélectif qui vise a éliminer les larves dont la croissance est moins
rapide, est également une explication possible de la faible diversité génétique rencontrée au
sein de nos familles (Taris, 2005). Néanmoins, la densité de la carte génétique de I'huitre
creuse a pu étre améliorée : au cours de cette étude, nous avons établi une carte génétique
composée de 189 marqueurs SNPs tandis que Sauvage et al. (2010) avaient publié une carte
génétique composée de 80 marqueurs dont 51 marqueurs microsatellites et 21 marqueurs
SNPs. Grace a ce nombre de marqueurs, la carte génétique couvre désormais 88,63% de la
longueur théorique du génome contre 76,43% précédemment. Elle est composée de 10
groupes de liaison, ce qui est en accord avec le nombre de chromosomes haploides (n=10).
Plus récemment, une carte génétique a été établie a partir de 426 marqueurs dont 64 g-
SSRs, 42 EST-SSRs et 320 AFLPs (Guo et al., 2012). L'utilisation des techniques de la Nouvelle
Génération de Séquencage permettra prochainement d’améliorer davantage la densité de la

carte génétique présentée par I'ajout de marqueurs de type RAD (Restriction site Associated
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DNA). Le séquencage récent du génome complet de I'huitre creuse (Zhang et al.,, 2012)
permettra d’accroitre encore le nombre de marqueurs disponibles et de combiner des cartes

physiques aux cartes génétiques.

Au cours de cette étude, des QTLs ont été mis en évidence pour I'ensemble des traits
étudiés. Pour I'indice gonadique en juin 2011 et pour le sexe, des QTLS communs a plusieurs
familles ont été détectés. Des QTLs ont également été détectés pour les indices gonadiques
de plusieurs mois. Cela peut s’expliquer par la corrélation existant entre I'indice gonadique a
un instant t et I'indice gonadique a l'instant t-1. Pour les autres traits, les QTLs n’ont pu étre
détectés que pour une famille et seraient donc a confirmer avec du matériel biologique
différent. Parmi les 35 SNPs détectés in vitro dans des génes exprimés dans la gonade, 10
ont été associés significativement a la variation des traits étudiés (Figure 40). Il serait

intéressant d’étudier plus finement les régions ou ces marqueurs sont localisés.

L'une des familles étudiées par Sauvage et al.,, 2010 ayant été génotypées pour
certains des marqueurs SNPs utilisés dans cette étude, nous avons pu comparer les groupes
de liaison de leur carte avec la n6tre (Tableau 9a). Il est alors apparu que les QTLs détectés
pour I'effort reproducteur au cours de notre étude se trouvaient sur les groupes de liaison
homologues a ceux sur lesquels Sauvage et al. (2010) avaient détecté des QTLs impliqués
dans la survie aux mortalités estivales. La corrélation phénotypique entre effort
reproducteur et réponse aux mortalités estivales (Samain et al., 2007 ; Huvet et al., 2010) se
retrouve donc au niveau génétique. Cependant, il n’est pas a ce jour pas possible de
conclure a une association génétique réelle et il serait intéressant de comparer la
localisation des QTLs détectés au cours de cette étude a la localisation des genes candidats
différentiellement exprimés dans la gonade des individus dits « résistants » et des individus

dits « sensibles » (Fleury et al., 2010).

Enfin, une exploration fonctionnelle des genes candidats permettrait de démontrer
I'implication de ces genes dans le processus de la gamétogenése. L'une des méthodes les
plus efficaces est la création de lignées d’individus pour lesquelles le gene d’intérét est

inhibé. L'absence de lignées mutantes pour I'huitre creuse ne permettant pas ce type
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d’étude, la technique d’interférence par ARN est une alternative puissante (Fabioux et al.,

2009).
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PARTIE IV : CONTRIBUTIONS DE CETTE ETUDE A LA CARACTERISATION
GENETIQUE DE LA REPONSE AUX MORTALITES ESTIVALES

1. Préambule

Cette partie est rédigée en Francgais mais sous la forme d’un article. Elle sera intégrée
a un article concernant la caractérisation génétique de la réponse aux mortalités estivales via
une méthode récente de cartographie fine par RAD (Restriction site Associated DNA)
sequencing qui a été utilisée pour les familles F2-19 et F2-21. En conséquence, chaque partie
sera complétée ultérieurement. Ce travail contribuera en particulier a faire le lien entre les
différentes cartes génétiques avec une confiance importante car de nombreux individus ont
été génotypés dans le cadre de ce travail, contrairement au génotypage avec la technique

RAD sequencing qui a du étre restreint a un nombre moins important d’individus.

2. Article 5 : Détection de QTL de réponse aux mortalités estivales
chez I’huitre creuse, Crassostrea gigas.

P.-A. Gagnaire, E. Flahauw, L. Dégremont, S. Heurtebise, F. Cornette, B. Pontreau, C.
DonnadieuF. Martins, N. Bierne, S. Lapégue

Cette étude étant un travail d’équipe, il est important de préciser les tdches que j'ai
effectuées, seule ou accompagnée par les coauteurs :

e La production, I’élevage, le conditionnement des huitres,

e e suivi de mortalité,

e La détection des marqueurs SNPs in silico,

e Les prélevements et pesées de tissus en vue de 'extraction d’ADN,
e [’extraction et la préparation de ’ADN en vue du génotypage,

e e génotypage des marqueurs microsatellites en multiplexe,

e [’analyse des données de génotypage,

e La cartographie génétique,

e [La détection de QTLs.

2.1. Introduction

L’huitre creuse, Crassostrea gigas, est une espéce d’intérét économique au niveau
mondial. En 2011, 4,4 millions de tonnes ont été produites (FAO, 2013). Cependant, sur les

coOtes francaises, les juvéniles d’huitres creuses subissent d’importantes mortalités estivales

149



depuis 2008 (Pernet et al., 2010) et les conséquences sur la production nationale sont d’ores
et déja perceptibles : jusqu’en 2009, la France produisait environ 130 000 tonnes d’huitres
par an tandis qu’en 2010 et 2011, la production n’a pas dépassé les 80 000 tonnes (Comité
National de la Conchyliculture, http://www.cnc-france.com). Le phénoméne des mortalités
estivales d’huitres creuses est connu depuis 1945 sur les cOtes japonaises (Koganezawa,
1974), depuis 1980 sur les cotes francaises (Maurer et al. 1986; Bodoy et al. 1990; Soletchnik
et al. 1999) et a été particulierement étudié durant le projet MOREST (Samain et McCombie,
2008). Une forte héritabilité de la réponse aux mortalités estivales a notamment été mise en
évidence (Dégremont et al., 2007) et a servi de base a la sélection de lignées « résistantes »

(R) et de lignées « sensibles » (S) aux mortalités estivales (Dégremont et al, 2009).

La caractérisation génétique de traits complexes tels que la résistance aux maladies
représente un intérét pour le domaine de la recherche mais également pour la filiere
aquacole. La détection de QTLs peut servir de base a la sélection d’alléles de résistance aux
maladies (Elsen, 2011). Cette approche est utilisée pour détecter des régions du génome
impliquées dans la résistance aux maladies qui perturbent la production aquacole de
nombreuses especes aquacoles telles que la Truite arc-en-ciel, Oncorhynchus mykiss (Verrier
et al.,, 2013) , le Saumon Atlantique, Salmo salar (Moen et al, 2009) ou I'huitre creuse
Crassostrea virginica (Yu et Guo, 2006). Des QTLs impliqués dans la réponse aux mortalités
estivales et la charge virale en Ostreid Herpes Virus 1 (OsHV-1), un pathogéne associé aux
mortalités estivales d’huitres creuses (Dégremont, 2011; Garcia et al., 2011), ont également

été détectées par Sauvage et al. (2010).

L'objectif de cette étude était de vérifier si les régions détectées par Sauvage et al.
(2010) étaient également détectées sur un matériel biologique différent et dans le contexte
des mortalités massives subies par Crassostrea gigas depuis 2008. Pour cela, nous avons
augmenté la densité de la carte génétique via l'utilisation de nouveaux marqueurs SNPs afin
de détecter plus finement des QTLs impliqués dans la réponse aux mortalités estivales et la

charge virale en OsHV-1.
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2.2. Matériel et Méthodes
2.2.1. Matériel biologique

Les huitres utilisées pour le suivi de la mortalité appartiennent a 21 familles bi-
parentales de type F2, parmi lesquelles trois familles, nommées F2-18, F2-19 et F2-21, ont
été choisies pour détecter les QTLs. Pour produire ces familles, des individus aux
performances contrastées en termes de survie aux mortalités estivales issus de la sélection
menée au cours du programme MOREST (Dégremont et al, 2009) ont été utilisés comme
génération FO. Une femelle FO « sensible » a été croisée avec un male FO « résistant » pour
produire une famille F1 au sein de laquelle 2 males et 2 femelle ont été choisis pour obtenir
les familles F2-18 et F2-19. De la méme facon, une femelle FO « résistante » a été croisée
avec un male FO « sensible » pour produire une famille F1 au sein de laquelle 1 male et 1

femelle ont été choisis pour obtenir la famille F2-21 (Figure 39).

Pour chaque croisement et afin de contréler les fécondations, les gamétes ont été
récupérés par scarification des gonades. L’élevage larvaire et le micro-nursage ont été
effectués a I'écloserie Ifremer de La Tremblade (Charente maritime, France). Puis, les huitres
ont été transférées a la nurserie Ifremer de Bouin (Vendée, France) pour le nursage jusqu’au
28 juillet 2010. Pour chacune des 21 familles F2, 450 huitres ont été réparties en 3 poches de
150 et placées sur des tables ostréicoles sur I'estran a Agnas (Bassin de Marennes-Oléron,
Charente maritime, France) le 29 juillet 2010. Parallelement, pour 12 familles choisies sur
leurs performances aux tests de survie menés préalablement (voir Partie 1), 1000 individus
ont été répartis en 2 poches de 500 et placés dans un bassin de la station Ifremer de La
Tremblade (Charente maritime, France) afin d’y avoir acces quotidiennement. Ce bassin était
alimenté en eau de mer brute (non traitée, non chauffée, sans ajout de phytoplancton) afin

de s’approcher au plus prés des conditions extérieures.

2.2.2. Suivi de la mortalité au cours d’un épisode de mortalité estivale
2.2.2.1. Suivi ponctuel en milieu naturel

Le 26 aodt, les poches placées sur estran ont été ramenées a la station de La
Tremblade pour procéder au comptage des individus morts et survivants a I'épisode de

mortalité.
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2.2.2.2. Suivi quotidien en bassin expérimental

Chaque jour, les poches placées dans le bassin expérimental ont fait I'objet d’une
observation minutieuse permettant de détecter les individus morts ou moribonds. En effet,
la suite du travail s’effectuant sur I’ADN, il était impératif que les tissus ne soient pas trop
dégradés. Les huitres mortes ou moribondes ont donc été stockées a —20°C jusqu’a
I’extraction d’ADN. Le 23 aolt 2010, I'épisode de mortalité semblant terminé, nous avons
procédé au comptage des individus ayant survécu ; lorsque c’était possible, 200 d’entre eux
ont également été stockés a —-20°C en attendant I'extraction d’ADN a l'aide du kit

d’extraction QiaAMP DNA MiniKit de Qiagen (voir protocole détaillé en annexe 1).

2.2.3. Mesure de la charge virale par PCR quantitative

La détection et la quantification du virus OsHV-1 a été réalisée par la méthode de PCR
en temps réel développée par Pépin et al. (2008). En résumé, 5uL d’ADN dilué a 5 ng/uL pour
les individus morts et 0,5 ng/uL pour les individus survivants ont été ajoutés au mélange
réactionnel composé de 10uL de Mastermix 2X du kit Brillant Il Ultra fast avec SYBR Green,
2uL de chaque amorce C9 et C10 (Renault et al., 2012) diluées a 2mM et 1 uL d’eau bi-
distillée. Une gamme de 10 a 100000 copies d’OsHV-1 a été déposée sur chaque plaque pour
qguantifier le nombre de copies d’ADN viral présent dans chaque échantillon. Pour chaque
individu, 2 réplicats ont été quantifiés. La PCR a consisté en un cycle de dénaturation a 95°C,
pendant 3 minutes puis quarante cycles d’hybridation/élongation alternant une phase a
95°C pendant 5 secondes et une phase a 60°C pendant 20 secondes et, pour terminer, un
cycle composé d’une phase d’1 minute a 95°C, une phase de 30 secondes a 60°C et une

phase de 30 secondes a 95°C.

2.2.4. Marqueurs moléculaires et génotypage sélectif

Les grands-parents FO, les parents F1 ainsi que 900 descendants F2 ont été génotypés
pour les 384 marqueurs SNPs développés chez Crassostrea gigas (Article 1). Ces 900
descendants ont fait I'objet d’une stratégie de génotypage sélectif : pour chacune des 3
familles F2, 300 individus ont été génotypés dont 150 morts au cours de I'épisode de

mortalité estivale et 150 survivants a la fin de cet épisode. Parmi les 384 marqueurs, 72 sont
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des SNPs détectés in vitro dans des génes exprimés dans la gonade par le Laboratoire de
Génétique et Pathologie de La Tremblade ; 5 ont été détectés par assemblage d’EST fournis
par GenBank (Bai et al., 2009 ); 307 SNPs ont été détectés in silico a partir du 6™
assemblage de la base de données d’EST de Crassostrea gigas (http://public-
contigbrowser.sigenae.org:9090/ Crassotrea_gigas/index.html). lls ont été génotypés a I'aide
de la technique GoldenGate d’lllumina sur la plateforme de génotypage de Bordeaux. Les
données de génotypage ont été analysées via le module Génotypage du logiciel

GenomeStudio développé par lllumina.

Afin d’augmenter la densité de la carte génétique et de pouvoir la comparer avec les
cartes génétiques précédemment publiées par Hubert et Hedgecock (2004) et Sauvage et al.
(2010), les individus ont également été génotypés pour 42 marqueurs microsatellites dont
27 ont été génotypés en simplexe (Li et al., 2003 ; Yamtich et al., 2005 ; Sauvage et al. 2010,
Partie | Tableau 5) et 15 en multiplexes de 3 marqueurs (Li et al., 2010 ; Taris et al., 2005,
Partie | Tableau 4).

2.2.5. Cartographie génétique

Les génotypes ont été analysés a I'aide de la fonction de cartographie de régression
du logiciel JoinMap 4.0 (Van Ooijen, 2006). Le type de population utilisé est le type CP (Cross
Pollination). Un test yx* effectué par JoinMap a permis d’écarter les loci déviant
significativement des lois mendéliennes (a < 0,0001). Le LOD d’indépendance minimum a été
fixé a 3.0 et les autres parameétres ont été laissés aux valeurs par défaut proposées par le

logiciel. La longueur des cartes a été calculée selon la fonction de cartographie de Haldane.

2.2.6. Détection de QTL

La normalité des traits étudiés a été vérifiée statistiquement par un test de normalité
de Shapiro-Wilk grace au package RCommander (Fox, 2005) développé pour le programme R
(R Development Core Team, 2005). Le logiciel MapQTL 5.0 (Van Ooijen, 2004) a été utilisé
pour détecter des régions du génome impliquées dans la réponse aux mortalités estivales via
le test non-paramétrique de Kruskall-Wallis et la cartographie par intervalles. La part de

variance expliquée par chaque QTL est calculée automatiquement par le logiciel selon la
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formule suivante : 100 * (HO var — var) / variance de la population ou HO var est la variance

résiduelle.

2.3. Résultats

2.3.1. Suivi de la mortalité

2.3.1.1.

En bassin expérimental

Les mortalités ont commencé le 3 ao(t 2010, soit 5 jours aprés la mise en bassin

expérimental. Le nombre d’individus morts a augmenté lentement pendant les 3 jours qui

ont suivi. Puis, le 8 ao(t, la plupart des 12 familles ont connu un pic de mortalité (Figure 41).

Au 23 ao(t 2010, le comptage des individus survivants s’est ajouté au comptage quotidien

des individus morts ou moribonds afin de déterminer le taux de mortalité de chaque famille

F2. Celui-ci s’est avéré tres variable d’'une famille F2 a I'autre. En effet, celui-ci était compris

entre 26% pour la famille 15 et 95% pour la famille 20 (Figure 42). Pour la suite des analyses

génétiques (génotypage des marqueurs moléculaires et recherche de QTLs), seules les

familles F2-18, F2-19 et F2-21 ont été retenues en raison de leurs taux de mortalités

différents (respect

ivement 76%, 30% et 58%).
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Figure 41. Cinétique de mortalité du naissain de 12 familles F2 au cours d’un épisode de mortalité estivale en
aodt 2010. Les familles F2 étudiées apparaissent en rouge (F2-18), vert (F2-19) et orange (F2-21). La

ligne verticale indique le pic de mortalité du 8 aodt 2010.
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Figure 42. Taux de mortalité de 12 familles F2 au cours d’un épisode de mortalité estivale survenu en ao(t 2010
dans un bassin expérimental. Les familles F2 étudiées apparaissent en rouge (F2-18), vert (F2-19) et
orange (F2-21).

2.3.1.2. Sur estran

Pour des raisons pratiques, la date précise du début des mortalités n’est pas connue.
Cependant, quelques individus morts ont été observés le 9 ao(t, laissant supposer un début
d’épisode de mortalité décalé par rapport a celui connu par les individus en bassin
expérimental. Au 26 ao(t 2010, un comptage des individus morts et des individus ayant
survécu a I'épisode de mortalité a révélé un taux de mortalité tout aussi variable que pour
les familles placées en bassin expérimental. En effet, celui-ci était compris entre 18% pour la
famille 19 et 98% pour la famille 22 (Figure 43). De plus, une forte corrélation (rpearson = 0,85)
entre les taux de mortalité sur estran et en bassin expérimental a été mise en évidence

(Figure 44).
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Figure 43. Taux de mortalité de 21 familles F2 au cours d’un épisode de mortalité estivale survenu en aolt 2010
sur estran. Les familles F2 étudiées apparaissent en rouge (F2-18), vert (F2-19) et orange (F2-21).
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Figure 44. Corrélation entre le taux de mortalité obtenu sur estran et le taux de mortalité obtenu en bassin
expérimental au cours d’un épisode de mortalité estivale survenu en ao(t 2010. Les familles F2
étudiées apparaissent en rouge (F2-18), vert (F2-19) et orange (F2-21).
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2.3.2. Mesure de la charge virale

La charge virale est exprimée en nombre de copies d’ADN viral par milligramme de
tissu frais (Tableau 11). Elle est significativement différente entre les individus morts (4 =
1,52.10° + 2,16.10%) et les individus vivants (u = 1,12.10* + 3,04.10% ; F = 276,8 ; p < 2,2.10™°).
Elle est également significativement différente entre les familles (F = 37,7 ; p < 2,2.10) et
est comprise entre 9,46.10" copies d’ADN viral/mg de tissu frais pour la famille F2-19 et

2,86.10° copies d’ADN viral/mg de tissu frais pour la famille F2-18.

Taux de Charge Charge Charge
Famille mortalité Etat virale virale virale Ecart-type
(%) minimale maximale moyenne
18 78 Mort 1,57E+05 1,20E+09 2,86E+08 2,94E+08

Vivant 0,00E+00 1,73E+05 1,40E+04 2,93E+04

19 30 Mort 2,02E+03 9,26E+08 9,46E+07 1,57E+08

Vivant 0,00E+00 9,18E+04 2,92E+03 1,17E+04

20 58 Mort 9,08E+03 7,93E+08 9,97E+07 1,26E+08

Vivant 0,00E+00 2,77E+05 1,68E+04 4,10E+04

Tableau 11. Statistiques descriptives de la charge virale pour les 3 familles F2 étudiées. La charge virale est
exprimée en nombre de copies d’ADN viral/mg de tissu frais.

2.3.3. Marqueurs moléculaires et génotypage

Sur les 384 marqueurs SNPs, certains ont été rejetés lors de I'observation graphique
des profils fournis par GenomeStudio : 105 pour la famille F2-18, 102 pour la famille F2-19,
108 pour la famille F2-21. Ensuite, les SNPs monomorphes ont été écartés pour chaque
famille : 191 pour la famille F2-18, 180 pour la famille F2-19, 169 pour la famille F2-21. En
dépit du nombre de marqueurs de départ, seuls 88 SNPs ont été retenus pour la

cartographie de la famille F2-18, 102 pour la famille F2-19 et 107 pour la famille F2-21.

Sur les 42 marqueurs microsatellites génotypés, certains se sont avérés
monomorphes et ont donc été rejetés. Ainsi, 30 microsatellites ont été retenus pour les

familles F2-18 et F2-21 tandis que 31 ont été retenus pour la famille F2-19.
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2.3.4. Cartographie génétigue

Parmi les 118 marqueurs retenus pour la cartographie génétique de la famille F2-18,
3 SNPs ont été rejetés en raison de la distorsion de ségrégation. La carte génétique de la
famille F2-18 est donc composée de 115 marqueurs et sa longueur totale est de 451,18 cM
(Tableau 12 b). Parmi les 133 marqueurs retenus pour la cartographie génétique de la famille
F2-19, 27 SNPs ont été rejetés en raison de la distorsion de ségrégation. La carte génétique
de la famille F2-19 est donc composée de 106 marqueurs et sa longueur totale est de 576,46
cM (Tableau 12 c). Parmi les 137 marqueurs retenus pour la cartographie génétique de la
famille F2-21, 14 SNPs ont été rejetés en raison de la distorsion de ségrégation. La carte
génétique de la famille F2-21 est donc composée de 123 marqueurs et sa longueur totale est
de 539,68 cM (Tableau 12 d). Pour la carte combinée des 3 familles F2, 169 marqueurs (129
SNPs et 40 microsatellites) ont été cartographiés sur 9 groupes de liaison dont la longueur

totale est de 656,87 cM (Tableau 12a et Figure 45).

Pour les 4 cartes, les groupes de liaison ont été numérotés en fonction de leur
longueur, du plus long au plus court. Les marqueurs microsatellites communs ont permis de
comparer ces cartes génétiques aux cartes précédemment publiées par Hubert et

Hedgecock (2004) et Sauvage et al. (2010) (Tableau 12a).
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Groupe de Nombre de Longueur (cM) Espacement moyen entre les Groupe correspondant
liaison marqueurs marqueurs (cM) F2-18 F2-19 F2-21 *
la 26 119,65 4,79 1b 3c 7d Vv
2a 16 111,14 7,41 7b 1c 9d VI
3a 30 77,11 2,66 3b 2c 3d I et X
4a 18 68,56 4,03 5b 7c 6d 1
a 5a 21 61,75 3,09 8b 4c 8d \Y)
6a 20 59,49 3,13 4b 6¢ 2d +10d IX
7a 19 56,86 3,16 9b 8c 5d Vil
8a 8 56,11 8,02 6b 9c 1d I}
9a 11 46,21 4,62 2b 5c 4d VI et VI
Moyenne 18,78 72,99 4,55 - - - -
Total 169 656,87 - - - - -
Groupe de liaison  Nombre de marqueurs  Longueur (cM) Espacement moyen entre les marqueurs (cM)
1b 22 62,84 2,99
2b 8 52,49 7,50
3b 12 51,74 4,70
4b 13 51,71 4,31
b Sb 12 50,11 4,56
6b 12 47,46 4,31
7b 12 45,91 4,17
8b 14 45,50 3,50
9b 10 43,42 4,82
Moyenne 12,78 50,13 4,54
Total 115 451,18 -
Groupe de liaison Nombre de marqueurs Longueur (cM) Espacement moyen entre les marqueurs (cM)
1c 16 121,59 8,11
2c 14 76,20 5,86
3c 14 64,97 5,00
4c 9 64,04 8,00
c 5c 11 58,43 5,84
6¢ 10 57,37 6,37
7c 12 55,83 5,08
8c 12 42,90 3,90
9c 8 35,12 5,02
Moyenne 11,78 64,05 5,91
Total 106 576,46 -
Groupe de liaison  Nombre de marqueurs Longueur (cM) Espacement moyen entre les marqueurs (cM)
1d 8 78,79 11,26
2d 21 77,01 3,85
3d 10 68,13 7,57
4d 12 60,37 5,49
5d 11 58,53 5,85
d 6d 14 57,76 4,44
7d 18 53,43 3,14
8d 11 43,21 4,32
9d 16 41,17 2,74
10d 2 1,29 1,29
Moyenne 12,30 53,97 4,99
Total 123 539,68 -

Tableau 12. Caractéristiques des cartes génétiques combinée (a) et des familles F2-18 (b), F2-19 (c) et F2-21 (d).
Les groupes de ligison de la carte combinée sont reliés aux groupes correspondants sur les cartes de
chaque famille et aux groupes correspondants sur les cartes précédemment publiées* (Hubert et
Hedgecock, 2004 ; Sauvage et al., 2010) via les marqueurs communs. Les longueurs et les distances
sont données en centiMorgans (cM).
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2.3.5. Détection de QTLs

Les caractéristiques des QTLs détectés sont résumées dans le Tableau 13 et les QTLs

sont localisés sur la carte génétique (Figure 45).

2.3.5.1. Réponse aux mortalités estivales

Pour les 3 familles, des QTLs ont été détectés pour la réponse aux mortalités
estivales. Deux QTLs ont été détectés pour la famille F2-18 sur les GL 1b et 4b (Tableau 12b).
IIs expliquent 13,1% et 7,5% de la variance observée et ont été confirmés par la présence de
marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,0001), notamment le SNP nommé
« Notch 3 » détecté sur le gene homologue de Notch 3 (EF999949). Un QTL a également été
détecté chez la famille F2-19 sur le GL 5c¢ (Tableau 12c). Il explique 29,7% de la variance
observée a été confirmés par la présence de marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis
(P = 0,0001). Deux QTLs ont été détectés chez la famille F2-21 sur les GL 4d et 5d (Tableau
12d). lls expliguent respectivement 54,3% et 4,1% de la variance observée et le test de
Kruskal-Wallis a mis en évidence des marqueurs significatifs (P = 0,0001 et P = 0,05). Sur la
carte génétique combinée, ces cing régions QTLs sont localisées sur 4 groupes de liaison

différents (Tableau 12a, Figure 45).

2.3.5.2. Charge virale

Un QTL a été détecté pour la charge virale chez chacune des 3 familles. Pour la
famille F2-18, il est localisé sur le GL 6b (Tableau 12b) et explique 28,5% de la variance
observée. Pour la famille F2-19, il est localisé sur le GL 5¢ (Tableau 12c) et explique 76,3% de
la variance observée. Pour la famille F2-21, il est localisé sur le GL 4d (Tableau 12d) et
explique 15,6% de la variance observée. Ces trois QTLs ont été confirmés par la présence de
marqueurs significatifs au test de Kruskal-Wallis (P = 0,0001), notamment les SNPs nommés
« EST-34-19-bis » (Code GenBank: CU682072), « Flavin_monoxy_2 » détecté sur le gene
Fmo-2 Flavin-containing monooxygenase 2(Code GenBank : AJ585074) et « SOD » détecté
dans le géne de SuperOxide Dismutase (Code GenBank: EF694097). Bien que le GL 5C
(Tableau 12c) ait été associé au GL4d (Tableau 12d) pour former le GL9a sur la carte
combinée (Tableau 12a), il n’existe pas de QTL commun aux familles F2-19 et F2-21 pour la
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charge virale (Figure 45) car les marqueurs significatifs ne sont pas les mémes pour les 2

QTLs détectés.
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2.4. Discussion

Cette étude fait suite aux travaux de détection de QTLs impliqués dans la survie aux
mortalités estivales et la charge virale en OsHV-1 menés par Sauvage et al. (2010). De la
méme facon qu’au cours de I'étude précédente, nous avons observé une différence
significative de la charge virale entre les familles mais également entre les individus morts et
les individus survivants d’une méme famille. Nous n’avons pas jugé nécessaire d’utiliser une
PCR permettant d’identifier précisément OsHV-1 pvar. En effet, détecté a partir de 2008 en
association avec OsHV-1, il est le principal pathogéne détecté lors des épisodes de mortalité
depuis 2009 (Segarra et al., 2010 ; Renault et al., 2012). On ne sait cependant pas s’il s’agit
d’un nouveau variant apparu suite a une mutation, si des conditions favorables ont induit
son émergence ou s’il a été introduit accidentellement sur les cotes frangaises. Le suivi
guotidien de la mortalité en bassin expérimental a également mis en évidence une
importante variabilité interfamiliale. Celle-ci a été confirmée par une forte corrélation entre
la réponse aux mortalités estivales en bassin expérimental et sur estran pour chaque famille
(Figure 44). Cette corrélation a permis de vérifier que les observations menées en bassin
expérimental pour des raisons pratiques reflétaient les performances de chaque famille dans
le milieu naturel. Nous pouvons donc supposer que les conditions expérimentales n’ont pas
biaisé la détection de QTLs et que les QTLs détectés refletent bien les zones du génome

impliquées dans la survie aux mortalités estivales se produisant sur le terrain.

Les nouveaux marqueurs SNPs développés dans I’Article 1 ont permis d’améliorer les
cartes génétiques précédemment publiées (Hubert et Hedgecock, 2004 ; Sauvage et al.,
2010). En effet, la carte que nous présentons ici comporte 169 marqueurs dont 129 SNPs et
40 microsatellites répartis sur 9 groupes de liaison. Sa longueur totale est de 656,87cM et
I’espacement moyen entre les marqueurs est de 4,55 cM (Tableau 12a). L'utilisation de
marqueurs cartographiés par Sauvage et al. (2010) a permis de comparer cette carte
génétique a celle précédemment publiée. Nous avons alors constaté que la plupart des
marqueurs liés sur I'une I'étaient également sur I'autre. Il fut donc facile de déterminer des
groupes de liaison homologues. Nous avons ainsi constaté que les QTLs que nous avions
détectés étaient localisés sur des groupes homologues a ceux sur lesquels avaient été

détectés les QTLs publiés. Pour deux d’entre eux, des marqueurs communs ont d’ailleurs été
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significativement associés et la part de variance expliquée s’éléve a environ 29% alors qu’elle
avoisinait les 9% pour I'étude précédente. Celle-ci est certainement surestimée en raison du
génotypage sélectif mené au cours des deux études. Par ailleurs, les différents QTLs trouvés
ne ségrégent pas dans toutes les familles. Cela peut étre di a la différence d’informativité
des marqueurs et/ou des QTLs pour chacune des familles. En effet, les lignées dont sont
issus les grands-parents FO ne sont pas fixées mais simplement divergentes pour le caractére
« survie ». Dans ces conditions, il est important de multiplier le nombre de familles avant de
mener des analyses plus précises des régions d’intérét. Par exemple, il pourrait désormais
étre intéressant d’explorer les génes candidats potentiellement sous-jacents, en particulier
pour les deux QTLs co-localisés pour du matériel biologique différent et dans le contexte des
mortalités massives apparu en 2008 et, par conséquent, entre les deux études. En effet,
pour les marqueurs « in vitro » (Article 1), il est possible d’étudier la fonction des genes au
sein desquels ceux-ci ont été identifiés (Fleury et al., 2010). Le séquencage récent du
génome de Crassostrea gigas (Zhang et al., 2012) a peut-étre également permis d’annoter
des genes dans lesquels se trouvent les SNPs « in silico » (Article 1) identifiés a l'intérieur de
séquences alors anonymes. Il faudra donc envisager de confronter ces séquences aux bases
de données génétiques existantes telles que BLAST (Basic Local Alignment Search Tool;
Altschul et al., 1990). Ll'identification de génes candidats serait un pas supplémentaire vers

une sélection génique pour la résistance aux mortalités estivales.

2.5. Remerciements

Ce travail a été soutenu par Ifremer et financé partiellement par I’Agence National de
la Recherche « Génomique animale » Programme (GAMETOGENEs project - ANR-08-GENM-
041). Les auteurs remercient I'ensemble des membres de [|’écloserie Ifremer de La
Tremblade et de la nurserie de Bouin pour la production et I'élevage des huitres, Christophe
Klopp et Cédric Cabau pour les données d’assemblage d’ESTs ainsi que Delphine Tourbiez

pour la formation a la PCR quantitative.

2.6. Références

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W., Lipman, D.J., 1990. Basic local alignment
search tool. Journal of Molecular Biology, 215, 403-410.

167



Bodoy A, J. Garnier, D. Razet & P. Geairon, 1990. Mass mortalities of oysters (Crassostrea
gigas) during spring 1988 in the bay of Marennes-Oléron, related to environmental
conditions. Conseil International pour I'Exploration de la mer.

Dégremont, L., Ernande, B., Bédier, E., Boudry, P., 2007. Summer mortality of hatchery-
produced Pacific oyster spat (Crassostrea gigas). |. Estimation of genetic parameters
for survival and growth. Aquaculture, 262, 41-53.

Dégremont, L., Bédier, E., Boudry, P., 2009. Summer mortality of hatchery-produced Pacific
oyster spat (Crassostrea gigas). Il. Response to selection for survival and its influence
on growth and yield. Aquaculture, 299 (1-4), 21-29.

Dégremont, L., 2011. Evidence of herpesvirus (OsHV-1) resistance in juvenile Crassostrea
gigas selected for high resistance to the summer mortality phenomenon. Aquaculture,
317 (1-4), 94-98.

Elsen, J.-M., 2011. Sélection sur génes et sélection assistée par marqueurs. INRA- Productions
animales, 24 (4), 357-362.

FAO, 2013. Aquaculture production: quantities and values 1950-2011. Published
electronically on the internet, available directly from http://www.fao.org/fishery/
statistics/ global-aquaculture-production/en

Fleury, E., Moal, J., Boulo, V., Daniel, J.-Y., Mazurais, D., Hénaut, A., Corporeau, C., Boudry, P.,
Favrel, P., Huvet, A. (2010). Microarray-based identification of gonad transcripts
differentially expressed between lines of Pacific oyster selected to be resistant or
susceptible to summer mortality. Marine Biotechnology, 12, 326-339.

Fox, J., 2005. The R Commander: A Basic Statistics Graphical User Interface to R. Journal of
Statistical Software, 14(9): 1-42.

Garcia, C., Thébault, A., Dégremont, L., Arzul, I., Miossec, L., Robert, M., Chollet, B., Frangois,
C., Joly, J.-P., Ferrand, S., Kerdudou, N., Renault, T. (2011). Ostreid herpesvirus 1
detection and relationship with Crassostrea gigas spat mortality in France between
1998 and 2006. Veterinary Research, 42, 73.

Hubert, S., Hedgecock D., 2004. Linkage maps of microsatellite DNA markers for the Pacific
oyster Crassostrea gigas. Genetics, 168, 351-62.

Koganezawa, A., 1974. Present status of studies on the mass mortality of cultured oysters in
Japan and its prevention. Third United States — Japan Meeting on Aquaculture
Journal, 29-34.

Li, G., Hubert, S., Bucklin, K., Ribes, V., Hedgecock, D., 2003. Characterization of 79
microsatellite DNA markers in the Pacific oyster Crassostrea gigas. Molecular Ecology
Notes, 3, 228-232.

168



Li, R., Li, Q., Cornette, F., Dégremont, L., Lapégue, S., 2010. Development of four EST-SSR
mlultiplex PCRs in the Pacific oyster (Crassostrea gigas) and their validation in
parentage assignement. Aquaculture, 310, 234-239.

Maurer, D., Comps, M., His, E., 1986. Caractéristiques des mortalités estivales de I'huitre
Crassostrea gigas dans le bassin d'Arcachon. Haliotis, 15, 309-317.

Moen, T., Baranski, M., Sonesson, A. K., Kigglum, S. (2009). Confirmation and fine-mapping of
a major QTL for resistance to infectious pancreatic necrosis in Atlantic salmon (Salmo
salar): population-level associations between markers and trait. BMC Genomics, 10,
368.

Pépin, J.-F., Riou, A., Renault, T., 2008. Rapid and sensitive detection of Ostreid Herpesvirus 1
in oyster samples by real-time PCR. Journal of Virological Methods, 149, 269-276.

Pernet, F., Barret, J.,, Marty, C., Moal, J., Le Gall, P., Boudry, P., 2010. Environmental
anomalies, energetic reserves and fatty acid modifications in oysters coincide with an
exceptional mortality event. Marine Ecology Progress Series, 401, 129—-146.

R Development Core Team, 2005. R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL:
http://www.R-project.org.

Renault, T., Moreau, P., Faury, N., Pépin, J.-F., Segarra, A., Webb, S., 2012. Analysis of clinical
Ostreid Herpesvirus 1 (Malacoherpesviridae) specimens by sequencing amplified
fragments from three virus genome areas. Journal of Virology, 86 (10), 5942-5947.

Samain, J.F., MicCombie, H., 2008. Summer mortality of Pacific oysters Crassostrea gigas. The
MOREST Project, Quae Editions, Versailles, 379p.

Sauvage, C., Boudry, P., de Koning, D.J., Haley, C.S., Heurtebise, S. and Lapégue S., 2010. QTL
for resistance to summer mortality and OsHV-1 load in the Pacific oyster (Crassostrea
gigas). Animal Genetics, 41, 390-399.

Segarra, A., Pépin, J.F., Arzul, I, Morga, B., Faury, N., Renault, T. (2010). Detection and
description of a particular Ostreid herpesvirus 1 genotype associated with massive
mortality outbreaks of Pacific oysters, Crassostrea gigas, in France in 2008. Virus
Research, 153, 92-99.

Soletchnik, P., Le Moine, O., Faury, N., Razet, D., Geairon, P., Goulletquer, P., 1999. Mortalité
de I’huitre Crassostrea gigas dans le bassin de Marennes-Oléron. Etude de la
variabilité spatiale, de son environnement et de sa biologie par un systéeme
d’information géographique (SIG). Aquatic Living Resources, 12, 131-43.

Taris, N., Baron, S., Sharbel, T.F., Sauvage, C., Boudry, P. (2005). A combined microsatellite
multiplexing and boiling DNA extraction method for high throughput parentage

169



analyses in the Pacific Oyster (Crassostrea gigas). Aquaculture Research, 36 (5), 516—
518.

Van Ooijen, J.W., 2004. MapQTL®5: Software for the Mapping of Quantitative Trait Loci in
Experimental Populations of Diploid Species. Kyazma B.V., Wageningen.

Van Ooijen, J.W., 2006. JoinMap®4: Software for the Calculation of Genetic Linkage Maps in
Experimental Populations. Kyazma BV, Wageningen, Netherlands.

Verrier, E. R., Dorson, M., Mauger, S., Torhy, C., Ciobotaru, C., Hervet, C., Dechamp, N.,
Genet, C., Boudinot, P., Quillet, E. (2013). Resistance to a Rhabdovirus (VHSV) in
Rainbow Trout: identification of a major QTL related to innate mechanisms. PLoS
ONE, 8(2), e55302. doi:10.1371/journal.pone.0055302.

Yamtich, J., Voigt, M. L., Li, G., Hedgecock, D., 2005. Eight microsatellite loci for the Pacific
oyster Crassostrea gigas. Animal Genetics, 36(6), 524-526.

Yu, Z., Guo, X. (2006). Identification and mapping of disease resistance QTLs in the Eastern
oyster, Crassostrea virginica Gmelin. Aquaculture, 254, 160-170.

Zhang, G., Fang, X., Guo, X., Li, L., Luo, R., Xu, F., Yang, P., Zhang, L., Wang, X., Qi, H., Xiong,
Z., Que, H., Xie, Y., Holland, P. W. H., Paps, J., Zhu, Y., Wu, F., Chen, Y., Wang, J., Peng,
C., Meng, J., Yang, L., Liu, J., Wen, B., Zhang, N., Huang, Z., Zhu, Q., Feng, Y., Mount,
A., Hedgecock, D., Xu, Z,, Liu, Y., Domazet-Los, T., Du, Y., Sun, X., Zhang, S., Liu, B.,
Cheng, P., Jiang, X., Li, J., Fan, D., Wang, W., Fu, W., Wang, T., Wang, B., Zhang, J.,
Peng, Z., Li, Y., Li, N., Wang, J., Chen, M., He, Y., Tan, F., Song, X., Zheng, Q., Huang,
R.,Yang, H., Du, X., Chen, L., Yang, M., Gaffney, P. M., Wang, S., Luo, L., She, Z., Ming,
Y., Huang, W., Zhang, S., Huang, B., Zhang, Y, Qu, T., Ni, P., Miao, G., Wang, J., Wang,
Q., Steinberg, C. E. W., Wang, H., Li, N., Qian, L., Zhang, G., Li, Y., Yang, H., Liu, X.,
Wang, J., Yin, Y., Wang, J. (2012). The oyster genome reveals stress adaptation and
complexity of shell formation. Nature, 490 (7418), 49-54.

170



171



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail de these était de détecter, par une approche QTL, les relations
qui existent entre la survie aux mortalités estivales, I'effort de gamétogenése et certaines
portions du génome de I'huitre creuse, Crassostrea gigas. Afin d’optimiser la détection de
ces QTLs (Massault, 2010), un matériel biologique particulier, les familles F2, a été produit.
Dés le premier été, des individus appartenant a ces familles ont été suivis au cours d’un
épisode de mortalité estivale qui a révélé une forte variabilité inter-famille de la réponse a
ce phénomene. Au cours de leur deuxieme année, la gamétogenése d’individus préservés
des mortalités estivales a été observée. Le suivi temporel d’'une partie de ce matériel
biologique par IRM a apporté de nouvelles connaissances de la gamétogenéese de I'huitre
creuse. Afin de valider l'utilisation de cette méthode, certains individus ont été sacrifiés pour
observer la gamétogenése par la méthode classique d’histologie. Cette méthode a
également été utilisée pour observer la gamétogenése d’une autre partie du matériel
biologique. Le développement de nouveaux marqueurs moléculaires SNPs a permis
d’augmenter la densité de la carte génétique précédemment publiée afin d’affiner les
régions QTLs détectées pour la survie aux mortalités estivales (Sauvage et al., 2010) et de

localiser des QTLs impliqués dans I'effort reproducteur.

1. Synthése des résultats
1.1. Meilleure connaissance du caractére « effort reproducteur »

L’histologie classiquement utilisée pour observer la gamétogenése de I’huitre creuse
a révélé des différences interfamiliales de sex-ratio et d’indice gonadique. Cependant,
I’histologie ne permet d’estimer ces parametres qu’a un instant t puisque les individus sont
nécessairement sacrifiés. L'avantage de I'lmagerie par Résonance Magnétique était donc la
possibilité de suivre les mémes individus tout au long d’une saison de gamétogenese. Nous
avons ainsi pu observer des trajectoires individuelles qui n’auraient pas pu étre mises en
évidence par I'histologie (Figure 46). En effet, nous avons remarqué que chaque individu
suivait son propre rythme pour atteindre les différents stades de maturité connus (Mann,

1979 ; Steele et Mulcahy, 1999 ; Normand et al., 2009).
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Figure 46. Evolution du volume gonadique au cours des 6 sessions d'IRM de 2011 pour 6 individus (A, B, C, D, E
et F) appartenant a la famille F2-18.

De plus, nous avons réussi a déterminer le sexe des individus a partir des images
IRM : la composition biochimique différente des gonades males et des gonades femelles a
induit des niveaux de gris différents sur les images IRM. Nous avons ainsi pu observer que les
males étaient globalement plus précoces que les femelles. Malgré ces cinétiques
individuelles, la plupart des individus ont pondu au mois de juillet, comme les huitres
sauvages suivies par le RESeau d’observations COnchylicoles (Ifremer - RESCO). Ceci semble
cohérent avec la biologie de I'espéce puisque la fécondation est externe et en milieu marin.
Pour qu’il y ait fécondation, il est nécessaire que les gameétes soient émis en méme temps.
Néanmoins, l'intervalle entre deux séances d’IRM étant d’au moins un mois, il serait
intéressant de réitérer ce type d’étude en augmentant la fréquence des séances,
notamment a partir du moment ou la majorité des huitres semblent a pleine maturité. Ce
moment ne peut étre déterminé a I'avance car la gamétogenese est fortement influencée
par les conditions environnementales telles que la température et la disponibilité du
phytoplancton (Fabioux et al., 2005, Enriquez-Diaz, 2009, Santerre et al. 2013) qui sont
variables d’une année a I'autre. Nous avons d’ailleurs pu le constater grace aux deux séances

d’IRM qui ont été réalisées en 2012. En effet, les individus étaient globalement plus matures
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en avril 2012 qu’en avril 2011 mais, contre toute attente, en juin, la tendance s’était
inversée. Les données du réseau RESCO ont d’ailleurs confirmé que la ponte des huitres
sauvages avait eu lieu en aolt 2012, soit un mois plus tard qu’en 2011. Il aurait été
intéressant d’ajouter des séances IRM en 2012 pour vérifier ce constat sur notre matériel
biologique. Néanmoins, malgré un indice gonadique globalement plus faible en 2012, une
corrélation des indices gonadiques entre les deux années a pu étre observée au niveau
individuel : les individus dont I'indice gonadique maximal était parmi les plus élevés en 2011
ont présenté un indice gonadique parmi les plus élevés en 2012 et inversement. L'IRM a
donc permis d’en apprendre davantage sur la cinétique de la gamétogenese et le
comportement reproducteur d’un méme individu sur deux saisons de gamétogenese.
Cependant, ces données ne reposent que sur I'observation d’une seule famille et restent

donc a confirmer sur du matériel biologique différent.

1.2. Meilleure connaissance génétiqgue des caracteres étudiés
1.2.1. Apport de cette étude a la connaissance du caractére « survie aux mortalités
estivales »

Le génotypage des individus testés pour la survie aux mortalités estivales pour des
marqueurs utilisés par Sauvage et al. (2010) et le génotypage d’une famille (R*O) testée par
Sauvage et al. (2010) pour les nouveaux marqueurs SNPs développés (Article 1) ont permis
de comparer notre carte génétique « survie » a la carte publiée par Sauvage et al. (2010).
Nous avons ainsi observé que les marqueurs liés sur la carte publiée étaient également liés
sur notre carte. Nous avons donc pu comparer la localisation des QTLs précédemment
détectés a la localisation de ceux que nous avons détectés (Figure 47). Sur les 5 QTLs publiés,
nous en avons retrouvé 4 chez nos trois familles F2 et 1 chez la famille R*O, dont deux sur
des groupes de liaison homologues (Figure 47: GL1 et GL2) et deux co-localisés (Figure 47:
GL4 et GL9). En effet, les QTLs détectés ne ségrégent pas dans I'ensemble des familles. Cela
peut provenir du fait que les marqueurs sont inégalement informatifs au sein de chaque
famille mais aussi du fait que le déséquilibre de liaison qui existe entre un marqueur et un
QTL varie d’'une famille a une autre. La variance expliquée par 'ensemble des QTLs s’éleve a
83,6%. Cette valeur est probablement surestimée en raison de la stratégie de génotypage

sélectif utilisée (Darvasi et Soller, 1992 ; Ronin et al., 1998). De plus, nous n’avons retenu
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qgue les QTLs significatifs. Or, ces QTLs a effet majeur peuvent en masquer d’autres dont
I'effet est plus faible mais contribue a la part de variance expliquée (Lander et Botstein,
1989). Cependant, retrouver les mémes QTLs pour du matériel biologique différent et dans
le contexte des mortalités massives apparues depuis 2008 laisse penser que ces régions (1)
seraient porteuses de genes contrélant la réponse aux mortalités estivales et que (2) une
grande partie des mécanismes mis en jeu avant 2008 par les huitres pour se défendre
seraient également mis en jeu aprés 2008, dans le cadre de 'augmentation des mortalités de

naissains observées.

1.2.2. Proximité des QTLs impligués dans la survie et des QTLs impliqués dans I’effort
reproducteur

Comme nous avions génotypé les individus testés pour la survie et les individus
caractérisés pour |'effort reproducteur avec de nombreux marqueurs SNPs communs, il nous
a été possible d’établir une carte combinée « survie/effort reproducteur » en combinant les
groupes de liaison homologues des cartes combinées « survie » et « effort reproducteur »
(Figure 47), nous avons pu mettre en évidence des liaisons entre les régions QTLs impliquées
dans la réponse aux mortalités estivales et dans I'effort reproducteur. Nous avons ainsi
retrouvé la corrélation phénotypique observée par Samain et al., 2007 et Huvet et al., 2010
au niveau génotypique sans pour autant pouvoir conclure a I'origine de cette corrélation. En
effet, quatre hypothéses permettraient de I'expliquer. La premiere hypothése serait que la
proximité des QTLs soit due au simple hasard. La seconde hypothése serait qu’il existe une
relation d’épistasie entre les génes impliqués dans les deux caractéres étudiés. La troisieme
hypothése serait I'existence de génes pléiotropes qui favoriseraient la survie mais
diminueraient I'effort reproducteur ou inversement. Chez le porc, le gene de sensibilité a
I’halothane, un gaz anesthésiant utilisé en médecine humaine et vétérinaire, exerce un effet
pléiotrope sur des caractéres d’intérét économique tels que le rendement a I'abattage, le
taux de muscle (Larzul et al., 1997) ou la sensibilité au stress. Ce géne est donc utilisé en
sélection pour améliorer la production tout en diminuant la sensibilité au stress. La
guatrieme hypothése serait que les génes impliqués dans ces deux caractéres soient en

déséquilibre de liaison.
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2. Perspectives
2.1. La Nouvelle Génération de Séguencage

Ce travail a permis d’améliorer la carte génétique de Crassostrea gigas car
I'augmentation de la densité de marqueurs tend a réduire la longueur des groupes de liaison
et, par conséquent, I'espacement moyen entre les marqueurs. Les cartes précédemment
publiées affichaient une longueur allant de 770 cM pour 102 marqueurs (Li et Guo, 2004) a
1062 cM pour 80 marqueurs (Sauvage, 2008). A partir des deux sessions de génotypage
d’individus appartenant a nos trois familles, nous avons pu établir une carte génétique sur
laquelle figurent 216 marqueurs dont 28 microsatellites et 188 SNPs répartis sur 10 groupes
de liaison (Figure 47). La longueur de cette carte est de 612,23 cM et couvre 90,7% de la
longueur théorique du génome estimée a 675,04 cM grace a la formule de Chakravarti
(Chakravarti et al., 1991). L’espacement moyen entre les marqueurs a également été réduit
a 3,14 cM, ce qui permet de s’approcher des chromosomes, par rapport aux 8,8 cM estimés
sur la carte génétique des males par Li et Guo (2004) ou aux 12,7 cM sur la carte de Sauvage
(2008). Pour ancrer ces cartes génétiques, |'élaboration d’une carte physique a partir d’'un
panel RH a été tentée au cours du projet Gamétogenes mais, pour le moment, celle-ci n’est
pas encore disponible. L'essor récent des méthodes de la Nouvelle Génération de
Séquencage permet d’imaginer dans un futur proche une augmentation encore plus
importante de la densité en marqueurs de la carte génétique (P-A Gagnaire, pers. Comm.).
En effet, des marqueurs RAD (Restriction site Associated DNA) sont actuellement développés
sur les familles F2-19 et F2-21 et seront prochainement intégrés aux cartes génétiques de

ces familles (Projet Aquagenet ).

2.2. Apport du séquencage du génome de I’huitre creuse

Au cours de cette étude, nous avons utilisé des marqueurs SNPs détectés dans des
génes différentiellement exprimés dans les gonades d’individus sélectionnés pour leur
résistance ou leur sensibilité aux mortalités estivales (Fleury et al., 2010). Il serait intéressant
de vérifier la fonction des genes dont les marqueurs sont inclus dans les QTLs détectés.
Cependant, un grand nombre de marqueurs SNPs anonymes ont également été utilisés. Le

séquencage récent du génome de Crassostrea gigas (Zhang et al., 2012) ouvre la voie a la
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recherche de genes candidats a partir de ces marqueurs qui étaient anonymes au début de

cette étude mais qui se situent peut-étre au sein de génes annotés depuis.

2.3. Utilisation des QTLs détectés dans un programme de sélection

A ce jour, les QTLs détectés chez les espéces aquacoles ne sont que rarement
exploités en sélection. A notre connaissance, seul le QTL impliqué dans la résistance a la
nécrose pancréatique infectieuse chez le Saumon atlantique (Moen et al., 2007) est utilisé
dans un programme de sélection privé mis en place en 2007 par I'entreprise norvégienne
AquaGen. Pourtant, des modélisations (Azéma, 2012) ont montré I'impact bénéfique d’un
QTL expliquant de 10 a 40 % de la variance observée sur le schéma de sélection classique
reposant sur des familles (Figure 48, gauche) et sur un schéma de sélection combinant une

sélection sur les familles et sur les individus reproducteurs (Figure 48, droite).
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Figure 48. Modélisation de I'effet d’'un QTL dans un schéma de sélection classique (a gauche) et sur un schéma
combiné (a droite). Gain de sélection attendu sur le taux de survie grdce a I'utilisation d’un QTL
expliquant 40% de la variance observée en fonction de la fréquence initiale du QTL dans la population
avant sélection (1% en noir, 5% en rouge, 10% en vert, 20% en bleu foncé, 50% en bleu clair).

Si les marqueurs significativement associés aux caractéres d’intérét sont localisés
dans des génes identifiés, une sélection directement sur ces génes pourrait étre mise en
place par le choix d’animaux reproducteurs porteurs des alléles favorables. Cependant, cette

stratégie pourrait mener a une perte de diversité génétique puisque le nombre de
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reproducteurs est limité. Si les marqueurs demeurent anonymes, il est possible de

sélectionner indirectement les alleles favorables via une Sélection Assistée par Marqueurs.

Dans les deux cas, le programme de sélection sur un seul caractére expose au risque
d’effets défavorables sur un autre caractére. En effet, d’une part, la sélection sur un allele
favorable ou une région porteuse de cet alléle entraine potentiellement la sélection d’autres
alleles défavorables en déséquilibre de liaison tel que la sélection des moutons sur le géne
PrP pour la résistance a la tremblante qui pourrait affecter les capacités de défense contre
les infections (Sweeney et Hanrahan, 2008). D’autre part, la pléiotropie d’'un géne ne
pouvant étre vérifiée a priori, il se peut que la sélection d’un alléle favorable pour le
caractére considéré s’avere néfaste pour un autre caractere d’intérét (Larzul et al., 1997).
L’observation récente de mortalités d’huitres creuses adultes associées a la détection de
Vibrio aestuarianus (REPAMO, 2012) suscite cette interrogation quant a la sélection des
huitres pour la résistance aux mortalités de juvéniles, le pathogene associé aux mortalités
estivales massives de juvéniles. Il se pourrait que cette sélection, dont I'enjeu est important
pour la filiere aquacole, ait favorisé la survie au stade juvénile tout en ayant

involontairement fragilisé les individus au stade adulte.

Ainsi, tout en essayant de comprendre les facteurs impliqués dans les mortalités et
les mécanismes de défense mis en place, il semble pertinent de poursuivre une sélection
non ciblée sur un agent pathogene en particulier, et en étudiant les corrélations
phénotypiques et génétiques entre les survies aux différents stades. Ce type de sélection
peut s'apparenter a une sélection visant a améliorer la robustesse de I'huitre. En effet,
améliorer la capacité de survie de I'huitre face a I'ensemble des perturbations auxquelles
elle est soumise dans son milieu naturel (variations de température, de salinité et de
ressources nutritives, diversité des pathogenes...) apparait un enjeu majeur pour une filiere

dont la production s’inscrit dans un milieu non controlé.
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ANNEXE 1 : EXTRACTION D’ADN AVEC LE KIT QIAAMP DNA MINI KiT
DE QIAGEN

La veille de I’extraction, 180uL de tampon de lyse des tissus (ATL) et 20 uL de solution
de protéinase K ont été ajoutés dans les tubes contenant les échantillons. Ceux-ci ont

ensuite été placés dans un bain-marie (Julabo EcoTemp TW12) a 56°C pour la nuit.

Le lendemain matin, 200uL de tampon de lyse (AL) ont été ajoutés afin d’assurer les
meilleures conditions pour la fixation de I’ADN sur la membrane de silice. Puis, les tubes ont
été incubés sur une plate-forme chauffante (Eppendorf ThermoStat Plus) a 70°C pendant 10
minutes. Ensuite, 200uL d’éthanol absolu ont été introduits dans les tubes. Ceux-ci ont
ensuite été passés sur un vortex pendant 10 secondes chacun puis dans une micro-
centrifugeuse (SD Dominique Dutscher, 220 vac, 6000 rpm) pendant 10 secondes également.
Le contenu des tubes a ensuite été transféré dans les tubes-colonnes (contenant la
membrane de silice) du kit a I'aide d’une pipette P1000. Ces tubes sont passés a la

centrifugeuse (Eppendorf 5417R) pour un run d’1 minute a 6000g a température ambiante.

La colonne est alors transférée sur un autre tube tandis que le premier est jeté. Puis,
500uL de tampon de nettoyage 1 (AW1) sont introduits dans la colonne avant une nouvelle
centrifugation (1 minute, 6000g, température ambiante). L'opération est répétée avec le

tampon de nettoyage 2 (AW2) et une centrifugation a 15000g pendant 1 minute.

Enfin, on ajoute 100uL de tampon d’élution (AE) et on centrifuge une derniere fois (2
minutes, 6000g, température ambiante) aprés une incubation de 5 minutes a température

ambiante. L’ADN est alors stocké a —20°C jusqu’a son dosage.
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ANNEXE 2 : PROTOCOLE D’AMPLIFICATION DE LADN PAR PCR EN

SIMPLEXE

L'amplification d’un fragment d’ADN requiert qu’un échantillon de 5uL d’ADN a

20ng/ul soit accompagné d’'un mix de PCR dont la composition est détaillée dans le tableau

suivant :

Réactif Volume par échantillon (pL)
Buffer 10X 1

dNTP (2mM) 1

MgCl, 0,6

Amorces (12,5mM) | 0,75 de chaque amorce
Diamond Taq (5U/uL) | 0,1

Eau bi-distillée 2

Les échantillons ainsi préparés sont regroupés sur des plaques de 96 puits et placés

dans un thermocycleur pour la réaction. Le programme du thermocycleur est détaillé dans le

tableau ci-dessous :

Etape du cycle Nombre de cycles Température Durée du cycle
Dénaturation initiale |1 96 °C 5 min
Dénaturation 96 °C 30s
Hybridation 30 TL* 45 s
Elongation 72 °C 30s
Elongation finale 1 72 °C 30 min

"La température de ligation (T,) est spécifique des amorces utilisées (voir Partie 1.2).
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ANNEXE 3 : PROTOCOLE D’AMPLIFICATION DE LADN PAR PCR EN

MULTIPLEXE

Pour amplifier 3 fragments microsatellites distincts au cours d’une seule réaction de

PCR, il est nécessaire d’utiliser un kit pour PCR en multiplexe (Qiagen Type-it Microsatellites

PCR kit). La préparation du mix de PCR est détaillée dans le tableau suivant :

Réactif Volume par échantillon (pL)
Mastermix 5
Solution Q 1
Mix d’amorces |1
H,0 sigma 2
ADN 1

Les échantillons ainsi préparés sont regroupés sur des plaques de 96 puits et placés

dans un thermocycleur pour la réaction. Le programme du thermocycleur est détaillé dans le

tableau ci-dessous :

Etape du cycle Nombre de cycles Température Durée du cycle
Dénaturation initiale |1 95°C 15 min
Dénaturation 94 °C 30s
Hybridation 30 TL* 1 min 30
Elongation 72 °C 1 min 30
Elongation finale 1 60 °C 10 min

"La température de ligation (T,) est spécifique a chaque multiplexe (voir Partie 1.2).
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ANNEXE 4 : PROTOCOLE DE DOSAGE DE ADN PAR MESURE DE LA
FLUORESCENCE

Le PicoGreen® étant photosensible, il est nécessaire de travailler le plus possible a
I’abri de la lumiere.

1. Préparer le mélange réactionnel

Mettre le kit Quant-iT dsDNA BR Assay (Invitrogen) a temperature ambiante pendant
guelgues minutes.

Diluer le réactif Quant-iT dsDNA BR (200X) a 1X a I'aide du tampon. Pour une plaque
96 puits, diluer 100uL de Quant-iT dsDNA BR (200X) dans 19,9 mL de tampon.

Dans les colonnes 1 a 11 d’une plaque 96 puits, déposer 2 uL d’ADN a doser par puits.
Prévoir un témoin négatif (H,O milliQ). Ajouter 8 uL d’eau milliQ.

Dans la colonne 12, déposer 10uL d’ADN dont les concentrations sont standardisées
(gamme-étalon) a 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 et 100 ng/pL.

Dans chaque puits, distribuer 190 uL de Quant-iT dsDNA BR (1X) et homogénéiser le
contenu des puits par aspiration/refoulement.

Filmer la plague avec de I'aluminium adhésif. Laisser incuber pendant 3 minutes.

2. Mesurer de la fluorescence

Paramétrer I’ABI 7900 pour la lecture:

° Assay : Allelic Discrimation

. Importer la feuille de route au format .txt

° Add marker : picogreen (excitation a 510 nm, émission a 527 nm)
. Passive reference : none

Apreés le run, exporter les données au format .txt.

3. Déterminer la concentration des échantillons

Copier les données du fichier de données sous I'onglet « Source » du fichier de calculs
fourni par la plateforme.

Soustraire la valeur de fluorescence obtenue pour le témoin H,O aux valeurs
obtenues pour les échantillons d’ADN.

Renseigner la pente de la courbe-étalon (le coefficient de corrélation doit étre
supérieur a 0,995).

Les concentrations en ADN des échantillons apparaissent sous |'onglet « Résultats »
du fichier de calculs.
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ANNEXE 7 : PREPARATION DES LAMES D’HISTOLOGIE

1.

2.

Composition du fixateur de Davidson modifié

Réactifs Quantité pour 1L de Davidson (mL)
Eau de mer filtrée 300
Ethanol 95% 300
Formaldéhyde 36% 200
Glycérol 100
Acide acétique (a ajouter au dernier moment) 100

Les bains pour I'inclusion en paraffine

Réactifs Temps de balnéation (minutes)
Ethanol 70% 60
Ethanol 95% 30
Ethanol 95% 30
Ethanol 100% 15
Ethanol 100% 30
Ethanol 100% 60
Xyléne 60
Xyléne 60
Paraffine 45
Paraffine 45
3. Les bains pour la coloration a I’lhématoxyline/éosine
Réactifs Temps de balnéation (minutes)
Xyléne 15
Xyléne 15
Ethanol 100% 15
Ethanol 100% 15
Eau courante 5
Hématoxyline de Harris 1,5
Eau courante 5
Eosine Y 1g/L 4,5
Ethanol 100% 1
Ethanol 100% 1
Ethanol 100% 1
Xyléne 1
Xylene 1
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Introduction

Biological parameters of the cupped oyster Crassostrea gigas such as growth, reproductive effort (duration of the gametogenesis, date
of spawning, and fecundity) differ widely among oysters in the same location. Furthermore, most of the traditional methods, like
histological observations, could lead to large variability on the observations and the measurements of these traits, and large
uncertainties on their changes over time. These can be drastically reduced by using Magnetic Resonance Imaging (MRI) which is a non
invasive method allowing to measure the same individual during its development.

Materials & Methods

+ 300 oysters observed for 6 MRI sessions (fig. 1A):
+ 5 during gametogenesis (April, May, June, July, August)

+ 1 session after gametogenesis

a
» Gonad area and volume estimated by number of voxels in
grey levels higher than 166 b
c
* 40 oysters sacrificed for histology after 3 MRI sessions (fig. 1B):
* 10 in April,
+ 10 in May,
+ 20 in June.

> Gonad area measured on histological slides by number of Figure 1: Sections of one oyster by MRI (A) and by histology (B)

pixels composing gonadic cells Gonad (a) appears in higher greyscale on MRI slice and in dark purple on
histological slide. On both pictures, visceral mass (b) and gills (c) can also
be observed.
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Figure 2: Gonad surface on histological slide and gonad Figure 3: Gonad surface on histological slide and gonad
surface by use of MRL. volume by use of MRIL.
This highly significant linear relationship between the two methods This highly significant linear relationship between the two methods
(R?=0.84) allows us to use MRI instead of histology to monitor (R?=0.68) demonstrate that MRI is appropriate to assess the
reproductive effort of oysters. reproductive effort of Pacific oysters.

Conclusion & Perspectives

MRI is a non-destructive method which makes it possible o assess individual evolution of reproductive effort and to compare
individuals with a precision level as good as with traditional and destructive method of histology.

However, it remains to reduce measurement uncertainties due mainly to the voxel size: a voxel might contain gonadic and somatic
cells (eg vesicular cells). This can therefore lead to an overestimation of gonad volume.

Results from this study will allow us to try to detect parts of the genome (QTLs) correlated to reproductive effort of Crassostrea
gigas.
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ABSTRACT

The Pacific oyster, Crassostrea gigas, is a major aquacultured species whose production
represents an economic interest at worldwide, european and french levels. However, this species
undergoes summer mortalities recorded from the beginning of the 20th century and, since 2008, this
phenomenon increased and threatens mainly juvenile oysters. Aquaculture production of oysters
suffers consequences of mass mortalities, that’s why this phenomenon has been studied for many
years. In France, the bacterium Vibrio splendidus and the Ostreid virus Herpes Virus 1 (OsHV-1) are
often associated with mass mortality outbreaks of juveniles oysters and it was demonstrated that
selected individuals for resistance to summer mortality were able to slow the increasing in viral load
OsHV-1 in their tissues and then to decline it. These same individuals also present a lighter
reproductive effort than individuals selected for their sensitivity to summer mortality.

In this context, this study aimed to improve the knowledge of genetic architecture of
reproduction of C. gigas by identifying some regions of the genome called QTLs (Quantitative Trait
Loci) involved in reproductive effort and highlighting possible genetic relationships between
reproduction and survival; QTLs involved in survival being already detected.

To characterize the reproductive effort, it was necessary to develop a set of new tools. From
a biological point of view, 21 F2 families were produced from lines selected for their contrasting
response to summer mortality. From a molecular point of view, new SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) were developed to increase density of the genetic map already available for C. gigas.
On a technical point of view, Magnetic Resonance Imaging (MRI) allowed to observe the
gametogenesis of 300 individuals of the same family F2 during eight sessions over two years while
previous studies were limited to a one-time observation because of the conventional methods of
observation of gametogenesis leading necessarily to the death of the animals. A strong correlation
was found between observations by MRI and observations by the conventional method of histology.

In addition to the estimation of gonadic index (index traditionally used to characterize the
reproductive effort), MRI also revealed individual variations in kinetics of gametogenesis and
differences between males and females, the sex being identifiable on MRI images. In parallel, 300
individuals from two F2 families were sacrificed to estimate the gonadic index by histology. This
approach enabled the detection of QTLs involved in many gametogenesis traits.

Individuals from the three families characterized for F2 reproductive effort were
characterized for survival during a summer mortality outbreak. This study was able to detect QTLs
involved in the trait "survival." These QTLs correspond to some of those detected in a previous study.
In addition, these QTLs are often collocated with QTLs involved in reproductive effort. Although the
reproduction of the Pacific oyster is a complex trait to follow, the new tools used in this thesis
allowed acquiring new knowledges. The sequencing of genome of Crassostrea gigas and Next-
Generation Sequencing technologies may be able to help to refine the detected QTL regions.

Keywords: Pacific oyster, Crassostrea gigas, summer mortality, survival, reproductive effort,

Magnetic Resonance Imaging, histology, microsatellites, SNPs, Linkage mapping, QTL
detection.
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RESUME

L’hultre creuse, Crassostrea gigas, est une espéce dont la production aquacole représente un
intérét économique tant au niveau mondial qu’aux niveaux européen et francais. Cependant, cette
espéce subit des mortalités estivales enregistrées dés le début du 20°™ siécle et, depuis 2008, ce
phénoméne s’est amplifié et menace essentiellement les huitres juvéniles. La production aquacole
d’huitre creuse subit les conséquences de ces mortalités massives ; ¢’est pourquoi ce phénomene est
étudié depuis de nombreuses années. En France, la bactérie Vibrio splendidus et le virus Ostreid
Herpes Virus 1 (OsHV-1) sont le plus souvent associés aux épisodes de mortalités massives d’huitres
creuses juvéniles et il a été démontré que les individus sélectionnés pour leur résistance aux
mortalités estivales étaient capables de ralentir 'augmentation de la charge virale en OsHV-1 dans
leurs tissus puis de la faire régresser. Ces mémes individus présenteraient également un effort
reproducteur plus modeste que des individus sélectionnés pour leur sensibilité aux mortalités
estivales.

Ce travail de thése s’inscrit dans ce contexte et a donc eu pour principal objectif d’améliorer
la connaissance de I'architecture génétique de la reproduction de C. gigas en identifiant des régions
du génome ou QTLs (Quantitative Trait Loci) impliquées dans I'effort reproducteur et de mettre en
évidence d’éventuelles relations génétiques entre survie et reproduction , des QTLs impliqués dans la
survie ayant déja été détectés.

Afin de caractériser I'effort reproducteur, il a été nécessaire de développer un ensemble de
nouveaux outils. D’un point de vue biologique, 21 familles F2 ont été produites a partir des lignées
sélectionnées pour leur réponse contrastée aux mortalités estivales. D’'un point de vue moléculaire,
de nouveaux marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ont été développés afin d’augmenter
la densité de la carte génétique déja disponible pour C. gigas. D’un point de vue technique, I'lmagerie
par Résonance Magnétique (IRM) a permis d’observer la gamétogenese de 300 individus d’une
méme famille F2 au cours de huit sessions réparties sur deux années alors que les études
précédentes étaient limitées a une observation ponctuelle ; les méthodes classiques d’observation
de la gamétogenése entrainant nécessairement la mort des animaux. Une forte corrélation a été
mise en évidence entre les observations par IRM et par la méthode classique de I'histologie.

En plus de I'estimation du rapport gonado-somatique (indice traditionnellement utilisé pour
caractériser I'effort reproducteur), I'IRM a également permis d’observer des variations individuelles
de la cinétique de la gamétogenese ainsi que des différences entre les males et les femelles ; le sexe
étant identifiable sur les images obtenues par IRM. Paralléelement, 300 individus de deux autres
familles F2 ont été sacrifiés pour estimer le rapport gonado-somatique par histologie. Cette approche
a ainsi permis de détecter des QTLs impliqués dans de nombreux traits concernant la gamétogenese.

Des individus provenant des trois familles F2 caractérisés pour I'effort reproducteur ont été
caractérisés pour la survie a un épisode de mortalités estivales. Cette étude a permis de détecter des
QTLs impliqués dans le caractére « survie ». Ces QTLs correspondent, pour certains, a ceux détectés
au cours d’une étude précédente. De plus, ces QTLs sont parfois colocalisés avec des QTLs impliqués
dans I'effort reproducteur.

Bien que la reproduction de I'huitre creuse soit un caractere complexe a suivre, les nouveaux
outils utilisés au cours de ce travail de thése ont permis d’acquérir de nouvelles connaissances. Le
séquencage du génome complet de Crassostrea gigas ainsi que les nouvelles méthodes de
séquencage pourront peut-étre permettre d’affiner les régions QTLs détectées.

Mots clés : Huitre creuse du Pacifique, Crassostrea gigas, mortalités estivales, survie, effort
reproducteur, Imagerie par Résonance Magnétique, histologie, marqueurs microsatellites,
marqueurs SNP, cartographie de liaison, détection de QTL.
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