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En essayant continuellement, on finit par réussir. Donc :  

Plus ça rate, plus on a de chance que ça marche. 

 

Les devises Shadoks, Jacques Rouxel 
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1.1. La truite arc-en-ciel, Oncorhynchus 

mykiss, une espèce modèle en 

génétique 

C’est Hippo ate qui, le premier, d it l’utilisatio  d’u  od le a i al pou  la de i e hu ai e 

(Daremberg, 1843). Depuis, les modèles animaux sont apparus comme essentiels à la recherche en 

biologie et ont contribué à 79 prix Nobel de physiologie et de i e. C’est le as du outo  pou  l’u  des 

premiers Nobel de médecine attribué en 1905 à Robert Kock pour ses recherches sur la tuberculose, de la 

drosophile pour de nombreux prix Nobel, dont ceux décernés à Thomas Hunt Morgan, en 1933 pour ses 

découvertes sur le rôle joué par les chromosomes da s l’h dit  et à Jules Hoffman en 2011 en pour 

l’ tude des a is es de l’i u it  i e. Les poissons ont été utilisés par deux lauréats, comme la 

carpe commune (Cyprinus carpio  utilis e pa i d’aut es a i au  pa  Alphonse Lavernan, prix Nobel en 

1907 pour la découverte du rôle pathogène de certains protozoaires (Nobel Lecture, 2018) et Frederick 

Banting et John MacLoeoden, prix Nobel en 1923 pour la découverte de l’i suli e (Wright, 2002). D’aut es 

avancées importantes en biologie, en pharmacologie (Bolis et al., 2001), en médecine humaine, 

notamment en carcinogenèse (Bailey et al., 1996 ; Regneri et al., 2016) et en génétique ont pu être 

réalisées grâce à des poissons modèles comme le poisson zèbre (Danio rerio), le médaka (Oryzias latipes) 

ou encore la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss). En France, les poissons représentaient en 2016 le 

deuxième g oupe d’a i au  modèles le plus utilisé par la recherche après la souris (MESRI, 2016). 

La truite arc-en-ciel (TAC), est l’u e des espèces de poisson les plus étudiées par la recherche, d’u e pa t 

g â e à la g a de taille de ses œufs et alevi s ui e  fo t u  poisso  pa ti uli e e t i t essa t pour 

l’ tudes des phases p o es du d veloppe e t mais aussi sa grande taille qui facilite les prélèvements 

de quantités importantes de tissus et de cellules et certaines manipulations chirurgicales (Thorgaard et al., 

2002). D’aut e pa t, sa fa ilit  d’ levage e  fait u  e elle t poisso  od le pou  l’e se le des 

salmonidés, dont le poids économique est non négligeable en aquaculture (§1.2). En interrogeant la base 

de données Web of Science sur le nombre de références correspondant à certains mots-clefs (nom 







http://www.fishbase.org/summary/oncorhynchus-mykiss.html
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La TAC est u e esp e p i ipale e t d’eau dou e ais elle peut aussi migrer en mer. De ce fait, son aire 

de répartition naturelle est très dispersée et comporte deux zones distinctes (Figure 3). La première 

o espo d au  ivi es de la ôte ouest de l’A i ue du No d, depuis la ivi e Kuskok i  e  Alaska 

jus u’à la ivi e A apo eto au Me i ue (Guyomard et Vandeputte, 2010). La seconde zone est restreinte 

à la p i sule du Ka t hatka da s l’est du Pa ifi ue. Cepe da t, des variétés migratrices de TAC ont pu 

être enregistrées de façon sporadique dans la mer d’Okhotsk et jus ue l’e ou hu e du fleuve Amour 

(Chine) (FishBase). Dès la fin du XIXe siècle, des transferts de TAC hors de son aire naturelle de répartition 

o t t  alis s à pa ti  du assi  de la ivi e M Cloud da s le o d de la Califo ie et l’o  et ouve 

aujou d’hui la TAC su  p es ue tous les continents (except  l’A ta ti ue . O  suppose ue ’est à pa ti  

de ce même bassin que les premières TAC ont été introduites en France en 1879. Cette introduction aurait 

t  suivie de o euses aut es d’o igi es l g e e t diff e tes (Guyomard et Vandeputte, 2010).  

 

1.1.2. Biologie, reproduction et fécondation artificielle 

de la truite arc-en-ciel 

1.1.2.1. Caractéristiques, habitat et nutrition  

La TAC tie t so  o  de la a de lo gitudi ale olo e ose à violet  ui s’ te d su  so  fla , le long de 

la ligne latérale jus u’à la queue, surtout en période de reproduction. Si on trouve principalement la TAC 

dans les eaux douces des lacs et des rivières, la variété anadrome, désignée sous le nom de steelhead en 

anglais, migre en mer. Cette migration est associée à des transformations physiologiques (smoltification) 

qui ont été beaucoup étudiées. Ces études concernent notamment le système sensoriel et visuel 

(Thorgaard et al., 2002), pour l’effet de l’ levage e  eau sal e su  la oissa e (Johnston et Cheverie, 

1985) ou e o e le d te i is e g ti ue de l’os o gulatio  (Le Bras et al., 2011). Le Bras et al. (2011) 

ont ainsi détecté certaines portions de génome (QTL pour Quantitative Trait Loci) associées à la capacité 

de TAC issues de populatio s o  ig at i es à s’adapte  à u  e vi o e e t a i , à o ditio  d’ t e 

transférées après avoir atteint une certaine taille (150 g) et pourvu que le gradient de salinité et la 

température soit favorable (Labbé et Prunet, 2010). En tant que poisson sensible à la teneur en oxygène 

de so  ilieu, la TAC a t  u  o  od le d’ tude de l’h po ie. Elle a notamment permis de mettre en 

lu i e le ôle de e tai es ho o es pe etta t d’assu e  l’appo t d’o g es au  tissus (Perry et Tufts, 
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1998). De plus, chez les poissons, les globules rouges sont nucléés, ce qui pe et de suiv e l’effet d’u  

st ess h po i ue su  l’e p essio  et la gulatio  des g es (Thorgaard et al., 2002). 

Les TAC sont des poissons de haut niveau trophique. Dans leur milieu naturel, elles se nourrissent 

p i ipale e t de petit usta s, i se tes, ollus ues, d’œufs de poisso s ou e o e d’aut es poisso s 

de petite taille. Ap s l’ losio , au moment de la résorption de la vésicule vitelline, les branchies et la 

bouche se développent (Bobe et al., 2010). Les alevins commencent alors une période de nourriture mixte, 

endogène et exogène qui dure entre 42 et 63 degrés-jours chez la TAC (Escaffre et Bergot, 1984). Le tractus 

intestinal parfaitement développé pendant cette période de transition nutritionnelle, a grandement 

facilité les études sur la nutrition (Halver et Hardy, 2002), mais sur aussi le microbiote intestinal et son 

i po ta e da s l’i u it  (Waché et al., 2006 ; Vadstein et al., 2013). 

1.1.2.2. Déterminisme du sexe et reproduction 

Les salmonidés sont des poissons gonochoriques, soit mâles soit femelles et qui gardent le même sexe 

tout au long de leur vie. Chez la TAC, le déterminisme du sexe a été, dans un premier temps, démontré 

pa  des te h i ues d’i ve sio  se uelles à l’aide d’ho o es (Jalabert et al., 1975) et d’autof o datio  

d’i dividu he aph odites pe etta t d’o te i  ,6% de mâles (Chevassus et al., 1988) dont les 

descendants sont tous mâles. Ces premières expériences ont permis de mettre en évidence un 

déterminisme de type femelle homogamétique XX et mâle hétérogamétique XY. Dès 2002, grâce à 

l’o se vatio  d’i dividus âles au sei  d’u e famille gynogénétique (normalement, tous femelles, voir § 

1.1.2.3.2), Quillet et al. (2002) émettent l’h poth se d’u  g e ajeu  du d te i is e du se e hez la 

TAC. Cette hypothèse a par la suite été confirmée avec la mise en évidence, en 2012, du gène sdY pour 

« sexually dimorphic on the Y chromosome » (Yano et al., 2012a). sdY, qui s’e p i e p i ipale e t da s 

les testicules, est responsable de la différentiation masculine et est très conservé entre les principales 

espèces de salmonidés (Yano et al., 2012b). Il est epe da t possi le d’o te i  des âles ph ot pi ues, 

appelés néo- âles, ave  des testi ules fo tio els à pa ti  d’i dividus g ti ue e t fe elles XX  à 

l’aide d’u  t aite e t ho o al masculinisant (méthyl-testostérone) appliqué dès le premier repas.  

Dans leur milieu naturel, les truites femelles pondent une fois par an. La date de ponte ainsi que la durée 

du cycle de reproduction (1 an en moyenne en Europe) sont en partie contrôlés par un déterminisme 

génétique (Siitonen et Gall, 1989 ; Quinton et al., 2002 ; Leder et al., 2006), mais peuvent aussi être 

modulés par la photopériode avec un cycle qui peut être avancé de 2 mois, grâce à un éclairage continu 
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ou repoussé jusque 5 mois avec un faible éclairage (Duston et Bromage, 1986). La te p atu e de l’eau a 

aussi un impact important, non seulement sur la date de ponte, mais aussi sur la fécondité ainsi que sur la 

qualité et la ua tit  d’œufs (Bobe et al., 2010 ; Davies et Bromage, 2002) avec une température optimale 

de l’eau e t e  °C et °C et u  maximum de 15°C pour la maturation des gamètes et l’i u atio . 

Da s des o ditio s si ilai es d’ levage, les fe elles so t atu es e  o e e e t e deu  et t ois a s et 

les mâles en moyenne un an auparavant. Comme chez la plupart de poissons, la fécondation de la TAC est 

externe, une femelle peut pondre jusque 2  œufs/kg de poids vif. Les œufs o t u  diamètre important 

(3 - 7 mm) et l’alevi  fe a e vi o    à l’ losio  au te e d’u  d veloppe e t e o ai e de  

mois à 10°C (Bobe et al., 2010). La durée relativement longue de ce développement embryonnaire chez la 

TAC a grandement favorisé la description en détail, dès 1973, des 23 étapes qui le composent, depuis la 

f o datio  jus u’à l’ losio  (Ballard, 1973).  

Chez les poissons téléostéens, l’o ga isatio  des o ga es ep odu teu s mâles et femelles, logés dans la 

cavité abdominale, est bien conservée. Chez le mâle, les spermatozoïdes sont produits dans des testicules 

de fo e allo g e et e t s da s les a au  d f e ts où ils su isse t u e atu atio  fi ale ava t d’ t e 

libérés dans le milieu extérieur (Billard, 1983). Chez les salmonidés, les spermatozoïdes sont immobilisés 

pa  u  li uide s i al t s o e t  e  potassiu  et ’est la dilutio  de e li uide ave  de l’eau au 

o e t de l’ ja ulatio  ui d le he leu  otilité (Billard, 1975 ; Cosson, 2004). Chez la femelle, les 

ovaires sont deux organes allongés de pa t et d’aut e de la vessie atatoi e. Au o e t de l’ovulatio , 

l’e se le des folli ules atu es les ovules  so t e puls s da s la avit  ovarienne où ils peuvent 

séjourner pendant plusieurs jours sans altération (Bobe et al., 2008 ; Jalabert, 2005). Chez les poissons, 

comme chez de nombreux vertébrés, quand les ovules sont émis, ils sont bloqués en métaphase de 2e 

divisio , da s u  tat diploïde . C’est la f o datio  pa  u  spe atozoïde haploïde  ui d le he 

la reprise de la iose et l’e pulsio  du se o d glo ule polai e o te a t u  des deu  jeu  de 

chromosomes. La fusion des deux noyaux haploïdes (caryogamie) pe et la fo atio  d’u  œuf diploïde. 

Le comportement de fraie (expulsion des gamètes matures) naturel ’est pas observé en France. Il faut 

alo s alise  u  assage a do i al st ippi g  afi  d’o te i  l’e pulsio  des ovules et des 

spermatozoïdes. Cette fécondation externe a grandement facilité la maîtrise de la fécondation artificielle, 

chez le saumon, dès 1763 par un cultivateur allemand, Etienne-Louis Jacobi (Vivier, 1956).  
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1.1.2.3. Principes des différentes techniques de manipulations 

chromosomiques chez les poissons et applications chez la 

truite arc-en-ciel 

Chez les poissons, du fait de la ep odu tio  e te e a tifi ielle et de l’ tat diploïde de l’ovule au o e t 

de la f o datio  o  peut e visage  plusieu s t pes d’i te ve tio s pe etta t de p odui e des i dividus 

totalement originaux : la supp essio  du at iel g ti ue d’u e des deu  ga tes ava t la f o datio , 

l’i hi itio  de la iose de l’ovule pa  la te tio  du se o d glo ule polai e ou e o e l’i hi itio  de la 

p e i e divisio  de itose de l’e o  (Purdom, 1983). Ces manipulations, seules ou combinées, 

pe ette t d’o te i  des i dividus d’o igi e u i-parentale, ’est-à-di e e poss da t u’u  jeu de 

h o oso es d’o igi e ate elle (gynogénétique) ou paternelle (androgénétique), ou encore des 

animaux polyploïdes. 

1.1.2.3.1. La polyploïdisation : l’o te tio  d’i dividus t iploïdes et 

tétraploïdes 

La pol ploïdie, ’est-à-dire, le fait de posséder un caryotype avec plus de 2 jeux de chromosomes, est un 

phénomène naturel retrouvé chez des espèces végétales, les amphibiens ou encore les poissons dont la 

TAC (Swarup, 1956 ; Thorgaard et Gall, 1979). Chez les poissons, on peut obtenir relativement facilement 

des individus avec 3 ou 4 jeux de chromosomes appelés triploïdes (3n) et tétraploïdes (4n). Le principe de 

ase de la p odu tio  d’i dividus triploïdes est la f o datio  d’u  œuf diploïde par un spermatozoïde 

haploïde (Figure 4.b). U  ho  de p essio  ou te p atu e est e suite appli u  pou  lo ue  l’ issio  

du second globule polaire (Figure 4). Les premières épinoches (Gasterosterus aculeatus) triploïde sont été 

p oduites à l’aide de t aite e t de te p atu e ho  haud ou f oid  permettant la rétention du second 

globule polaire (Swarup, 1956, 1959). Ces techniques ont par la suite été modifiées au sein du laboratoire 

de physiologie des poissons (actuellement équipe GenAqua de l’UMR GABI  à l’INRA de Jou -en-Josas au 

début des années 1980 pour être appliquées à la truite fario et la TAC avec des résultats permettant 

d’o te i  jus ue % d’i dividu t iploïdes (Chourrout, 1980). Chez la TAC, la rétention du globule polaire 

peut être induite par un choc chaud de température (26-30°C pendant 10min) 25 min après la fertilisation 

(Chourrout, 1980 ; Chourrout et Quillet, 1982), ou encore par un choc de pression hyperbare de 4 min 

appliqué 40 min après la fertilisation (Chourrout, 1984). 
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Chez certaines espèces de poissons comme la loche (Misgurnus anguillicaudatus) il est possible de 

produire des individus possédant jusqu’à 6 jeux de chromosomes (6n, hexaploïdes) (Arai, 2001). 

Cependant, chez la TAC, les polyploïdes possédant plus de 4n ne sont pas viables et les individus 

tétraploïdes ne sont produits et utilisés que par et pour la recherche. Ils peuvent être obtenus par 

différentes techniques : un choc de pression hyperbare de 4min appliqué 5h50 après la fécondation 

(Chourrout, 1984) ou de température 27-33°C pendant quelques minutes, entre 2h et 4h30 après 

fécondation (Diter et al., 1993 ; Thorgaard et al., 1981) ce qui permet de bloquer la première division de 

itose de l’e o  Figu e 4.b). Enfin, des tétraploïdes de 2e génération peuvent être obtenus en 

assu a t la te tio  du se o d glo ule polai e ap s la f o datio  d’u e fe elle diploïde ave  u  âle 

tétraploïde (Chourrout et al., 1986). Un individu tétraploïde peut aussi être croisé avec un individu diploïde 

ce qui permet de produire des triploïdes sans utiliser de choc de pression ou de température, cependant 

le rendement est plus faible (maximum 95% de triploïdes) (Breton et al., 1996). 

La survie dans les stades précoces des individus triploïdes est plus faible que celles des diploïdes 

(Chourrout et Quillet, 1982). De même, la croissance des triploïdes est plus faible que celle des diploïdes 

pendant les trois premiers mois (-10 à -20%). Par la suite, la survie et la croissance sont équivalentes et 

elles deviennent meilleures au moment de la maturation sexuelle (Quillet et al., 1988). Ces performances 

de croissance supérieure des triploïdes sur les diploïdes au moment de la maturatio  se uelle s’e pli ue t 

par le fait que les individus triploïdes sont stériles (Thorgaard, 1986). Cette stérilité est complète et 

définitive chez les femelles tandis que les mâles présentent un développement testiculaire significatif 

(jusque 50% du développement normal, Quillet, 1986), mais le nombre de mâles spermiant est très faible 

et les spermatozoïdes, ont un très faible pouvoir fécondant ce qui ne permet pas le développement 

d’e o s o au  (Benfey et al., 1986). Pour les individus tétraploïdes, la croissance et la survie de TAC 

tétraploïdes de 1ère g atio  so t e o e plus fai les ue elles d’i dividus t iploïdes jus ue -50% de 

oissa e hez les /  epe da t elles s’a lio e t g a de e t pou  les t t aploïdes de e 

génération (Chourrout et al., 1986). La stérilité des femelles est totale tandis que chez les mâles on observe 

une stérilité chez environ 50% des individus avec taux de fécondation plus fai les u’avec du sperme 

diploïde pour les mâles matures (Chourrout et al., 1986).  

Nous ve o s da s la se o de pa tie de l’i t odu tio  § 1.2.) que la stérilité des triploïdes présente un 

grand intérêt en élevage, de ce fait les techniques de triploïdisation mises au points dans les laboratoires 

ont été rapidement et largement diffusées au sein des élevages (Breton et al., 1996 ; Haffray et al., 2004). 
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1.1.2.3.2. La gynogenèse et l’a d oge se : l’o te tio  d’i dividus 

originaux d’origine uni-parentale 

Grâce aux techniques de rétention du globule polaire ou de blocage de la première division de mitose, il 

est possible de produire des individus diploïdes dont le matériel génétique provient uniquement de la 

mère (gynogenèse) ou du père (androgenèse). Ces deux modes de reproduction font intervenir une étape 

ui pe et de supp i e  le at iel g ti ue de l’ovule ou du spe atozoïde Figu e 4.a).  

Les premiers travaux sur la gynogenèses ont eu lieu chez des amphibiens de la famille des Dicroglossidae 

(Rana fusca  d s  ave  l’i adiatio  des spermatozoïdes afin de détruire leur matériel génétique 

(Hertwig, 1911, cité dans Chourrout et al., 1980). Un spermatozoïde irradié conserve son pouvoir 

f o da t e ui pe et d’a tive  l’ovule, d le ha t la ep ise de la deuxième division de méiose et 

l’e pulsio  du deu i e glo ule polai e. L’e o  haploïde o te u ’est pas via le et avo te e  g al 

ava t l’ losio  (Chourrout, 1980 ; Chourrout et Quillet, 1982). La destruction du matériel génétique 

paternel contenu dans le spermatozoïde est, le plus souvent, réalisé par rayonnement UV et on utilise du 

sperme issu de mâles dits « golden », homozygotes pour un allèle dominant codant pour une couleur 

particulière. L’a se e de ph ot pe golde  da s les descendants est un indicateur du bon 

fonctionnement de la destruction de matériel génétique paternel. 

Il existe deux types de gynogenèse selon la méthode utilisée pour restaurer un état diploïde viable chez 

l’œuf. Une première méthode utilise les mêmes traitements que pour produire des individus triploïdes en 

lo ua t l’ issio  du deu i e glo ule polai e e  appli ua t u  ho  de te p atu e ou de p essio . 

Comme on inhibe la fin de la 2e division de méiose, on parle de gynogenèse méiotique, les embryons 

obtenus sont diploïdes et tous femelles (Chourrout et Quillet, 1982), ils contiennent uniquement le 

matériel génétique de la mère avec une hétérozygotie partielle suite aux recombinaisons 

chromosomiques survenues avant la première division de méiose (Figure 4).  

La gynogenèse mitotique o siste à laisse  l’ovule e pulse  le se o d glo ule polai e ais à i hi e  la 

première division de mitose de l’e o  haploïde pa  u  ho  de pression (Chourrout, 1984) ou de 

température (Quillet et al., 1991 ; Diter et al., 1993), o e da s le as de la p odu tio  d’i dividus 

tétraploïdes. La ellule œuf diploïde ai si o te ue se a entièrement homozygote, les deux stocks 

chromosomiques étant une réplique du stock haploïde original (Figure 4), o  pa le d’i dividus haploïde 

doublés (HD). 
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L’a d ogenèse mitotique pe et l’o te tio  d’i dividus HD sans contribution génétique maternelle à 

pa ti  de la f o datio  pa  u  spe atozoïde i ta t d’u  ovule préalablement dépourvu de son noyau et 

l’i hi itio  de la p e i e divisio  de itose (Thorgaard et al., 1990). 

La su vie à l’ losio  des i dividus gynogénétiques et androgénétiques mitotiques est plus faible que celle 

des gynogénétiques méiotiques. E  effet, la su vie à l’âge adulte  a s  des TAC o te ues pa  g oge se 

itoti ue est de l’o d e de uel ues pou e ts oi s de %, Quillet, 1994). Leur croissance est aussi 

fortement réduite par rapport à des individus diploïdes contrôles avec une variabilité importante entre 

i dividus g og ti ues itoti ues p oduits à pa ti  d’u e e fe elle (Quillet, 1994). Ces faibles 

performances s’e pli ue t, e  pa tie, pa  l’homozygotie des individus produits par gynogenèse mitotique 

(Chourrout, 1984 ; Thorgaard et al., 1990), en partie par les techniques utilisées qui réduisent les taux de 

fécondation, et en pa tie pa  l’o igi e g ti ue de la lig e fo dat i e ui a fou i les œufs (Quillet, 1994). 

E  plus de et effet de l’ho oz gotie, Quillet et al. (1991) mettent en évidence un effet maternel sur la 

survie. En effet, ils observent une forte variabilité de la survie des individus obtenus par gynogenèse, en 

fonction des fe elles a a t fou i les œufs, la survie variant de 17 à 72.5% pour les gynogénétiques 

méiotiques et de 0 à 53% pour les gynogénétiques mitotiques. 

1.1.3.  Les lignées isogéniques, un formidable outil pour 

les généticiens 

1.1.3.1. Obtention 

Chez les souris, les lignées consanguines sont obtenues après au moins 20 générations de croisements 

f es/sœu s. Avec un intervalle de génération de 3 ans en moyenne plusieurs décennies seraient 

nécessaires à l’ ta lisse e t de telles lig es chez la truite comme chez la plupart des espèces animales 

d'intérêt économique.  

La faisabilité de l'utilisation de la gynogenèse pour produire des lignées isogéniques en 2 générations chez 

les poissons a été démontrée dans les années 1980 chez le poisson zèbre (Streisinger et al., 1981), le 

médaka (Naruse et al., 1985) en réalisant dans un premier temps une gynogenèse mitotique pour produire 

des fe elles ho oz gotes HD puis u e g oge se ioti ue à pa ti  des œufs de es fe elles. 

L’e se le des des e da ts issus d’u e fe elle u i ue pa tage t e a tement le même patrimoine 

g ti ue, o  pa le d’i dividus isog i ues. Chez la TAC, les travaux ont commencé de façon 



30 
 

concomitante en France et aux Etats-Unis. En France, les lignées isogénique de TAC ont été produites à 

l'INRA par gynogenèse tandis que l'équipe américaine (USDA) a préféré utiliser l'androgenèse. Passée la 

phase d'optimisation des techniques d'induction, la production des lignées isogéniques de TAC, à l'INRA, 

pour une utilisation en analyse génétique des caractères, a démarré à partir de 1998.  

La population fondatrice est la souche synthétique INRA (SY) créée par croisement panmictique de 

différentes souches domestiques de TAC et maintenue depuis les années 1980 sans sélection volontaire, 

garantissant ainsi un bon niveau de diversité génétique initiale. A cause du faible taux de survie des 

individus gynogénétiques mitotiques, sur une centaine de femelles SY reproduites, seule une vingtaine a 

atteint la maturité sexuelle et ont pu être reproduites par gynogenèse méiotique. Au final, 19 lignées 

isogéniques de TAC ont pu être établies à l'INRA. La conservation de ces lignées est depuis assurée par 

reproduction sexuée entre une femelle et un néo-mâle issue de la même lignée. 

De nombreux laboratoires se sont essayés à la production de lignées isogéniques, le plus souvent par 

gynogenèse chez des poissons modèles ou des espèces d'intérêt économique. Néanmoins, comme ces 

lignées sont difficiles à produire et entretenir sur le long terme, seul un petit nombre de laboratoire ont 

voulu ou réussi à maintenir des lignées. La TAC reste l'espèce la mieux dotée en lignées isogéniques et la 

collection de l'INRA est la plus importante en nombre, suivie par les lignées américaines. On compte aussi 

quelques lignées isogéniques de TAC au Japon (Quillet, communication personnelle), et récemment une 

équipe polonaise a produit deux lignées gynogénétiques avec des HD (Jagiello et al., 2018). 

1.1.3.2. Intérêt et utilisation d’i dividus haploïdes doublés et de 

lignées isogéniques en analyse génétique des caractères 

Du fait de l’o ga isatio  si plifi e de leu  g o e pas d’h t oz gotie , les individus HD sont de 

formidables outils génétiques.  

Les HD de première génération 

- L’a se e d’h t oz gotie pe et de ieu  d te te  les all les essifs a es et facilite la distinction 

entre va ia ts all li ues d’u  e lo us et variants correspondant à des locus dupliqués (voir § 

1.1.4), un avantage particulièrement utile dans le cas d'une espèce comme la TAC, dont le génome 

garde des traces importantes de la duplication ancestrale. 
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- Dans une population HD, la variabilité génétique additive est doublée (Falconer et Mackay, 1996), ce 

qui, en théorie au moins, pe et d’utilise  des dispositifs ave  oi s de poisso s pour estimer 

l’h ita ilit  de caractères (Bijma et al., 1997) ou encore détecter des QTL (Martinez et al., 2002). En 

pratique, cette option est peu ou pas utilisée, compte tenu de la réduction des performances des HD 

de première génération pour de nombreux caractères. 

- Le fait d’avoi  des i dividus identiques permet de travailler à différentes échelles du vivant (poisson 

entier, organe entier, cellules) et dans le temps sur un même fond génétique (Verrier et al., 2013), et 

de capitaliser les informations accumulé. 

Les lignées isogéniques homozygotes 

- Une même lignée isogénique peut être rep oduite à l’ide ti ue pa  des oise e ts i t a-lignée ce 

ui pe et d’a u ule  su  plusieu s a es, et dans différentes conditions environnementales des 

mesures phénotypiques sur un même fond génétique2 (Quillet et al., 2007c a; Sadoul et al., 2017). 

- Du fait de leur isogénicité, les individus d’u e e lig e sont histocompatibles (Quillet et al., 2007c 

a), ce qui représente un atout apital pou  les tudes su  l’i u it  (Castro et al., 2013 ; Yamaguchi 

et al., 2018). 

- La performance moyenne d’u e lig e isog i ue ep se te celle du génotype de la lignée. Cette 

caractéristique peut être utilisée pour mesurer la valeur "individuelle" de caractères difficilement 

accessibles au niveau individuel (prise alimentaire, efficacité alimentaire d'animaux élevés en groupe) 

(Dupont-Nivet et al., 2009) ou pour réaliser des tests comportementaux multiples sur un même 

"individu" génétique en évitant les i te f e es due à l’app e tissage (Millot et al., 2014).  

- La variabilité génétique intra-lignée étant nulle3, la variabilité phénotypique intra-lignée permet 

d’esti e  di e te e t la va ia ilit  d'origine environnementale (Dupont‐Nivet et al., 2012). 

Cependant, la variance phénotypique résiduelle de certains caractères dans un environnement donné 

reste élevée et un effet lignée sur cette variabilité et son évolution en fonction de l'histoire de vie des 

individus a été démontré Dupo t‐Nivet et al.,  ; Lallias et al., 2017). Les lignées sont un support 

de choix pour étudier l'origine de ces variations (interactions sociales, marques épigénétiques par 

exemple ...). 

- Comme indiqué ci-dessus, la variabilité génétique additive entre lignées produites à partir d'une 

population standard est théoriquement le double de celle de la population de départ. Cependant, en 

pratique, un nombre réduit de lignées est disponible, ce qui réduit la gamme de variation accessible. 

                                                           
2A la mutation près, ponctuelle ou réarrangement chromosomique 
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Néanmoins, une variabilité importante a été observée entre les lignées isogéniques de la collection 

INRA pour la plupart des caractères analysées : résistance à des pathogènes (Quillet et al., 2007c a; 

Verrier et al., 2018), capacité à utiliser un aliment d'origine végétale (Dupont-Nivet et al., 2009 ; 

Geurden et al., 2013 ; Callet et al., 2018) ou encore à résister au stress de confinement (Sadoul et al., 

2015). 

Le croisement entre lignées isogéniques : les lignées isogéniques hétérozygotes 

- Dans un contexte de détection de QTL, on tire pleinement profit de la variabilité interlignée en croisant 

deux lignées isogéniques aux performances contrastées (ex. sensible ou résistante à une maladie 

do e , o  o tie t alo s des i dividus F  hez les uels les all les asso i s au a a t e d’i t t 

se o t e  s g gatio . A pa ti  d’u  de es i dividu F  o  peut au hoi  alise  u  ackcross, une 

génération F2 ou de nouveaux HD par gynogenèse mitotique. Ces différents croisements sont 

particulièrement intéressant pour les analyses génétiques (création de cartes génétiques, détection 

de QTL, … . Ce croisement peut être obtenu directement à partir d'individus HD de première 

génération. Cependant, le fait de posséder des lignées isogéniques bien caractérisées pour le caractère 

d'intérêt permet de réaliser les croisements les plus adéquats entre les phénotypes/génotypes 

extrêmes.  

- Dans certaines études, il peut être intéressant d'utiliser des « croisements hétérozygotes », issus du 

croisement entre des femelles issues d'une lignée unique avec des néo-mâles issus de plusieurs lignées 

HD différentes de celle des femelles. Ce dispositif réduit de facto la variabilité génétique entre les 

groupes expérimentaux, mais permet d'estimer les effets génétiques d'origine paternelle uniquement 

en s'affranchissant des sources de variation comme la date de po te ou la taille des œufs. Pou  

certaines études sur la croissance ou l'efficacité alimentaire, il peut aussi être intéressant de travailler 

avec des individus hétérozygotes, plus proches des individus standard (Callet et al., 2018 ; Lallias et al., 

2017). 

Chez la TAC, la p odu tio  d’i dividus HD et les lignées isogéniques a été un tournant majeur pour les 

travaux en génétique et génomique. Ainsi, les principales avancées en génomique structurelle 

(organisation, polymorphisme et évolution des génomes) ont été o te ues à pa ti  d’i dividus HD, et de 

nombreuses approches sur l'architecture génétique et fonctionnelle des caractères ont exploité ce 

matériel. 
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1.1.4.  La génétique et la génomique de la truite arc-en-ciel 

Au ou s de l’ volutio  des ve t s o  et ouve les t a es de deu  dupli atio s de génome entier 

survenues successive e t il  a e t e  et  illio s d’a es ava t la dive ge e des Ag athes et 

avant la divergence des poissons cartilagineux (Figure 5). Il  a  illio s d’a es, les A ti opt gie s 

se sont séparés des Sarcoptérygiens, avant un troisième épisode de duplication du génome (Ts3R) 

su ve us hez les poisso s T l ost e s ap s leu  dive ge e d’ave  les o  T l ost e s  à  

illio s d’a es . U  uat i e et de ie  pisode de dupli atio  du g o e e tie  Ss R  est su ve u 

il y a 80-100 millio s d’a es (Berthelot et al., 2014 ; Lien et al., 2016) chez un ancêtre commun des 

salmonidés (Figure 5). Le processus de rediploïdisation qui a suivi la tétraploïdisation ancestrale chez les 

sal o id s ’est ue pa tiel (Guyomard et al., 2006 ; Berthelot et al., 2014) et leur confère une originalité 

d’o ga isatio  du g o e ave  u e i hesse i po ta e e  gio s pa alogues e t e % et % du 

génome (Guyomard et al., 2012 ; Palti et al., 2014). En tant que salmonidé, la TAC est donc 

pa ti uli e e t i t essa te pou  l’ tude des o s ue es de la dupli atio  des g es pseudog es, 

…  et les p o essus de ediploïdisatio  hez les vertébrés (Berthelot et al., 2014 ; Lien et al., 2016). 

La taille du génome de la truite arc-en-ciel a été estimé entre 2,4 et 3,0 109 paires de bases (Gao, 2016), 

ce qui est dans la moyenne des taille des génomes des vertébrés (Homo sapiens : 3,0 109 pb, Bos taurus : 

2,7 109 pb, mus musculus : 2,7 109 pb [NCBI, median total length]). Pou  u  poisso  T l ost e , ’est u  

génome de taille relativement importante (Figure 6). La TAC possède 104 bras chromosomiques soumis à 

un polymorphisme robertsonnien (fusion ou cassure de chromosomes au niveau du centromère). Ainsi, le 

nombre de paires de chromosomes varie entre 29 et 32 selon les populations et les individus (Phillips et 

al., 2006). Par exemple, le chromosome Omy_25 métacentrique dans certaines populations américaines 

est scindé en deux chromosomes acrocentriques (25a et 25b) da s les lig es f a çaises, u’elles soie t 

o e iales ou e p i e tales lig e SY et isog i ues de l’INRA  D’A osio et al., in prep).  
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SY et une lignée sélectionnée pour sa capacité à grandir avec un aliment végétal (Callet et al., 2017). Cette 

tude a t  e e à l’aide d’i di ateu s ol ulai es l’i de  de fi atio , le d s uili e de liaiso , la taille 

de population effective et le coefficient de consanguinité) et elle montre que la lignée SY présente la plus 

grande variabilité intra-populatio  et u’e t e les diff e tes lig es, la diversité génétique est modérée 

avec des ordres de grandeur similaire à ceux estimés entre différentes races de vaches laitières. Cependant 

au sein des lignées commerciales, la diversité génétique est plutôt faible avec un coefficient de 

consanguinité plus élevé que e ue l’o  peut o se ve  pou  les espèces terrestres D’A osio et al., i  

prep.). 

1.1.4.1.2. Ressources génomiques 

Bien que faisant partie des espèces de poissons les plus étudiées dans le monde, les ressources 

g o i ues dispo i les pou  la TAC taie t, jus u’à il a peu, li it es. Cependant le développement de 

nouvelles techniques de séquençage et génotypage, allant de pair avec une baisse importante du coût par 

échantillon, est à l’o igi e d’u e a l atio  assive du d veloppe e t et de l’a essi ilit  des 

ressources génomiques en aquaculture sur ces dix dernières années.  

1.1.4.1.2.1.  Les bases de données de marqueurs moléculaires 

En génétique, un marqueur moléculaire est un f ag e t d’ADN o espo da t à un ou plusieurs locus 

polymorphes. Il existe deux grands types de marqueurs moléculaires liés au type de polymorphisme : les 

motifs répétés, pour les marqueurs dont le polymorphisme repose sur une variation du nombre de 

p titio  d’u e e s ue e ou te de l’ADN, et les utatio s po tuelles. E  fo tio  de l’ volutio  

des technologies de séquençage, différents marqueurs moléculaires ont pu être obtenus grâce à diverses 

technologies dont une partie sera détaillée au paragraphe 1.1.5. De nombreuses bases de données de 

marqueurs moléculaires ont été construites chez la TAC ces 20 dernières années.  

Les différents marqueurs moléculaires d’ADN 

Le principe de détection de marqueurs moléculaires repose sur l'utilisation d'enzymes de restriction (ER), 

apa le de e o ait e u  e tai  otif pali d o i ue de l’ADN le site de est i tio  et d’  oupe  la 

ol ule d’ADN e  f ag e ts. Il existe plusieurs ER qui reconnaissent des motifs différents, plus ou moins 

rares sur le génome. Elles permettent d’o te i  des f ag e ts de tailles diff e tes.  

Les premiers marqueurs moléculaires à avoir été utilisés sont fondés sur un polymorphisme de longueur 

des fragments de restriction : lorsque le site de est i tio  d’u e ER est alt  pa  u e utatio  et u’il 
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’est plus e o u, les fragments obtenus après digestion sont de tailles différentes entre les individus 

selon qu’ils p se te t ou o  la utatio . Le polymorphisme à ces marqueurs, appelés RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphisms) ou AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism  lo s u’o  utilise 

u e tape d’a plifi atio  pa  PCR Polymerase Chain Reaction) est biallélique (présence ou absence du 

site de restriction), ils ne permettent pas de facilement différencier les individus homozygotes des 

hétérozygotes. De plus, l’ADN doit t e de t s onne qualité et les résultats ne sont pas très répétables, 

ils ont été remplacés par les microsatellites, un autre type de marqueurs moléculaires basés eux aussi sur 

le polymorphisme de longueur. Les microsatellites sont des motifs très courts (2 à 4 pb), hautement 

p t s et do t le o e de p titio  à u  site do  va ie d’u  i dividu à l’aut e jus u’u e dizai e de 

répétition chez les salmonidés, Morris et al., 1996). La variation du nombre de répétition est mise en 

vide e à l’aide d’a o es conçues pou  s’h ide  de pa t et d’aut e du i osatellite et qui permettent 

son amplification par PCR après digestion de l’ADN. Les i osatellites o t l’ava tage d’ t e t s 

polymorphes et bien répartis sur le génome. De plus, la méthode est facilement automatisable. 

Cependant, la fréquence de microsatellites est limitée, tous les 25 à 100 kb chez les mammifères, tous les 

100 à 300 kb chez les oiseaux (Schibler et al., 2000) et tous les 20 à 80 kb chez les salmonidés (Estoup et 

al., 1993). 

Ces types de marqueurs ont peu à peu laissé la place à des marqueurs basés sur le pol orphis e d’u e 

base unique, les SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Les SNP sont très nombreux et bien répartis sur 

le génome. Chez la TAC, une étude récente fait état d'un SNP tous les 64 pb en moyenne (Gao et al., 2018), 

ce qui en fait le nouveau marqueur moléculaire de prédilection pour de nombreuses analyses. En 

revanche, chez les sal o id s, l’i po ta e elative des s ue es dupli u es da s le g o e o pli ue 

l’i te p tatio  du pol o phis e. E  effet, lo s u’u  SNP est d te t  su  le g o e, il peut s’agir d’u  

vrai va ia t i fo atif ave  u  pol o phis e su  u e s ue e u i ue ou ie  d’u  pol o phis e 

entre deux locus dupliqués sur deux portions homologues du génome appelé alors PSV pour Paralogous 

Sequence Variant. Comme environ 50% du génome de la truite est encore dupliqué, la moitié des SNP ne 

sont potentiellement pas informatifs. Les individus HD, par construction homozygotes en tout point de 

leu  g o e, so t u  o  outil pou  diff e ie  u  SNP d’u  PSV Palti et al., 2014).  

Obtention des premières banques de marqueurs moléculaires 

Les premières banques de chromosomes artificiels de bactéries (BAC) ont été développées chez la TAC au 

début des années 2000 (Genet et al., 2011; Katagiri et al., 2001; Palti et al., 2004, 2009). Ces grands 

fragments d'ADN génomique sont l'un des outils de base de la cartographie physique pour des génomes 
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complexes (Rogel-Gaillard, 2000). Ils constituent aussi un réservoir de marqueurs moléculaires 

(microsatellites et SNP). Le séquençage de BAC-end par Genet et al. (2011) a permis la construction de la 

première base de donnée d'élé e ts p t s su  le g o e, la ise e  vide e de l’i po ta e des 

l e ts dupli u s au sei  du g o e de la TAC ai si ue la ise e  vide e d’u  peu oi s de   

microsatellites utilisable pour de futures études et permettant d'augmenter la densité des marqueurs pour 

les cartes génétiques (voir chapitre 1.1.4.1.2.2). 

La première base de données de SNP chez la TAC a été construite au début des années 2010 à partir de 

EST (Expressed sequence tag), une courte portion d'ADN complémentaire permettant d'identifier in silico 

de nouveaux SNP (Boussaha et al., 2012) et d’aug e te  e o e la de sit  des a tes g ti ues. Le 

développement des nouvelles technologies de séquençage est à l’o igi e d’u e ouvelle ase de SNP hez 

la TAC, produite à partir d'individus HD (Palti et al., 2014). Ces deux bases de données contenaient un peu 

plus de 30 000 (Boussaha et al., 2012) et 70 000 SNP potentiels (Palti et al., 2014). La dernière base de SNP 

obtenue par des techniques de génotypage de génome entier (Gao et al., 2018) contient un peu plus de 

30 000 000 SNP potentiels. 

Aujourd'hui, les techniques de re-s ue çage pe ette t aussi de d te te  d’aut es polymorphismes 

comme les insertions, délétions et CNV (Copies Number Variations), regroupés sous le nom de variants 

structuraux (VS). Ces VS affectent des longs f ag e ts d’ADN sup ieu s à  u l otides  et so t t s 

mal documentés chez les poissons (Lallias et al., 2018). Un projet au sein du laboratoire est en cours avec 

pour objectif de re-séquencer plus profondément les lignées isogéniques (10 – 32 X de couverture). Cela 

permettra d’améliorer les connaissances structurelles et fonctionnelles sur le génome de la TAC, et de 

produire une nouvelle base de données de SNP et de VS (Lallias et al., 2018). 

Le nombre de marqueurs moléculaires et la qualité des différentes cartes génétiques et physiques pour la 

TAC ont donc beaucoup évolué ces dernières années. Les différentes banques de marqueurs ont permis, 

dans un premier temps, de réaliser des cartes génétiques peu denses issues de RFLP et microsatellites, 

puis les SNP ont été utilisés pour densifier les cartes. Enfin, une puce à ADN (AxiomTM Trout Genotyping 

Array) a été développée avec la technologie Affymetrix (Palti et al., 2015a). Les banques de BAC et BAC-

end ainsi que les techniques de génotypage de génome entier ont révolutionné les ressources génomiques 

chez la TAC avec la publication d'un premier génome entier dès 2012 (Berthelot et al., 2014) puis d'une 

nouvelle version, Omyk_1.0, plus complète en 2017 (Gao, 2016). 

1.1.4.1.2.2. Des p e i es a tes g ti ues et ph si ues … 
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Le principe de construction des cartes génétiques réside sur l'ordonnancement statistique des marqueurs 

selon les recombinaisons méiotiques. Deux marqueurs physiquement proche sur le génome ont une plus 

forte p o a ilit  d’ t e t a s is e se le à la des e da e Loi de Me del, Morgan, 1911), le taux de 

recombinaison rAB entre deux marqueurs A et B correspond à la proportion d'événement de 

recombinaisons entre les deux marqueurs dans la descendance. Différentes fonctions permettent alors de 

calculer la distance génétique entre deux marqueurs (dAB) à partir du taux de recombinaison (Haldane, 

1919 ; Kosambi, 1943). Cette distance est exprimée en centiMorgan (cM), 1 cM correspondant à une 

recombinaison pour cent méioses. L'estimation du taux de recombinaison repose sur l'analyse de la co-

ségrégation des allèles dans la descendance. Dans ce cas, on analyse la transmission allélique au sein de 

familles informatives (dont les parents sont hétérozygotes pour un grand nombre de marqueurs) 

contenant un t s g a d o e de des e da ts plei s f es/sœu s. La o aissa e du g ot pe des 

grands-parents permet de connaitre de façon certaine la phase, c'est-à-dire, de connaître les associations 

haplotypiques de départ. Le taux de recombinaison est ensuite estimé à partir des génotypes des 

descendants aux marqueurs. 

Chez la TAC, la première carte génétique a été construite en 1998 à pa ti  d’i dividus HD androgénétiques 

(Young et al., 1998). Cette carte était composée de 476 marqueurs AFLP répartis sur 31 groupes de liaisons 

principaux. Avec le développement de nouvelles technologies le type de marqueurs moléculaires utilisés 

ainsi que leur nombre ont évolué. O  a alo s vu l’appa itio  de a tes o st uites à pa ti  de plusieu s 

types de marqueurs comme celle de Sakamoto et al. (2000) qui comportait 191 microsatellites ainsi que 

d’aut es t pes de marqueurs, puis les cartes se sont densifiées (Nichols et al., 2003 ; Rexroad et al., 2005). 

En 2006, la première carte fra çaise p oduite à pa ti  d’i dividus HD et de plus de 900 marqueurs 

i osatellites isol s ouv e l’e se le des  h o oso es (Guyomard et al., 2006). Enfin, une carte 

génétique synthétique, regroupant les informations de trois cartes indépendantes et construite avec plus 

de 2 000 marqueurs microsatellites et 200 SNP est construite en 2012 (Guyomard et al., 2012). Cette carte 

couvre une distance totale de 3 600 cM sur 29 chromosomes et met bien en évidence les traces de la 

duplication du génome de la truite avec 7 zones homologues dupliquées sur des couples de chromosomes. 

Avec le développement des technologies permettant de détecter un grand nombre de SNP, les cartes 

génétiques tendent à se densifier, comportant jusque plusieurs dizaines de milliers de SNP (Gonzalez-Pena 

et al., 2016). 

La cartographie physique a pour objectif de localiser des marqueurs sur le génome à l'aide de mesures 

physiques absolues exprimées en nombre de bases. L'obtention d'une carte physique se fait par 
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l'ordonnancement de fragments d'ADN clonés (comme les BAC) chevauchants qui permettent de 

reconstituer l'ADN de départ. Chez la TAC, la première carte physique a été construite à partir de 192 096 

BAC en 2009 (Palti et al., 2009). Cette carte, composée 4 173 contigs et 9 379 singletons, couvrait environ 

2,0 Gb. Elle a permis la construction de la première carte génétique et physique intégrée chez la TAC en 

2011 (Palti et al., 2011) à l’aide d’u  peu plus de  ouveau  i osatellites ui ouv ait alo s jusque 

10% du génome. 

1.1.4.1.3. … à l’asse lage du génome 

En 2014, un consortium français réalise le premier assemblage du génome de la truite arc-en-ciel 

(AUL_PRJEB4421_v1, Berthelot et al., 2014) à partir du séquençage de l’ADN g o i ue d’u  i dividu 

mâle double haploïde (YY) de la lignée isogénique Swanson (Alaska) avec une approche Whole-genome 

shotgun et à l’aide des diff e tes ases de BAC et BAC-end déjà existantes. Pour les raisons évoquées 

plus haut, l’utilisatio  d’u  i dividu HD a t  d isive pou  se la e  da s le s ue çage puis l’asse lage 

d’u  g o e aussi o ple e.  

L’assemblage obtenu couvrait 1,9 Gb sur une longueur totale estimée entre 2,4 à 3 Gb par Young et al. 

(1998) avec moins de la moitié (48%) des paires de bases séquencées ancrées sur les chromosomes. En 

outre, sur chaque chromosome, seule une partie des contigs avait pu être précisément positionnée et 

orientée, soit au total 87 Mb réparties sur 28 paires de chromosome. Les auteurs identifient 38 paires de 

régions dupliquées réparties su  l’e se le des h o oso es do t u e pa tie suite à la de i e 

duplication du génome (Ss4R) et à des réarrangements inter-chromosomique liés à la rediploïdisation 

(Figure 7). Sur un total d’environ 46 500 gènes codant pour des protéines annotées, les auteurs estiment 

u’e vi o   400 étaient présents dans le génome avant duplication et que seulement 48% de ces gènes 

sont sous forme de pseudo-gène (leur seconde copie est inactivée) dans le génome post duplication. Si ce 

premier assemblage a permis d’o te i  des i fo atio s i t essa tes pou  l’ tude de l’ volutio  des 

gènes dupliqués et des phénomènes de rediploïdisation, il ne permet pas une cartographie fine des 

marqueurs ni des gènes du fait du nombre important de scaffolds et contigs non ancrés à des 

chromosomes et/ou non orientés. 
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Figure 7. Organisation du génome de la truite 

arc-en-ciel 

Organisation actuelle du caryotype de la truite arc-en-ciel 
après le 4e épisode de duplication du génome entier (Ss4R). 
Issue de Berthelot et a., 2014. 
Les régions dupliquées sur deux chromosomes différents 
sont indiquées par un trait gris. 
Certains chromosomes sont entièrement dupliqués sur un 
bras de chromosome homologue, comme le 28 et le 8. 
D’aut es h o oso es so t dupli u s su  plusieu s 
chromosomes différents. Ainsi, une portion importante du 
chromosome 17 est dupliquée sur le chromosome 7 et une 
plus petite portion est dupliquée sur le chromosome 13.  
NB . L’o d e des po tio s de h o oso es dupli u es peut 
ha ge  d’u  i dividu à l’aut e e  fo tio  de 

réarrangements intra-chromosomiques. 
NB 2. Il y a eu plusieurs changements de nomenclature au 
ou s du te ps. Aujou d’hui, le chromosome 29 correspond 

en réalité au chromosome 25 (25a et 25b chez les TAC 
françaises), le chromosome sexuel correspond au 
chromosome 29. 

Cette p e i e ve sio  de l’asse lage du g o e de la t uite a t  fo te e t a lio e e e t 

suite au re-s ue çage d’u  même individu androgénétique (Swanson) réalisée avec la technologie du 

Whole-genome paired-end sequencing (Gao, 2016). Cette nouvelle ve sio  de l’asse lage du g o e a 

été publiée en juin 2017 (Omyk_1.0, Gao, 2016) . Elle contient un total de 2,2 Gb réparti sur 29 

chromosomes (seule 229 Mb ne sont pas ancrées sur les chromosomes) et s’a o pag e d’u e a otatio  

réalisée avec le NCBI Eukaryotic Genome Annotation Pipeline4 qui compare les gènes prédits avec des 

bases de données existantes pour de nombreuses autres espèces. Un total de 55 600 gènes ou pseudo-

gènes, dont environ 42 800 gènes codant pour des protéines ont été prédits. Cette nouvelle version de 

l’asse lage du g o e a lio e g a de e t les o aissa es su  l'ensemble du génome (gènes, 

miRNA, positions des marqueurs). 

Ces 10 dernières années, nous avons assisté à une révolution technologique permettant de générer 

facilement et à oi d e oups des e tai es de illie s de SNP et de lo gues s ue es d’ADN e da t 

accessible de nouvelles ressources génomiques.  

 

                                                           
4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_euk/process/ 
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1.1.5.  Les principales méthodes de génotypages 

utilisées en aquaculture 

Le g ot page pe et d’a de  à tout ou pa tie des va iatio s g ti ues d’u  i dividu ou d’u  g oupe 

d’i dividus. Plusieurs techniques de génotypage permettent de détecter différents types de marqueurs 

moléculaires. Cette partie propose une présentation succincte des techniques de génotypage les plus 

communément utilisées en aquaculture. Elle ’a pas pou  o je tif d’ t e e haustive su  les diff e tes 

techniques existantes. 

1.1.5.1. Le génotypage par séquençage : la technologie RADseq 

Les techniques du génotypage par séquençage (GBS pour Genotyping By Sequencing) ne nécessitant pas 

de connaissances a priori du génome ont été une révolution majeure pour les espèces aquacoles dont la 

TAC. Les techniques de GBS les plus utilisées chez les salmonidés sont les technologies RADseq pour 

Restriction-Site Associated DNA sequencing qui permettent de mettre en évidence plusieurs centaines de 

milliers de polymorphisme à un prix raisonnable (Andrews et al., 2016) à l’aide d’ER. Il existe plusieurs 

types de technologies RADseq en fonction des ERs utilisées. En aquaculture, le RADseq, le ddRADseq 

(double-digest RADseq) et le 2bRADseq sont les principales GBS utilisées (Robledo et al., 2017). 

Principe du RAD sequencing. 

Les différentes techniques de RADseq varient en fonction du choix des ERs (de leur site de restriction plus 

ou moins rare) et des étapes de tris sur la longueur, cependant les principales étapes (Figure 8) sont 

identiques (Andrews et al., 2016 ; Baird et al., 2008 ; Miller et al., 2007). 

1. On utilise une ou plusieurs ER qui vont digérer l'ADN génomique d'un individu et le fragmenter en de 

très nombreux morceaux. Le choix de l’ER va permettre de moduler le nombre de séquences obtenues et 

donc le nombre de SNP potentiel (Andrews et al., 2016). U e ER e o aissa t u  otif a e de l’ADN va 

p odui e oi s de f ag e ts u’u e ER e o aissa t u  otif o u . 

2. Les fragments d'ADN obtenus sont ensuite liés à un adaptateur P1 qui contient un code barre unique 

pe etta t l’ide tifi atio  des ha tillo s ui se o t eg oup s pou  t e s ue s e se le 

(« multiplexées »  ai si u’u e s ue e pe etta t à u e a o e d’a plifi atio  de se lier au fragment. 

Da s e tai s as, u  se o d adaptateu  P  est positio  à l’aut e e t it . Il permettra de réaliser un 

séquençage paired-end (les fragments sont séquencés dans le sens direct et dans le sens indirect). Les 
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Avec le RADseq, les séquences obtenues ont une très bonne couverture (en moyenne 15 lectures par 

séquences) et sont bien réparties sur le génome. Le ddRADseq (Peterson et al., 2012) est une technique 

qui utilise deux ERs reconnaissant des motifs différents : un motif rare et un plus commun. Seuls les 

fragments encadrés par deux sites de restriction seront séquencés (Figure 8). Une étape précise de tris sur 

la taille des fragments est nécessaire pour exclure les fragments trop petits (a) et trop grands (b) (Figure 

1.8). Le nombre total de séquence sera plus faible qu'en RADseq classique mais la couverture plus 

profonde (>20 lectures par séquences). La technique du 2bRADseq (S. Wang et al., 2012 a), utilise des ER 

de t pe IIB ui oupe t l’ADN  à distance fixe des deux côtés du site de restriction. Les f ag e ts d’ADN 

ainsi produits sont petit et de taille unique (33-36 bp) et ne nécessitent pas de réaliser un tri sur la longueur 

avant séquençage (Andrews et al., 2016 ; Robledo et al., 2017). 

Sources d'erreurs 

Plusieurs étapes peuve t t e sou es d'e eu s. S’il  a une mutation dans le site de restriction qui ne 

permet pas à l'enzyme de le reconnaitre, on parle d'allele dropout. Dans ce cas l'enzyme pourra produire 

un fragment trop long, qui ne sera pas séquencé, et dont l'information d'allèle sera perdue pour cet 

individu. Si on cherche à identifier le polymorphisme des individus, on peut passer à côté d'un SNP qui se 

trouverait sur ce fragment. Parfois, l'allele dropout peut générer des erreurs de génotypage dans le cas où 

un locus hétérozygote présentant une mutation sur un des brins sera génotypé comme locus homozygote 

(Andrews et al., 2016). La fréquence de ce premier type de biais est d'autant plus élevée que l'enzyme de 

restriction reconnait un motif long (Andrews et al., 2016). 

L'étape de PCR nécessaire à la multiplication des fragments peut être à l'origine d'erreurs de génotypage 

à cause des duplicats de PCR (fragments clonaux générés à partir de l'ADN génomique). Lors du processus, 

à un locus donné un des deux allèles peut être amplifié plus de fois que l'autre ce qui peut faire apparaitre 

le locus comme homozygote alors qu'il est en réalité hétérozygote. Il a été mis en évidence que les 

duplicats de PCR peuvent se produire avec une fréquence très élevée (20 à 60% des séquences) (Andrews 

et al, 2016). En théorie la PCR ne devrait pas systématiquement favoriser la réplication d'un allèle plutôt 

qu'un autre à un locus donné et pour un grand nombre de loci le biais est négligeable. Les duplicats de PCR 

peuvent être identifiés et supprimés bio-informatiquement avant l'étape de génotypage, très facilement 

si on a utilisé le RADseq avec un séquençage paired-end ou avec des barre-codes dégénérés pour le 

ddRADseq (Andrews et al., 2016). 
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Enfin, pour différentes raisons, certains loci peuvent être préférentiellement séquencés. Dans ce cas, la 

différence de couverture entre les loci pourrait générer des erreurs de génotypage. Certains fragments 

sont amplifiés de façon préférentielle selon leur richesse en bases GC ou selon leur taille (fragments courts 

préférentiellement amplifiés). Le ddRADseq, qui ne séquence que les fragments flanqués des deux sites 

de restrictions, est particulièrement affecté par ces problèmes de couvertures différentes. En revanche, ni 

le 2bRADseq ni le RADseq standard ne seront impactés par l'amplification préférentielle des petits 

fragments puisque la première méthode produit des fragments de taille identique et la seconde plusieurs 

fragments de tailles différentes seront générés pour un locus donné (Andrews et al., 2016). 

Le tableau 1 présente un récapitulatif des avantages et inconvénients des trois techniques de GBS utilisées 

en aquaculture, RADseq, ddRADseq et 2bRADseq. 

Tableau 1. Tableau comparatif des différentes techniques de génotypage par séquençage (adapté de 

Andrews et al., 2016 ; Robledo et al., 2017) 

 Avantages Inconvénients 

RADseq  Possibilité de séquençage paired-end 
 Possibilité de supprimer les duplicats de PCR 

simplement avec du séquençage paired-end 
 Grand nombre de marqueurs (30 – 500 loci 

/1Mb) 

 Préparation des librairies complexes avec 
plusieurs étapes de tris 

ddRADseq  Préparation des librairies simplifiées 
 Coûts réduits par la possibilité de regrouper 

un très grand nombre d'individus 
 Couverture des SNP plus importante 

 La répétabilité dépend fortement de l'étape 
de sélection sur la taille 

 Peu de marqueurs (0.3 – 200 loci / 1Mb) 
 La détection de duplicats de PCR nécessite la 

p pa atio  d’a o es o te a t des 
codes-barres dégénérés 

2bRADseq  Pas d'étape de sélection sur la taille des 
fragments 

 Fortement reproductible 
 Préparation des librairies simplifiée 
 Très grand nombre de marqueurs (50 – 1 000 

loci /1Mb) 

 Des fragments de petite taille (33 – 36 pb) 
 Ne permet pas de bien appréhender les 

génomes complexes et dupliqués (du fait de 
la petite taille des fragments) 

 

Les technologies RADseq ont permis de faire un bond en avant considérable vers la détection simplifiée 

d’u  g a d o e de SNP à as oût. Les va ia tes au RADse  o igi al p se te t ha u e diff e ts 

ava tages et i o v ie ts et le hoi  de l’u e ou l’aut e des thodes doit être réfléchis en fonction de 

la complexité du génome et du t pe d’a al ses à alise . Pour la TAC du fait de la complexité du génome 

et du grand nombre de locus dupliqués, on évitera par exemple de réaliser du 2bRADseq et on lui préfèrera 

le RADseq original. Le génotypage nécessite un traitement bio-informatique des données obtenues par 

séquençage dont le principe sera présenté dans les parties 4.1.1.1 et 4.1.2.1 de ce manuscrit. 
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1.1.5.2. Les puces à ADN, le génotypage par fluorescence 

La mise au point de technologies de génotypage permettant de constituer et tirer profit de panels de SNP 

stabilisés et a a t is s au sei  d’u e ou plusieu s populatio s a été une seconde révolution. Deux 

technologies de puces à ADN existent et tirent pa tis de l’asso iatio  préférentielle entre les nucléotides 

(A-T, G-C  et d’a o es sp ifi ue e t o st uites autou  d’u  SNP : la technologie Illumina et la 

technologie Affymetrix. La première puce à ADN a été développée par Affymetrix il y a 20 ans (HuSNP) et 

ne comportait que 1 494 SNP (LaFramboise, 2009; Wang et al., 1998), la dernière version contient près de 

1 millions de SNP. En aquaculture, la technologie Illumina étant très faiblement représentée, ce chapitre 

se concentrera sur le principe de la technologie Affymetrix (Figure 9).  

En aquaculture, la première puce de génotypage a été mise au point chez le saumon atlantique dès 2011 

avec un petit panel de SNP, contenant seulement 6 000 SNP, puis une nouvelle puce plus dense (environ 

130 000 SNP, AxiomTM Salmon Genotyping Array) a été produite et commercialisée en 2014 (Houston et 

al., 2014; Lien et al., 2011). Chez la TAC, la première puce commerciale a été produite en 2015 avec 57 000 

marqueurs (AxiomTM Trout Genotyping Array, (Palti et al., 2015a a). Cette puce contient 115 002 amorces 

(30 pb) correspondant à 57 501 SNP. 

Cha ue a o e est o st uite de faço  à s’h ide  p f e tielle e t ave  u  f ag e t d’ADN 

complémentaire peu importe l’all le au SNP. La d te tio  du pol o phis e se fait pa  fluo es e e do t 

l’i te sit  et la ouleu  pe ette t de diff e ie  u  i dividu a a t l’all le de f e e au SNP jau e  

ou l’all le alte atif jau e plus lai , l’i te sit  pe et aussi de d te te  l’h t oz gotie ou l’ho oz gotie 

au locus (LaFramboise, 2009).  
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Figure 9. Principe du génotypage avec les puces à ADN issues de la technologie Affymetrix  

Adapté de LaFramboise, (2009) 

L’i t t ajeu  de et outil est la répétabilité puisque les panels de SNP disponibles pour chaque puce 

sont uniques. O  a ai si a s à u e i fo atio  fa ile e t o pa a le d’u e populatio  à l’aut e et le 

processus de génotypage est très rapide une fois la puce commercialisée. Cependant, du fait de panels 

u i ues, l’utilisateu  de la pu e ’a pas de fle i ilit  su  le hoi  des a ueu s ui, d’u e populatio  à 

l’aut e ’appo te t pas les es i fo atio s. De plus, la atio  de pu e est u  p o essus lo g ui 

nécessite plusieu s tapes de hoi  et de validatio s des a ueu s et do  d’avoi  des o aissa es a 

priori sur le génome.  
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Conclusion partie 1.1 
 

Ce premier chapitre a eu pour objectif de présenter la truite arc-en- iel sous l’a gle du poisso  od le 

pour les généticiens, mais qui est aussi très utilisé en recherche dans un nombre varié de domaines. Les 

p i ipau  ava tages de la TAC o e poisso  od le so t la g a de taille de ses œufs et de ses alevi s, 

le développement précoce de son tractus intestinal, sa fa ilit  d’ levage, sa f o datio  e te e et 

l’o igi alit  d’o ga isatio  de so  g o e. D’u  poi t de vue de la g ti ue, la TAC est un animal modèle 

particulièrement intéressant de par son génome dupliqué et la grande plasticité de sa fécondation qui 

permet de produire des animaux aux génomes particuliers : avec plusieurs jeux de chromosomes 

(polyploïdes), un génome homozygote en tout point (haploïdes doublés). Les individus haploïdes doublés 

ont été utilisé afin de produire un assemblage de génome de qualité (Omyk_1.0) ainsi que plusieurs bases 

de données de SNP à l’aide des ouvelles te h ologies de s ue çage. R e e t, la p e i e pu e à 

ADN pou  la TAC a t  o e ialis e, e ui pe et d’e visage  de o euses appli atio s da s les 

élevages.  
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« TAKE HOME MESSAGE 1» 
 

 La truite arc-en-ciel est un poisson modèle utilisé dans un très grand nombre de publications 

scientifiques pour des domaines variés. 

 La ait ise p o e de la f o datio  a tifi ielle est à l’o igi e du d veloppe e t et de la ait ise 

de techniques de manipulation chromosomique qui présentent un intérêt majeur pour la 

recherche en génétique. 

 Les individus haploïdes doublés de première génération ou conservé au sein de lignée isogénique 

off e t u e ultitude de possi ilit  pou  l’ tude des caractères complexes dans le temps. 

 L’e iste e de lig es isog i ues de t uites arc-en-ciel à l’INRA, très bien caractérisées pour 

différents phénotypes, constitue un matériel de choix pour la génétique quantitative. 

 La taille importante du génome de la t uite ai si ue l’ v e e t de dupli atio  du génome entier 

survenu récemment a compliqué fortement la détection de polymorphisme, la construction de 

a tes g ti ues et ph si ues et l’asse lage du g o e. Cepe da t, la truite arc-en-ciel a été 

l’u  des p e ie s poisso  d’i t t a ua ole ajeu  à fi ie  d’u  asse lage de so  g o e, 

principalement grâce aux haploïdes doublés. 

 Le développement récent de nombreuses techniques de séquençage et génotypage ont été à 

l’o igi e de plusieu s volutions dans le monde de la recherche génétique en aquaculture, toutes 

espèces confondues. 

 La création de nombreuses ressources génétiques telles que des bases de données de marqueurs, 

des a tes g ti ues et ph si ues et deu  ve sio  de l’asse lage du g o e de la t uite et u e 

a otatio  o pl te so t auta t d’outils pou  l’ tude app ofo die de l’a hite ture génétique 

des a a t es d’i t ts. 
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1.2. La truite arc-en-ciel, une espèce 

d’ levage  
Comparée à l’ levage d’a i au  te est es do t les p e ie s vestiges date t d'environ 8 500 ans avant JC 

au Proche-Orient5, l’a ua ultu e se le ie  e te. Les premières traces de pisciculture de carpes 

datent de 2 000 ans avant JC en Chine (Rabanal, 1988) et le premier véritable traité sur la pisciculture est 

écrit en 473 ans avant JC par Fan Li qui y décrit la structure des étangs, la dissémination et la croissance 

des alevins de carpe commune. Au 1er siècle de notre ère, Pli e l’A ie  décrit les prémices de 

l'aquaculture en Europe avec les premiers parcs ostréicoles et viviers qui permettent de conserver vivants 

les poisso s aptu s da s le ilieu atu el jus u’à o so atio . Ceu -ci se développent dans la Rome 

antique vers 500 avant JC (Plinus Secundus, 1469). En France, c'est la création des étangs de la Dombes 

qui marque les débuts de la pisciculture d’eau dou e au Moyen-Age. Les premières « piscifactures 

marines » sont créées en 1878 aux États-Unis et en 1883 en Norvège6, et ’est au XXe si le ue la 

pisciculture marine prendra véritablement son essor en France. 

L’a ua ultu e est u e p odu tio  e t e e t va i e, ue e soit e  te es de o e d’esp es lev es 

ou d’e vi o e e ts d’ levage. E  , la FAO o sid e ue  esp es a uati ues so t lev es, 

p i ipale e t des poisso s et des ollus ues. Pa i l’e se le des espèces aquacoles en production, 

17 sont considérées comme majeures ; à titre de comparaison, pour le bétail la FAO ne recense que 37 

esp es d’ levage (Mair et al., 2018). Les salmonidés occupent la troisième marche du podium de la 

quantité de poissons produits dans le monde après les cyprinidés et les cichlides. 

Ce chapitre s’attachera da s u  pre ier te ps à do er uel ues l e ts de co te te co o i ue 

de la production piscicole dans le monde avec un focus sur les salmonidés et la truite arc-en-ciel en 

Europe et e  Fra ce. Puis il d crira ri ve e t l’orga isatio  de la fili re truiticole fra çaise et les 

s st es de productio  de la truite e  s’attarda t sur les particularit s de so  c cle de vie. Da s u e 

seconde partie, les particularités de la sélection en aquaculture et en truiticulture seront abordées avec 

les descriptions des différentes méthodes de sélection utilisées en France, des différents objectifs de 

s lectio  d fi is des a es 99  à ce jour ai si ue les perspectives d’ volutio  avec l’arriv e de 

nouveaux outils de génotypage et phénotypage.  

                                                           
5http://www.inra.fr/Grand-public/Genetique/Tous-les-dossiers/Selection-animale-Comment.-Pourquoi.-Par-qui/Histoire-de-l-
elevage le 31/07/2018 
6https://aquaculture.ifremer.fr/Statistiques-mondiales/Stats-pisciculture/ Introduction, le 14/06/2018 

http://www.inra.fr/Grand-public/Genetique/Tous-les-dossiers/Selection-animale-Comment.-Pourquoi.-Par-qui/Histoire-de-l-elevage
http://www.inra.fr/Grand-public/Genetique/Tous-les-dossiers/Selection-animale-Comment.-Pourquoi.-Par-qui/Histoire-de-l-elevage
https://aquaculture.ifremer.fr/Statistiques-mondiales/Stats-pisciculture/%20Introduction
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1.2.1.  Les chiffres clés de la production aquacole dans le 

monde, la place de la France et des salmonidés 

Pou  po d e à u e de a de oissa te de poisso s da s le o de, o s ue e de l’aug e tatio  de 

la populatio  et de la o so atio  i dividuelle ui ’a ess  de oît e depuis les a es  (FAO, 

2016), la p he et l’a ua ultu e se so t d velopp es de faço  i po ta te es de i es a es. Les 

ressources naturelles disponibles pour la pêche étant limitées, les captures de pêches à destination de la 

consommation humaine se sont stabilisées dans les années 1990 (FAO, 2016). En parallèle, depuis les 

années 1970, la production aquacole se développe rapidement (Figure 10), grâce à l’a lio atio  des 

connaissances scientifiques en reproduction, nutrition et croissance accumulées sur des espèces modèle 

comme la truite (Thorgaard et al., 2002). La production annuelle de poissons issu de l’aquaculture a 

augmenté de 5,8% e t e  et  jus u’à d passe  le o e de aptu es par pêche pour la 

consommation humaine (FAO, 2016). La consommation mondiale de poissons a elle aussi augmenté 

passant de 9,9kg / habitant et par an en 1960 à plus de 20 kg en moyenne en 2014 (FAO, 2016).  

 

 

Figure 10. Evolution de la production mondiale de produits issus de la p che et l’a uaculture (tonne) 
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Les poissons représentent 68% de la production aquatique animale destinée à la consommation dans le 

monde en 2014 (FAO, 2016) devant les mollusques (22%), les crustacés (9%) et les autres animaux (1%). 

L’a ua ultu e tait do i e pa   pa s ep se ta t ,1% de la production mondiale, la France 

occupant la 25e position avec 204,3 milliers de tonnes produites en 2014 (FAO, 2016).  

Pa i les e tai es d’esp es piscicoles produites dans le monde, les salmonidés se positionnent dans le 

haut du classement en termes de valeu s d’ ha ges et de p odu tio s. E  Eu ope, le sau o  atla ti ue 

et la truite arc-en-ciel représentent, en tonnage, 48,3% et 12,9% de la production, respectivement, suivis 

par les carpes (7,5%) puis le bar et la daurade (4,4% et 4,1%, respectivement) (FAO, 2015). La truite arc-

en-ciel (TAC) est produite sur presque tous les continents et les cinq plus gros pays producteurs sont la 

R pu li ue Isla i ue d’I a  140 600 T), la Turquie (100 400 T), le Chili (94 500 T), la Norvège (72 900 T), 

et le Pérou (40 900 T). La France est le troisième producteur européen de TAC avec environ 23 400 T 

produites en 2015 (FishStatJ, FAO, 2015). 

En 2015 les saumons et truites représentaient 70,2% des produits de la pisciculture française devant les 

carpes et autres poissons d'eau douce (16,6%), le bar, la daurade et autres poissons marins (11,2%) 

(FranceAgriMer, 2018). La TAC est la p e i e esp e pis i ole d’ levage e  F a e, eau dou e et 

environnement marin cumulés (FishStatJ) et la quatrième espèce la plus consommée après le saumon, le 

lieu noir et le cabillaud (FranceAgriMer, 2016). La TAC française fumée est de plus en plus plébiscitée par 

les consommateurs en remplacement du saumon fumé, pour des raisons économiques (la truite est moins 

h e  ais aussi a  il s’agit d’u  p oduit f a çais : en effet, 85% des truites consommées en France en 

2015 était françaises7. 

Si la t uite p og esse fa e au sau o , ’est aussi pa e ue la fili e f a çaise a su dive sifie  ses p oduits, 

à destination de la consommation, pou  s’adapte .  

  

                                                           
7 https://agriculture.gouv.fr/la-truite-francaise-un-produit-de-fetes-de-fin-dannee visitée le 31/07/2018 

https://agriculture.gouv.fr/la-truite-francaise-un-produit-de-fetes-de-fin-dannee
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1.2.2.2. Particularité de la production de TAC : élevage en 

monosexe femelles, triploïdes 

Pour des raisons liées à la facilité de gestion des élevages et des reproductions ainsi qu'à la qualité du 

produit, 90% de la production de truites arc-en-ciel en France est en monosexe femelle (SYSAAF, 

communication personnelle). La différence d’âge à la maturité entre les deux sexes (avec les femelles 

devenant mâture en moyenne un an après les mâles) a poussé les éleveurs à se tourner vers une 

p odu tio  o ose e pou  fa ilite  les p ati ues d’ levage et o te i  des p oduits de eilleu e ualit  

(fermeté et couleur de la chair). Bien que les jeunes TAC mâles aient une meilleure croissance que les TAC 

femelles (Crandell et Gall, 1993), la atu atio  se uelle plus ta dive des fe elles est à l’o igi e de 

l’o ga isatio  e  o ose e fe elle. E  effet, au moment de la maturation sexuelle, les réserves 

énergétiques des truites sont réorientées vers la production de gamètes (gonades et spermatozoïdes) ainsi 

que vers la peau pour augmenter la pigmentation chez les mâles. La oissa e s’a te do  et la chair 

perd alors de sa qualité organoleptique, elle devient plus molle et moins colorée (Rasmussen, 2008). 

Pour les productions de grandes truites destinées au fumage, la maturation sexuelle restait un problème 

dont les producteurs se sont affranchis avec le développement des méthodes de triploïdisation par 

traitement hyperbare (Haffray et al., 2004) et de contrôle de la triploïdie par cytométrie de flux 

(Lecommandeur et al., 1994), les femelles triploïdes étant stériles. Cependant cette manipulation 

h o oso i ue essite u e plus g a de te h i it  da s les p ati ues d’ levage, e  effet dans les phases 

précoces du développement des truites, les triploïdes sont plus fragiles que les truites diploïdes, leur 

mortalité est plus importante et leur croissance plus lente (Happe et al., 1988), les truites triploïdes 

grossissent en moyenne 10% moins vite que les truites femelles diploïdes et 20% moins vite que les truites 

mâles diploïdes (Haffray et al., 2004). En 2009, les TAC triploïdes femelles représentaient environ 20% des 

truites commercialisées (Vandeputte et al., 2009a a). 

1.2.2.3. La reproduction dans les élevages 

La longueur d'un cycle de production dépend du produit final commercialisé. Une truite portion atteint sa 

taille commerciale (environ 250 – 300 g) au bout de 8 à 14 mois, tandis que pour obtenir une grande truite 

(de 2 à 4 kg) il faut 20 à 36 mois. 

Au sein des élevages, la reproduction se fait exclusivement par fécondation artificielle. Afin de 

s h o ise  les po tes des fe elles d’u e e oho te, o  peut avoi  e ou s à u e i du tio  
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hormonale de la ponte (Bobe et al., 2010). Les femelles prêtes à pondre et les mâles mâtures sont 

a esth si s et a ipul s ho s de l’eau, u e l g e p essio  su  l’a do e  du poisso  st ippi g  pe et 

de récolter les ovocytes des femelles ainsi que la laitance des mâles. Les truites femelles matures peuvent 

pondre jusque 2  œufs/kg de poids vif soit autou  de   œufs/t uite. En pratique dans le cas de 

reproductions permettant de produire les animaux à destination du grossissement, la laitance de plusieurs 

mâles est mélangée avec les ovocytes de plusieurs femelles, l’ajout d’eau e t ai e l’a tivatio  du spe e, 

le grossissement des ovocytes et la fécondation. 

La reproduction est gérée différemment par les pisciculteurs qui sont aussi sélectionneurs. En entretien 

de souche, les futurs géniteurs sont conservés jus u’à leu  atu it  se uelle et ep oduits pa  ouple. 

Da s e as, les œufs issus de la po te d’u e seule fe elle so t s pa s e  auta t de lots ue le nombre 

de âles utilis s. Afi  de s’aff a hi  de « l’effet lote ie » dans le succès de la reproduction, chaque lot 

d’œuf se a f o d  pa  la laita e d’u  seul âle. Plusieurs études réalisées chez différentes espèces de 

poissons mettent en évidence une compétition du sperme qui, si la laitance de divers reproducteurs mâles 

est mélangée, aura tendance à favoriser un mâle (Kaspar et al., 2008; Parker, 1998). Après fécondation, 

les œufs de plusieu s fe elles so t alo s t i s et eg oup s selo  leu  taille puis la g s ava t d’ t e 

incubés dans des incubateurs séparés 

Le t s g a d o e d’œufs pa  fe elle ai si ue la f o datio  a tifi ielle pe ette t de ep odui e les 

i dividus selo  diff e ts pla s de oise e ts, e  fo tio  du o e d’i dividus, de l’h ita ilit  du 

caractère et de la pression de sélection. En l’a se e de g alogie o ue, es pla s de oise e t so t 

u  o  o e  pou  i i ise  l’appa e te e t da s les a ouple e ts et do  a i ise  la dive sit  au 

sein de la population (Dupont-Nivet et al., 2006). En France, on utilise en pratique des plans de croisement 

en factoriels incomplets (Annexe 1) qui permettent de produire beaucoup de familles et de séparer les 

effets additifs, maternels, d'environnement commun ou de dominance (Becker, 1967). Ces croisements 

raisonnés permettent l'amélioration génétique des cheptels de TAC. 
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1.2.3.  L’a lio atio  g ti ue de la t uite arc-en-ciel 

en France 

L'amélioration génétique consiste à sélectionner les individus qui ont le meilleur potentiel génétique en 

fonction des objectifs de sélection. Pour pouvoir améliorer un caractère au travers de la sélection, il est 

essai e d’avoir un caractère non seulement héréditaire (génétiquement déterminé) mais aussi 

héritable, autrement dit, que la variance phénotypique observée dans la population en sélection soit en 

partie expliquée par une proportion non nulle de variance génétique additive (Falconer et Mackay, 1996). 

Si on réalise correctement la sélection sur un caractère héritable, on observera en moyenne chez les 

des e da ts de eilleu es pe fo a es ue da s la g atio  de leu s pa e ts. L’a lio atio  du 

niveau génétique de la population nécessite de hoisi  les a a t es d’intérêts à améliorer, de pouvoir 

mesurer individuellement ces caractères et de classer les candidats à la sélection selon leur valeur afin de 

ne retenir que les meilleurs pour la reproduction. Dans cette partie, on s'attachera à décrire les différentes 

méthodes de sélection propres à l'aquaculture, en prenant la sélection française de TAC comme référence. 

En aquaculture, la sélection a vu le jour dans les années 1920 - 1930 chez la carpe (De Brouin De Bouville, 

1930) et le saumon de fontaine (Embody et Hayford, 1925). Les premiers travaux sur l'évaluation des bases 

génétiques de la croissance (1er caractère d'intérêt) ont été développés dans les années 1970, 

simultanément sur la truite fario et le saumon atlantique en Europe et aux USA (Gjedrem, 1975 ; Chevassus 

et al., 1976 ; Kincaid et al., 1977). On estime que seule 10% de la production aquacole mondiale repose 

sur l'amélioration génétique des populations (Gjedrem et al., 2012). Cette faible utilisation de la sélection 

s’e pli ue par certaines spécificités de la production. D'une part, le milieu aquatique est contraignant pour 

les manipulations car les animaux doivent être anesthésiés à chaque sortie de l'eau. D'autre part, la très 

petite taille des a i au  à l’ losio  2-3 mm pour le turbot à 15 mm pour la truite) rend le marquage 

avec un transpondeur magnétique passif (PIT-tag) impossible avant un certain poids (500 mg au plus tôt, 

habituellement 10 - 20 g) (Acolas et al., 2007 ; Ferrari et al., 2014). Le pedigree est donc difficile à obtenir, 

e ui se pe ute su  la ise e  œuv e de la s le tio  et su  la conservation de la variabilité génétique 

au sein d'une population en sélection. 

En France, différentes méthodes de sélection définies par les instituts de recherche (INRA et Ifremer) et 

ises e  œuv e pa  le SYSAAF (Encart 2.1) ont permis à l'aquaculture française de se développer 

rapidement et de rester compétitive. L'amélioration génétique des TAC a évolué avec le développement 

de différents plans de croisement (Annexe 1), de nouvelles techniques de prise en compte de la généalogie 

des i dividus ai si u’ave  les ouvelles te h ologies de ph ot page et g ot page. 
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Encart 2.1 le rôle du syndicat des sélectionneurs avicole et aquacole français (SYSAAF) dans le 

d veloppe e t et l’orga isatio  de la fili re truite e  France 

Le SYSAAF est un syndicat professionnel qui regroupe des entreprises de sélection développant des 

p og a es de gestio  et/ou d’a lio atio  g ti ue des esp es avi oles et a ua oles. La se tio  
aquacole du SYSAAF a été créée en 1991 à la demande de la professio , de l’INRA et des pouvoi s pu li s da s 
l’o je tif de ett e e  pla e l’a lio atio  g ti ue des sal o id s. E  , puis en 2001, le SYSAAF a 

dive sifi  so  e pe tise e  s’ouv a t à la pis i ultu e a i e et à l’ost i ultu e e  olla o atio  t oite ave  
Ifremer. Aujou d’hui, le SYSAAF eg oupe  adh e ts pis i oles do t  e  sal o i ultu e TAC p es ue 
exclusivement), 4 conchylicoles et 2 crevetticoles. 

E  ta t u’i te diai e e t e l’INRA et les s le tio eu s, le SYSAAF a pa ti ip  à la ise au poi t des 
programmes de sélection, notamment chez la truite dès les années 1990. Cette étroite collaboration entre les 

instituts de recherche (INRA et Ifremer), le SYSAAF, l’ITAVI et les s le tio eu s a ua oles a pe is à 
l’a ua ultu e f a çaise de este  à la poi te des te h ologies. 

Aujou d’hui, la se tio  a ua ole du SYSAAF p opose différents services à ses adhérents. La moitié de leur 

activité est dédiée à l’a lio atio  des p o du es de s le tio  et le SYSAAF accompagne les sélectionneurs 

dans le choix de leurs plans de croisements en proposant des accouplements optimisés. Le SYSAAF a aussi un 

savoir-faire unique de gestion et conservation des gamètes et propose un contrôle de la ploïdie par 

cytofluorométrie.  

Le SYSAAF est très impliqué dans un grand nombre de projets de recherche français et européens dont Re-sist 

(FUI), Fishboost (Union Européenne) et 57K-Truite (FranceAgriMer) lesquels ont contribué à produire les 

données analysées pendant cette thèse.  
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1.2.3.1. Les différentes méthodes de sélection chez la TAC 

Les p og a es d’a lio atio  g ti ue, do t l’o je tif p i ipal est l’aug e tatio  de la p odu tivit  

et des profits des élevages, utilisent la sélection artificielle pour améliorer leurs cheptels. Les premières 

app o hes de s le tio  o t t  alis es e  utilisa t l’i fo atio  ph ot pi ue du a didat lui-même 

et/ou de ses collatéraux (germains ou demi-germains) si la généalogie est connue. Plus récemment en 

pisciculture, on a commencé à implémenter les techniques de sélection génomique, développées dans les 

années 2000 et la ge e t utilis es hez les esp es d’ levage te est es ovi , ovi , po , volailles…  

depuis quelques années. 

1.2.3.1.1. La sélection sur le phénotype 

1.2.3.1.1.1. La sélection individuelle : de la sélection massale à la méthode PROSPER 

La sélection massale individuelle est la plus si ple à ett e e  œuv e : on ne conserve que les individus 

ayant la meilleure performance qui seront les géniteurs de la génération suivante, sans tenir compte de 

leur pedigree. Cette méthode est d'autant plus efficace que l'héritabilité du caractère d'intérêt est élevée 

(Vandeputte, 2010). Elle permet de sélectionner les candidats sur plusieurs caractères par des tris 

successifs (un caractère à la fois). Mais la g alogie des i dividus ’ ta t pas o ue, la o sa gui it , 

impossible à contrôler, risque de causer une perte de diversité génétique au sein de la population et donc 

de réduire fortement le gain génétique possible (Hulata et al., 1986). Chez la truite, le premier caractère à 

avoi  t  s le tio  est la oissa e, fa ile e t esu a le, et p i ipal a a t e d’i t t pou  l’ leveu  

qui cherche à obtenir un meilleur rendement. Cependant la sélection massale individuelle ne permet pas 

de s pa e  les diff e ts effets i flue ça t la oissa e, o e la taille des œufs effet ate el, 

Chevassus et al., 1976 ; Vandeputte et al., 2002) ou encore les interactions sociales complexes (Ruzzante, 

1994) qui pourraient avoir conduit à sélectionner non pas les animaux avec une meilleure valeur génétique 

pour la croissance mais plutôt des animaux agressifs ou dominants ayant un accès plus facile à la 

nourriture.  

Afin d'essayer de s'affranchir des limites de la sélection individuelle, la méthode Procédure Optimisée de 

Sélection par Epreuves Répétées (PROSPER) a été mise au point à l'INRA en 1980 sur la truite fario 

(Chevassus et al., 2004) et a depuis été largement utilisée dans les élevages pa  l’i te diai e du SYSAAF 

(Haffray et al., 2004). Le principe de base de cette méthode réside sur le maintien de la variabilité 

génétique à chaque génération ainsi que sur la diminution de l'effet maternel par la mise en place de plans 

de croisement en factoriels incomplets (Annexe 1). Pour limiter la consanguinité, le nombre N de 

reproducteurs utilisés à chaque nouvelle reproduction doit être suffisamment élevé (N >100). Pour 

diminue  l’effet ate el de la taille des œufs, o  eg oupe des fe elles a a t u e taille d'œufs si ilai es 



60 
 

que l'on va croiser avec un certain nombre de mâles. Les individus issus de chacun des "groupes" sont 

élevés ensemble afin de limiter les effets de l'environnement et des étapes successives de tris sont alors 

réalisées sur des animaux de même poids. Les meilleurs individus de chaque groupe sont conservés pour 

former de nouveaux groupes, et finalement seuls les meilleurs poissons seront reproduits pour obtenir la 

génération suivante. Le nombre de poissons conservés à chaque épreuve dépend des critères d'intensité 

de sélection de chaque sélectionneur. L'application de cette méthode avec une intensité de sélection de 

5% a permis de doubler le poids à l'âge adulte après 4 générations de sélection chez la truite fario 

(Chevassus et al., 2004). Cette méthode de sélection a été appliquée à la TAC pour la première fois en 1993 

chez cinq producteurs français avec l’aide du SYSAAF.  

Si ces méthodes de sélection sont efficaces pour obtenir un gain génétique sur les caractères mesurés 

directement sur les candidats, elles présentent des limites pour l'étude de la variabilité génétique, 

l’esti atio  p ise de l’h itabilité des caractères (Vandeputte et Haffray, 2014) et ne sont pas 

applicables pour les caractères létaux dont les mesures invasives ne sont pas réalisables directement sur 

le candidat (rendement de découpe, résistance aux maladies, ualit  de la hai  … .  

1.2.3.1.1.2. La sélection généalogique 

La connaissance de la généalogie des individus permet de gérer au mieux les accouplements pour limiter 

l’aug e tatio  de la o sa gui it . Elle appo te aussi de ouvelles i fo atio s su  la dive sit  g ti ue 

de la population (parenté, consanguinité) et permet de sélectionner sur des caractères létaux en prenant 

e  o pte les ph ot pes des ollat au . Cepe da t, l’e egist e e t des g alogies hez les poisso s 

est e du o pli u  pa  la petite taille des la ves ui e pe ette t pas u  a uage à l’ losion (Acolas 

et al., 2007 ; Ferrari et al., 2014). 

L'une des premières solutions trouvées pour permettre le suivi de la généalogie en pisciculture est 

l’ levage e  fa illes s pa es u e famille par bassin) jusqu'à ce que les animaux atteignent un poids 

suffisant pour être marqués et regroupés. Cette méthode, effi a e pou  l’e egist e e t des g alogies, 
a été mise en place dès les années 1970 en Norvège pour le saumon (Gjedrem, 2010) ainsi que pour de 

nombreuses autres espèces depuis (Gjedrem et al., 2012 ; Krishna et al., 2011 ; Zak et al., 2014). Elle 

présente néanmoins quelques inconvénients (Vandeputte et Haffray, 2014) : le nombre de familles 

produites à un instant donné est limité par les infrastructures et le nombre de bassins disponibles, de ce 

fait un élevage en familles séparées nécessite un investissement important pour maximiser le nombre de 

bassins et donc de familles. E fi  les i dividus ta t lev s da s des assi s s pa s jus u’au a uage, 
l’effet d’e vi o e e t de ha u e des fa illes peut ep se te  u  iais i po ta t da s les esti atio s 
de va ia ilit  g ti ue et d’h ita ilit  jus ue % de la va ia ce totale pour la croissance selon Refstie 

et Steine, 1978). 
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Le d veloppe e t des a ueu s ol ulai es est à l’o igi e d’u e p e i e volutio  da s les levages 

ave  l’appa itio  de l'assignation de parenté. Mise en place pour le bétail dès le milieu des années 1960 

(Jamieson, 1965), les premiers essais en pisciculture ont eu lieu chez la carpe dans les années 1970 en 

Israël mais le nombre de familles potentiellement identifiables était faible (Brody et al., 1981). Les vrais 

débuts de l'assignation de parenté chez les poissons ont eu lieu 20 ans plus tard, grâce à la disponibilité 

de marqueurs microsatellites (Vandeputte et Haffray, 2014). Les poissons peuvent êtres élevés dans des 

assi s o u s d s l’ losio  et u  si ple p l ve e t de tissu permettra de reconstruire les pedigrees 

a posteriori (Vandeputte et al., 2004). L'un des intérêts majeurs de l'assignation de parenté est 

l'augmentation de la pression de sélection (<3%) qui permet de maximiser le progrès génétique tout en 

minimisant la consanguinité par des plans de croisements adaptés (Vandeputte et Haffray, 2014). 

Chez la truite, les méthodes de sélection utilisant l'information du pedigree ont été introduites à partir de 

1997 grâce à l'assignation de parenté par microsatellites. Dans u  p e ie  te ps l’i fo atio  
généalogique a été intégrée aux procédures de sélection massale et PROSPER uniquement pour 

reconstituer les pedigrees et proposer des croisements permettant de limiter la consanguinité. Puis elle a 

permis de mettre en place plusieurs nouvelles techniques de sélection dites généalogiques. 

En sélection familiale on sélectionne des familles et non des individus. Cette méthode est adaptée pour 

la sélection de caractère létaux, qui sont mesurés sur les apparentés des candidats à la sélection. Tous les 

a didats d’u e e fa ille, u’ils aie t t  esu s pou  u  a a t e ou o , pa tage t la e 

valeur génétique (encart 2.2), ce qui ne permet pas de sélectionner les meilleurs individus au sein de la 

famille. Dans le cas de la sélection intra-familiale, on sélectionne uniquement les meilleurs individus de 

ha ue fa ille sa s o pa e  les fa illes e t e elles. Cette s le tio  ’est possible que pour des 

a a t es esu a les di e te e t su  les a didats. E fi , pou  utilise  et valo ise  l’e se le des 

informations disponibles (individuelle et familiale), on peut utiliser la sélection combinée, qui permet 

d’esti e  la valeu  g ti ue d’u  a didat e  p e a t e  o pte sa pe fo a e p op e ai si ue elle 

de ses apparentés. La méthode de calcul statistique la plus utilisée pour estimer les valeurs génétiques des 

individus est la méthode BLUP (Best Linear Unbiaised Prediction : meilleur prédicteur linéaire non biaisé) 

(Henderson, 1963, 1973) qui se base sur le modèle gé ti ue d it da s l’e a t . . Cependant pour les 

caractères létaux mesurés sur les collatéraux des candidats, la valeur génétique sera identique au sein 

d'une même famille, le BLUP ne permet donc pas de sélection intra-famille pour les caractères létaux dont 

la variabilité ne peut être mesurée qu'entre les familles. La s le tio  o i e à l’aide du BLUP a été 

introduite à partir de 2004, et aujourd'hui la majorité des élevages de truite en France utilisent une 

combinaison entre la méthode PROSPER en sélection massale et la sélection sur indexation généalogique 

(BLUP) pour déterminer les meilleurs croisements à réaliser (SYSAAF, communication personnelle).  
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Encart 2.2. Principes de base de la génétique quantitative, le modèle génétique 

La valeu  ph ot pi ue P  d’u  a a t e ua titatif d’u  i dividu est sous le o t ôle de so  e vi o e e t 
d’ levage E , de sa valeu  g ti ue G  ai si ue d’u e o posa te d’i te a tio  e t e l’e vi o e e t et 
la génétique (GxE), avec mu la moyenne selo  l’ uatio  suiva te : P = mu + G + E + GxE 
 

La valeur génétique peut se décomposer en une composante additive (A), qui est la somme des effets moyens 
des allèles ate els et pate els t a s is à l’i dividu, u e o posa te de do i a e D  ui p e d e  
o pte l’effet d’i te a tio  e t e deu  all les à u  lo us do  et u e o posa te d’ pistasie I  e t e lo i. 

On a donc : G = A + D + I 
 

Pour un individu, A vaut en espérance la moyenne des valeurs A de ses parents. En pratique, on néglige 
souve t l’i te a tio  g ot pe-e vi o e e t pou  l’a lio atio  g ti ue des a i au , ai si u’o  

glige D ui ’est pas t a s issi le à la des e da e  et I a  so  tude est particulièrement complexe. On 
a donc le modèle simplifié suivant : P = A + E 
Pour un caractère quantitatif on a donc deux sources considérées de variation de la performance, A et E. En 
a lio atio  g ti ue o  s’i t esse pa ti uli e e t à la o posa te A, qui détermine la transmissibilité 
d’u  a a t e. 

L’h ita ilit  h²  pe et d’esti e  la pa t de va ia e ph ot pi ue ui est d’o igi e g ti ue additive.  

� =  ��� ���⁄  

L’héritabilité varie entre 0 et 1 : plus la o posa te g ti ue additive d’u  a a t e est i po ta te, plus 
son héritabilité sera élevée et plus la sélection sera efficace. On parle de caractère peu héritable quand h²<0,2, 
d’h ita ilit  od e ua d , <h²< ,  et d’h ita ilit  fo te uand h² > 0,4. 
 

L’h ita ilit  pe et d’esti e  le p og s g ti ue ΔG) attendu après sélection phénotypique en calculant 

la précision de la sélection ( =  √ℎ²pour un caractère donné) e  p e a t e  o pte l’i te sit  de s le tio  
(i) et l’ a t t pe ph otypique du caractère (σP) :  ∆� = ∗ � ∗ �� 

Ave  i la diff e e e t e la valeu  o e e d’u  a a t e hez les a i au  ete us et elles des a didats, 
e  u it  d’ a t-type. 
 

D’u  poi t de vue o o i ue, il est i t essa t de appo te  le p og s g ti ue au te ps essai e pou  
u’il soit t a s is d’u e g atio  à l’aut e. O  e p i e alo s ΔGa, le progrès génétique annuel, en unité de 

te ps e  le divisa t pa  l’i te valle de génération (ΔT) : ∆�� = ∗ � ∗ ��∆�  

En amélioration génétique on cherche à prédire la valeur génétique additive des candidats à la sélection, pour 
cela on utilise un index ui pe et de o i e  l’e se le des do es do t o  dispose su  le a didat 
(performances propres et/ou performances des apparentés).  
 

Très schématiquement on a : Index = ∑i (bi * (Pi - µ)) 
 

Avec bi un terme permettant de prendre en compte le lien entre le candidat et ses apparentés ainsi que 
l'héritabilité du caractère et Pi toutes les informations de performances disponibles pour le candidat et les 
apparentés et µ la moyenne des performances. 

Dans le cas de la sélection sur performance individuelle pour un caractère unique mesuré sur le candidat on 
a : Index = h² (Pi - µ) 
 

L'index permet d'obtenir les valeurs génétiques aussi appelées EBV (Estimated Breeding Values) des candidats 
à la sélection. 
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1.2.3.1.2. La sélection sur le génotype 

Le développement des techniques de génotypage permettant l'accès direct à de nouvelles informations 

sur le génome ont été le point de départ d'une seconde révolution dans le monde de la sélection. 

L'association statistique entre un ou plusieurs marqueurs et un caractère d'intérêt ainsi que la découverte 

de gènes candidats et mutation causales ont permis de développer de nouvelles approches, non plus 

basées uniquement sur le phénotype mais cette fois directement sur le génotype.  

1.2.3.1.2.1. La sélection assistée par marqueurs : prédire la valeur d'un individu à partir de 

quelques marqueurs moléculaires associés statistiquement à une performance 

Le développement des premières cartes génétiques, physiques ainsi que des premières bases de données 

de a ueu s pe et d’o te i  de ouvelles i fo atio s su  le g o e o e la positio  d’u  

a ueu , la f ue e de ses all les da s la populatio  et l’asso iatio  statisti ue e t e deu  a ueu s 

plus ou moins proche sur le génome. A l'aide de modèles statistiques permettant de faire le lien entre les 

allèles aux marqueurs moléculaires et des performances phénotypiques, on peut identifier des zones du 

génome ayant un effet notable sur la variabilité d'un caractère. Ces zones sont appelées QTL pour 

Quantitative Trait Loci. Différentes méthodes de détection des QTL seront abordées au chapitre 3. Lorsque 

l'on détecte un QTL, on le localise sur le génome grâce à des marqueurs moléculaires qui lui sont associés 

et on connait alors les allèles à ces marqueurs qui sont associés à une variation favorable de la 

performance. On génotype les individus de la population candidate pour l'ensemble de ces marqueurs 

moléculaires, ce qui permet d'estimer la valeur génétique du candidat selon qu'il est porteur ou non de 

l'all le favo a le. C’est le p i ipe de la S le tio  Assist e pa  Ma ueu s SAM  do t l’o je tif est de 

sélectionner les candidats sur leur génotype, sans avoir besoin d'enregistrer leur performance. En 

procédant ainsi, la SAM va augmenter la fréquence des allèles favorables à un ou plusieurs QTL dans la 

population en sélection et donc augmenter sa valeur génétique. 

Avec la SAM, on peut obtenir la valeur du candidat dès que le génotypage est possible, on peut donc 

sélectionner de façon très précoce les meilleurs individus et ne o se ve  u’u  o e duit de 

a didats, e ui li ite les oûts d’ levage. La SAM pe et aussi d’esti e  la valeu  g ti ue d’u  

individu pour des caractères impossibles à mesurer chez le candidat car létaux (rendement de filet, 

résistance à la maladie…  ou esu a le hez u  seul se e p odu tio  et ualit  des œufs… . O  ti e alo s 

plei e e t p ofit de la va ia ilit  i t afa iliale d’u  a a t e, e ui, e  s le tio  su  le ph ot pe, 

’ tait possi le ue pou  des a a t es di e te e t esu a les sur le candidat. 



64 
 

L’effi a it  de la SAM est o ditio e à la lo alisatio  p ise des QTL pa  les a ueu s ai si u'à la 

o e esti atio  de l'i te sit  de leu s effets. O  esti e ue l’effi a it  de la SAM est e vi o  

proportionnelle à la proportion de variance génétique expliquée par le QTL (Goddard et Hayes, 2002). Pour 

la ajo it  des a a t es d’i t t, la dist i utio  des effets des QTL suit u e ou e e  « L », ’est-à-dire 

u’u  t s petit o e de QTL i duit de fo tes va iatio s, et l’esse tiel des QTL d te t s ’e pli ue t 

qu’u e petite part de la variance génétique (Lande et Thompson, 1990). Dans ce cas, la SAM n'engendrera 

u’u  gai  g ti ue li it . La SAM p se te aussi e tai es li ites p ati ues. D’u e pa t il faut teste  u  

g a d o e de a ueu s pou  s’assu e  d’e  avoi  suffisa e t e  d s uili e de liaiso  ave  le 

QTL, et e pou  ha u  des a a t es d’i t t (Lande et Thompson, 1990). De plus, le déséquilibre de 

liaison est souvent spécifique de la population dans laquelle il a été testé, il est donc nécessaire de passer 

pa  u e tape de validatio  des a ueu s pou  ha ue ouvelle populatio . D’aut e pa t, l’effi a it  de 

la SAM diminue au fil des générations, car les recombinaisons affaiblissent le déséquilibre de liaison (Lande 

et Thompson, 1990 ; Villanueva et al., 2002), e ui essite de value  l’asso iatio  e t e u  QTL et 

un caractère après quelques générations de sélection. Enfin, le principe même de la SAM, qui est 

d’aug e te  la f ue e des all les favo a les da s la populatio , peut e ge d e  u e fi atio  de ces 

allèles et donc une diminution du progrès génétique à long terme pour ce caractère (Larzul et al., 1997). 

De ce fait, pour continuer à sélectionner sur ce caractère il faudra détecter et valider de nouveaux QTL.  

Chez les ovi s, d s  le p e ie  p og a e de s le tio  assist  pa  a ueu s tait is e  œuv e 

dans les trois principales races laitières en France (Fritz et al., 2003). E  pis i ultu e e  , la SAM ’ tait 

implémentée que dans deux programmes de sélection de saumon atlantique en Europe (AquaBreeding8). 

Chez la truite en France, le développement et la mise en place de la SAM, qui a commencé avec 

l’ide tifi atio  de QTL pou  diff e tes a a t es oissa e, sista e aladies, ualit  … , a t  t s 

vite rattrapée pa  le d veloppe e t de ouveau  outils g o i ues ui pe ette t aujou d’hui 

d’e visage  la s le tio  g o i ue. 

  

                                                           
8AquaBreeding, Survey on the breeding practices in the European aquaculture industry. Accès en ligne : 
https://www.sysaaf.fr/content/download/3547/36472/version/1/file/AquaBreeding%20Survey.pdfle 20/08/2018 

https://www.sysaaf.fr/content/download/3547/36472/version/1/file/AquaBreeding%20Survey.pdf
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1.2.3.1.2.2. Vers la sélection génomique : prédire la valeur d'un individu à partir de marqueurs 

denses couvrant l'ensemble du génome 

Haley et Visscher (1998) vo t d veloppe  l’id e de Lande et Thompson (1990) et proposer l'hypothèse 

qu'en utilisant plusieurs milliers de marqueurs bien répartis sur l'ensemble du génome, sans connaissance 

a priori de l’i t t de es a ueu s, o  est apa le de suiv e la t a s issio  d'u e g atio  à l'aut e 

de l'e se le des g es i pli u s da s la gulatio  de l’e p essio  d'u  a a t e d'i t t g â e au 

déséquilibre de liaison entre un marqueur et un QTL. Avec l'avènement des nouvelles technologies de 

séquençage puis de génotypage, les sélectionneurs ont accès à de nouvelles informations sur le génome 

de leu s a i au  g â es au  pu es à SNP ui pe ette t de o ait e le g ot pe d’i dividus sur plusieurs 

milliers de SNP.  

Le principe de base de la sélection génomique repose sur l'hypothèse selon laquelle la majorité des 

caractères sont contrôlés par un grand nombre de QTL, chacun expliquant une petite part de la variance 

génétique, et que la somme de l'effet de tous les marqueurs pour un individu permet de calculer sa valeur 

génomique (GEBV pour Genomic Estimated Breeding Value). Ce al ul de GEBV se ase su  l’a u ulatio  

de o euses esu es ph ot pi ues da s u e populatio  ue l’o  g notype (appelée population de 

référence) afin de prédire la relation statistique entre le génotype et le phénotype via une équation de 

p di tio . U e fois l’ uatio  de p di tio  ie  ta lie à l’aide de la populatio  de f e e, o  peut 

prédire la valeur génomique des candidats à la sélection uniquement à partir de leur génotype. Pour 

améliorer la précision de la prédiction, la population de référence doit satisfaire plusieurs critères : elle 

doit être la plus grande possible (Hayes et al., 2009) et elle doit être génétiquement proche de la 

population candidate (si possible contenir les ascendants).  

Les premiers modèles d'évaluation génomique sont proposés en 2001 (Meuwissen et al., 2001). 

Cepe da t la ise e  pla e de la s le tio  g o i ue essite d’avoi  des outils de g ot page 

permettant de générer des données pour plusieurs milliers de SNP. Chez les bovins laitiers la sélection 

génomique a pu être mise en place dès 2008 grâce à la puce de génotypage 54K (Illumina Bovine SNP 50TM 

beadchip). En aquaculture, les premières puces de génotypage ont vu le jour chez le saumon atlantique 

(130K SNP, Houston et al., 2014 ; 200K, Yáñez et al., 2014b, 2016) et la truite arc-en-ciel (57K, Palti et al., 

2015a) et sont maintenant disponibles pour de nombreuses autres espèces. La mise en place de la 

s le tio  g o i ue hez la t uite e  F a e fait l’o jet de la th se de Jo atha  D’A osio SYSAAF / 

INRA) au sein du projet SG-Truite (FranceAgriMer et FEAMP, 2017- , do t l’o je tif est la o stitutio  
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des populations de référence pour les principaux caractères sélectionnés, et la mise en place des premiers 

outils pe etta t la ise e  œuv e de la s le tio  g o i ue da s les levages f a çais. 

1.2.3.2. Les différents objectifs de sélection 

Pour toutes les espèces en sélection, les objectifs ont évolué et se sont adaptés aux exigences des éleveurs 

et de la société, aux besoins des filières, aux demandes des consommateurs et aux changements 

environnementaux. En 2009 en Europe, 14 espèces de poissons étaient sélectionnées à travers 37 

programmes différents portant majoritairement sur 6 caractères (Figure 13. AquaBreeding). 

 

Figure 13. Caractères sélectionnés en Europe en 2009 dans le cadre des programmes de sélection 

AquaBreeding 

En France, parmi les 5 entreprises de TAC adhérentes au SYSAAF, 4 ont un programme de sélection. Ces 

différents programmes utilisent principalement la sélection massale ou massale combinée au BLUP 

SYSAAF, o u i atio  pe so elle , epe da t le o e d’i dividus g ot p s ha ue a e a 

sensiblement augmenté depuis le début des années 2010 pour atteindre 30 309 individus génotypés en 

2016 (Haffray, communication personnelle). Chaque entreprise, en fonction des produits commercialisés, 

définit ses objectifs de sélection que l'on peut regrouper en deux catégories : les caractères de production 

et les caractères fonctionnels de santé et d'adaptation.  
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1.2.3.2.1. Caractères de production 

Dans l'ensemble, les entreprises de sélection incluent la croissance, la morphologie, les rendements de 

transformation (filet ou caviar) ainsi que la qualité des produits dans leurs objectifs de sélection. 

La croissance est le premier caractère de production que les éleveurs, toutes filières de viande et de chair 

o fo dues, o t he h  à a lio e . C’est le p i ipal a a t e e  s le tio  da s l’e se le des 

programmes piscicoles afin d'obtenir le plus rapidement possible des produits à taille commerciale. La 

mesure de la croissance est réalisée sur le poids ou la taille du poisson après une certaine période 

d’ levage (Gjedrem, 2012).  

Les deux autres caractères de production que l'on retrouve dans les objectifs de sélection, les rendements 

de découpe et la qualité de la chair, sont des caractères létaux. Ils sont soit mesurés sur les collatéraux 

des candidats, soit mesurés directement sur les candidats eux-mêmes en utilisant des critères de sélection 

indirects (Gjedrem, 1997 ; Haffray et al., 2013). Pour les rendements de découpe, l'une des approches est 

d'utiliser les mesures de conformation avec soit une note globale donnée par un expert, soit une 

combinaison de mesures simples (taille de la tête, longueur du corps, hauteur) ou plus complexes 

(photographies, pointage 3D ou 2D, échographies de la cavité abdominale ; Haffray et al., 2013). Une étude 

de simulation a permis de mettre en évidence la faisabilité de la sélection directement sur le rendement 

de filet ou sur des indices dérivés de e e de e t à l’aide de la s le tio  su  ollat au  (Fraslin et al., 

2018b a). 

Pour la qualité de la chair, o  peut esu e  di e te e t su  le a didat le tau  de lipides du filet à l’aide 

d'un Fatmeter, appareil qui mesure l'absorption d'un faisceau de micro-ondes par la chair du poisson, 

absorption qui est proportionnelle à la quantité d'eau dans la chair et donc liée au taux de lipides (Quillet 

et al., 2005). D’aut es pa a t es de ualit  o e le pH, la ouleu , la sista e a i ue ou u e 

analyse histologique des fibres musculaires (Bugeon et al., 2010) peuvent être mesurés sur les collatéraux 

pour améliorer la qualité de la chair. 

Enfin, pour les élevages dont la production est tournée vers le caviar de truite, le rendement de la ponte 

kilos d'œufs pa  kilos de poids vif , la taille, la fe et  et la ouleu  des œufs so t esu a les su  les 

candidates à la sélection à chaque ponte.  
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1.2.3.2.2. Caractères de santé et adaptation 

Les caractères de santé (résistance aux maladies) et d'adaptation (efficacité alimentaire, adaptation à un 

régime alimentaire différent) sont eux aussi sélectionnés avec plus ou moins de facilité.  

L'efficacité alimentaire est un critère très intéressant du point de vue de la production et de l'impact sur 

l'environnement. Réduire la quantité d'aliment nécessaire pour produire un kilo de truite est évidemment 

très intéressant économiquement, de nombreux progrès ont déjà été observés chez les animaux terrestres 

et notamment le porc (Gilbert, 2015) et la volaille (Willems et al., 2013). Toutefois la mesure de l'efficacité 

alimentaire en aquaculture est complexe puisque l'ingéré des animaux est quasiment impossible à 

mesurer en routine. Différentes méthodes de mesure de l'ingéré des poissons ont été mises au point et 

donnent des résultats encourageants, que ce soit l'utilisation d'aliment marqué avec des microbilles radio-

opaques (Kause et al., 2006a a; Grima et al., 2008) chez la TAC, l'analyse vidéo chez le tilapia (de Verdal et 

al., 2018) ou encore un isolement des poissons dans des bassins individuels chez le bar. Enfin une méthode 

indirecte qui lie la résistance au jeûne et la croissance compensatrice (Grima et al., 2010) semble 

prometteuse chez le bar. Cependant toutes ces méthodes restent coûteuses, demandent beaucoup de 

temps et de ce fait l’effi a it  ali e tai e este difficilement mesurables dans les élevages. Un important 

a a t e li  à l’adaptatio  ue l’o  peut s le tionner est la capacité des TAC à consommer un aliment 

dont la teneur en huile et farine de poisson est limitée voire nulle (Kause et al., 2006b ; Callet et al., 2017). 

Ce a a t e est i t essa t pou  l’ave i  de la pis i ultu e da s u  o te te de a fa tio  des essou es 

marines exploitables.  

Enfin, l'amélioration de la résistance des cheptels aux maladies est un des enjeux majeurs dans les 

élevages (Quillet et al., 2007a; Yáñez et al., 2014a). En effet, en aquaculture, le nombre de vaccins et 

d'a ti ioti ues disposa t d’u e auto isatio  de ise sur le marché est limité et les épisodes infectieux 

représentent un coût non négligeable pour les éleveurs (forte mortalités, déformations sur les survivants, 

intervention vétérinaires et traitements...). Les études sur la génétique de la résistance des TAC aux 

principales maladies qui touchent les élevages sont nombreuses et ont mis en évidence des héritabilités 

faibles à modérées (Yáñez et al., 2014a a), allant de 0,05 à 0,51 pour la nécrose pancréatite infectieuse 

(NPI) (Yamamoto et al., 1991), et de 0,13 à 0,69 pour la septicémie hémorragique virale (SHV) (Dorson et 

al., 1995 ; Henryon et al., 2005, 2002), deux maladies causées par des virus. De même pour des maladies 

bactériennes les héritabilités ont été estimées autour de 0,21 (Henryon et al., 2005) pour la yersiniose 

causée par Yersinia ruckeri et dans une fourchette de 0,07 à 0,53 pour la flavobactériose causée par 

Flavobacterium psychrophilum (Henryon et al., 2005 ; Leeds et al., 2010 ; Silverstein et al., 2009 ; Vallejo 



69 
 

et al., 2010). La résistance à ces maladies est donc, en pratique, améliorable par la sélection, mais 

sélectionner pour la résistance aux maladies nécessite des infrastructures particulières permettant de 

réaliser des infections expérimentales coûteuses e  te ps et e  ai  d’œuv e.  

Sonesson et al. (2011) p opose t u e thode de s le tio  pe etta t d’a lio e  si ulta e t la 

croissance et la résistance à une maladie via deux étapes : une première infection expérimentale des 

candidats suivie d’u e s le tio  su  la oissa e hez les su viva ts à l’aide de la méthode BLUP. 

Cependant cette méthode présente des limites pour les maladies transmises verticalement (des 

as e da ts au  des e da ts pa  les ga tes et les œufs . De plus, e pou  u e i fe tio  

expérimentale contrôlée, la mortalité finale peut être très importante et limiter fortement le nombre de 

candidats pour la sélection sur la croissance. De nombreuses études ont tenté de développer des mesures 

indirectes de la résistance à différentes maladies chez le saumon atlantique à l'aide de tests sanguins 

pe etta t pa  e e ple de esu e  les va iatio s d’a tivit  du l soz e (Røed et al., 1993), le niveau de 

cortisol sanguin (Fevolden et al., 1993) et d’aut es pa a t es elatifs à l’i u it  (Hollebecq et al., 1995 

; Lund et al., 1995 ; Salte et al., 1993) ou encore la culture de virus sur des explants de nageoires pour la 

résistance des TAC à la septicémie hémorragique virale (SHV) (Quillet et al., 2007b). Cependant ces 

te h i ues este t o t aig a tes, oûteuses et ’e pli ue t u’u e fai le pa tie de la va ia ilit  de la 

survie qui semble trop faible pour être exploitée en sélection (Yáñez et al., 2014a). Avec les nouvelles 

thodes de s le tio  à l’aide de a ueu s ol ulai es, et ota e t la SG, o  peut e visage  de 

sélectionner directement les candidats pour la résistance à un agent pathogène.  
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Conclusion partie 1.2 
 

 Dans ce deuxième chapitre, nous avons abordé la truite arc-en- iel sous l’a gle du p e ie  poisso  

d’ levage e  F a e, ave  e vi o  de  000 T produites en 2015. En Europe, les salmonidés (saumon 

atlantique et TAC) sont les principales espèces piscicoles produites, elles représentent un poids 

o o i ue t s i po ta t à l’ helle mondiale. La salmoniculture a connu un premier essor dans les 

a es  ave  l’a lio atio  des te h i ues d’ levage et u  se o d esso  da s les a es 1990 avec 

l’appli atio  e  a ua ultu e des thodes d’a lio atio  g ti ue basées sur la généalogie. 

Aujourd'hui, on estime que seulement 10% de la production aquacole mondiale repose sur des 

p og a es de s le tio . Le p e ie  a a t e d’i t t e  pis i ultu e à avoi  t  s le tio  est la 

croissance pa e u’il est o o i ue e t le plus i t essa t ais aussi pa e u’il est fa ile à esu e  

et bien héritable. Différentes méthodes de sélection ont été développées et diffusées au travers du 

partenariat entre les instituts de recherche (INRA, Ifremer) et le SYSAAF. Ces méthodes ont évolué 

notamment avec les nouvelles technologies permettant de mesurer de nouveaux caractères (gras, 

te tu e . La p e i e volutio  pou  l’a lio atio  g ti ue des poisso s a t  le d veloppe e t des 

marqueurs moléculaires i osatellites pe etta t de p e d e e  o pte l’i fo atio  g alogi ue des 

candidats à la sélection et ouvrant ainsi la possibilité de sélectionner les candidats sur des caractères dont 

les mesures sont létales (rendement, résistance aux maladies, qualit  de la hai  à l’aide de l’i fo atio  

familiale et de tirer ainsi profit de la variabilité entre les familles. Enfin, le récent développement des outils 

de génotypage à haute densité avec des marqueurs SNP ouvre de nouvelles perspectives pour 

l’a lioration génétique des cheptels et notamment pour la prise en compte de la variabilité intra-famille 

des caractères létaux dans la sélection des reproducteurs.  
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"TAKE HOME MESSAGE 2" 
 

 Une production économiquement importante, en France, par rapport à l’e se le de la 

production aquacole. 

 U  esso  de la p odu tio  depuis les a es  et le d veloppe e t de l’a lio atio  

génétique de la TAC depuis les années 1980. 

 Des contraintes liées aux particularités des poissons :  

o Animaux aquatiques très dépendants du milieu. 

o Diffi ult  de a ipulatio  a esth sie pou  so ti  les poisso s de l’eau . 

o A i au  de t s petite taille à l’ losio  i possi ilit  de les marquer individuellement). 

 Des objectifs de sélection variés, avec des caractères nécessitant des mesures létales réalisées sur 

les collatéraux des candidats à la sélection. 

 Des méthodes de sélection qui évoluent rapidement grâce au développement de nouvelles 

méthodes et de technologies en partenariat avec les instituts de recherche, le SYSAAF et les 

éleveurs. 

 Une sélection sur le génotype des candidats en plein essor avec le développement et la mise en 

place de la sélection génomique. 
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1.3. La génétique de la réponse aux 

aladies, l’e e ple de la 

flavo a t iose d’eau f oide hez la 

truite arc-en-ciel 

Quelles que soient les productions animales, les maladies qui touchent les élevages ont un coût non 

négligeable, en raison des mortalités parfois élevées, des pertes de croissance et des malformations qui 

peuvent persister chez les survivants. Les productions aquacoles sont particulièrement exposées aux 

agents pathogènes à cause de leur forte dépendance à un milieu ouvert (aquatique : marin ou rivière) dont 

la ualit  ’est pas toujou s p visi le et diffi ile à o t ôle  (Houston, 2017). De plus dans un élevage 

piscicole, les lots de poissons sont o stitu s d’un o e t s i po ta t d’i dividus da s u  espa e 

restreint. Cette densité peut favoriser la transmission rapide des agents pathogènes entre individus. 

Les sal o id s d’ levage so t se si les à dive s pa asites, vi us et a t ies. Pa i es a t ies, 

Flavobacterium psychrophilum, espo sa le de la flavo a t iose d’eau f oide, est l’u  des pathog es 

majeurs des élevages de truite arc-en-ciel en France. La flavo a t iose d’eau f oide, lo s u’elle touche 

les alevins, peut provoquer des mortalités très importantes. Aujou d’hui au u  va i  ’est o e ialis  

e  F a e et seul l’usage d’a ti ioti ues pe et de o t ôle  les pisodes i fe tieu , ce qui soulève des 

uestio s e vi o e e tales ave  la oissa e de l’a ti io sista e da s le o de OMS9). En France, 

il ’e iste pas, à l’heu e a tuelle, d’outil de su veilla e de l’a ti iorésistance des bactéries pathogènes en 

pisciculture (Anses, 2014). Cependant, des informations de terrain mettent en évidence l’ e ge e de 

résistances responsables d’ chec thérapeutiques récurrents A ses, . L’a ti io sista e et la 

diffusion de gènes de résistance dans les environnements d’a ua ultu e assi s, aval des ivi es…  e  

lien avec les activités aquacoles sont de plus en plus documentées (Gordon et al., 2007 ; Muziasari et al., 

                                                           
9http://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/r%C3%A9sistance-aux-antibiotiques visité le 13/09/2018 

http://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/r%C3%A9sistance-aux-antibiotiques
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2016 ; Schmidt et al., 2000). Des thodes alte atives de lutte so t do  essai es pou  li ite  l’i pa t 

de F. psychrophilum sur la production de TAC. 

La résistance des poissons aux différents agents pathogènes (virus, bactéries ou parasites) est le plus 

souvent héritable (voir revue de Robinson et al., 2017), et l’a lio atio  g ti ue est u  o  levie  pou  

répondre à cette nécessité. Comme introduit dans le chapitre précédent, la sélection pour la résistance, 

un caractère létal, nécessite de réaliser les mesures sur les collatéraux des candidats. La mise en place des 

méthodes de sélection sur le génotype (SAM et SG) permet de tirer profit de la variabilité individuelle mais 

elle essite d’app ofo di  les o aissa es su  la atu e et l’ te due de so  d te i is e g ti ue.  

Cette der i re partie de l’i troductio  a pour o jectif d’i troduire l’u e des aladies act rie es les 

plus importantes pour la trutticulture fra çaise, la flavo act riose d’eau froide, les diff re ts o e s 

de lutte co tre l’age t pathog e ui e  est respo sa le et les pri cipales co aissa ces sur les 

mécanismes immunitaires mobilisés en réponse à l’infection. Enfin, nous introduirons les différentes 

notions permettant de mieux appréhender les différentes composantes de la r po se à l’i fectio .  

1.3.1.  La flavo a t iose d’eau f oide 

1.3.1.1. De la première observation à la caractérisation de la 

maladie 

En 1946, Davis rapporte pour la première fois une maladie qui touche le saumon coho (Davis, 1946 ; dans 

Bullock et al., 1971). Il d it les s ptô es de e u’il appelle alo s « peduncle disease » (Pacha et Ordal, 

1970 dans Bernardet et Bowman (2006) ; Holt, 1993) : la peau se oi it et s’ ode autou  de la ageoi e 

adipeuse, peu à peu la zo e de l sio  s’ul e et s’agrandit autour de la nageoire caudale et la queue 

jus u’à, pa fois, e pose  la olo e ve t ale. C’est e   ue la a t ie espo sa le est isolée pour 

la première fois par Borg (1960). Nommée dans un premier temps Cytophaga psychrophila, elle deviendra 

Flexibacter psychrophilus, et enfin Flavobacterium psychrophilum (F. psychrophilum). La maladie se 

déclarant g ale e t ua d la te p atu e de l’eau est basse (autour de 10 - 15°C), elle a été 

renommée « Low temperature/coldwater disease » en 1960 (Borg, 1960), puis le terme de « Bacterial cold 

water disease » (BCWD) a été proposé et est maintenant l'un des plus employés. En Europe, comme la 

maladie affecte principalement les alevins de TAC, on parle du syndrome de mortalité des alevins de truite 

arc-en-ciel (RTFS pour Rainbow Trout Fry Syndrom) ou syndrome de mortalité des alevins (FMS pour Fry 
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Mortality Syndrom) (Nematollahi et al., 2003b). En France, on parle principalement de flavobactériose 

d'eau f oide ou flavo a t iose. Il s’agit de la t oisi e aladie bactérienne la plus importante dans les 

élevages français de truites, après la furonculose (due à Aeromonas salmonicida) et la yersiniose (due à 

Yersinia ruckeri) (Anses, 2014). 

Pendant dix ans, F. psychrophilum semblait cantonnée à l'A i ue du No d, so  ai e d’o igi e, ava t 

d'être identifiée en Europe au milieu des années 1980 (Von Weis, 1987 ; Bernardet et al., 1988 dans 

Bernardet et Bowman (2006)) et dès les années 1990 dans toutes les zones de production de salmonidés 

du monde. Si aucune étude n'explique de manière définitive la raison de sa diffusion, l'une des hypothèses 

est u'il au ait t  t a spo t , i volo tai e e t, su  des œufs o ta i s lors des échanges 

internationaux (Kumagai et Takahashi, 1997 ; Wakabayashi et al., 1994). Il est aussi possible que F. 

psychrophilum ait toujours été présent mais qu'il soit passé inaperçu avant l'intensification de la 

production (Bernardet et Bowman, 2006).  

La flavo a t iose p ovo ue u e i fe tio  i po ta te alla t jus u’à la septi ie h o agi ue et est 

responsable d'un taux mortalité très élevé chez les alevins, pouvant atteindre 70% (Nematollahi et al., 

2003b; Starliper, 2011). Les signes cliniques diffèrent aussi selon l'âge des poissons infectés (Nematollahi 

et al., 2003b). Chez les alevins, avant la mort, on observe uniquement des signes cliniques non spécifiques 

tels que anémie, léthargie, perte d'appétit, légère sur-coloration de la peau ou encore exophtalmie 

(Lorenzen, 1994). Sur des poissons un peu plus gros, on peut observer un début de nécrose au niveau des 

nageoires, des branchies, de la bouche et des yeux qui peut aller jusqu'à l'ulcération (Figure 14) (Bernardet 

et Kerouault, 1989 ; Dalsgaard, 1993 ; Lehmann et al., 1991 ; Lorenzen, 1994 ; Martínez et al., 2004). Des 

formes neurologiques de la maladie ont pu être observées aux Etats-Unis chez de jeunes saumons coho 

ayant survécu à un épisode infectieux important, avec des déformations de la colonne vertébrale. 

Quelques cas de méningite, d'ostéochondrose et d'ostéites ont aussi été observés (Kent et al., 1989 ; 

Meyers, 1989 ; Ostland et al., 1997). La flavobactériose s'accompagne souvent d'une hypertrophie 

importante de la rate dans laquelle la bactérie est retrouvée en grand nombre ; cette présence dans la 

ate des alevi s est d’ailleu s o sid e o e u  sig e li i ue a a t isti ue du RTFS, des tudes 

ayant montré que la charge bactérienne dans la rate augmentait avec le temps après une injection 

expérimentale (Ekman et al., 2003 ; Ekman et Norrgren, 2003 ; Rangdale et al., 1999). La rate semble donc 

être un organe cible de F. psychrophilum.  
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1.3.1.2. Carte d'identité de F. psychrophilum 

Les principales références citées ci-dessous sont issues de (Bernardet et Bowman, 2006).  

Physiologie, taxonomie, habitat et écologie 

Flavobacterium psychrophilum est une bactérie Gram négative et strictement aérobie (Bernardet et al., 

1996 ; Bernardet et Grimont, 1989). Elle appartient au phylum Bacteroidetes, à la famille des 

Flavobacteriaceae, et au genre Flavobacterium (Bernardet et al., 1996). Les bactéries de ce genre sont très 

largement distribuées dans la nature, on les rencontre principalement dans des écosystèmes aquatiques 

(Bernardet et Grimont, 1989). F. psychrophilum fait partie des 16 espèces du genre Flavobacterium qui 

sont dites psychrophiles ou psychrotolérantes car leur température optimale de croissance se situe autour 

de 15-20°C, certaines étant encore capables de pousser à 4°C (Bernardet et Bowman, 2006). 

Cet age t pathog e, i fe te p es u'e lusive e t les sal o id s ai si u’u e esp e p o he, lev e au 

Japon et en Corée, l'ayu (Plecoglossus altivelis). Il a aussi été isolé de façon sporadique chez des anguilles, 

des cyprinidés et d'autres espèces de poissons (Amita et al., 2000 ; Iida et Mizokami, 1996 ; Izumi et al., 

2003; Lehmann et al., 1991) et on la retrouve aujourd'hui un peu partout dans le monde (Etats-Unis, 

Canada, Chili, Argentine, Mexique, Europe, Turquie, Iran, Japon, Corée ou encore Tasmanie). Plusieurs 

études ont montré que F. psychrophilum pouvait survivre dans l'eau en partie grâce aux nutriments fournis 

par les sédiments (Madetoja et al., 2003) et jus u’à  ois da s u e eau filt e e  jeû a t (Vatsos et al., 

2003). Wiklund et al. (2000) ont pu détecter de faibles quantité de F. psychrophilum à pa ti  d’ ha tillo s 

d’eau p lev  da s les pis i ultu es pa  des thodes de PCR ta dis que les mêmes échantillons inoculés 

sur de la gélose étaient négatifs, e ui peut e pli ue  u’e  F a e, F. psychrophilum ’ai ja ais t  

d te t  da s l’e vi o e e t eau, s di e ts …  puis ue la d te tio  ’a t  alis e ue su  g lose 

(Bernardet, co u i atio  pe so elle . Ai si, l'eau d’u  assi  o ta i  pa  F. psychrophilum, les 

poisso s d’u  levage ou du ilieu p o he pouva t t e i fe t s pa  l’age t pathog e so t do  auta t 

de potentiels réservoirs qui entretiennent et propagent la maladie au sein d'un élevage, d'une rivière ou 

encore d'un bassin versant (Dalsgaard et Madsen, 2000 ; Madetoja et al., 2000).  

La culture et la conservation : des étapes clefs difficiles à maitriser 

Plusieurs méthodes de cultures et de préservation existent pour les bactéries du genre Flavobacterium qui 

sont plus ou moins facile à cultiver. La culture et la conservation de F. psychrophilum sont assez difficile à 

maitriser, de par sa sensibilité au sodium, la bact ie ’est pas apa le de pousse  su  les ilieu  a i s 
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ou contenant une grande quantité de chlorure de sodium, et doit donc être cultivée sur des milieux à base 

de tryptone et d'extrait de levure appelé TYES (pour Tryptone yeast extact salts ) du type de celui mis au 

point par Anacker et Ordal en 1955 (Holt, 1988 ; Uddin et Wakabayashi, 1997). Cette bactérie peut être 

conservée plusieurs années par cryoconservation à -70°C ou par lyophilisation (Bernardet et Bowman, 

2006) cependant les méthodes de conservation influence la virulence de la bactérie qui a tendance à 

diminuer au cours du temps (Michel et Garcia, 2003). 

Plusieurs facteurs de virulence identifiés 

L’activité protéolytique de la bactérie, responsable des lésions nécrotiques (Figure 14) caractéristiques de 

l'infection par F. psychrophilum, est l'un des facteurs majeurs de la virulence (Bertolini et al., 1994 ; 

Duchaud et al., 2007 ; Pacha et Porter, 1968). La capacité de F. psychrophilum à adhérer à son hôte semble 

aussi être un facteur de virulence primordial. Nematollahi et al. (2003a) montrent qu'une souche très 

virulente de F. psychrophilum s'attache plus facilement aux tissus de son hôte qu'une souche moins 

virulente. Deux études réalisées sur la TAC et sur l'ayu montrent que F. psychrophilum adhère 

préférentiellement au niveau de la mâchoire et du pédoncule caudal, qui correspondent aux points de 

lésions (Kondo et al., 2002 ; Vatsos et al., 2001). E  plus de l’adh sio , la apa it  de glisse e t, e si 

elle est limitée chez F. psychrophilum, est un potentiel facteur de virulence car elle permettrait à la bactérie 

de s’i filt e  plus fa ile e t sous les ailles, da s le u us ou les a hies Be a det, o u i atio  

personnelle). Cette hypothèse a été vérifiée dans une étude ui a is e  vide e l’i po ta e de deu  

p ot i es, espo sa les de la o ilit  pa  glisse e t hez d’aut es a t ies du ge e Flavobacterium, 

dans la virulence de F. psychrophilum (Pérez-Pascual et al., 2017) avec une virulence plus faible de souches 

ut es pou  es deu  p ot i es p o a le e t i put e e  pa tie au a ue d’activité protéolytique ainsi 

u’à l’a se e de s tio s d’e z es et d’adh si es ui li ite t la olo isatio  de l’hôte pa  la a t ie. 

Une diversité génétique limitée avec la prédominance de quelques complexes-clonaux majeurs 

Le premier génome complet de F. psychrophilum été séquencé en 2007 par une équipe française (unité de 

Vi ologie et I u ologie Mol ulai es de l’INRA de Jou -en-Josas) (Duchaud et al., 2007); il s'agissait de 

la première souche isolée en France, la souche JIP02/86 (Bernardet et Kerouault, 1989). Ce séquençage a 

permis de repérer les gènes associés aux mécanismes de virulence et à la pathogénicité de la bactérie ainsi 

que sa capacité à produire des biofilms. 

Différentes études ont été menées pour caractériser la diversité génétique des souches de F. 

psychrophilum par reséquençage de génome de plusieurs souches (Duchaud et al., 2018) ou à l’aide 
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d’app o hes plus si ples, telles que la MLST (Miltilocus Sequence Typing, Nicolas et al., 2008) ou le 

sérotypage par PCR multiplex (mPCR) (Rochat et al., 2017). Da s l’ tude de Nicolas et al. (2008), qui portait 

sur  isolats a t ie s p lev s su   esp es de poisso s diff e tes su   o ti e ts, l’app o he MLST 

a pe is d’ide tifie  diff e ts Sequence type (ST), souvent associés à une espèce hôte (truite arc-en-ciel, 

saumon coho...) mais pas sp ifi ues d’u e gio  du o de. Les deu  p i ipau  ST ide tifi s en Europe 

sont spécifiques de la truite arc-en-ciel, le ST2 regroupe aussi des souches isolées au Chili et le ST10 des 

sou hes isol es e  A i ue du No d. L’asso iatio  p f e tielle entre un ST et une espèce hôte pourrait 

efl te  des a is es i fe tieu  diff e ts selo  l’esp e i le. U e tude su  la dive sit  des sou hes 

isolées dans les piscicultures française (Siekoula-Nguedia et al., 2012) met en évidence la prédominance 

de deux ST (ST2 et ST90) dans les deux plus grandes régions productrices de salmonidés (Figure 15).  

L'approche de sérotypage par mPCR (Rochat et al., 2017), effectuée sur 244 isolats bactériens, a mis en 

vide e u e t s fo te asso iatio  e t e le s ot pe et l’esp e hôte, e ui e fo e l’h poth se selon 

la uelle les diff e es g ti ues o se v es so t possi le e t li es à des voies d’i fe tio  sp ifi ues 

de l’esp e hôte. Pou  le o e t, o  e sait pas si des s ot pes diff e ts ui i fe te t u e esp e 

donnée ont des stratégies de virulence différentes. On peut faire l'hypothèse que des hôtes résistants à 

un isolat donné seront sensible à un autre isolat provenant d'un sérotype, d'un ST et ou d'un CC différent 

car les mécanismes de virulence seraient différents. L'identification relativement facile des sérotypes par 

sérotypage mPCR, qui peut être un avantage pour la création de vaccin (Rochat et al., 2017) pourrait 

pe ett e aussi de v ifie  l'h poth se d’u e possible coïnfection par plusieurs F. psychrophilum de 

sérotypes diff e ts lo s d’u  pisode de o talit  spo ta  puis u’o  sait ue plusieu s s ot pes 

différents peuvent cohabiter dans une même pisciculture (Projet Re-sist, communication de Bernardet). 
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1.3.2.  Les moyens de défense dans les élevages 

Des méthodes de prévention limitées 

La principale voie connue de contamination par F. psychrophilum est horizontale, d'un poisson malade à 

un poisson sain. Cependant une contamination verticale, de la mère aux descendants par l'intermédiaire 

des œufs, 'est pas e lue et pou ait e pli ue  la diss i atio  du pathog e depuis les États-Unis dans 

le monde e tie  à t ave s le o e e d'œufs (Kumagai et Takahashi, 1997). En effet, différentes études 

mettent en évidence la présence de F. psychrophilum dans le sperme et les fluides ovariens qui pourrait 

e pli ue  u e t a s issio  ve ti ale de la su fa e de l’œuf ai si u’u e possi le e t e de l’age t 

pathog e à l’i t ieu  de l’œuf lo s de la phase de du isse e t de l’œuf (Holt, 1993 ; Kumagai et Nawata, 

2010 ; Long et al., 2014 ; Taylor, 2004). Brown et al. (1997) détectent F. psychrophilum dans le mucus qui 

e tou e les œufs ais aussi à l’i t ieu  des œufs, p o a le e t da s l’espa e p i-vitellin, même après 

une procédure de d si fe tio  à l’iode et la st ilisatio  de la su fa e des œufs. Des p o du es de 

d si fectio  s st ati ue des œufs sont nécessaires pour prévenir la dissémination de F. psychrophilum 

mais elles ne semblent pas suffisantes. Des méthodes de désinfection du sperme pour limiter la 

transmission verticale ont aussi été testées (Oplinger et al., 2015) mais leur usage induit une baisse de la 

fe tilit  du spe e et du tau  de f o datio  des œufs. Soltani et Burke (1995) ont suggéré qu'une 

augmentation de la température de l'eau et/ou de la salinité permettraient de réduire la mortalité dans 

un élevage infecté par F. psychrophilum, mais ces mesures se heurtent à des difficultés pratiques. 

Différentes études ont mis en évidence que l'alimentation peut avoir un effet positif sur la survie suite à 

une infection expérimentale par F. psychrophilum, que ce soit par l'utilisation de probiotiques (LaPatra et 

al., 2014), ou de maïs naturellement contaminé par une mycotoxine (Ryerse et al., 2016). L'administration 

d'un probiotique dans l'eau (Boutin et al., 2013) qui diminue la quantité d'agents pathogènes dans le milieu 

pourrait aider à limiter les infections et surinfections. Enfin, d'autres études testent l'utilisation de 

bactériophages dans l'alimentation, de manière préventive, qui pourraient aider à lutter contre la bactérie 

(Castillo et al., 2015 ; Christiansen et al., 2016 ; Madsen et al., 2013). Cependant, plusieurs études ayant 

mis en évidence la capacité de F. psychrophilum à former des biofilms qui pourrait expliquer la survie 

prolongée de la bactérie dans le milieu (Duchaud et al., 2007) et lui permettrait de se protéger des 

bactériophages (Castillo et al., 2015). En conséquence, les méthodes classiques de prévention et de 

d si fe tio  iode  doive t s’a o pag e  de thodes plus pouss es o e le f otte e t des a  

(Bernardet et al., 2015) ou e o e le t aite e t p ve tif des ep odu teu s i je tio  d’a ti ioti ue à 
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la ge spe t e  pou  li ite  la t a s issio  ve ti ale et des thodes de d si fe tio s des œufs pouss es 

B o opol appli u  uotidie e e t h ap s la po te jus u’au stade œill  si o  veut li ite  la 

propagation de la maladie (Bernardet et Michel, communication personnelle). 

Une absence de vaccination efficace 

Il existe pour un petit nombre de pathologies bactériennes chez la truite, des vaccins qui permettent de 

réduire la mortalité, sans toutefois protéger totalement les animaux sur des périodes longues (Anses, 

2014). Ces vaccinations peuvent être réalisées, pour des poissons de petite taille, par balnéation ou par 

injection pour des poissons de taille plus importante. La vaccination par injection est coûteuse en main 

d’œuv e o pte te u des effe tifs des lots d’ levage plusieu s illie s ou dizai es de illie s d’i dividus  

et est u e sou e de st ess i po ta te pou  les poisso s a esth sie et a ipulatio  ho s de l’eau . Les 

vaccins sont donc le plus souvent réservés aux poissons à « forte valeur ajoutée » comme les géniteurs 

(Anses, 2014). Bien que la vaccination chez les poissons soit un domaine de recherche relativement actif, 

les résultats sont en pratique limités. Ainsi, pour la flavobactériose, les premiers tests de vaccination ont 

été réalisés par injection ou immersion avec des cellules mortes de F. psychrophilum chez la TAC, le 

saumon coho ou l'ayu ; dans certains essais, la mortalité des poissons vaccinés était significativement plus 

faible que celle des poissons naïfs (Bernardet, 1997 ; Hoare et al., 2017; Nematollahi et al., 2003b ; Rahman 

et al., 2000). D'autres types de vaccins permettant de fournir une protection plus importante, seuls (Merle 

et al., 2003 ; Rahman et al., 2002) ou accompagnés d'un régime alimentaire stimulant les défenses 

immunitaires (Sudheesh et al., 2016), ont par la suite été testés. Cependant, plusieurs études mettent en 

évidence une efficacité limitée malgré la présence d'un grand nombre d'anticorps spécifiques à F. 

psychrophilum dans le mucus ou le sérum de TAC vaccinées. La protection n'est pas suffisante et la 

mortalité toujours trop importante (LaFrentz et al., 2002, 2003 ; Wiklund et Dalsgaard, 2002). Gómez et 

al. (2014) e e se t les diffi ult s e o t es da s la o eptio  d’u  va i  effi a e : F. psychrophilum 

affecte les alevins dès 0,2 g ua d le s st e i u itai e ’est pas o pl te e t d velopp  ; les 

i fe tio s e p i e tales desti es à teste  l’effi a it  des va i s so t diffi iles à ett e e  pla e ; et 

l'existence de plusieurs sérotypes de F. psychrophilum essite l’ad i ist atio  d’u  va i  à la ge 

spectre. Du fait de la petite taille des poisso s i les ui o pli ue l’i je tion de vaccin, de la faible 

efficacité de la vaccination orale ou par immersion, il est difficile de produire un vaccin économiquement 

intéressant pour les producteurs mais aussi pour les compagnies pharmaceutiques du fait de la petite taille 

du marché cible et à la difficulté d'obtenir des autorisations de mises sur le marché (AMM) (Lafferty et al., 

2015). Depuis 2015, la compagnie PHARMAQ (Norvège), produit un vaccin (ALPHA JECT ® IPNV-Flavo 0.025 
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PHARMAQ)10 pour la flavobactériose ainsi que la NPI pour le saumon atlantique. Cependant, ce vaccin 

n'est commercialisé qu'au Chili. 

Les traitements antibiotiques restent la principale méthode de lutte contre F. psychrophilum 

Pou  de o euses aladies, p i ipale e t a t ie es, il ’e iste pas de va i  o e ial et seul 

l’usage d’a ti ioti ues pe et de o t ôle  les pisodes i fe tieu . Les t aite e ts se p se te t souve t 

sous la forme de granulés médicamenteux, contenant des antibiotiques mélangés aux aliments, ils peuvent 

aussi prendre la forme de poudre ou, pour les alevins, être administrés par balnéation (Anses, 2014). Ils 

so t g ale e t taph la ti ue, ’est-à-di e u’o  ad i ist e le t aite e t à l’e se le des poisso s 

d’u  assi , u’ils p se te t ou o  des sig es li i ues (Anses, 2014). En France, Le nombre 

d’a ti ioti ues fi ia t d’u e AMM e  pis i ultu e est li it , seuls  a ti ioti ues taie t auto is s 

fin 2011 : l’a ide o oli i ue, la flu ui e, l’o t t a li e, l’asso iatio  t i thop i e-sulfadiazine et 

le florfénicol (Anses 2014). Dans les élevages, la principale méthode de lutte contre F. psychrophilum passe 

par l'utilisation principalement du florfenicol (Holt, 1993 ; Nematollahi et al., 2003b ; Wahli et Madsen, 

2018). Ainsi, en France, une étude réalisée en 2016 met en évidence que 53% des élevages de truite 

utilisent le florfenicol, essentiellement pour lutter contre F. psychrophilum (Le Bouquin et al., 2016). 

Cependant, à cause du risque d'émergence d'antibiorésistance, aussi bien chez F. psychrophilum 

(Nematollahi et al., 2003a) que chez d'autres bactéries présentes dans le même environnement (Muziasari 

et al., 2016 ; Schmidt et al., 2000) d'autres méthodes de luttes contre F. psychrophilum sont nécessaires 

pour limiter l'impact des antibiotiques sur l'environnement.  

F. psychrophilum, l’u  des pri cipau  age ts pathog es ui i fecte diff re tes espèces de salmonidés 

est une bactérie très répandue à travers le monde. Sa diversité génétique est limitée, par rapport à 

d’autres act ries, avec la prédominance de quelques complexes-clonaux et sérotypes qui montrent 

u e associatio  pr f re tielle avec l’esp ce hôte, pro a le e t li e à u e diff re ce da s les 

principaux facteurs de virulence. La principale voie de transmission est horizontale. Une transmission 

verticale semble possible, au  sei s des œufs, ce ui co pli ue les thodes de pr ve tio . La 

contamination principalement à des stades précoces, avant le développement du système immunitaire 

adaptatif, et des conditions économiques qui compliquent la création de vaccins, résultent en une 

proph la ie esse tielle e t au o e  d’a ti ioti ues. Pour d velopper de ouvelles thodes de 

lutte, il est nécessaire de mieux comprendre la réponse immunitaire des TAC. 

                                                           
10https://www.pharmaq.no/updates/february-13th-2/ visité le 10/09/2018 

https://www.pharmaq.no/updates/february-13th-2/
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1.3.3.  La réponse immunitaire à une infection chez la 

truite arc-en-ciel : exemple de la réponse à 

Flavobacterium psychrophilum 

Les poissons, comme tous les vertébrés gnathostomes possèdent les composants principaux de système 

immunitaire inné et adaptatif qui leur permet de combattre les infections liées aux bactéries, virus et 

autres parasites présents dans leur environnement et qui sont à l'origine de nombreuses maladies. Les 

principaux organes immunitaires des poissons sont le rein antérieur, le thymus et la rate ainsi que 

différents tissus lymphoïdes associés aux muqueuses (MALT pour mucosa-associated lymphoid tissue) qui 

se situent dans la peau, les branchies et l'intestin (Thompson, 2017). 

Chez les poissons, l’ losio  ep se te u e p e i e tape iti ue da s l’ volutio  du système 

i u itai e ave  la supp essio  des p e i es a i es ph si ues ue so t la pa oi de l’œuf ho io  et 

les différentes membranes embryonnaires (Yamagami et al., 1992). La seconde étape critique est le début 

de l’ali e tatio  e og e ave  l’ouve tu e de la ou he et du t a tus i testi al ui fo ent une première 

voie d’e t e des i oo ga is es, aussi ie  les pathog es ue eu  pe etta t l’ ta lisse e t du 

microbiote intestinal (Rendueles et al., 2012). Après l'éclosion, la première ligne de défense des poissons 

est constituée des barrières physiques comme la peau, les écailles, le MALT. Cependant, de par leur 

contact étroit avec le milieu, les MALT sont aussi d’i po ta tes voies d’e t e des pathog es (Thompson, 

2017). Plusieu s tudes o t is e  vide e l’i po ta e du u us da s les d fe ses i u itai es de 

nombreux poissons dont les salmonidés (Fast et al., 2002 ; Hjelmeland et al., 1983 ; Shephard, 1994), qui 

non seulement sert de barrière physique en "piégeant" les pathogènes mais contient aussi différents 

effecteurs anti microbiens comme le lysozyme, des protéines du complément, des peptides antibactériens 

et des immunoglobulines (Cordero et al., 2015 ; Salinas, 2015 ; Xu et al., 2013). Si les agents pathogènes 

arrivent malgré tout à franchir ces premières lignes de défenses, ils sont reconnus par différents 

récepteurs qui vont alors initier la réponse immunitaire. Les agents pathogènes sont alors confrontés à 

une réponse de phase aigüe puis à la réponse dite innée, qui va défendre l'organisme ce qui laisse le temps 

au système immunitaire adaptatif de se mettre en place et de répondre. Parfois, la réponse immunitaire 

innée suffit à stopper la maladie (Thompson, 2017). 
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Cette partie a pour objet de faire un court rappel des principales composantes du système immunitaire 

des poissons, avec un éclairage particulier sur la truite arc-en-ciel et la réponse immunitaire contre F. 

psychrophilum. 

1.3.3.1. L’i u it  i e et adaptatif des poissons 

Chez les poissons téléostéens, comme chez l'ensemble des vertébrés, le système immunitaire inné, 

primordial, est composé de nombreux effecteurs qui peuvent être cellulaires ou humoraux. Les cellules du 

système immunitaire inné sont principalement des cellules phagocytaires mononucléiques (comme les 

monocytes, par exemple les macrophages) ou polynucléiques (par exemple les granulocytes neutrophiles) 

qui sont les premières cellules à migrer sur le lieu de l'infection et qui sont impliqués dans la réponse 

inflammatoire (Neumann et al., 2001). Le système immunitaire inné fait aussi intervenir des composants 

humoraux qui incluent une large variété de protéines et glycoprotéines dont le rôle principal est de tuer 

ou d'inhiber la croissance de l'agent pathogène. Parmi les effecteurs de la réponse humorale innée, on 

trouve des peptides antimicrobiens, le lysozyme, des transferrines, des anti-protéases, des cytokines et le 

système du complément (Thompson, 2017). 

Le système du complément est un ensemble de protéines impliquées dans les défenses humorales innées, 

particulièrement important contre les infections bactériennes. Très conservé au sein des vertébrés il joue 

de nombreux rôles comme l'élimination des bactéries, la réparation des dégâts causés par l'infection, la 

destruction des cellules apoptotiques, il module en partie la réponse adaptative et promeut l'inflammation 

(Boshra et al., 2006). Ce système se compose de nombreuses protéines différentes (plus de 35 chez les 

poissons) dont certaines sont des paralogues (en particulier dans le cas de génomes dupliqués comme la 

TAC, Nakao et al., 2011). Ces protéines peuvent activer des mécanismes antimicrobiens via trois voies 

convergentes : la voie classique, la voie des lectines et la voie alternative (Figure 16). La protéine C3 est 

l'un des composants principaux du système du complément. Chez la TAC il existe de nombreux gènes 

codant pour différentes protéines C3 qui ont été identifiés sur les chromosomes 2, 3, 8, 13 et 17 codant 

pour plusieurs protéines C3 fonctionnelles (Sunyer et al., 1996 ; Omyk_1.0, Gao, 2016) . 
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Figure 16. Les trois voies métaboliques du système du 

complément (issue de Zhang et Cui, 2014) 

Les trois voies métaboliques : la voie classique, la voie des 

lectines et la voie alternative se rejoignent au moment 

d’a tive , e  la liva t, la p ot i e C , e  C a ui est u  

médiateu  de l’i fla atio  et e  C  ui favo ise la 

phagocytose et la lyse cellulaire des bactéries en activant la 

fo atio  du o ple e d’atta ue e a ai e pa  

l’asse lage de C , C , C , C  et C . La voie classique est 

activée par des complexes d'antigènes et d'anticorps, tandis 

que la voie alternative est activée directement par la fixation 

de la protéine C3b sur l'agent pathogène. La voie des lectines 

est activée par la fixation du MBL (Mannose-binding lectine) 

sur l'agent pathogène. 

Les as ades d’a tivations des trois voies métaboliques ainsi 

que les actions des protéines C3a et C3b présentés ici sont une 

simplification des cascades réelles (Sunyer et al., 2003). 

 

L’i u it  adaptative se met en place après une première e positio  à l’age t pathog e via des 

réponses spécifiques d'un pathogène donné.  

Elle requiert l'activation et la prolifération clonale de lymphocytes B et / ou T exprimant des récepteurs 

spécifiques d'antigènes exprimés par le pathogène. Ces réponses induisent l'établissement d'une mémoire 

qui s'active à la première exposition et qui permet à l'hôte de réagir rapidement en cas de nouvelle 

infection par le même agent pathogène, par réactivation de clones de lymphocytes mémoires B et ou T 

qui ont été sélectionnés et conservés lors de la première infection. Chez les poissons, la composition du 

système immunitaire adaptatif est comparable à celle des autres classes de vertébrés gnathostomes: il 

comprend des lymphocytes T (réponses cellulaires) et B (produisant des immunoglobulines intervenant 

dans la réponse humorale). Les cellules B et T coopèrent et sont impliquées dans des réponses B T-

dépendantes (Miller et al., 1985).  

Le co ple e ajeur d’histoco pati ilit  (CMH) est un ensemble complexe génétique qui contient de 

très nombreux gènes du système immunitaire dont les gènes codant pour deux classes de protéines 



86 
 

exprimées à la surface cellulaire, les CMH-I et le CMH-II (Grimholt et Lie, 1998). Ces deux protéines, qui 

ont des structures globalement similaires, sont exprimées par des cellules différentes. Le CMH-I, est 

exprimée à la surface de toutes les cellules nucléées tandis que le CMH-II est exprimé uniquement par les 

cellules spécialisées dites présentatrices d'antigènes (comme les lymphocytes B, les monocytes et les 

macrophages). Les molécules CMH-I et II exprimées à la surface cellulaire comportent à leur extrémité des 

peptides provenant de la dégradation de protéines par la cellule; le récepteur de l'antigène des cellules T 

doit interagir avec les CHM-I et II pou  e o ait e es peptides a tig i ues, u’elles leu  "p se te t" 

dans une certaine configuration.   

Les lymphocytes T comportent différentes classes de cellules qui jouent un rôle majeur dans la réponse 

immunitaire cellulaire, ils expriment à leur surface des récepteurs qui reconnaissent spécifiquement un 

peptide présenté par le CMH. Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) reconnaissent les antigènes présentés 

par le CMH-I à la surface des cellules infectées, ce qui déclenche leur activation et la destruction des 

cellules de l'hôte infectées (Thompson, 2017). Les lymphocytes T auxiliaires (CD4) reconnaissent les 

antigènes présentés par le CMH-II. Une fois activés, ils se divisent rapidement, migrent vers les 

lymphocytes B pour les aider à produire des anticorps et sécrètent différentes cytokines qui modulent 

l'activité des autres cellules immunitaires.  

La principale fonction des lymphocytes B est la production d'anticorps lors de la reconnaissance de leurs 

antigènes. Ils présentent à leur surface des immunoglobulines (Ig), récepteurs similaires en structure aux 

anticorps et spécifiques d’u  a tig e, dont il existe trois classes chez les poissons (IgM, IgD et IgT). Les 

IgM peuvent être présent aussi bien dans le sang que dans la peau, l'intestin, le mucus des branchies 

(Morrison et Nowak, 2002). La fonction des IgD reste peu connue chez les poissons, bien qu'il ait été cloné 

dans différentes espèces de poissons, le sIgD (pour secreted IgD) a uniquement été caractérisé dans le 

poisson chat (Ictalurus punctatus) (Wilson et al., 1997) et la truite (Ramirez-Gomez et al., 2012). En ce qui 

concerne la fonction des IgT, ils ont été associés, sous forme de polymères aux tissus muqueux, et sous 

forme de monomère dans le sérum (Zhang et al., 2010). Chez la TAC, il a été mis en évidence que les 

lymphocytes B présentant des IgM+ et IgT+ sont capables de réaliser une phagocytose et peuvent tuer des 

bactéries (Zhang et al., 2010).  
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1.3.3.2. L’i u it  innée et adaptative et la réponse des truites 

arc-en-ciel à F. psychrophilum 

Chez la TAC, deux études différentes de la réponse immunitaire précoce (1 et 5 jours après l'infection) 

après une infection par injection de F. psychrophilum ont été réalisées par transcriptomique. La première 

a t  alis e su  deu  lig es isog i ues ho oz gotes de l’INRA p se ta t des iveau  de sista e 

contrastés (A03R résistante et B57S sensible; Langevin et al., 2012). La seconde étude a été réalisée sur une 

population témoin et deux souches de TAC du NCCCWA (National Center for Cool and Cold Water 

Aquaculture, Etats-Unis), une résistante et une sensible à F. psychrophilum (Marancik et al., 2015). Les 

deux souches (ARS-Fp-S pour sensible et ARS-Fp-R pour résistante) ont été produites par sélection 

divergente pour la résistance à F. psychrophilum à partir de 2005 (Silverstein et al., 2009). 

Ces deu  tudes o t is e  vide e l’i po ta e de la po se i fla atoire avec une surexpression de 

gènes pro-inflammatoires chez les TAC issues des lignées sensibles et de gènes codant pour différentes 

c toki es. Elles soulig e t aussi toutes les deu  l’i po ta e des effe teu s a ti a t ie s et du s st e 

du complément dans la réponse immunitaire innée à F. psychrophilum. Ainsi, l’e p essio  de uel ues 

gènes codant pour des protéines du système du complément était induite par l’i fe tio  C3, C9, C4-b-like 

et C1q-like), mais sans différence significative entre ARS-Fp-S et ARS-Fp-R da s l’ tude de Marancik et al., 

(2015) alors que Langevin et al., (2012) i di ue t ue l’e p essio  d’un gène codant pour le complément 

C3 est plus induite chez les poissons de la lignée résistante (A03R) que chez les poissons de la lignée sensible 

(G17S). Et donc, on peut soupçonner un rôle particulier du système complément dans les différences 

individuelles de résistance avec une infection. 

Une autre étude réalisée dans d’aut es familles de TAC issues du NCCCWA infectées par injection intra-

péritonéale avec F. psychrophilum (Johnson et al., 2008) a mis en évidence une association suggestive 

entre des marqueurs microsatellites du CMH-I  et la su vie à l'i fe tio . Les auteu s sugg e t u’u e 

perte de polymorphisme aux marqueurs du CMH-Ib pourrait être associée à la moins bonne survie à 

l’i fe tio . Plusieu s tudes soulig e t aussi le rôle des lymphocytes B dans la réponse à une infection 

expérimentale avec F. psychrophilum. Deux études mettent en évidence une différence significative du 

iveau de atu atio  des l pho tes B ai si ue de l’a o da e des deu  lasses d’Ig (IgT et IgM) chez 

des TAC aïves, issues d’u e lig e sista te et d’u e lig e se si le ap s u e i fe tio  pa  i je tio  

(Zwollo et al., 2015, 2017). Enfin, Marancik et al., (2015) mettent aussi en évidence une légère induction 

de l’e pression des gènes igm et igt chez les poissons de la lignée ARS-Fp-R et de la lignée contrôle par 
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rapport aux poissons de la lignée ARS-Fp-S. Ces résultats semblent indiquer que la réponse immunitaire 

adaptative des truites sensibles (ARS-Fp-S) est plus tardive. 

Outre les gènes impliqués dans la réponse immunitaire, différents gènes impliqués dans les processus de 

réparation tissulaire et de reconstruction après une blessure sont surexprimés chez les poissons infectés 

par F. psychrophilum (Marancik et al., 2015) ce qui est à ett e e  elatio  ave  l’i po ta e des l sio s 

oti ues i duites pa  l’a tivit  p ot ol ti ue de la a t ie lo s de l’i fe tio . 

Les moyens à disposition des éleveurs pour lutter contre la flavobactériose étant limités et dans un 

objectif de dimi utio  de l’usage d’a ti ioti ues, il est i porta t de chercher d’autres solutio s pour 

li iter l’i pact co o i ue de cette aladie. U e eilleure co aissa ce des ca is es i pli u s 

da s la r sista ce per ettrait d’e visager le d veloppe e t de ouveaux vaccins plus efficaces. Une 

i for atio  pr cise sur l’i plicatio  de certai s g es da s la r po se i u itaire des TAC à F. 

psychrophilum per ettrait d’e visager l’a lioratio  g ti ue de la r sista ce des cheptels par u e 

approche dite de « gène candidat » e  tudia t l’associatio  e tre le pol orphis e au g e et les 

variatio s de r sista ce. Cepe da t, la r po se i u itaire des TAC à l’i fectio  est co ple e et et 

en jeu de nombreux mécanismes immunitaires et voies métaboliques et donc semble compromettre 

l’ide tificatio  de g es ca didat. D’autres thodes d’a lioratio  g ti ues SAM, SG) permettant 

de tirer profit de la varia ilit  g ti ue d’u  caract re h rita le se le t plus adapt es da s le cas de 

la flavobactériose. Ces méthodes nécessitent dans un premier temps de définir à la fois les objectifs et 

les critères de sélection et de pouvoir mesurer correctement ces critères.  
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1.3.4.  Qu’est- e ue la po se à l’i fe tio  ? 

La litt atu e p opose de d o pose  la po se d’u  hôte à l’i fe tio  pa  u  age t pathog e e  deu  

concepts. Ces concepts ont dans un premier temps été proposés en biologie végétale puis étendus à la 

biologie animale (Råberg et al., 2007, 2009) : 

- La résistance, qui est la apa it  de l’hôte à li ite  l’i fe tio  soit di e te e t e  e p ha t 

l’age t pathog e de pénétrer da s l’o ga is e lo ua t les voies d’e t es  soit e  l’atta ua t 

et en empêchant sa multiplication voire e  s’e  d a assa t.  

- La tolérance, qui est la apa it  de l’hôte à li ite  l’i pa t d’u e ha ge pathog e do e su  la 

sa t  et les pe fo a es de l’hôte.  

La résistance nécessite u e po se i u itai e adapt e à l’age t pathog e pou  l’ li i e , qui 

impliquerait des gènes codant pour des voies métaboliques. Tandis que la tolérance met plutôt e  œuv e 

des a is es de gu iso  p ot gea t l’hôte des effets fastes de l’age t pathog e sa s l’i pa te  

directement (Glass, 2012). Plusieurs études réalisées chez les plantes ainsi que quelques études chez les 

animaux mettent en évidence que la résistance et la tolérance sont faiblement corrélées génétiquement 

et donc correspondent à deux éléments de réponse indépendants (Revue de Kause et Ødegård, 2012) ou 

liés par une corrélation génétique négative (Carr et al., 2006 ; Yáñez et al., 2010). On peut ajouter à cette 

dimension génétique de la différence entre tolérance et résistance une dimension écologique et 

volutio iste ave  des o s ue es su  l’ ologie des age ts pathog es. E  effet, améliorer la 

résistance des individus agit négativement sur les pathogènes, ce qui peut avoir comme bénéfice 

d’ adi ue  la aladie ais aussi d’imposer à l’age t pathog e une pression de sélection en faveur de 

nouveaux facteurs de virulence. En revanche, la tol a e a a t u  i pa t eut e su  l’age t pathog e, 

son amélioration ne devrait pas modifier l’ ologie des populatio s de pathog es, i positivement, ni 

négativement (Carr et al., 2006 ; Woolhouse et al., 2002). Il est donc important de mieux prendre en 

compte ces deux dimensions de la po se de l’hôte à l’i fe tio  da s u e opti ue d’a lio atio  de la 

sa t  des heptels, afi  de ieu  savoi  les esu e  et de d ide  de la eilleu e st at gie d’a lio atio  

génétique sur le long terme. 

Si de nombreuses études ont mis en évidence une importante variabilité pour la résistance des poissons à 

différents agents pathogènes (Gjedrem et Gjedrem, 2015 ; Robinson et al., 2017 ; Yáñez et al., 2014a), peu 

d’ tudes s’i t essent à la tolérance (Doeschl-Wilson et Kyriazakis, 2012). Ce fai le o e d’ tude su  la 
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tol a e s’e pli ue e  pa tie par la difficulté de mesurer et quantifier la tolérance (Doeschl-Wilson et al., 

2012b), au contraire différentes mesures de la résistance existent et sont relativement bien documentées.  

1.3.4.1. Mesurer et analyser la résistance 

En pratique, différentes mesures phénotypiques sont réalisables, plus ou moins facilement, pour 

ua tifie  la sista e glo ale d’u  i dividu Figu e 17). Ces esu es de la sista e s’ loig e t de la 

définition de résistance proposée par Råberg et al. (2007, 2009) dans le sens où, ie  souve t, o  ’est 

pas e  esu e de ua tifie  l’i fe tio  de l’hôte pa  l’age t pathog e.  

La première mesure consiste à répondre à la question : « est- e ue l’i dividu a su v u à l’i fe tio  ? ». 

Cette mesure revient à assimiler la résistance à la survie. Ce caractère est en pratique très simple à 

mesurer, en conditions expérimentales ou pour un éleveur et il est aussi particulièrement intéressant d’u  

point de vue économique. En génétique animale, on appelle généralement ce premier caractère le statut 

et o  l’a al se o e u e do e i ai e. 

Une seconde mesure vise à mieux distinguer entre eux les individus sensibles (infectés et qui vont en 

mourir) en leur attribuant une valeur différente en fonction de la vitesse à laquelle ils succombent 

(Robinson et al., 2017). Da s e as, o  fait l’h poth se ue l’e se le des i dividus est infecté le même 

jour et on attribue comme valeur phénotypique à un individu sensible sa date de mort et on mesure alors 

l’e dura ce, ’est-à-di e la apa it  de l’hôte à o att e l’i fe tio . E  ta t ue telle, l’e du a e ’a 

pas d’i t t pou  les p og a es de s le tio  ais elle pe et de mieux caractériser la sensibilité des 

i dividus e t e eu  ui su o e t d s les p e ie s jou s de l’i fe tio  et les i dividus oi s se si les 

qui succombent plus tardivement. L’e du a e est analysée comme une variable gaussienne.  

L’i fo atio  de la i ti ue de o talit , po t e pa  l’e du a e ’est pas e ploit e lo s u’o  esu e 

uniquement la survie. En pratique, on utilise souvent le caractère date de mort pour quantifier la 

sista e e  do a t à l’e se le des i dividus survivants une valeu  ph ot pi ue, ’est-à-dire une 

« fausse date de mort » (souvent la dernière date de mort +1). En génétique animale, on fait 

l’app o i atio  ue ette va ia le suit u e dist i utio  o ale, e si da s la p ati ue o  s’e  loig e 

(Moreno et al., 2005 ; Vallejo et al., 2017b). Cette approximation est nécessaire pour de nombreuses 

analyses puisque les modèles statistiques développés en génétique animale sont souvent basés sur des 

variables gaussiennes.  
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E cart. .  Pri cipe de ase de l’a al se de survie et le od le de Co  

L’a al se de su vie est l’ tude de l’appa itio  d’u  v e e t au ou s du te ps do t la p o a ilit  su  u  te ps 
infini est de 1. Dans le cas de la résistance à une maladie, cet événement est le décès. Elle permet de tenir compte 

des do es de l’e se le des i dividus, eu  ui eu ent pe da t l’e p ie e ais aussi tous eu  ui 
’atteig e t pas l’ v e e t ava t la fi  de l’e p ie e, ’est-à-dire les survivants. On parle de données 

censurées 

L’a al se de su vie utilise u e fo tio  de su vie : = � >  , ≥  soit la probabilité que la durée de 

survie (T) dépasse un temps t fixé.  

Le is ue i sta ta  λ t  est, pou  t fi , la p o a ilit  pou  u  i dividu de ou i  da s u  petit i te valle de 
te ps ap s t sa ha t u’il a su v u jus ue t : 

=  �i�ℎ→0 �  < + ℎ | ≥ℎ  

 

Pour estimer le risque instantané il existe plusieurs méthodes, non-paramétriques (Kaplan-Meier), semi-

paramétriques (Cox) ou paramétriques (Weibull).  

Le od le de Co  est la ge e t utilis  e  a al ses de su vies a  il pe et d’ value  l’effet de ova ia les sur la 

du e de vie, o  dit ue ’est u  od le à hasa ds p opo tio els.  

Dans ce modèle, la fonction de hasard est commune à tous les individus :   | � = 0 � � �′�  

Avec 0  une fonction inconnue de t qui exprime le risque de base, β ) l’effet des covariables (avec Z un vecteur 

de ova ia les et β u  ve teu  de oeffi ie t de g essio .  

On parle de modèle à risques proportionnels car pour deux populations a et b, le rapport des fonctions de hasard 

est constant au cours du temps : 

  | � | � = � � �′�� � �′�  

 

Les fonctions de hasard sont donc proportionnelles et ce rapport des fonctions de hasard est appelé risque relatif 

(Hazard ratio en anglais. Si ce risque relatif est supérieur à 1 le risque de décès est plus important dans la 

population a que b (et inversement). 
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En fonction du protocole infectieux, on peut parfois diffi ile e t affi e  ue l’hôte a bien été infecté (cas 

de la balnéation, voir § 1.3.4.3) On ne fait donc généralement pas la distinction, au sein des individus 

résistants (qui survivent) entre les individus qui se sont laissés e vahi  pa  l’age t pathog e et eu  ui 

o t e p h  l’i fe tio . Pou  ieu  a a t ise  es i dividus et do  affi e  la esu e de la sista e, 

on peut mesurer la charge en agents pathogènes d’u  i dividu pendant ou ap s l’i fe tio .  

Pou  e tai s age ts pathog es, ette ha ge est fa ile e t a essi le, ’est pa  e e ple le as du pou 

de mer (Caligusou lepeophtheirus) qui affecte certains saumons et pour lequel il est possible de compter 

le o e de pou  à la su fa e d’u  poisso . C’est aussi le as de aladies do t les sig es li i ues o e 

des l sio s ou ul es uta s peuve t t e d o s, pa  e e ple l’i fe tio  du tu ot Scophthalmus 

maximus) par le parasite Philasterides dicentrarchi. En dehors de ces quels cas, la charge bactérienne ou 

vi ale da s les o ga es et/ou tissus i fe t s le s u , la ate, le u us…  est alis e de faço  i di e te 

(détection (quantification) par (q)PCR, étalement, … . Cepe da t, ce type de mesures est invasif 

(prélèvement de sang sur poissons assez grands, euthanasie pour prélèvements de tissus internes). En 

pratique, la mesure de la charge en agents pathogènes est réservée aux études expérimentales visant une 

description fine de l’i fe tio . 

1.3.4.2. Mesurer et analyser la tolérance et la résilience 

La tolérance est encore plus complexe à mesurer que la résistance puisque selon la définition de Råberg 

et al. (2007, 2009), elle mesure la capacité de l'hôte à limiter les dommages provoqués par une charge en 

pathogène donnée. En pratique, la mesure de ces dommages est difficile. 

En effet, la mesure individuelle de la tolérance nécessite des mesures répétées des performances 

individuelles pour différentes charges infectieuses (Simms, 2000), la tolérance est ensuite définie comme 

la pente de la régression des performances en fonction de la charge (Figure 18). En pratique, pour certains 

agents pathogènes et certaines méthodes d'infections, la charge en pathogène est difficile voire 

impossible à contrôler ou mesurer sur des individus vivants. Plusieurs études estiment donc la tolérance 

e  o e e da s u  g oupe d’hôte (Doeschl-Wilson et al., 2012b ; Kause et Ødegård, 2012). D’aut es 

études fo t l’app o i atio  ue la tol a e peut t e esu e o e la diff e e de pe fo a e 

entre les individus infectés et les individus sains, cette mesure peut-elle être réalisée au niveau individuel 

ou d’u  g oupe (Carr et al., 2006 ; Fineblum et Rausher, 1995). Cette mesure individuelle de la tolérance 

permet de prendre en compte la variabilité individuelle pour éventuellement sélectionner ce caractère. 

Cependant, Doeschl-Wilson et al. (2012b) ont montré par des simulations que, sans connaissance précise 
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1.3.4.3.1. Les diff e tes thodes d’i fe tio  e p i e tales e  

condition contrôlées 

La reproductibilité et le fait de pouvoir contrôler un certain nombre de paramètres environnementaux 

ava t et pe da t l’i fe tio  sont les principaux avantages de l’i fe tio  i duite e p i e tale e t. Dans 

une certaine mesure, elle permet aussi de maitriser la s v it  de l’i fe tio  e  o t ôla t la dose 

infectieuse appliquée ou la virulence du pathogène par le choix de la souche. Pou  ela, la DL  d’u  

pathog e d’u e sou he  ui o espo d à la dose nécessaire pour tuer 50% des individus est estimée au 

préalable. Les trois principales thodes d’i fe tio s utilisées en aquaculture sont l'injection, la 

balnéation et la cohabitation.  

U e solutio  o te a t l’age t pathog e peut t e ad i ist e pa  u e injection intramusculaire ou 

intra-péritonéale. Cette méthode est, théoriquement, la plus facile à standardiser. La dose injectée est 

contrôlée. Le o e t p is de l’i fe tio  est o u et ’est la seule thode ui pe et d’i fe te  ave  

e titude tous les poisso s. Co e l’age t pathog e est i t oduit di e te e t da s l’hôte, ette 

méthode court- i uite les p e i es lig es de d fe se de l’hôte la peau, le u us, les ailles… . 

L’i je tio  e peut t e alis e ue su  des poisso s p ala le e t a esth si s. Cepe da t, l’a esth sie 

et la manipulation des individus peuvent avoir des effets collatéraux sur la survie qui ne peuvent pas être 

distingu s des effets de l’i fe tio .  

Pour la balnéation, aussi appelée immersion, on met l'agent pathogène en contact avec l'hôte via leur 

environnement commun : l'eau. Pour ce faire, on verse une solution contenant l'agent pathogène dans 

l'eau d'un aquarium contenant les hôtes à infecter. Les paramètres de balnéation varient selon le couple 

hôte/pathog e o e la du e de la al atio , la te p atu e de l'eau, l'o g atio . L’i fe tio  pa  

al atio  est plus p o he de l’i fe tio  atu elle ue l’i je tio . Elle sti ule l’e se le des lig es de 

d fe se ha ituelles de l’hôte. Elle pe et do  de ieu  p e d e e  o pte l’e se le des a is es, 

e te es et i te es, de d fe se de l’hôte. Si o  ait ise la ultu e du pathog e pou  des volu es 

souvent très sup ieu s à eu  e uis pa  l’i je tio , la al atio  est elative e t fa ile à standardiser 

et elle e essite pas d’a esth sie. Ave  la al atio , on peut exploiter la capacité de l'hôte à bloquer 

l'infection, qui est une des composantes de la résistance. Pour assurer un contact suffisamment long entre 

l'agent pathogène et l'hôte, et donc donner la possibilité à l'agent pathogène d'infecter l'hôte, il faut une 

grande quantité d'inoculum et donc produire l'agent pathogène en grande quantité. Ce qui, pour certains 

agents pathogènes, peut t e li ita t. Co t ai e e t à l’i je tio  hez les poisso s, la al atio  e 

essite pas d’a esth sie, ais est g ale e t asso i  à u  st ess de o fi e e t pe da t la p iode 
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de o ta t ave  l’age t i fe tio . E fi , si la al atio  est suppos e i e  l’i fe tio  atu elle, 

l’i fe tio  ’est g ale e t d le h e u’ave  u e e positio  à des o e t atio s assives d’age ts 

pathogènes, non représentatives de ce qui se passe en conditions naturelles.  

La cohabitation se réalise en deux temps : un petit groupe de poissons dit « réceptacles » est infecté, 

g ale e t pa  i je tio , puis, pla s e  o ta t da s le e assi , ou e  a o t de l’a iv e d’eau  

avec les poissons sains étudiés. Cette méthode mime la s ue e des v e e ts lo s d’ pisode 

infectieux spontané avec quelques poissons malades qui libèrent et transmettent l'agent pathogène. 

Co e la al atio , elle sti ule l’e se le des a is es de d fe se de l’hôte. Elle peut aussi 

permettre, dans certaines conditions particulières, de mesurer la capacité des poissons réceptacles à 

li e  l’age t pathog e et à i fe te  leu s o g es. Elle e essite ue l’i je tio  d’u  petit o e 

de poissons, et donc est relativement peu coûteuse en temps de pr pa atio  et e  ua tit  d’i o ulu . 

Elle nécessite une étape supplémentaire afin de choisir des individus réceptacles suffisamment réceptifs 

pour pouvoir infecter les autres individus. 

Balnéation ou cohabitation ne permettent pas de savoir si un poisson su vit pa e u’il e s’est pas laiss  

i fe t  pa  l’age t pathog e ou pa e u’il a sist  à l’i fe tio  ap s s’ t e laiss  e vahi . Ce type 

d'infection ne permet pas non plus de connaitre la dose infectieuse individuelle ni le o e t de l’i fe tio  

(limitant pour mesurer l’e du a e . U e si ulatio  a o t  u’u e fai le o talit  oi s de %  

induisait une estimation erronée de l'héritabilité, paramètre crucial pour les analyses génétiques, de la 

résistance puis u’u e pa tie des i dividus ’ taie t sa s doute pas i fe t s (Bishop et Woolliams, 2010). 

Ces résultats ont été confirmés da s d’aut es a al ses voi e evue de Robinson et al., 2017), par exemple, 

si on mesure la résistance comme un caractère binaire (statut), la meilleure précision de l'héritabilité est 

obtenue pour une mortalité entre 30% et 70% (Vandeputte et al., 2009b  dans Robinson et al., 2017). 

1.3.4.3.2. Utiliser les épisodes de mortalité naturelle 

De nombreux épisodes de mortalités se produisant spontanément dans les élevages, il peut être 

i t essa t d’essa e  d’e  ti e  pa ti pou  esu e  la po se à l'i fe tio . Da s e as, pou  p ofite  

pleinement d'un épisode infectieux in campo, il faut simplement pouvoir enregistrer la mortalité de façon 

quotidienne (ou biquotidienne pour plus de rigueur) pour recueillir les phénotypes « statut » et « date de 

mort ». Il faut aussi s'assu e  de la p se e de l'age t pathog e, pou  o fi e  l’o igi e de l'i fe tio . 

De très nombreux paramètres diffi ile e t o t ôla le e  situatio  d’i fe tio  atu elle te p atu e et 

ualit  de l’eau, histo i ue d’ levage, pisodes i fe tieu  a t ieu s…  peuvent influencer la réponse à 
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l’i fe tio . De plus, le t avail e  ilieu o  o t ôl  e pose à des situatio s d’i fe tio s i te u e tes 

avec co-i fe tio  pa  plusieu s age ts pathog es, voi e pa  plusieu s sou hes d’u  e pathog e 

Be a det, o u i atio  pe so elle . Il est aussi i possi le de o t ôle  la s v it  de l’ pisode 

puisque la vi ule e de l’age t pathog e ’est pas o ue a priori. Ainsi, on peut avoir des épisodes 

infectieux avec une mortalité très limitée ou au contraire très importante et non exploitables (Morin et 

al., 2016). Dans un lot de candidats à la sélection, on sera tenté de contrôler la maladie en administrant 

un traitement et donc de biaiser la mesure de la résistance. Enfin, comme pour l'infection par balnéation 

et cohabitatio , o  e disti gue pas les i dividus ui o t elle e t t  i fe t s de eu  ui e l’o t pas 

été. La mesure de la réponse à l'infection est donc moins fine et il est impossible, pour des raisons 

pratiques, de mesurer la tolérance.  

E  p ati ue aujou d’hui, les éleveurs souhaitant améliorer la résistance à un pathogène font appel à une 

structure spécialisée qui réalise une infection expérimentale contrôlée sur un certain nombre de 

collatéraux des candidats. Ainsi, des infections expérimentales sur le bar, la daurade et la TAC pour cinq 

pathogènes différents sont réalisées dans le cadre de programmes de sélection et de programmes de 

recherche à « FORTIOR Genetics », u e st u tu e o joi te e t e l’ANSES et le SYSAAF (Morin et al., 2016) 

(Finistère, France). Da s le as de la flavo a t iose, seul l’INRA aît ise les i fe tio s e p i e tales ui 

pour le moment sont uniquement alis es da s le ad e d’ tudes e p i e tales. 

1.3.4.3.3. Les infections expérimentales avec Flavobacterium 

psychrophilum 

La principale difficulté dans la mise en place de protocoles infectieux avec F. psychrophilum réside dans la 

maîtrise de la culture de la bactérie. Comme indiqué dans le paragraphe 1.3.1.2, F. psychrophilum est 

plutôt fastidieuse à cultiver en grande quantité, et sa virulence a tendance à diminuer légèrement avec le 

temps selon les méthodes de conservations. Plusieurs infections expérimentales par injection intra-

péritonéale (IP) de F. psychrophilum ou cohabitation avec des poissons scarifiés ont été menées chez le 

saumon coho par Borg dès 1948 (Borg, 1948 dans Madsen et Dalsgaard, 1999). Cependant, les expériences 

’ taie t pas ep odu ti les. Diff e tes thodes o t aussi t  test es hez la TAC, o e l’i je tio  

IP, intramusculaire (IM) ou sous-cutanée ou encore la balnéation dans une suspension de bactérie (Holt, 

1988; Rangdale, 1995) dans (Madsen et Dalsgaard, 1999). Là e o e, es thodes ’ taie t souve t pas 

ep odu ti les et diffi iles à ett e e  œuv e. Madsen et Dalsgaard (1999) ont comparé différentes 

thodes d’i fe tio  : l’i je tio  IP, la al atio , la al atio  ave  des poisso s a a t t  st ess s par 
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u  t aite e t à ase de fo ali e et la oha itatio . L’i je tio  IP do e les eilleu s sultats ave  u e 

mortalité plus importante (60 - 70%) en fonction de la virulence de la souche utilisée. La balnéation se 

révèle difficilement reproductible avec des mortalités plus faibles (30%) pour les poissons non stressés 

que pour les poissons stressés (40 - % . E fi , la oha itatio  s’est v l e i effi a e pou  fai e ou i  

les poisso s % de o talit . Les auteu s o lue t do  leu  tude e  e o a da t d’utilise  

l’i je tio  IP pou  des i fe tio s e p i e tales ep odu ti les et pe etta t d’o te ir une mortalité 

contrôlée, en fonction de la virulence de la souche employée. Parallèlement, en France, Garcia et al., 

(2000) proposent une méthode sta da dis e d’i fe tio  pa  i je tio  IM, plus effi a e ue l’IP. La s v it  

de l’i fe tio  pouva t t e o t ôl e e  al ula t la DL  ave  diff e tes o e t atio s de solutio . Ils 

soulignent aussi les problèmes de reproductibilité des infections par balnéation pendant 1h sur des 

poisso s st ess s s a ifi s  e  pa tie à ause de la fo te se si ilit  de la a t ie à la ualit  de l’eau et de 

la difficulté de culture de la bactérie. Ainsi, la majorité des infections expérimentales avec F. psychrophilum 

ont été menées via des p oto oles utilisa t l’i je tio  IM ou IP. Cepe da t, u  p oto ole d’i fe tio  pa  

al atio  a t  is au poi t au sei  d’u  la o atoi e de l’ uipe de Vi ologie et I u ologie 

Mol ulai es VIM  à l’INRA de Jou -en-Josas. Ce protocole, standardisé et reproductible, a été utilisé dans 

le cadre de cette thèse pour une partie des infections expérimentales.  
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1.3.4.4. App o he QTL de l'a hite tu e g ti ue d’u  

caractère  

U e fois les a a t es d’i t t d fi is et esu s, plusieu s thodes pe ette t d’ tudie  leu s ases 

g ti ues. La p e i e app o he de la g ti ue d’u  a a t e d’i t t o siste à esti e  les 

paramètres génétiques tels que l'héritabilité pour prédire les valeurs génétiques des individus à partir du 

od le d it e  e a t . . Esti e  l’h ita ilit  du a a t e est p i o diale da s le ad e de 

programmes de sélection car cela permet de savoir si la sélection sera possible ou non. Les valeurs 

génétiques prédites servent à classer les candidats à la sélection afin de ne conserver que les meilleurs 

o e pa e ts de la g atio  suiva te. U e deu i e app o he o siste à p ise  l’a hite tu e 

g ti ue d’u  a a t e e  ide tifia t les pol o phismes génétiques associés à une variation 

d’e p essio  ph ot pi ue du a a t e pa  u e a tog aphie des QTL QTL pou  Qua titative T ait Lo i . 

Cette approche ne nécessite pas de connaissances a priori sur l'architecture du caractère et explore 

l'ensemble du génome en testant l'association entre le polymorphisme de marqueurs moléculaires et la 

variation du phénotype. On localise ainsi une ou des régions du génome (QTL) contenant les mutations 

responsables de la variation phénotypique observée.  Le principe de ase de l’a al se QTL est la d te tio  

d’u e asso iatio  statisti ue e t e les all les au  a ueu s et le ph ot pe esu . Il e iste plusieu s 

thodes de d te tio  des QTL ui se ase t su  l’a al se de liaiso  LA  da s u  dispositif fa ilial, 

l’a al se d’asso iatio  LDA  da s u e populatio  ou e o e u e o i aiso  des deu  a al ses LD-LA). 

On ne détaillera ici que les méthodes utilisées dans le cadre de cette thèse. 

1.3.4.4.1. La détection de QTL par analyse de liaison : la cartographie 

d’i te valle 

L'analyse de liaison (LA) est utilisée dans un dispositif familial simple, de pleins frères-sœu s ou de de i-

ge ai s lo s u'u e a te g ti ue est dispo i le. Elle pe et d’esti e  l’effet des all les au  a ueu s 

transmis par les ascendants sur les performances des descendants (Figure 19 . L’h poth se sous-jacente 

est ue, s’il e iste u e diff e e de pe fo a es e t e les g oupes de des e da ts selo  l’all le po t  

au a ueu , elle s’e pli ue pa  la s g gatio  des all les d’u  QTL li  au a ueu . Sous l’h poth se 

nulle H0 « absence de QTL », la valeu  o e e de la pe fo a e d’u  g oupe est i d pe da te de 

l’all le au a ueu . La d te tio  d’u  QTL o siste do  à teste  la diff e e de pe fo a es o e es 

des des e da ts selo  l’all le au a ueu  transmis par leurs ascendants. Quand on utilise un dispositif 

fa ilial si plifi , o e des fa illes HD, o  o pa e les o e es e t e deu  lasses à l’aide d’u  test 

de Student. Dans les cas de dispositifs plus complexes, on utilise des modèles de régression linéaire.  







102 
 

Pou  teste  l’h poth se de l’e iste e d’u  QTL, o  utilise u e thode as e su  la fo tio  de 

vraisemblance en faisant un rapport de vraisemblance (LRT pour Likelihood Ratio Test) en tout point de 

l’i te valle (Le Roy et al., 1998). On obtient alors un profil de vraisemblance qui décrit le LRT obtenu pour 

toutes les positions testées (Figure 20). Dans QTLMap, le seuil de rejet est déterminé par plusieurs 

simulations ou permutations successives (Voir § 3.1.1.1 et 3.1.2.1). 

La cartographie par intervalle qui utilise les marqueurs flanquant d'un QTL est considérée comme 

relativement robuste (erreur de type I faible) et peu sensibles au non-respect de la normalité de la 

distribution (Knott et Haley, 1992). La puissance de détection du QTL dépendrait principalement de l'effet 

du QTL et de l’effe tif de la population utilisée et non pas de la densité de marqueurs selon une simulation 

de Darvasi et al., (1993). Dans leur étude, pour un effectif et un effet du gène donné, la puissance de 

détection d'un QTL était identique entre un nombre infini de marqueurs et une densité de un marqueur 

tous les 10 cM. En revanche, doubler l'effectif de la population permettait de réduire de moitié la taille de 

l'intervalle de confiance de la position du QTL ainsi que d'augmenter significativement la puissance de 

détection du QTL. Dans le as d’u e fa ille HD, l’a se e d’h t oz gotes da s la des e da e aug e te 

fortement la puissance du test statistique (test de Student) puisque l'effet du QTL estimé est le double de 

l'effet de substitution alléliques (Falconer et Mackay, 1996), ce qui, en théorie au moins, pe et d’utilise  

des dispositifs avec moins de poissons pour détecter des QTL (Martinez et al., 2002) 

La localisation des QTL est peu précise, les intervalles de confiance à 95% sont très larges, souvent plusieurs 

dizaines de Mb et peuvent couvrir l'ensemble d'un chromosome (Darvasi et al., 1993). En effet, on utilise 

la transmission de fragments chromosomiques entre grands-parents et descendants, le nombre de 

e o i aiso s est do  li it  et les f ag e ts de g a de taille. Afi  d’affi e  le plus possi le la 

cartographie des QTL on peut utiliser des familles de grande taille avec de nombreux descendants. On 

augmente ainsi mécaniquement la probabilité de recombinaisons entre les marqueurs, ce qui permet de 

d'avoir des cartes génétiques plus fines (Darvasi et Soller, 1997). Augmenter l'effectif permet aussi 

d'augmenter la puissance des t-test. La taille importante des intervalles de confiance obtenus par analyse 

de liaison rend quasiment impossible la recherche de gènes candidats puisque des centaines de gènes 

peuvent se trouver dans ces zones. 

  



103 
 

1.3.4.4.2. La détection de QTL par a al se d’asso iatio  

Lorsque l'on possède un très grand nombre de marqueurs permettant de couvrir l'ensemble du génome, 

comme les SNP, on peut détecter les QTL par analyse d'association (LDA) qui exploite le déséquilibre de 

liaiso  da s u e populatio  pou  esti e  l’effet du g ot pe au  a ueu s su  le a a t e. 

Le p i ipe de ase de l'a al se d'asso iatio  epose su  l’ tude du déséquilibre de liaison (DL) qui mesure 

l'association préférentielle entre les allèles de deux locus dans une population d'individus supposés non 

apparentés. Plus les loci sont proches et plus les allèles seront transmis ensemble, on dit dans ce cas qu'ils 

sont en déséquilibre de liaison. A l'inverse, deux loci éloignés transmis de façon indépendante sont en 

équilibre de liaison. La détection de QTL par LDA fait l'hypothèse que le QTL et un marqueur (ou un groupe 

de marqueurs) sont en déséquilibre de liaison et donc que la variation de performance observée dans une 

population est statisti ue e t li e à la va iatio  de f ue e all li ue au a ueu . Lo s ue l’a al se 

d’asso iatio  est effe tu e ave  des a ueu s ouv a t l’e semble du génome, on parle de GWAS pour 

Genome Wide Association Study. Plusieu s od les statisti ues o t t  d velopp s afi  d’esti e  les 

effets des SNP individuellement ou par bloc haplotypique (Meuwissen et Goddard, 2000). 

L’ava tage p i ipal de l’a al se d’asso iatio  est u’elle pe et de d te te  des QTL da s u e populatio  

o ple e sa s avoi  esoi  de p odui e des oise e ts e p i e tau  sp ifi ues i d’utilise  des 

fa illes. L’ ha tillo age au sei  de la populatio  est si ple et la a tog aphie des QTL est aussi plus 

p ise u’ave  l’a al se de liaiso .  

En raison du grand nombre de tests multiples réalisés, liés à la densité des marqueurs, de nombreux faux-

positifs sont attendus. En génétique animale, les données dont on dispose sont souvent issues de 

populatio s o te a t u  g a d o e d’i dividus appa e t s. La st u tu e de la populatio  peut aussi 

être la cause de nombreux faux-positifs lo s u’elle ’est pas prise en compte dans le modèle par un effet 

al atoi e pol g i ue. L’asso iatio  g ot pe au a ueu -génotype au gène qui agit sur le caractère 

change au cours des générations à cause des recombinaisons, créant de nouveaux haplotypes et des effets 

différents des marqueurs sur le caractère. Il peut aussi exister un DL entre des locus éloignés des mutations 

causales qui amène à déclarer des associations significatives pour des marqueurs très éloignés des QTL. 

Ainsi, dans les populations de TAC françaises, le DL s’ te d su  de lo gues dista es > M  D’Ambrosio 

et al., in prep), ce qui ne permet pas de localiser précisément un QTL.  
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Différents modèles statistiques ont été proposés pour prendre en compte la structure de la population 

da s les a al ses d’association en les combinant avec les analyses de liaison. 

 

1.3.5. L’app o he LD-LA 

U e app o he o i a t l’a al se d’asso iatio  et l’a al se liaiso  LD-LA) permet de prendre en compte 

la structure de la population et de bénéficier des intérêts des deux approches. L'avantage est de combiner 

la robustesse de l'approche LA, qui permet de suivre la ségrégation des allèles aux marqueurs et aux QTL 

intra-famille, et l'approche LD, qui corrèle le génotype aux marqueurs aux phénotypes observés entre 

familles, permettant de conserver la précision de la localisation des QTL. Différents modèles ont été 

proposés pour la détection de QTL à partir des modèles utilisés pour l'évaluation génétique des individus 

à l'aide d'approches LD-LA. 

Meuwissen et al., (2002) proposent une première méthode qui combine LA et LD en considérant des 

haplot pes de a ueu s ave  le od le d’a al se suiva t : = + �� + �ℎℎ + � +  � 

Avec  le vecteur des performances,  la moyenne, � le vecteur des effets fixes et � la matrice d'incidence 

des effets fixes et � ~ � , ��2 , le vecteur des résidus. � est la matrice d'incidence qui relie les animaux 

aux phénotypes avec  ~ � , ���2  le vecteur des effets polygéniques, �ℎ  la matrice d'incidence qui relie 

les haplotypes aux phénotypes et enfin ℎ~ � , �ℎ2  le vecteur des effets haplotypiques. La matrice A 

est la matrice d'apparentement entre les individus, calculée à partir du pedigree et la matrice H est la 

matrice de variance-covariance entre haplotypes qui prend en compte le DL. 

Le modèle GBLUP (Genomic BLUP, (Henderson, 1963, 1973) est un modèle multi-marqueurs qui permet 

d'estimer simultanément les effets de l'ensemble marqueurs à l'aide une matrice de parenté génomique 

(G) (VanRaden, 2008) :  = + �� + �� +  � 

avec  le vecteur des performances,  la moyenne, � le vecteur des effets fixes, � un vecteur des effets 

des marqueurs, supposés aléatoires avec � ~ � , ��2 , Z la matrice d'incidence des génotypes (codés 0, 
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1 ou 2) et � ~ � , ��2 , le vecteur des résidus. La matrice G, construite à partir de l'ensemble des 

marqueurs permet de prendre en compte la structure de la population. 

On peut augmenter la précision et la puissance de détection (H. Wang et al., 2012 b) par une analyse avec 

un modèle ssGBLUP (single-step GBLUP) incluant des individus phénotypés, non génotypés, mais 

apparentés aux individus génotypés. Le ssGBLUP utilise le même modèle que le GBLUP mais on remplace 

la matrice G par une matrice de parenté mixte qui combine la matrice G et la matrice A (Aguilar et al., 

2010). 

Ces méthodes LD-LA sont plus robustes que les approches LDA dans le cas de populations structurées.  

Il existe donc plusieurs méthodes statistiques qui permettent de détecter des QTL associés à une 

performance dans des familles (LA) ou des populations peu structurée (LD) ou très structurées en familles 

(LD-LA). Ces différentes méthodes pe ette t d’avoi  u e visio  plus ou oi s fi e de l’a hite tu e 

génétique des caractères. Avant l'avènement des nouvelles technologies de génotypage permettant 

d'obtenir des dizaines (voire des centaines) de milliers de marqueurs SNP, les méthodes LA étaient très 

utiles dans des dispositifs familiaux simples. En raison de l'arrivée des puces de génotypage à moyenne et 

haute de sit s, asso i e à l’esso  de la s le tio  g o i ue ui pe et d'o te i  les ph ot pes et 

génotypes de nombreux individus dans des populations structurées en familles, les méthodes LD-LA 

se le t les plus i t essa tes à ett e e  œuv e a tuelle e t pou  l' tude de a a t es o ple es 

(Legarra et Fernando, 2009).  

Chez la TAC, de nombreux QTL associés à la résistance à différentes maladies ont ainsi été identifiés. 

Certaines de ces maladies ont un déterminisme quasi-monogénique avec un QTL majeur qui explique plus 

de la oiti  de la va ia e ph ot pi ue du a a t e. C’est pa  e e ple le as de la sista e à la 

septicémie hémorragique virale (Verrier et al., 2013) avec un QTL qui explique entre 49% et 65% de 

variance phénotypique ou encore la résistance au pathogène Myxobolu cerebralis (Baerwald et al., 2011) 

ave  u  seul QTL e pli ua t e t e % et % de va ia e ph ot pi ue. D’aut es aladies o t plutôt 

une structure oligogénique avec quelques QTL majeurs impliqués, comme la résistance à la NPI (Ozaki et 

al., 2001) ave  deu  QTL e pli ua t e t e % et % de va ia e ph ot pi ue. E fi , pou  d’aut es 

maladies, la résistance est polygénique car elle est expliquée par un grand nombre de QTL ; ’est pa  

exemple le cas de la nécrose hématopoïétique infectieuse (Palti et al., 1999 ; Khoo et al., 2004 ; Rodriguez 

et al., 2004). 
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Conclusion partie 1.3 
 

La flavo a t iose d’eau f oide est u e aladie a t ie e ui tou he l’e se le des sal o id s lev s 

e  eau dou e. Elle est espo sa le ha ue a e d’i po ta tes pe tes o o i ues à ause de la fo te 

mortalité et des malformations qui peuvent persister chez les survivants en raison de l’a tivit  

protéolytique de son agent pathogène F. psychrophilum. Les principaux facteurs de virulence de cette 

bactérie sont sa capacité à adhérer aux surfaces muqueuses de son hôte et son activité protéolytique. 

Plusieurs études ont mis en évidence une diversité génétique modérée de la bactérie avec la 

prédominance de quelques complexes- lo au , souve t asso i s à u e esp e hôte. L’e se le des 

a is es i u itai es de la po se à l’i fe tio  hez la TAC e so t pas encore entièrement connus, 

mais F. psychrophilum déclenche une forte réponse inflammatoire qui mobilise de nombreuses voies 

ta oli ues i pli u es da s l’i u it  i e et adaptative.  

L’a al se g ti ue de la po se à l’i fe tio  des TAC pa  F. psychrophilum nécessite, dans un premier 

te ps de d fi i  les diff e tes o posa tes de ette po se et d’ide tifie  des thodes de esu es 

et quantification de ces différents composants. En pratique, il est parfois difficile voire impossible de 

mesurer la variabilité individuelle de la résistance et de la tolérance comme défini dans la littérature. Le 

développement de protocoles standardisés permettant une infection expérimentale avec F. 

psychrophilum pe et, aujou d’hui, de esu e  diff e ts a a t es de sista e et d’app o i e  la 

tolérance chez la TAC. Enfin, différentes méthodes de détection de QTL permettent de tirer pleinement 

p ofit de es ph ot pes p is pou  ieu  app he de  l’a hite tu e g ti ue o ple e de la po se 

des TAC à une infection par F. psychrophilum. 



107 
 

« TAKE HOME MESSAGE 3 »  
 

 Flavobacterium psychrophilum est une bactérie particulièrement virulente pour différentes 

espèces de salmonidés. Les moyens de prévention et de lutte contre cet agent pathogène sont 

aujou d’hui li it s.  

 Les deu  o posa tes de la po se d’u  hôte à l’i fe tio  pa  u  age t pathog e, la sista e 

et la tolérance/résilience sont importantes à prendre en considération. 

 Diff e tes thodes d’i fe tio s des TAC ave  F. psychrophilum sont possibles. Elles ne 

permettent pas tout à fait de mesurer les mêmes caractères de résistance ou de tolérance et 

peuve t sti ule  diff e tes po ses i u itai es selo  si l’age t pathog e est i je t  

di e te e t da s l’hôte ou s’il doit d’a o d o tou e  ses d fe ses e ternes. 

 Différentes méthodes de détection de Quantitative Trait Loci (QTL) permettent de mieux 

app he de  l’a hite tu e g ti ue d’u  a a t e o ple e. 

o L’a al se de liaiso  LA , da s des dispositifs st u tu s e  fa illes, esti e l’effet des 

allèles aux marqueurs transmis par les ascendants sur les performances des descendants. 

Les méthodes LA sont très robustes.  

o L’a al se d’asso iatio  LDA), dans des populations non structurées, exploite le 

déséquilibre de liaison entre un QTL et les marqueurs pour esti e  l’effet du g ot pe 

aux marqueurs sur le caractère. L'utilisation de méthode LDA permet de localiser plus 

précisément les QTL. 

 Aujourd'hui, avec les nouvelles technologies de génotypage fin, les analyses LD-LA qui exploitent 

le déséquilibre de liaison entre un QTL et les marqueurs et qui permettent de prendre en compte 

la structure des familles semblent les plus intéressantes pour l'étude de caractères complexes. 

Pour toutes les approches, un facteur limitant la puissance de détection des QTL est le nombre important 

d’i dividus à g ot pe  et ph ot pe . Cepe da t, l’utilisatio  d'i dividus HD pe et, da s le as de 

détection de QTL par LA, de réduire l'effectif de la famille tout en conservant la puissance de détection des 

QTL. 
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2.1. Contexte scientifique du travail de 

thèse 

2.1.1.  Données de la littérature : la résistance, un 

caractère héritable, avec mise en évidence de quelques 

QTL après des infections expérimentales  

Plusieu s tudes o t esti  l’h ita ilit  de la sista e, esu e o e le statut ou la date de o t, à 

F. psychrophilum entre 0,07 et 0,53 (Henryon et al., 2005 ; Leeds et al., 2010 ; Silverstein et al., 2009 ; 

Vallejo et al., 2010). En pratique, on pourrait donc améliorer ce caractère par la sélection à partir des 

performances des collatéraux des candidats à une infection expérimentale (Chapuis et al., 2012). C’est e 

qui a été fait par le NCCCWA (Etats-Unis) à partir de 2005 (Leeds et al., 2010 ; Silverstein et al., 2009). Après 

deux générations de sélection, les premiers résultats se sont avérés très encourageants avec une 

augmentation de 45% de la différence de survie entre souches sélectionnées et souches témoins après 

deux générations de sélection (Leeds et al., 2010). 

Des premiers travaux prospectifs réalisés à partir de simulations (Bayesian Segregation Analysis) utilisant 

uniquement des données phénotypiques de résistance sur ces mêmes familles ont estimé que la résistance 

à F. psychrophilum était contrôlée par un petit nombre de QTL (6 à 10) expliquant plus de 80% de la 

variance phénotypique (Vallejo et al., 2010). Suite à cet article, les premières détections de QTL de 

résistance (survie ou date de o t  o t apide e t t  alis es pa  a al se de liaiso  à l’aide de 

marqueurs microsatellites dans des croisements entre familles résistantes et familles sensibles (Vallejo et 

al., 2014 ; Wiens et al., 2013). Puis une première GWAS a été réalisée dans une population commerciale 

en sélection (Clear Springs Foods Inc., Etats-Unis) grâce à un premier panel de SNP obtenus par RADseq 

(Campbell et al., 2014). Ces différentes analyses ont permis de détecter plusieurs QTL de résistance (survie 

ou date de mort), dont quelques QTL qualifiés de majeurs par les auteurs car expliquant plus de 20% de la 

variance phénotypique et jusque 40% dans le cas de la date de mort (Vallejo et al., 2014). Cependant, 

toutes ces analyses ont été réalisées dans des populations américaines, soit commerciales (Campbell et 

al., 2014) soit issues du programme de sélection du NCCCWA (Vallejo et al., 2014 ; Wiens et al., 2013) et 
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avaient donc une portée potentiellement limitée pour des populations françaises dont le fond génétique 

est sans doute différent.  

D’u e pa t, es diff e tes tudes epose t toutes su  u  p oto ole d’i fe tio  pa  i jection. Elles ne 

pe ette t do  pas d’e plo e  l’e se le des a is es de d fe se de l’hôte, e  pa ti ulie  le ôle 

pote tiel de la peau et du u us pou  o t ôle  et li ite  l’e t e des age ts pathog es, de plus e  plus 

souligné dans la littérature. 

D’aut e pa t, au u e de es tudes ’a ’e plo  les possi les i te a tio s e t e g ot pe de l’hôte et 

génotype bactérien. Or différentes souches de F. psychrophilum so t sus epti les d’avoi  diff e ts 

facteurs de virulence et la question se pose donc de savoir si la résistance à une souche bactérienne 

obtenue par sélection permet de résister à une souche différente.  

E fi , es diff e tes tudes s’i t esse t p es ue u i ue e t à la sista e esu e ave  la su vie e  

fi  d’ p euve ou la date de o t. Elles passent ainsi sous silence les autres composantes de la réponse à 

l’i fe tio , o e la tol a e, la silie e ou e o e la ha ge a t ie e. 

 

2.1.2.  Da s les p ojets d velopp s à l’INRA : mise au 

poi t d’u e i fe tio  e p i e tale pa  al atio  et 

utilisation des lignées isogéniques comme modèle 

d’a al se g ti ue 

A l’INRA, la sista e à F. psychrophilum hez la TAC est tudi e da s le ad e d’u  p og a e o joi t 

entre bactériologistes et généticiens. Cette collaboration a permis de combiner des approches au niveau 

de la a t ie ph siologie, g o i ue, e he he des fa teu s de vi ule e  et de l’hôte (variabilité 

génétique, réponse immunitaire antibactérienne). Parallèlement, les professionnels ont affiché une 

otivatio  i po ta te pou  l’i t odu tio  de la sista e au  aladies da s les s h as de s le tio . La 

a a t isatio  de l’a hite tu e g étique de la résistance et les modalités de son exploitation dans les 

s h as de s le tio  hoi  d’u  p oto ole d’i fe tio  e p i e tale, modalités de sélection) est donc 

devenu un enjeu pour la filière.  
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L’opti isatio  des o ditio s de ultu e et de colte de la bactérie a permis de mettre au point un 

p oto ole e p i e tal pe etta t d’i fe te  pa  al atio  u  o e i po ta t de poisso s. Plusieu s 

souches bactériennes ont été testées, et seule la souche FRGDSA 1882/11 (ST90), isolée en France à 

l’o asio  d’u  pisode i fe tieu  s v e, s’est v l e o pati le ave  u e o e effi a it  de l’i fe tio  

par immersion. Les autres souches ont induit des mortalités trop faibles pour être exploitées dans des 

analyses génétiques. Cependant, du fait de cette virulence, la mortalité après injection sur des jeunes 

poissons peut être vraiment très importante et est parfois difficile à maitriser même en diluant la solution 

injectée.  

Les deux protocoles infectieux (balnéation et injection) ont permis de tester et de comparer la résistance 

des lig es isog i ues de la olle tio  de l’INRA. Quel ue soit le p oto ole, u e fo te va ia ilit  de la 

résistance entre lignées est mise en évidence, avec des lignées très résistantes (R23R) et des lignées très 

sensibles dont la mortalité est rapide et importante (G17S, A36S) (Figure 21). Ces lignées isogéniques sont 

do  u  at iel iologi ue i t essa t pou  u e a al se g ti ue de la sista e à la a t ie puis u’il 

est relativement facile de choisir des lignées à la résistance contrastée pour produire un croisement 

expérimental pour la détection de QTL une ou plusieurs fois tout en bénéficiant des informations acquises 

su  les lig es pa e tales. D’aut e pa t, la ait ise au la o atoi e des te h i ues de g oge se permet 

d’o te i  des i dividus haploïdes dou l s HD  ui a lio e t la puissa e de d te tio  de QTL da s des 

dispositifs où le o e d’i dividu est li it , e ui est souve t le as pou  des a a t es diffi iles à 

mesurer comme la résistance à une maladie.   
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2.2. Objectifs et plan du travail de thèse 

Da s e o te te, a th se a pou  a itio  de o t i ue  à p ise  l’a hite tu e g ti ue de la po se 

de la truite arc-en-ciel à F. psychrophilum. J’ai e  u e p e i e pa tie de mes travaux de recherche sur 

la caractérisation fine de la résistance à F. psychrophilum dans trois croisements expérimentaux obtenus 

à partir de différentes lignées isogéniques et infectées par injection et balnéation. La seconde partie de 

es e he hes a po t  su  l’ide tifi atio  de a ueu s de sista e à F. psychrophilum dans une lignée 

sélectionnée après un épisode de mortalité naturel in campo.  

Le travail sur les croisements expérimentaux a pour objectifs de 

- Détecter des QTL associés à diff e tes o posa tes de la po se à l’i fe tio  pa  F. psychrophilum : 

la sista e, l’e du a e, la silie e et le po tage a t ie  da s la ate e  fi  d’ pisode i fe tieu . 

Un des objectifs est d’ value  da s uelle esu e le d te i is e g ti ue de es diff e ts 

caractères est partagé ou si des déterminants spécifiques importants modulent la variabilité de chaque 

composante. 

- Valider les hypothèses selon lesquelles (i) une infection expérimentale par balnéation fait intervenir 

des d te i a ts g ti ues diff e ts d’u e i fe tio  pa  i je tio  et ii  les d te i a ts 

g ti ues de la sista e so t o se v s e  fo tio  du va ia t a t ie  espo sa le de l’i fe tio . 

-  Mieux caractériser les d te i a ts de la po se p o e à l’i fe tio  ava t l’appa itio  des 

p e i es o talit s  e  a al sa t pa ti uli e e t l’ volutio  de la ha ge a t ie e da s la ate, 

u  o ga e i le de l’i fe tio ,  jou s ap s l’i fe tio  et l’e p essio  de gènes du complément C3, un 

élément important de la réponse immunitaire antibactérienne innée. 

Pour répondre à ces différents objectifs, nous avons utilisé six lignées isogéniques à la résistance 

contrastée : trois lignées classées résistantes (AP2R, A02R, A03R) et trois classées sensibles (B57S, A36S, 

G17S) (Figure 23). Les lignées ont été appariées pour former trois couples résistante/sensible : AP2R/B57S, 

A02R/A36S, A03R/G17S. 





118 
 

do es de l’EXP  o t o pl t  es sultats à pa ti  d’u  fo d g ti ue diff e t. J’ai ti  plei e e t 

profit des avantages des i dividus HD pou  tudie  les elatio s d’ pistasie e t e QTL. E fi , les sultats 

o te us da s l’EXP , ap s u e i fe tio  pa  i je tio  ave  la sou he JIP /  ’o t pe is d’appo te  

u  p e ie  l e t de po se au  i te a tio s g ot pes de l’hôte – génotype de la souche. Ce même 

oise e t a aussi se vi pou  a a t ise  la po se p o e à l’i fe tio  da s l’EXP . 

Les résultats obtenus avec les croisements expérimentaux sont présentés dans la partie 3.1 des résultats 

(§3.1.1, 3.1.2, 3.1.3 et 3.1.4). 

Le travail sur la lignée commerciale Les A ua ulteu s B eto s, Mili  Nevez  a pe is d’a al se  la 

structure génétique de la résistance à F. psychrophilum dans cette population, après un épisode infection 

survenu spontanément en pisciculture. Ce t avail s’i s it da s le p ojet K-Truite (FranceAgriMer, n° 

SIVAL 2015-0638), commun entre le SYSAAF et l’INRA et visa t à utilise , pou  la p e i e fois, la puce de 

génotypage AxiomTM Trout Genotyping Array (Affymetrix) en France avec comme perspective 

l’i pl e tatio  de la s le tio  g o i ue hez les leveu s de t uites f a çais. Cette étude était aussi 

l’o asio  de alise  la p e i e GWAS, su  u e populatio  de TAC f a çaise e  s le tio  et su tout 

d’ tudie  la sista e ap s u e i fe tio  aturelle avec F. psychrophilum, ce qui, à notre connaissance, 

’a ja ais t  alis  ava t. E fi , es sultats devaie t ous pe ett e de valide , da s u e lig e 

commerciale, les différents QTL obtenus dans les croisements expérimentaux.  

Les résultats de cette expérience sont présentés dans la partie 3.2 des résultats.  
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Tableau 2. R capitulatif des diff re tes e p rie ces à l’origi e des r sultats pr se t s da s cette th se 

 
Expérience Croisement N° 

d’agr e t 
Méthode 

d'infection 

Méthode de 

génotypage 

Caractères 

mesurés 

Détection 

de QTL 

Publication 

envisagée 

EXP1 F2-

(A03R/G17S) 

n° 12/051 

n° 12/053 

Expérimentale 

par injection et 

balnéation avec 

la souche 

FRGDSA 1882/11 

ddRADseq STATUT, 

ENDURANCE, 

RESISTANCE, 

RESILIENCE, 

PORTAGE 

LA En cours de 

rédaction, 

soumission 

envisagée dans 

Aquaculture 

EXP2 HD-

(A02R/A36S) 

n° 12/051 

et 12/053 

Expérimentale 

par injection et 

balnéation avec 

la souche 

FRGDSA 1882/11 

ddRADseq STATUT, 

ENDURANCE, 

RESISTANCE 

TOLERANCE 

LA Non 

EXP3a HD-

(AP2R/B57S) 

n° 12/051 

et 12/053 

Expérimentale 

par injection et 

balnéation avec 

la souche 

FRGDSA 1882/11 

RADseq STATUT, 

RESISTANCE 

ENDURANCE 

LA Publiée dans 

Genetic Selection 

and Evolution 

EXP3b HD-

(AP2R/B57S) 

E.Quillet 

n°78-67 et 

C29106 

Expérimentale 

par injection 

avec la souche 

JIP02/86 

Microsatellites 

et RADseq 

RESISTANCE 

CHARGE 

BACTERIENNE 

PRECOCE 

Expression des 

gènes c3 et c3-3 

LA A définir 

ultérieurement 

EXP4 Lignée 

commerciale 

(Milin 

Nevez) 

NA Episode de 

mortalité naturel 

in campo 

Puce : 

Axiom TM Trout 

Genotyping Array 

(57K) 

STATUT et DDM LD-LA Publiée dans 

Animal Genetics 
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3.1. Architecture génétique de la 

réponse à Flavobacterium 

psychrophilum : approche dans les 

croisements expérimentaux 

3.1.1.  Les composantes de la po se à l’i fe tio  : 

survie, endurance, résistance, résilience et portage 

Ce chapitre présente les résultats des expériences EXP1 et EXP2, réalisées avec les familles F2-(A03R/G17S) 

et HD-(A02R/A36S). Ces deux expériences ont été conçues dans le cadre du projet Fishboost. 

L'objectif était de mieux caractériser la réponse des TAC à une infection expérimentale par injection et 

immersion avec F. psychrophilum, en distinguant différentes o posa tes de la po se à l’i fe tio  : la 

su vie e  fi  d’ pisode i fe tieu  statut o t/viva t , l’e du a e, la sista e a al se de su vie , la 

résilience et le portage bactérien dans la rate des survivants. 

Les résultats des deux familles devaient être couplés dans une analyse unique, mais plusieurs aléas 

e p i e tau  o t pe tu  le p ojet. D’u e pa t, il ’a pas t  possi le de p odui e des haploïdes dou l s 

dans le croisement (A03R/G17S). D'autre part, à cause de la très forte mortalité des poissons infectés par 

injection, je n'ai pu réaliser la détection de QTL associés à la résilience que pour les individus infectés par 

balnéation da s l’EXP . Enfin, seule l'EXP1 m'a permis de mesurer le portage dans la rate.  

Les résultats de l'EXP1, obtenus sur le dispositif F2-(A03R/G17S) sont présentés dans un projet de manuscrit 

qui sera soumis à la revue Aquaculture (§ 3.1.1.1). Les résultats de l'EXP2, obtenus sur la famille HD-

(A02R/A36S) sont présentés en complément dans le paragraphe 3.1.2.1.  
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3.1.1.1. Manuscrit : « Une approche QTL de la réponse de la 

truite arc-en- iel à l’i fe tio  pa  Flavobacterium 

psychrophilum » 

 

A QTL-BASED VISION OF RAINBOW TROUT RESPONSE TO 

INFECTION BY Flavobacterium psychrophilum 

C. Fraslin, C. Palaiokostas, N. Dechamp, C. Ciobotaru, C. Hervet, M. Bernard, T. Rochat, E. 

Duchaud, A. Houel, J.F. Bernardet, R.D. Houston and E. Quillet 

1. Introduction 

Infectious diseases are responsible of important economic losses in fish farming (Houston, 2017; Yáñez et 

al., 2014a). To limit the negative effect of disease outbreaks, prophylactic methods are used. However the 

development of new vaccines is often challenging (Gómez et al., 2014) and getting regulatory approval is 

expensive and hardly profitable due to the limited size of the target market (Lafferty et al., 2015). 

Consequently, the number of new fish vaccines and drugs approved by institutions is limited (Hadidi et al., 

2008; Lafferty et al., 2015; Wahli and Madsen, 2018). In the context of growing antibiotic-resistance threat, 

additional methods to tackle fish diseases are highly needed. One way to maintain healthy broodstock while 

limiting the use of drugs is to improve the natural host defense mechanisms against infectious pathogens 

through selective breeding.  

Host defense against a pathogen is complex, in plants it has been decomposed into resistance, the ability of 

the host to control and limit the infection, and tolerance, the ability of the host to cope with a certain disease 

severity while limiting the impact on fitness or performances (Fineblum and Rausher, 1995; Simms and 

Triplett, 1994). However, even if the concept of tolerance has gain attention in the animal literature, included 
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in the aquaculture world, the number of studies is still limited (Kause and Ødegård, 2012; Levraud et al., 

2014). In animal studies tolerance is often defined as the ability of the host to limit the disease severity 

induced by a given pathogen load (Doeschl-Wilson et al., 2012a; Råberg et al., 2009, 2007). In order to 

improve the natural host defense, one can chose to use genetic selection to improve either host resistance or 

host tolerance. If both strategies might have similar impact on host defense, they have different 

consequences on the host-pathogen co-evolution. Indeed, resistance will have a negative impact on pathogen 

evolution while tolerance will have no impact on the pathogen evolution (Carr et al., 2006; Woolhouse et 

al., 2002). Therefore, improving resistance may lead to a co-selection of more virulent pathogen and so limit 

the potential improvement of host health.  

In order to select for those two components of the response to infection, they need to be quantifiable. 

Resistance, when possible, is measured as pathogen burden (Bishop, 2012). In fish, pathogen load is most 

often impossible to record so disease resistance, as opposed to susceptibility, is assessed as survival after an 

infection. Many studies have now evidenced that fish exhibit an important genetic variability in resistance 

to viral, bacterial or parasitic infections (Gjedrem and Gjedrem, 2015; Robinson et al., 2017; Yáñez et al., 

2014a). Tolerance, on the other hand, is more complicated to measure at the individual level, as it requires 

to measure individual host fitness (for example a given performance) at different levels of pathogen load 

(Simms, 2000). As a consequence, tolerance is often measured at a group level using regression models 

(Doeschl-Wilson et al., 2012b; Kause and Ødegård, 2012). Some studies have used different proxies of 

tolerance such as the slope of the relation between infection intensity and the host performance (Råberg et 

al., 2007, in mice). It can also be measured as the difference in a given trait between infected and naïve host 

at the individual or the group level (Carr et al., 2006; Fineblum and Rausher, 1995, in Mimulus guttatus and 

Ipomoea purpurea the tall morning glory, respectively). At the individual level, Doeschl-Wilson et al., 

(2012b) have suggested from a theoretical approach that in the absence of precise individual pathogen 

burden, it is in fact the resilience, defined as the ability of the host to maintain a certain level of performance 

while infected (Albers and Gray, 1987), that is measured. In animals, it is often difficult to measure this 
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pathogen burden therefore in practice most studies measure resilience instead of tolerance (Bisset et al., 

1996; Riffkin and Dobson, 1979, in sheep).  

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), one of the most important freshwater salmonids, is greatly affected 

by Flavobacterium psychrophilum. This bacterium is the causative agent of bacterial cold water disease 

(BCWD), one of the most important disease to affect both fry and bigger trout (Nematollahi et al., 2003b 

a). It is responsible of important losses with mortality as high as 70% as well as deformities in surviving 

fish (Dalsgaard, 1993; Lorenzen, 1994; Nematollahi et al., 2003b a; Starliper, 2011). Until now, the main 

way to fight the disease is through the use of antibiotics as no efficient commercial vaccine is available 

worldwide. Moreover, the use of preventative methods to limit the spread of the disease are limited as the 

possibility of a vertical transmission of the bacterium through eggs, ovarian fluids and sperm of infected 

fish to the next fish generation has been evidenced (Kumagai, 2016; Kumagai and Takahashi, 1997; Long 

et al., 2014; Oplinger et al., 2015). Selective breeding to improve trout defense mechanisms against F. 

psychrophilum is a promising alternative highly needed.  

Resistance to F. psychrophilum is a moderately heritable trait (Henryon et al., 2005, 2002; Silverstein et al., 

2009). A number of Quantitative Trait Loci (QTL) associated with resistance have been identified (Vallejo 

et al., 2010; Wiens et al., 2013; Vallejo et al., 2014; Liu et al., 2015; Palti et al., 2015b; Vallejo et al., 2017b; 

Fraslin et al., 2018a). However, studies usually focused on survival at the end of infection or on time to 

death but did not investigated the genetic determinism of other components of host response such as 

tolerance. To the best of our knowledge, the study of Yáñez et al., (2010) in Atlantic salmon was the first to 

demonstrate the existence of additive genetic variation for tolerance/resilience to an infectious disease in a 

fish. Another interesting component of host response to infection, especially in the case of F. psychrophilum 

would be the presence of bacteria in the spleen of surviving fish. Indeed, spleen is a target organ of F. 

psychrophilum with bacterial load in the spleen raising shortly after infection (Ekman and Norrgren, 2003; 

Hadidi et al., 2008; Rangdale et al., 1999). Investigating the bacterial load of fish that survived after an 
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infection would help determine whether surviving fish become healthy carriers and thus potential reservoir 

to spread out the pathogen or to transmit it to their offspring.  

In this study, we aimed at refining the description of trout response to infection with F. psychrophilum and 

its genetic determinism. The experiment and QTL detection was carried out using a F2 cross from two INRA 

rainbow trout isogenic lines, with contrasting resistance to F. psychrophilum (Fraslin et al., 2018a) and 

unpublished data) and two routes of infection (immersion or intramuscular injection), were compared. We 

investigated the fish resistance, measured as both survival at the end of the infection and endurance (time to 

death) and we combined those two traits using a survival analysis. We also investigated the fish resilience, 

measured as the growth during the challenge, as it was not possible to record infection load for the 

immersion challenge. Finally, we investigated the bacterial load in spleen five days after the end of the 

infectious event.  

2. Material and Methods 

2.1.  Ethic statement 

All animals were handled in strict accordance with good practice as defined by the European Union 

guideline for the handling of laboratory animals and by Comethea, the Regional Paris South Ethics 

committee. The experiment was carried out in INRA fish facilities (IERP, Jouy-en-Josas) according to 

authorizations n° 12/051 and 12/053. 

2.2.  The F2 QTL family 

INRA has produced a collection of rainbow trout gynogenetic isogenic lines that are being maintained at 

PEIMA experimental farm (Sizun, France) (see (Quillet et al., 2007c) for a complete description of the 

production and maintenance of lines). The lines were screened for resistance to various diseases including 

F. psychrophilum and expressed a wide range of susceptibility (Biacchesi et al., 2007; Fraslin et al., 2018a; 

Langevin et al., 2012; Verrier et al., 2018). Two isogenic lines with contrasting resistance to F. 
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psychrophilum were chosen as grandparents to produce a QTL family; the G17S (susceptible) and the A03R 

(resistant) line (Fig. A.1). One female from the G17S line was mated with one sex-reversed male from the 

A03R line to produce an all-female F1 progeny with all fish sharing the same genetic background and 

heterozygous at loci for which the F0 had different fixed alleles. One female and one sex-reversed male 

from the F1 progeny were mated together to produce the F2 cross that was used for QTL detection.  

F0 and F1 breeders were reared and spawned at PEIMA. After incubation, the F2 eyed eggs were transported 

to IERP experimental facility INRA, (Jouy-en-Josas, France) where they were iodine disinfected and placed 

into rearing tanks with recirculated and dechlorinated tap water (10°C) for hatching and the rearing of fry 

until infectious challenge. Fish were fed manually with commercial pellets several times a day.  

2.3.  Experimental infection protocols and traits recording 

Two experimental infectious challenges, using immersion and intramuscular injection protocols were 

carried out at 2-months interval. Fish were infected with the F. psychrophilum FRGDSA 1882/11 isolate, 

belonging to the clonal complex CC-ST90 (Duchaud et al., 2018), that was isolated in 2011 from a diseased 

rainbow trout in a farm in the South-West of France. In both cases, the bacterial inoculum was grown at 

18°C and 200rpm in TYES broth until late exponential phase (OD600 approximately 1). The infectious dose 

was estimated by optical density before infection and controlled after infection by enumeration of visible 

bacteria colonies on agar after a 48h incubation period at 18°C. 

Experimental infection by immersion was performed on 5.5-month-old fish (post fertilization). Because of 

the very high virulence of the FRGDSA 1882/11 bacterial isolate that may induce almost complete mortality 

in small fish (unpublished data), the infection using intramuscular injection was performed on slightly older 

fish (8-months post fertilization). 

For immersion, 405 F2 fry were anaesthetized and individually tagged (intraperitoneal implantation of Tiny 

chip Biolog ID) at an average body weight of 1.4g. After a recovery period of 20 days, body weight of naïve 
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fish was recorded. Experimental infection was performed 36 days later on 300 fish randomly sampled. Fish 

were individually weighted and immersed for 4h in a bacterial suspension (6.107 cfu/mL at the beginning 

of the protocol and 1.108 cfu/mL after 4h) in static water maintained at 10°C with vigorous aeration in a 

single 3 L aquarium. After immersion, fish were randomly distributed into four 15L aquaria with a 10°C 

water flow supply, each containing 75 fish. 

For the experimental infection using the injection protocol, 365 F2 fish were individually tagged at an 

average weight of 4.6 g. Body weight was recorded after a 32 days recovery period and 30 days later 336 

fish were anaesthetized, individually weighted and infected through intramuscular injection with 50µL of 

bacterial inoculum (corresponding to 300 cfu/fish). After infection, fish were kept in a single tank (300 L) 

with a 10°C water flow supply. 

During the period of survey after both injection and immersion protocols, fish were fed manually twice a 

day. Mortality was monitored twice a day. Dead fish were removed from tanks and identified by tag 

recording. A piece of caudal fin was clipped and stored in absolute ethanol for further DNA extraction and 

genotyping. At day 31 and day 45 for the immersion and injection protocols respectively, mortality had 

reached a plateau. The challenge ended few days later (day 36 and 51 for the immersion and injection 

protocols respectively). All remaining fish were euthanized by an overdose of anaesthetics, weighted, and, 

for the injection protocol, the spleen was immediately collected, for further measurement of bacterial load. 

2.3.1. Status, endurance and resistance 

Two traits were analyzed to investigate fish resistance: (i) STATUS, i.e. the dead/alive status at the end of 

the challenge and (ii) for dead fish, ENDURANCE, measured as the number of days between the beginning 

of the challenge and the death. Both traits were combined in an overall RESISTANCE trait using a survival 

analysis that takes into account the fact that resistant fish did not died during the challenge (i.e. censored 

data). We used a Cox model (Cox, 1972; Moreno et al., 2005), as it that makes no assumption on the trait 

distribution (Fraslin et al., in press). 
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2.3.2. Resilience 

For QTL detection, resilience had to be measured at the individual level. For each surviving fish, the growth 

performance during the infectious challenge was used as a proxy of the ability of an individual to maintain 

performance while fighting the disease. The daily growth coefficient (DGC) (Bureau et al., 2000), which is 

independent of the fish body weight and time interval at a given temperature (Kaushik, 1998) was used to 

calculate growth performance:  

=  ���1/3− ���1/3(��− ��) ∗  with BWi and BWf the body weight (g) of the fish at the start and the end of 

the recording period and (Tf - Ti) the duration (days) of the recording period. 

We calculated the DGC before the challenge to estimate the naïve fish potential growth performance 

(DGCN) and the DGC of infected fish (DGCI) calculated from the infection time until the end of the 

challenge. As those two measurements were independent, we simply estimated RESILIENCE as DGCI and 

made no correction to take into account the ‘base’ individual growth rate (DGCN).  

2.3.3. Spleen bacterial load 

At the end of the injection protocol, all fish that were euthanized were frozen and kept at -80°C. After 

defrosting, the spleen of each fish was surgically removed and cut in two parts with disinfected material in 

order to avoid cross contamination. Half of the spleen was frozen at -80°C before being ground with liquid 

nitrogen in a mortar with cautious cleaning and disinfection of pestle and mortar between two individuals. 

For each individual, 50 mg of powder were sampled for DNA extraction using the Wizard® genomic DNA 

purification kit (Promega) and following manufacturer’s instructions. 

After standardization of DNA concentration, DNA samples were processed for real-time PCR using the 

Stratagene Mx3000P real-time PCR instrument on five different plates, including some cross validations 

(samples duplicated on two or more plates). Real-time PCR was carried out with a pre-commercial kit 

designed by the Phylogene company. Primers (forward and reverse) were used to amplify a 136 bp fragment 
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specific of F. psychrophilum genome, an internal TaqMan probe, labeled with a FAM reporter dye at its 5’ 

end and a BHQ quencher at its 3’ end, hybridized the DNA. Resulting fluorescence was measured at 516nm. 

A chimeric DNA with an internal sequence different from F. psychrophilum was used as inhibition control 

(228 bp); the fluorescence generated was measured at 555nm and thus could be distinguished from the 

fluorescence due to F. psychrophilum amplification. For each plate, a calibration curve made of known F. 

psychrophilum concentration was established according to CT = f(log(DNA copy)) but, due to a lack of 

repeatability, it did not allowed to quantify precisely the amount of F. psychrophilum DNA. Thus, results 

of the real-time PCR were analyzed as a binary trait. Within each plate, the CT of the negative control was 

recorded (CTnc) and served as threshold value to declare a sample positive or negative. 

2.4.  DNA extraction, ddRAD sequencing libraries preparation and sequencing 

In total 643 fish fin were genotyped corresponding to 632 F2 fish (297 from immersion and 335 from 

injection), three fish from the G17S line (the F0 dam and two sisters), three fish from the A03R line (the F0 

sire and two brothers), and five fish from the F1 cross (the F1 dam, sire, two sisters and one brother). F0 

and F1 fish siblings were used as controls to validate pedigree across generations. 

Genomic DNA was extracted from fin portion using the DNA Tissue HTS 96 Kit, (Invisorb, Germany) 

following manufacturer’s instructions. DNA quantity was measured by a Qubit fluorimeter with a dsDNA 

BR Assay (Invitrogen, California) and standardized at 0.1µg DNA. DNA quality was controlled after 

migration in 1% agarose gel electrophoresis. Double-digest RAD sequencing (ddRAD) libraries were 

prepared according to (Palaiokostas et al., 2015) protocol which is a modified version of the (Peterson et 

al., 2012) methodology. Briefly, each DNA sample was digested at 37°C for 40 minutes by two restriction 

enzymes SbfI and SphI (recognizing CCTGCA/GG and GCATG/C motif, respectively). Individual-specific 

combinations of 5 or 7 bp barcode and SbfI compatible P1 and SphI compatible P2 adapters were ligated to 

the digested DNA at 22°C for 60 minutes. The ligation reactions, after cooling to room temperature, were 

then combined in a single pool containing up to 288 samples and purified. Size selection (300-400 bp) was 
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performed by agarose gel separation and purification, after gel purification all fragments where amplified 

by 13 to 14 cycles of PCR. Two libraries were produced and send to BMR Genomics (Padova, Italy) for 

pair-end sequencing on a NextSeq500 (2x82 bp) on 2 lanes. Because of technical issues during the second 

library preparation (probably DNA quality or existence of some inhibitors during libraries construction), 

107 fish from the injection challenge (70 resistant and 37 susceptible) had too low coverage and had to be 

genotyped again. The 2 F0 grandparents and the 2 F1 parents were included in the new genotyping process 

as controls. A new ddRAD library was constructed with the 111 individuals as previously described and 

sent to the GeT-PlaGe genotyping platform (Toulouse, France) for genotyping on 1 lane of an Illumina 

HiSeq3000 pair-end (2x150 bp).  

All raw reads were treated with the process_radtags program from Stacks® software (version 1.44, Catchen 

et al., 2011). Reads with ambiguous barcode were discarded. Remaining reads were assigned to a single 

individual after a demultiplexing step allowing zero mismatch in the barcode and one mismatch in the 

restriction site and then trimmed to a conservative 76bp-length to remove barcode.  

2.5.  de novo genotyping and SNP discovery 

SNP calling was performed as in Fraslin et al. (2018) through a de novo analysis using the Core pipeline of 

Stacks ® software version 1.44 (Catchen et al., 2011). Briefly, putative alleles within individual were created 

by at least 5 identical reads (-m option) with 2 maximum mismatches allowed between reads (-M option). 

Secondary reads were not used (-N option set to 0). The maximum number of alleles to create a single de 

novo locus (-max_locus_stacks option) was set at 3 for F1 and F2 individual and at 2 for F0 individual (DH, 

fully homozygous) in order to allow detection of paralogous sequence variants (PSV). The catalogue of loci 

was created, with F0 and F1 individuals, allowing one mismatch between samples (-n option). Calling 

individual genotypes was performed by matching individuals’ stacks against the catalogue. Duplicated 

samples from the same biological individual that were genotyped twice due to low coverage in the first 
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sequencing process were treated separately, as different individuals, for the genotyping process and the 

sample with the highest loci coverage was retained for later quality control. 

2.6.  Quality control and duplicated loci removal 

A first sorting on marker coverage with a very low threshold was performed on the 643 samples: all markers 

genotyped in more than 10% fish were kept. As F0 grandparents are expected to be homozygous, an 

heterozygous locus is likely to be a PSV and not a true SNP (Palti et al., 2014; Fraslin et al., 2018). Thus, 

PSV were first filtered out by removing all markers that were heterozygous in at least two individuals from 

either G17S or A03R lines (F0 and control siblings). In a F2 cross, the expected distribution of allele is 50% 

of heterozygous (G17S/A03R), 25% of homozygous for each alternative allele G17S and A03R. All markers 

that departed from this expected distribution among the F2 individuals were discarded from the analysis 

(tested with a chi² at 5%).  

From that point, in order to keep the largest number of markers for each trait, three different datasets were 

analyzed independently for genotype calling. The two first datasets corresponded to the 297 fish challenged 

by immersion (susceptible and resistant), and the 335 fish challenged by injection (susceptible and resistant) 

respectively. The last dataset included only the 75 resistant fish from the injection challenge that were 

resequenced with the Illumina HiSeq3000 technology. Those three datasets corresponded to three different 

ddRAD libraries produced separately and it is known that the size-selection step may influence the depth of 

coverage among loci (Andrews et al., 2016, Robledo et al., 2017) and thus, the reproducibility of marker 

detection. Indeed we observed an important "library effect" on the coverage of some markers. Consequently, 

the final quality control on minimum coverage of loci and individual was performed within each of the three 

dataset. Only loci with more than 80% of genotype calls and individuals with more than 90% of genotype 

calls were kept for the final analyses (Figure 2). 

2.7.  Construction of the linkage maps 



135 
 

The CarthaGène software (version 1.2, de Givry et al., 2005) was used to build three linkage maps, 

corresponding to the three dataset fish, with parameters for the group command set at 0.3 and 15 for two 

points distance and logarithm of the odds, respectively. Linkage groups were assigned to trout chromosomes 

by aligning sequences on the last published reference trout genome (Omyk_1.0) as described in Fraslin et 

al. (2018).  

2.8.  QTL detection 

QTL mapping was performed chromosome by chromosome with the QTLMap software (version 0.9.8, 

Filangi et al., 2010) that performs QTL detection using an approximate likelihood ratio test (LRT, Le Roy 

et al., 1998) as described in Elsen et al. (1999).  

STATUS was analyzed using the unitrait discrete distribution option (calcul = 2, Filangi et al., 2010) with 

values of 0 for susceptible and 1 for resistant fish. ENDURANCE and RESILIENCE were assessed using 

the Gaussian distribution option (calcul = 2, Filangi et al., 2010). RESISTANCE was assessed using the 

unitrait Cox model option (calcul = 7, Filangi et al., 2010) as described in Fraslin et al., (2018) with the 

A03R origin taken as the reference for relative risk. Finally, BACTERIAL LOAD for fish that survived the 

injection challenge was assessed using the unitrait discrete distribution with values of 0 for negative sample 

and 1 for positive samples. Each phenotype within each challenge was analyzed separately. For the 

immersion protocol, all traits were analyzed using the complete data set with both survivors and dead fish 

(dataset 1, Figure 2). For the injection protocol, STATUT, ENDURANCE and RESISTANCE were 

analyzed using the second datasets, composed of both survivors and dead fish (dataset 2, Figure 2) while 

RESILIENCE and BACTERIAL LOAD were analyzed using the third dataset composed only of survivors 

(dataset 3, Figure 2). 

The H1 hypothesis that one QTL affect the trait versus the null hypothesis (no QTL) was tested with an 

interval mapping method (Elsen et al., 1999) scanning the chromosome every 1cM. The F2 structure of the 

QTL family was coded into the software as a full-sib family with a unique F1 as both dam and sire, QTL 
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effects were estimated as the allelic substitution effects (Le Bras et al., 2011). We made no assumption on 

allele frequencies at the QTL. The effect of body weight at time of challenge on survival was tested for both 

routes of infection with the logistic regression on STATUS with the R software (version 3.4.2, R Core Team, 

2013). It was significant only for the injection challenge and kept as co-factor in analyses on RESISTANCE, 

STATUS and ENDURANCE for this protocol. For the immersion protocol, QTL detection was carried out 

with aquarium as fixed effect for all traits. 

For each trait and each chromosome the type-I error rejection threshold of H0 at a chromosome-wide level 

was estimated with the Harrell and Davis, (1982) methods from empirical distribution of maximum LRT 

(LRTmax) obtained through 1,000 simulations or permutations (for the Cox option only) with a trait 

heritability set as 0.5 (Fraslin et al., 2018). QTL with P ≤ 0.01 or P ≤ 0.001 were retained as chromosome-

wide, significant or highly significant, respectively. For RESILIENCE and BACTERIAL LOAD, 

chromosome-wide suggestive QTL (P ≤ 0.05) were considered. For chromosome-wide highly significant 

QTL, the genome-wide suggestive (P ≤ 0.05) and significance (P ≤ 0.01) thresholds were estimated using 

the LRTmax distribution obtained under a 10.000 simulation/permutation under Ho and a Bonferroni 

correction to adjust for the number of chromosomes tested (Fraslin et al., 2018). The Li method (Li, 2011) 

was used to estimate the 95% confidence interval. All LRTmax curves were visually inspected and when 

they showed two peaks, the hypothesis of two QTL versus one QTL was tested for all traits except 

RESISTANCE (not available with the Cox model), but it was never significant.  

As the grandparents alleles were known, the lineage origin i.e. S (susceptible, G17S) and R (Resistant, A03R) 

of each QTL could be obtained. The homozygous or heterozygous status of all individuals at the QTL was 

obtained with the out_pded option (Filangi et al., 2010) of the QTLMap software. Percentage of phenotypic 

variance explained by a QTL was calculated, with a logistic regression for STATUS and RESISTANCE 

and with an ANOVA for ENDURANCE and RESILIENCE using the R software (R Core Team, 2013). 
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3.1.2. Growth during and before the challenge as approximation for resilience 

The Table 1 presents the results of body weight at the end of the infectious challenge and DGCI, calculated 

for infected fish after the two types of infection protocols. In average, the growth of fish was strongly 

reduced during the challenge particularly after the injection challenge.  

Table 1. Descriptive statistics for body weight and Daily Growth Coefficient calculated on 

naïve fish and infected fish that survived immersion and injection challenges. 

 N  Final body weight DGCN DGCI 

Immersion      

Mean + SE 194  5.0 ± 0.1 0.72 ± 0.01 0.52 ± 0.02 

Injection      

Mean + SE 67  23.3 ± 1.3 1.33 ± 0.03 0.67 ± 0.11 

DGCN calculated for naïve fish before the challenge (36 days for immersion, 30 days for injection) 

DGCI calculated for infected fish during the challenge (36 days for immersion, 51 days for injection) 

At the individual level, 27% and 3% of the fish lost weight during the challenge after the injection and 

immersion protocols, respectively. 

3.1.3. Bacterial load in the spleen of surviving fish 

Only 7 fish out of 75 surviving fish had a positive bacterial load in the spleen after the injection protocol. 

The 7 fish with a positive bacterial load had an average DGCI of 0.47 g/d ± 0.16, whereas the 66 fish had 

no bacteria in the spleen had an average DGCI of 0.72 g/d ± 0.12 (ns).  

3.2.  ddRADseq, SNP calling and genotyping 

In total 1,853,376,958 demultiplexed raw reads (2,713,583 reads per individual in average) were retained 

after removal of ambiguous barcode, low quality sequences and orphaned paired-end-reads. After the Stacks 

procedure, 344,586 loci were genotyped in 683 individuals among them 5,737 loci were polymorphic in at 

least 10% of the F2 individuals. A total of 1,697 true SNP were obtained in the F2 population after removal 

of PSV in the F0 population and markers that departed from expected 25/50/25 distribution. The dataset for 
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corresponding to 703 unique positions on the genetic map and covering 2,735 cM. Finally, linkage map 3 

was composed of 999 markers corresponding to 649 unique positions on the genetic map and covering 2,194 

cM over 32 different linkage groups. In all three maps, 2 linkage groups corresponded to each arm of 

chromosome 14 and in both linkage maps 2 and 3, chromosome 1 was also separated into two linkage 

groups. Finally, as expected from previous linkage analysis in the INRA SY population (Guyomard et al., 

2006; Fraslin et al., 2018) chromosome 25 was also separated into two chromosomes. From that point, 

chromosomes 1, 14 and 25 that will be named Omy1a, Omy14a and Omy25a for their shorter arms and 

Omy1b, Omy14b and Omy25b for their longer arms. 

3.4.  Two QTL associated with different resistance traits after both immersion and 

injection protocols  

In total, 5 QTL were associated with STATUT and RESISTANCE after the immersion protocol (Table 2) 

on chromosomes Omy2, Omy6, Omy12, Omy14 and Omy25a. Omy25a-QTL was also associated with 

ENDURANCE. This QTL explained 5.6 and 6.3% of the phenotypic variance of STATUS and 

RESISTANCE, respectively, and up to 19% of the phenotypic variance of ENDURANCE. Surprisingly, the 

favorable allele of this QTL originated from the susceptible G17S line and individuals homozygous for this 

favorable allele survive, in average, 8.6 days longer than individuals homozygous for the unfavorable allele 

and 5.7 days longer than heterozygous individuals (Table 2). 

The QTL on Omy6, highly significant at the genome level, was considered to govern both STATUS and 

RESISTANCE (close positions at 97 cM for STATUS and 107 cM for RESISTANCE, overlapping 95% CI 

and same favorable G17S origin). This Omy6-QTL explained 14.5 and 8.2% phenotypic variance for 

STATUS and RESISTANCE, respectively (Table 2). The two QTL on Omy14 and Omy25a were highly 

significant (5% at the genome and 0.1% at the chromosome level, respectively) when associated with 

RESISTANCE. The other two QTL on Omy2 and Omy12, were less significant. They explained between 

3.4 and 6.4% of phenotypic variance and their favorable allele originated from the A03R grandparent. For 
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every QTL, the survival rate of individuals homozygous for the favorable allele at the QTL location was 

significantly higher than the survival rate of heterozygous individuals (Table 2).  

After the injection protocol, only two QTL associated with STATUS were detected at a chromosome-wide-

significant level on Omy12 and Omy13, explaining 5.9 and 3.5% of phenotypic variance respectively. Two 

QTL on Omy2 and Omy25a were associated with both ENDURANCE and RESISTANCE. Omy2-QTL 

explained less than 4% of phenotypic variance for both traits and Omy25a-QTL explained 7.2 and 9.8% of 

the phenotypic variance of ENDURANCE and RESISTANCE, respectively. Two QTL were associated 

with ENDURANCE only, on Omy4 and Omy21, explaining 5% of phenotypic variance or less. Finally, 

four additional QTL were detected as associated with RESISTANCE only, on Omy1, Omy9, Omy17 and 

Omy19, they all explained less than 5% of phenotypic variance (Table 2).  

Three chromosomes carried QTL associated with different traits after both immersion and injection 

protocols. For the QTL on Omy2, markers that flanked the QTL within each protocol were quite distant 

(50.8 Mb and 52.7 Mb after immersion, 36.7 Mb and 41.0 Mb after injection, Table A.2), but as the two 

QTL had the same A03R favorable allele origin and their 95% CI overlapped we would consider that it is a 

unique Omy2-QTL. For the two QTL on Omy 12, even if the two 95% CI overlapped, the two QTL flanking 

markers were distant from more than 30Mb between the QTL detected after the injection protocol (at 8.8 

Mb) and the QTL detected after the immersion protocol (at 39.1 Mb and 40.2 Mb) (See Table A.2). We 

considered that those two QTL on Omy12 were different and we will refer as Omy12.1-QTL for the QTL 

associated with STATUS and detected after injection and as Omy12.2-QTL for the QTL detected after 

immersion and associated with STATUS and RESISTANCE (Table 2). Finally, Omy25a-QTL, was shared 

between the two protocols as the favorable allele origin was G17S and position were very similar across the 

two protocols (Figure 3, Table 2). 
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Table 2. Results of QTL analyses for STATUS, ENDURANCE, RESISTANCE and RESILIENCE 

after an experimental infection using an immersion or an injection protocol 

Trait QTL LRTmax Position 
(cM) 

CI (95%) QTL effect Favorable 
origin 

% of phenotypic 
variance 
explained in the 
F2 progeny 

Performance according to 
allele at QTL 
 
A03R vs A03R/G17Svs G17S 

IMMERSION 

STATUS Omy2 10.0** 38 0 – 73.4 0.16 A03R 3.4% 86% a- 74% ab - 61% b 
Omy6 19.9***** 97 20.9 – 115.4  -0.25 G17S 14.5% 61% a - 72% a - 94% b 
Omy12.2 12.7** 31 11.4 – 49.2 0.20 A03R 6.4% 87%a - 74%b - 58%b 
Omy14 11.7** 0 0 – 21.6 0.18 A03R 4.8% 91%a - 71%b - 67%b 
Omy25a 11.3** 18 0 – 52.6  -0.19 G17S 5.6% 64% a - 74% a - 88%b 

ENDURANCE Omy25a 17.3*** 6 0 – 24.2 -4.65 G17S 19% 17.8 a – 20.7b – 26.4c 

RESISTANCE Omy2 9.2** 38 0 – 70.1 0.34 A03R 3.4% 89% a - 72%b - 67%b 
Omy6 22.9**** 107 33.4 – 115.1 7.92 G17S 8.2% 59% a - 74%b - 94%c 
Omy12.2 11.0** 34 0 – 51.6 0.29 A03R 4.9% 87% a - 74%b - 60%b 
Omy14 14.6**** 0 0 – 11.8  0.21 A03R 4.8% 91% a - 71%b - 67%b 
Omy25a 13.3*** 17 0 – 52.4 4.63 G17S 6.3% 63% a - 75% a - 89%b 

RESILIENCE Omy1 8.1* 76 0 – 76.0 0.08 A03R 3.4% 0.61 a - 0.53 a - 0.44b 
Omy7 7.3* 0 0 – 86.0 0.07 A03R 4.1% 0.62a – 0.48b– 0.48b 
Omy8 14.9** 75 33.2 – 87.3 -0.10 G17S 5.8% 0.41a – 0.52b – 0.61b 
Omy11 7.7* 15 0 – 92.5 0.07 A03R 2.6% 0.58a – 0.51ab – 0.45b 
Omy12.3 9.9* 82 23.4 – 103.0 -0.09 G17S 4.8% 0.44a – 0.52a – 0.63b 
Omy24.2 13.9*** 63 26.4 – 63.0 0.10 A03R 19.0% 0.64a – 0.50b – 0.45b 

INJECTION 

STATUS Omy12.1 10.5** 0 0 – 103.4 0.21 A03R 5.9% 21%a - 13%a - 3%b 
Omy13 9.8** 0 0 – 98  0.194 A03R 3.5% 20%a - 13%ab - 5%b 

ENDURANCE Omy2 11.2** 26 10.6 – 73.9 1.24 A03R 3.4% 22.6a - 21.0b- 20.3b 
Omy4 13.8** 75 52.9 – 73.9 -1.39 G17S 5.0% 20.2a - 21.0a - 23.1b 
Omy21 12.1** 11 0 – 22.4 -1.35 G17S 4.2% 20.2a - 21.1a - 22.8b 
Omy25a 19.9**** 17 0 – 48.7 -1.78 G17S 7.2% 20.2a - 20.7a - 23.5b 

RESISTANCE Omy1 6.0** 33 0 – 44.5 1.55 G17S 1.5% 10%a - 11%a - 18%a 
Omy2 11.3*** 25 2.9 – 62.5 0.56 A03R 2.3% 18%a - 13%ab - 6%b 
Omy9 9.2** 23 0 – 82 0.57 A03R 4.4% 22%a - 9%b- 8%b 
Omy17 9.0** 76 0 – 100.3 1.63 G17S 2.6% 7%a - 14%a-19%a 
Omy19 10.0** 32 0 – 30 2.01 G17S 7.0% 7%a - 12%a - 28%b 
Omy25a 13.0** 4 0 – 41.8 1.96 G17S 9.8% 4%a - 15%b -14%b 

RESILIENCE Omy24.1 6.6* 1 0-25.5 -0.41 G17s 7.4% 0.29a - 0.84b - 1.00c 
Omy29 6.8* 14 0-53.7 -0.39 G17s 8.2% 0.4a - 0.56a - 1.17b 

BACTERIAL 
LOAD 

Omy2 6.9* 33 9.8-94 0.67 G17S NA NA 
Omy10 5.6* 0 0-79 -0.64 A03R NA NA 
Omy20 6.4* 16 7.4-59.2 -0.68 A03R NA NA 

STATUS: survival status at the end of the challenge, analyzed as a binary trait with 0 = dead and 1 = survivors 

ENDURANCE: time to death in days after infection for dead fish only, analyzed as a Gaussian trait 

RESISTANCE: analyzed with a Cox model that takes into account failure time to death and final survival (censored observations) 

RESILIENCE: DGCI; measured only on resistant fish and analyzed as a Gaussian trait  

BACTERIAL LOAD: analyzed as a binary trait with 0 = individual negative for Fp detection and 1 = individual positive for F. 

psychrophilum detection using real-time PCR 

Chromosome-wide significance:* = P≤ 0.05; ** = P≤ 0.01; *** = P≤ 0.001 

Genome-wide significance: **** = P≤ 0.05; ***** = P ≤ 0.01. 
QTL effect measured as the relative risk for RESISTANCE (A03 as the reference, risk = 1), as the allelic substitution effect 

(Falconer and Mackay, 1996) for STATUS, ENDURANCE, RESILIENCE and BACTERIAL LOAD 

% of variance explained for RESISTANCE and STATUS estimated with a logistic regression, for ENDURANCE and RESILIENCE 

estimated with an ANOVA.  

Favorable origin corresponding to: better survival rate for STATUS, longer time to death for ENDURANCE, lower risk ratio for 

RESISTANCE, better DGCI for RESILIENCE and lower bacterial load in the spleen for BACTERIAL LOAD 

Final survival rate according to the allele calculated as: (number of surviving fish with allele 1) / (total number of fish with allele 1) 

(Fisher exact test, same letter = non-significant) 
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3.5.  No common QTL between RESILIENCE and resistance traits after both 

immersion and injection protocols 

After the immersion challenge, two QTL on Omy 8 and 24 were significantly associated with RESILIENCE 

and four QTL were only suggestive at the chromosome level on Omy 1, 7, 11 and 12 (Table 2). The two 

significant Omy8-QTL and Omy24-QTL explained 5.8% and 19% of phenotypic variance, respectively. 

The four suggestive QTL explained between 2.6 and 4.8% of phenotypic variance. After the injection 

challenge, only two suggestive QTL associated with RESILIENCE were detected on Omy24 and Omy29. 

Surprisingly, the QTL on Omy24 detected after the injection challenge was likely different from the QTL 

detected on the same chromosome after the immersion challenge as, the favorable alleles originated from 

opposite grandparents and their positions were very distant (8.9 Mb for Omy24.1-QTL in the injection 

protocol and 37.5 - 39.3 Mb for Omy24.2-QTL in the immersion protocol). Moreover their 95% CI did not 

overlap. 

Three different QTL were likely detected on Omy12. The Omy12.3-QTL associated with RESILIENCE 

after an immersion protocol is different from the two QTL associated with resistance traits (STATUS, 

RESISTANCE) as they are distant from each other and the favorable allele of Omy12.3-QTL originated 

from the G17S line whereas it originated from the A03R line for both Omy12.1- and Omy12.2-QTL. 

3.6.  One QTL associated with both BACTERIAL LOAD, RESISTANCE and 

ENDURANCE after an experimental injection protocol 

The three QTL detected for BACTERIAL LOAD were chromosome-wide suggestive only (located on 

chromosomes 2, 10 and 20, Table 5). The favorable allele originated from G17S for Omy2-QTL and from 

A03Rfor Omy10-QTL and Omy20-QTL. Omy10-QTL and Omy20-QTL were not detected before. This 

Omy2-QTL could correspond to the Omy2-QTL detected for resistance traits (similar position with one 

common flanking marker and overlapping intervals). However, favorable allele origin were different, as 

G17S was associated with a lower bacterial load but with a higher susceptibility. This would indicate that 
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fish died from the disease even if they were able to eliminate the pathogen burden. Such an hypothesis is 

quite complicate to apprehend thus it is important to note that the Omy2-QTL associated with BACTERIAL 

LOAD was only suggestive at the chromosome wide level.  

4. Discussion 

In this study, we aimed at further characterizing the genetic architecture of rainbow trout response to F. 

psychrophilum by breaking down the host response in different components. Thus, we searched for QTL 

associated with not only survival at the end of the infectious challenge (STATUS) but also with 

ENDURANCE (corresponding to day of death), RESILIENCE (corresponding to growth during the 

challenge) and finally, the presence of bacteria in the spleen of surviving fish (BACTERIAL LOAD).  

Most of the detected QTL were specific to the route of infection (Figure 3) as only 2 QTL associated with 

RESISTANCE and 1 QTL associated with STATUT was shared between injection and immersion. The 

QTL on Omy25a, associated with ENDURANCE and RESISTANCE after both infection protocols. Omy2-

QTL was associated with both RESISTANCE, ENDURANCE and possibly BACTERIAL LOAD after the 

injection protocol.  
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detected among different rainbow trout populations with different genetic backgrounds (Campbell et al., 

2014; Johnson et al., 2008; Vallejo et al., 2014; Fraslin et al., 2018).  

In this study, we also investigated the bacterial load of resistant fish that survived the challenge. The ability 

of a resistant fish to eliminate the pathogen is very important, as we do not want to select for healthy carriers 

that can act as a reservoir for a new outbreak. In the case of F. psychrophilum, as there is a probable vertical 

transmission of the bacterium from parent to offspring (Kumagai and Nawata, 2010; Kumagai and 

Takahashi, 1997; Long et al., 2014; Oplinger et al., 2015) it is particularly important to select broodstock 

with the ability to eliminate the pathogen. In total, only 7 fish that survived the injection protocol (out of 

75) were reported to still carry F. psychrophilum in their spleen five days after the last mortality event 

occurred. It might be fish that eliminates the pathogen more slowly or that were infected with a greater 

concentration, indeed, as the bacterium keep multiplying between the first and the last injection fish that 

were injected the latest might have received a greater dose. However, bacteria may still be present at low 

level in negative fish. Nevertheless, results show that most of the fish that survived were able to efficiently 

control the bacterium during the experiment.  

We only detected three suggestive QTL associated with bacterial load in surviving fish after the injection 

protocol. The limited power of the analysis, due to the high mortality following the injection protocol and 

the small number of fish available is probably responsible for this result. With a higher number of fish, we 

would probably have detected more QTL or confirm those detected in this study. 

To the best of our knowledge, our study is the first to detect QTL associated with RESILIENCE to a 

pathogen in rainbow trout. As we did not detect any common QTL between the three resistance traits 

(STATUT, ENDURANCE and RESISTANCE) and RESILIENCE, in this study, this suggest that resistance 

and resilience are partly controlled by different genetic determinisms. This hypothesis is in accordance with 

the trade-off between resistance and resilience or tolerance that was found using theoretical or experimental 

approaches (Mauricio et al., 1997; Pilson, 2000; Råberg et al., 2007; Simms and Triplett, 1994; Yáñez et 
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al., 2010). As a consequence, improving host fitness through selective breeding would perform better if both 

resistance and tolerance were targeted together.  

5. Conclusion 

In this study, we confirmed that rainbow trout response to infection with Flavobacterium psychrophilum is 

a complex trait that involves many QTL with moderate effects. We also confirmed that experimental 

infection using injection or immersion protocol trigger different immune mechanisms, as only two QTL 

were common between both protocols. To the best of our knowledge, this study is the first one to detect 

QTL associated with RESILIENCE in rainbow trout. As no QTL were common between resilience and 

resistance traits, the results support the hypothesis that resistance, and resilience are two different traits with 

partly different genetic control.  
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Appendices:  

 

Fig. A.1. Survival curves of A03R and G17S grandparents isogenic lines 

 

Survival curves after infection by immersion ( ) and injection (- - - -) of fish from both A03Rand G17S 
isogenic lines  
In the injection protocol, fish were infected with ~ 450 cfu/fish 

 

Table A.1. The three linkage maps for the three data sets (non incluse) 

 

Table A.2. All QTL detected associated with resistance traits after experimental infection using immersion 
and injection protocols 

(Non incluse voir Annexe 4) 
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3.1.1.2. Résultats complémentaires : infection expérimentale 

par injection et balnéation de la famille HD-(A02R/A36S) 

(EXP2) 

3.1.1.2.1. Résumé des matériels et méthodes 

Cette expérience a été conduite avec un autre croisement HD-(A02R/A36S), ave  l’o je tif d’ tendre les 

sultats da s u  fo d g ti ue diff e t. Le p oto ole e p i e tal est ide ti ue à elui de l’EXP  : 

appli atio  des deu  odes d’i fe tio  e p i e tale, et génotypage par ddRADseq (préparation des 

librairies au Roslin Institute et séquençage à BMR Genomics), le détail des matériels et méthodes est 

disponible en Annexe 2.  

Brièvement, 300 individus ont été infectés par balnéation (1,6.109 cfu/mL) et 325 par injection 

intramusculaire (200 cfu/poisson au début de l'infection et 500 cfu/poisson à la fin de l'infection) à des 

poids moyens de 3,1 g (± 0,2) et 6,4 g (± 0,1) respectivement. Pour les deux protocoles, la mortalité a 

débuté au 7e jou  et a t  elev e uotidie e e t pe da t  et  jou s pou  l’i fe tio  pa  al atio  

et injection, respectivement. Malg  l’ajustement de la dose infectieuse pour tenir compte de la forte 

virulence de la souche de F. psychrophilum utilisée (FRGDSA 1882/11), la mortalité suite à l’i je tio  a t  

foudroyante (3% de survivants) (Figure 24). La petite taille des poissons au mome t de l’i fe tio , et sa s 

doute aussi l’e t e se si ilit  de la lig e A S, peuve t e pli ue  e sultat. Quoi u’il e  soit, le t s 

petit nombre de survivants ’a pas pe is d’effe tue  la e he he de QTL li s au STATUT et à la 

RESILIENCE pou  l’i fe tio  pa  i je tio . 
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Figure 24. EXP2 : Courbes de mortalité des individus HD-(A02R/A36S) après une infection expérimentale 

par balnéation (courbe bleue) et par injection (courbe orange).  

Pour chacun des deux protocoles infectieux, les poissons ont été individuellement identifiés par marque 

magnétique interne No atag . Les poisso s i fe t s pa  al atio  o t t  pes s  jou s ava t l’i fe tio  

et au o e t de l’i fe tio  pou  al ule  le DGCN selon la formule employ e da s l’EXP . Les poissons 

a a t su v u à l’i fe tio  pa  al atio  o t t  pes s à la fi  de l’e p i e tatio  pou  al ule  le DGCI 

(Tableau 3). Les deux taux de croissance avant et après infection ne sont pas corrélés. L’effet du poids à 

l’i fe tio  sur la survie ou la date de mort (endurance) a été testé par ANOVA et régression logistique et 

’ tait ja ais sig ifi atif.  

Tableau 3. EXP2 : Statistiques descriptives du poids, de la croissance et du taux de survie des individus 

HD-(A02R/A36S) infectés par balnéation et injection. 

Protocole 

infectieux 

N Poids au 

Marquage 

Poids au début de 

l’e p ri e tatio  

Poids à la fin de 

l’e p ri e tatio  

DGCN DGCI Survie 

finale 

Balnéation 300 1,1 ± 0,3 3,1 ± 1,1 4,6 ± 1,8 1,1 ± 0,3 0,5 ± 0.4 30% 

Injection 325 3,2 ± 0,9 6,4 ± 2,0 7,8 ± 2,1 NA NA 3% 

N = nombre de poissons dans les différents protocoles 
DGCN : taux de croissance journalier pour les individus naïfs mesuré ava t l’ pisode i fe tieu .  
DGCI : taux de croissance journalier pour les individus infectés mesuré pendant l’ pisode i fe tieu .  
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Génotypage et construction de la carte génétique : après avoir appliqué les contrôles qualités (Annexe 2) 

sur les marqueurs et les individus, le jeu de données contenait 1 479 SNP, et 296 et 288 individus pour la 

al atio  et l’i je tio , espe tive e t. U e a te g ti ue u i ue de  370,6 cM a été construite avec 

le logiciel Carthagène (de Givry et al., 2005). Sur les 1 479 SNP, 761 SNP correspondaient à une position 

unique sur la carte et étaient répartis sur 31 groupes de liaison correspondant à 30 chromosomes. Les 

chromosomes 4 et 14 étaient séparés en 2 groupes de liaison et aucun groupe de liaison ne correspondant 

au chromosome 23.  

Détection de QTL : la détection de QTL a été réalisée comme dans l'EXP1 (§ 3.1.1.1) pour les caractères 

STATUT, ENDURANCE, RESISTANCE et RESILIENCE pour le challenge par balnéation et uniquement pour les 

caractères ENDURANCE et RESISTANCE pour les individus infectés par injection. Pour ces derniers, lorsque 

la courbe de LRTmax présentait plusieurs pics, la présence de deux QTL sur le chromosome a été testée 

(option qtl = 2 : "H1 = 1 QTL sur le chromosome" vs."H2 = 2 QTL sur le chromosome" (Filangi et al., 2010)). 

Cette optio  ’ ta t dispo i le ue pou  les a a t es gaussie s, le test t  alis  ave  la va ia le DDM 

(date de morts) en attribuant la date de morts aux individus mort et la valeur J+1 aux individus survivants 

(J= jour de la dernière mortalité enregistrée). Pour les deux protocoles, un effet fixe (aquarium) a été inclus 

da s le od le d’a al se. 

3.1.1.2.2. Détection de QTL associés à la réponse à l'infection 

Apr s l’i fectio  par balnéation, plusieurs QTL communs aux caractères de résistance (STATUT, 

ENDURANCE et RESISTANCE) et des QTL associés uniquement à la RESILIENCE  

Ap s l’i fe tio  pa  al atio ,  QTL asso i s au STATUT do t deu  seule e t suggestifs au iveau du 

chromosome) sont détectés sur Omy17, Omy25a et Omy28 (Tableau 4). Le QTL sur Omy25a n'est associé 

qu'au STATUT. Le QTL sur Omy17, le plus significatif et qui contribue le plus à la variance phénotypique 

(5,1%) est aussi associé à l'ENDURANCE (7,2% de la variance phénotypique expliquée) et, logiquement, à 

la RESISTANCE qui combine les deux caractères. Le QTL sur Omy28 est associé au STATUT et à la 

RESISTANCE, il explique moins de 2% de la variance phénotypique des deux caractères.  

Deux QTL associés uniquement à l'ENDURANCE sont détectés sur Omy3 et Omy16 et un QTL uniquement 

associé à la RESISTANCE est détecté sur Omy18. Le QTL sur Omy16 explique 7,6% de la variance 

phénotypique de l'ENDURANCE. De façon surprenante, l'allèle favorable à ce QTL provient du grand-parent 
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sensible (A36S), pourtant issu de la lignée isogénique la plus sensible de toute la collection (Figures 21 et 

22). 

Enfin, trois QTL associés à la RESILIENCE sont détectés sur les chromosomes 7, 12 et 17 (Tableau 4). Les 

deux QTL sur Omy7 et Omy12 sont nouveaux dans ce croisement HD-(A02R/A36S). Le QTL sur Omy7 est 

positio  à l’e t it  des i te valles de o fia e du QTL sur Omy17 pour les caractères STATUT, 

l'ENDURANCE et RESISTANCE, ce qui ne permet pas de o lu e de a i e d fi itive su  l’e iste e ou 

o  d’un unique QTL qui gouvernerait tous les caractères de réponse. Compte-tenu des écarts importants 

de lo alisatio , l’h poth se  QTL est p ivil gi e, et le QTL associé au STATUT, à l'ENDURANCE et la 

RESISTANCE sera nommé Omy17.1 et le QTL associé à la RESILIENCE nommé Omy17.2. 

Après l'infection par injection, 5 QTL communs entre ENDURANCE et RESISTANCE 

Après l'infection par injection, 5 QTL associés à l'ENDURANCE sont détectés sur 4 chromosomes (Omy3, 

10, 17 et 18), dont deux sur Omy3, nommés Omy3.1 (19,87 - 21,45 Mb) et Omy3.2 (52,99 - 54,11 Mb) 

(Tableau 4). Les 3 QTL les moins significatifs expliquent une part infime de la variance phénotypique (entre 

0,9 % et 1,1 %), les QTL Omy17 et Omy3.2 allant respectivement jus u’à 4,3% et 7% de variance expliquée.  

Pour la RESISTANCE, 9 QTL sont détectés sur 8 chromosomes, dont deux QTL sur Omy3 suite à l’a al se  

QTL, nommés Omy3.1 et Omy3.2), qui sont partagés avec l'ENDURANCE. Ces deux QTL Omy3.1et Omy3.2 

ont des allèles favorable d'origine opposée : A36S est l'allèle favorable au QTL Omy3.1 et A02R est l'allèle 

favorable au QTL Omy3.2 qui est nettement plus significatif. Dans cette expérience, tous les QTL 

d'ENDURANCE sont aussi des QTL de RESISTANCE, ce qui s'explique aisément par la très faible survie (3%) 

suite à l’i fe tio  les su viva ts appo te t t s peu d’i fo atio  o pl e tai e . En revanche, pour 

l'infection par balnéation, seul le QTL le plus significatif (Omy17.1) est commun à l'ENDURANCE et aux 

deux autres caractères (STATUT et RESISTANCE).  
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Tableau 4. EXP2 : QTL associés aux différents caractères de réponse à une infection expérimentale par 

balnéation et par injection dans la famille HD-(A02R/A36S) 

 

 

QTL Position des 
marqueurs 
flanquant (Mb) 

Intervalle de 
confiance 
(Mb) 

LRTmax et 
significativité 

Effet 
du QTL 

Origine de 
l’allèle 
favorable 

% variance 
expliquée 

BALNEATION 

STATUT 
Omy17.1 19,98 - 20,86 14,79 - 39,47 18,3***** 0,19 A02R 5,1% 
Omy25a 17,56 - 32,42 4,49 - 39,45 8,2* 0,14 A02R 2,3% 
Omy28 7,09 - 7,09 0,0 - 29,15 8,6* 0,14 A02R 1,8% 

ENDURANCE 
Omy3 72,60 - 72,60 52,99 - 80,29 13,6** 1,3 A02R 6,3% 
Omy16 0,0 - 3,78 0,0 - 11,13 19,1*** -1,7 A36S 7,6% 
Omy17.1 17,32 - 17,99 15,47 - 42,39 16,9*** 1,5 A02R 7,2% 

RESISTANCE 
Omy17.1 19,98 - 20,86 15,47 - 35,11 24,2***** 0,49 A02R 5,1% 
Omy18 31,10 - 32,74 9,68 - 47,99 8,5* 0,66 A02R 1,8% 
Omy28 17,56 - 32,42 4,79 - 39,45 6,0* 1,47 A36S 1,8% 

RESILIENCE 
Omy7 18,55 – 20,83 11,44 – 37,16 11,1** 0,12 A02R 5,3% 
Omy12 43,36 - 47,81 25,87 – 68,79 10,5* -0.11 A36S 10,5% 
Omy17.2 38,26 - 39,47 15,47 – 71,16 10,7* 0,13 A02R 2,2% 

 

INJECTION 

ENDURANCE 

Omy3.1 19,87 - 21,45 14,12 - 80,29 6,5* -0,31 A36S 1,3% 
Omy3.2 52,99 - 54,11 48,18 - 67,53 13,0** 0,41 A02R 7,0% 
Omy10 57,31 - 60,13 41,23 - 60,32 11,7** -0,38 A36S 0,9% 
Omy17.1 19,98 - 20,86 8,38 - 38,26 17,4***** 0,45 A02R 4,3% 
Omy18 32,74 - 32,74 9,68 - 47,99 12,8** 0,37 A02R 1,1% 

RESISTANCE 
 

Omy1 61,27 - 68,06 22,32 - 77,99 6,6** 0,70 A02R NA 

Omy2 19,82 - 22,41 0,16 - 66,60 7,1** 1,40 A36S NA 

Omy3.2 59,69 - 60,01 48,18-70,77 17,5**** 0,59 A02R NA 

Omy10 60,13 - 60,32 7,61-60,32 5,6* 1,34 A36S NA 

Omy12 43,36 - 47,81 18,04 – 80,95 7,4** 0,71 A02R NA 

Omy17.1 17,32 - 17,99 15,47 - 42,39 20,1*** 0,57 A02R NA 

Omy18 22,42 - 26,39 9,68 51,23-  6,5** 0,73 A02R NA 

Omy28 17,56 - 32,42 4,69 - 39,45 7,6** 1,45 A36S NA 

DDM 
 

Omy3.1 29,19 - 32,79 14,12 - 80,29 12,6** -0,65 A36S 2,6% 

Omy3.2 52,99 - 54,11 48,18-67,53 21,6***** 1,04 A02R 7,0% 

STATUT : su vie à la fi  de l’e p i e tatio  a al s  ave  u  od le i ai e  = o t ; 1 = survivants).  
ENDURANCE : date de mort pour les individus sensibles uniquement, analysée avec un modèle gaussien. 
RESISTANCE : a al se de su vie a al s e à l’aide d’u  od le de Co .  
RESILIENCE : mesurée comme DGCI pendant l'infection uniquement pour les individus ayant su v u à l’i fe tio  
expérimentale par balnéation, analysée avec un modèle gaussien. 
DDM : u i ue e t pou  les  pou  les i dividus a a t su v u à l’i fe tio  pa  i je tio , pour la détection de 2 QTL 
sur Omy3, analysés avec un modèle gaussien.  
Significativité au niveau du chromosome : * = P≤ , , ** = P≤ , , *** = P≤ , ,  
Significativité au niveau du génome : **** = P≤ , , ***** = P ≤ , . 
Effet du QTL mesuré comme le risque relatif pour la RESISTANCE (A36S comme référence, risque relatif = 1), calculé 
o e la oiti  de l’effet de su stitutio  all li ue pou  le STATUT, la DDM, l’ENDURANCE et la RESILIENCE.  

% de variance phénotypique expliquée par le QTL, estimée avec une régression logistique pour les caractères RES et 
STATUT et ave  u e ANOVA pou  la TTD, l’ENDURANCE et la RESILIENCE. 
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Trois QTL associés au STATUT, à l'ENDURANCE et/ou à la RESISTANCE communs aux deux protocoles 

infectieux  

Le QTL Omy17.1 associé aux 3 caractères de résistance (STATUT, ENDURANCE et RESISTANCE) après la 

balnéation est le même que le QTL sur Omy17 associé à la RESISTANCE après l'injection. Le QTL de 

RESISTANCE sur Omy18 après balnéation est aussi associé à la RESISTANCE et l'ENDURANCE par injection. 

Enfin, le QTL Omy28, associé au STATUT et à la RESISTANCE après balnéation est associé à la RESISTANCE 

après injection. Le QTL sur Omy3 associé à l'ENDURANCE après la balnéation semble différent des deux 

QTL Omy3.1 et Omy3.2 associés à l'ENDURANCE et la RESISTANCE après l'injection (positio  ho s de l’IC 

à 95% des 2 QTL, Tableau 4, Figure 25). 

Figure 25. EXP2 : Position des différents 

QTL associ s au STATUT, à l’ENDURANCE, à 

la RESISTANCE et à la RESILIENCE sur les 

chromosomes Omy3 et Omy17 

Sur Omy3 : les marqueurs flanquants du QTL 
Omy3.1 sont indiqués en noir. Les marqueurs 
flanquants du QTL Omy3.2 sont indiqués en 
ouge ap s l’i je tio  I  et e  ve t ap s la 

balnéation (B). 

Sur Omy17 : les marqueurs flanquants du QTL 
Omy17.1 sont indiqués en rouge, ceux du QTL 
Omy17.2 en vert 

Les caractères associés sont indiqués par  
ENDU = ENDURANCE, RES = RESISTANCE en 
RESIL = RESILIENCE 
La thode d’i fe tio  est i di u e pa  _I pou  
l’i je tio  et _B pou  la al atio  

 

Ainsi, 3 des 5 QTL associés au STATUT, à l'ENDURANCE et/ou à la RESISTANCE, après balnéation sont aussi 

détectés après l'injection. Or, la mortalité dans cette expérience ap s l’i fe tio  pa  al atio  est 

relativement élevée. Cette o talit  peut s’e pli ue  une dose infectieuse forte de l’o d e de 9 cfu/mL) 

ainsi que par une sensibilité générale apportée par la lignée A36S. Cette lignée est en effet particulièrement 

vulnérable à la bactérie, même après une infection par balnéation (Figures 21 et 22).  

Une hypothèse pouvant expliquer cette relativement grande proportio  de QTL o u s da s l’EXP  

serait donc que, pour cette expérience particulière, la balnéation a conduit à un niveau important de 
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3.1.1.3. Discussion : les différentes composantes de la réponse à 

l'infection par F. psychrophilum 

Les résultats obtenus à l'issue de ces deux premières expériences (EXP1 et EXP2) nous permettent de 

dresser une première image de la réponse à l'infection par F. psychrophilum chez la TAC et des principaux 

déterminants génétiques sous-jacents. 

Pour étudier la réponse des TAC à l'infection, nous avons infecté expérimentalement deux familles en 

utilisa t deu  odes d’i fe tio  e p i e tale, la al atio  et l'i je tio . Puis, ous ous so es 

intéressés en premier lieu à la résistance globale que nous avons étudiée sous l'angle de la survie finale 

(STATUT : o t/viva t , l’ENDURANCE et enfin d'une analyse de survie permettant de combiner les deux 

i fo atio s la RESISTANCE . Nous avo s e suite tudi  la silie e ui pe et d’ te d e l’a al se de 

la réponse à l'infection. Enfin, nous nous sommes intéressés au portage bactérien dans la rate d'individus 

ayant survécu à une infection par injection.  

Nous avons détecté 35 QTL, sur 23 chromosomes, associés à différentes composantes de la réponse à 

l'infection dont seulement 2 QTL commun dans les deux fonds génétiques. 

La résilience et la résistance sont deux caractères gouvernés par des déterminants génétiques en partie 

distincts 

Dans nos deux expériences, nous ne détectons qu'un unique QTL associé à la fois à la résilience et à la 

résistance. Ce QTL, sur Omy12, semble partagé entre les deux fonds génétiques, dans l'EXP1 (Omy12.2) il 

est associé au STATUT et à la RESISTANCE après balnéation et dans l'EXP2 il est associé à la RESISTANCE 

par injection et à la RESILIENCE par balnéation. Les positions sur le génome de ces deux QTL sont très 

proches mais les intervalles de confiance relativement larges pourraient révéler deux QTL différents 

(Figure 27).  

Au sei  de l’EXP , pou  le QTL O . , l’o igi e favo a le de l’all le diff e selo  le a a t e, ce qui 

révèle potentiellement des m a is es i u itai es ui o ilise t l’e se le des essou es pou  

permettre aux hôtes de survivre et donc ne les ressources sont limitées pour la croissance. Les individus 

résistant semblent donc avoir une faible résilience. Cette hypothèse est appuyée par différentes études 

etta t e  vide e l'e iste e d’u  o p o is e t e la sista e et la tol a e/ silie e. Da s es 

études, la tolérance/résilience est mesurée comme la pente de la droite de régression linéaire entre la 
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performance et le niveau d'infection (tolérance, Råberg et al., 2007) soit comme la différence de 

performance entre un individu sain et un individu infecté (résilience, Fineblum et Rausher, 1995; Yáñez et 

al., 2010). 

Aucun autre QTL contrôlant à la fois la RESILIENCE, le STATUT, l'ENDURANCE ou la RESISTANCE n'a été 

détecté dans notre étude. Il est cependant possible que certains QTL communs à ces caractères et avec un 

effet moins important n'aient pas été détecté à cause d’u e puissa e de d te tio  li it e, due 

notamment à une très forte mortalité par injection.  

Ainsi, nos résultats semblent indiquer que la résilience et la résistance sont deux caractères distincts, 

majoritairement contrôlés par des déterminismes génétiques spécifiques. 

Une partie des mécanismes de défense contre l’i fectio  par F. psychrophilum ne sont stimulés que par 

un ode d’i fectio   

Dans l'EXP1, avec seulement deux QTL associés à la RESISTANCE et/ou au STATUT communs entre les deux 

voies d’i fection, la majorité des QTL associés à un caractère après injection n'étaient pas détectés suite à 

la balnéation. Dans l'EXP2, 3 QTL associés au STATUT et/ou à la RESISTANCE étaient communs entre les 

deux protocoles contre 2 QTL détectés uniquement après la balnéation et 4 uniquement après l'injection 

et tous les QTL d'ENDURANCE étaient spécifiques au mode d'infection. Dans le cas des QTL détectés 

u i ue e t ap s la al atio , il peut s’agi  de a is es i u itai es li s au  p ote tio s e te es 

comme la peau ou le u us. Da s le as des QTL d te t s u i ue e t pa  i je tio , il peut s’agi  de 

mécanismes en aval de la cascade immunitaire, qui ne sont sollicités que quand les mécanismes 

immunitaires li s au  p e i es tapes de l’i fe tio  ’o t pas suffi à e digue  l’i fe tio . Il peut aussi 

s’agi  de mécanismes immunitaires ui so t d le h s ua d l’i fe tio  est t op i po ta te et ue le 

système immunitaire est dépassé par la charge bactérienne (par injection on infecte les individus avec une 

dose plus importante). Il semble donc qu'une grande partie de la réponse à l'infection soit spécifique au 

protocole infectieux. Cependant, des QTL communs e t e les deu  thodes d’i fe tio s peuvent ’avoi  

pas été détectés à cause de la relativement faible puissance de nos dispositifs, notamme t pou  l’i je tio  

da s l’EXP . 

Le portage dans la rate 

Les résultats obtenus dans l'EXP1 sur le portage ne permettent pas de tirer des conclusions très claires sur 

ce caractère (effectifs réduits liés à la mortalité et difficulté de mesure). Une nouvelle technique de PCR 
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(digital PCR) devrait permettre de raffiner les résultats. Cependant, peu d'individus survivants ont une 

charge bactérienne détectable, ce qui permet de penser qu'ils ont réussi à se débarrasser de la bactérie 

ou à fortement limiter sa prolifération en deçà du seuil de détection. Sur les trois QTL associés au portage 

après l'infection, seul le QTL sur Omy2 est aussi associé à la résistance et l'endurance après l'immersion et 

l'injection. 

Il semblerait donc que les mécanismes immunitaires permettant aux TAC de limiter la charge bactérienne 

pendant l'infection soient différents des mécanismes qui assurent la résistance. Cependant, comme notre 

dispositif de détection de QTL pour le portage est très limité, il se peut que l'on ne détecte pas un certain 

nombre de QTL associés à ce caractère. D'autre part, la présence de bactéries dans la rate n'a été détectée 

que pour 7 individus sur les 75 survivants, ainsi la majorité des survivants arrive à se débarrasser (ou 

presque) des bactéries. Il serait néanmoins particulièrement intéressant de s'intéresser à la cinétique de 

la charge bactérienne et de valider ces résultats avec un dispositif plus puissant.  

3.1.1.4. Conclusion  

La détection de QTL associés à différentes composantes de la réponse à une infection expérimentale 

l'infection par F. psychrophilum par injection intramusculaire ou par balnéation chez deux familles de 

truites arc-en-ciel différentes nous a permis de mettre en évidence que les différentes composantes de la 

réponse à l'infection semblent être contrôlés par des déterminismes génétiques en partie différents. Nous 

avons ainsi détecté potentiellement un unique QTL associé à la résistance et à la résilience (et/ou 

l'endurance) mais dont l'effet favorable d'un allèle pour la résilience est associé à une moins bonne survie, 

renforçant l'hypothèse d'un compromis pour l'allocation des ressources entre ces deux caractères. Nous 

avo s aussi is e  vide e ue deu  p oto oles i fe tieu  diff e ts se le t t e à l’o igi e de 

réponses immunitaires en partie différentes dont les déterminismes génétiques sont en partie liés à 

l’i te sit  de l’i fe tio  et do  au ode d’i fe tio . 
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3.1.2.  A al se  plus fi e e t la sista e : l’ pistasie 

Da s e se o d hapit e, j'ai he h  à affi e  l’a al se de l'a hite tu e g ti ue de la po se à 

l'infection. Pour cela je me suis focalisée sur les trois caractères permettant le mieux d'appréhender la 

sista e : le STATUT, l'ENDURANCE et la RESISTANCE et j’ai pou suivi la d te tio  de QTL e  e he ha t 

des QTL ve tuelle e t as u s pa  les QTL les plus i po ta ts et e  ’i t essant plus particulièrement 

aux éventuelles interactions entre QTL. Je me suis pour cela appuyée sur une nouvelle expérience, dans 

un fond génétique nouveau (EXP3a, croisement HD-(AP2R/B57S)) et j'ai tiré profit de notre dispositif, 

composé d'individus HD eux-mêmes issus de grands-pa e ts HD, ui fa ilite la d te tio  et l’i te p tatio  

de telles interactions. 

Le croisement HD-(AP2R/B57S) présentait également un intérêt particulier pour comparer la réponse aux 

deu  odes d’i fe tio  e p i e tale. E  effet, lo s de la o pa aiso  de la sista e de l’e se le des 

lignées isogéniques après infection par injection ou balnéation, la lignée B57 a montré une résistance 

elative fo te e t a lio e lo s de l’i fe tio  pa  ai  a g /  ap s i je tio  et / 5 après 

balnéation) contrairement par exemple à la lignée A36 qui reste définitivement la plus sensible en toutes 

circonstances. Le croisement impliquant cette lignée semblait donc particulièrement favorable à la mise 

en évidence de facteurs contrôlant spécifiquement la résistance suite à une infection par balnéation. 

Les résultats de l'EXP3a ont fait l'objet d'une publication scientifique dans la revue Genetic Selection and 

Evolution (§ 3.1.2.1). J'ai enrichi l'analyse des interactions conduites dans cette expérience en ré-analysant 

les données de l'EXP2. Ces résultats complémentaires sont présentés dans le paragraphe 3.1.2.2. 
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3.1.2.1. Publication scientifique : "Quantitative trait loci for 

resistance to Flavobacterium psychrophilum in rainbow 

trout: effect of the mode of infection and evidence of 

epistatic interactions" 
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trout: efect of the mode of infection 
and evidence of epistatic interactions
Clémence Fraslin1,2, Nicolas Dechamp1, Maria Bernard3, Francine Krieg1, Caroline Hervet1,6, René Guyomard1, 
Diane Esquerré4, Johanna Barbieri4, Claire Kuchly4, Eric Duchaud5, Pierre Boudinot5, Tatiana Rochat5, 
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Abstract 

Background: Bacterial cold-water disease, which is caused by Flavobacterium psychrophilum, is one of the major 
diseases that affect rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and a primary concern for trout farming. Better knowledge 
of the genetic basis of resistance to F. psychrophilum would help to implement this trait in selection schemes and to 
investigate the immune mechanisms associated with resistance. Various studies have revealed that skin and mucus 
may contribute to response to infection. However, previous quantitative trait loci (QTL) studies were conducted by 
using injection as the route of infection. Immersion challenge, which is assumed to mimic natural infection by F. psy-

chrophilum more closely, may reveal different defence mechanisms.

Results: Two isogenic lines of rainbow trout with contrasting susceptibilities to F. psychrophilum were crossed to 
produce doubled haploid F2 progeny. Fish were infected with F. psychrophilum either by intramuscular injection (115 
individuals) or by immersion (195 individuals), and genotyped for 9654 markers using RAD-sequencing. Fifteen QTL 
associated with resistance traits were detected and only three QTL were common between the injection and immer-
sion. Using a model that accounted for epistatic interactions between QTL, two main types of interactions were 
revealed. A “compensation-like” effect was detected between several pairs of QTL for the two modes of infection. An 
“enhancing-like” interaction effect was detected between four pairs of QTL. Integration of the QTL results with results 
of a previous transcriptomic analysis of response to F. psychrophilum infection resulted in a list of potential candidate 
immune genes that belong to four relevant functional categories (bacterial sensors, effectors of antibacterial immu-
nity, inflammatory factors and interferon-stimulated genes).

Conclusions: These results provide new insights into the genetic determinism of rainbow trout resistance to F. 

psychrophilum and confirm that some QTL with large effects are involved in this trait. For the first time, the role of epi-
static interactions between resistance-associated QTL was evidenced. We found that the infection protocol used had 
an effect on the modulation of defence mechanisms and also identified relevant immune functional candidate genes.
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Background
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is a freshwater 

ish farmed in almost every continent, with production 

estimated at around 813,000 tons in 2014 (FAO). With 

the increase in production, resistance to diseases has 

become a major ield of research in order to limit eco-

nomic losses associated with diseases. Flavobacterium 

psychrophilum is the causative agent of bacterial cold-

water disease (BCWD) also called rainbow trout fry syn-

drome in small ish [1, 2]. BCWD occurs worldwide and, 

according to [3], it is the second most important trout 

disease that afects French farms. It causes high mortali-

ties (up to 70%) and deformities may occur in surviving 

ish [1, 2, 4], with important economic impacts. In spite 

of intensive research to develop eicient vaccines [5–7] 

and the recent commercialisation of a vaccine in some 

countries (ALPHA JECT ® IPNV-Flavo 0.025 PHAR-

MAQ), the usual way to combat the disease remains the 

use of antibiotic treatments, which raises environmental 

concerns and issues about the emergence of antibiotic 

resistance [8–10]. herefore, there is a crucial need for 

other methods to control the disease. Selective breed-

ing for natural genetic resistance to F. psychrophilum is a 

promising approach since previous studies have revealed 

the existence of genetic variation for this trait. Moder-

ate heritabilities were estimated in European and North 

American domestic broodstocks [11–13], and Leeds et al. 

[14] demonstrated that genetic gain could be obtained in 

experimental conditions after two generations of selec-

tion. Quantitative trait loci (QTL) associated with resist-

ance measured as time to death or survival have been 

detected using linkage or association studies [15–20] in 

which resistance to F. psychrophilum was assessed using 

injection protocols for experimental infection.

Madsen and Dalsgaard [21] and Garcia et  al. [22] 

compared injection (intraperitoneal or intramuscu-

lar), immersion, immersion combined with stress (skin 

lesion or formalin treatment) and cohabitation with 

infected ish as infection challenge methods with F. psy-

chrophilum. hey concluded that the injection method 

was more reproducible than immersion and observed 

a higher mortality rate after injection challenge (70–

90%), than after immersion challenge (30–55%). How-

ever, injection is a route of infection that bypasses the 

physical and immune barriers of skin and mucosa, and 

likely modiies the tissues that are targeted by the pri-

mary infection within the host. Similar diferences 

between infection routes were also reported for other 

bacterial and viral pathogens that afect rainbow trout, 

such as Yersinia ruckeri [23], the infectious hematopoi-

etic necrosis virus [24], and the viral haemorrhagic 

septicaemia virus [25]. Infection with F. psychrophilum 

seemed to be more eicient when ish were stressed 

by formalin treatment or when the skin was damaged 

prior to immersion [21, 22, 26, 27], which suggests that 

external barriers hinder entry of the bacteria. F. psy-

chrophilum has been observed in the skin mucus, in 

gills, and in connective tissue of the ins and operculum 

of salmonid ish [28, 29], but the precise sites of entry 

of the pathogen remain unknown. Epithelia (skin, gills, 

nasopharynx and gut) are considered important portals 

of entry of pathogens [25, 30], even if the mucus layer 

constitutes an eicient barrier. Mucus contains multi-

ple antimicrobial factors, such as lysozyme, proteins of 

the complement system, heat shock proteins or immu-

noglobulins, which are involved in speciic or non-

speciic defence mechanisms [31–34]. In fact, many 

bacteria, both commensal and pathogenic, are com-

monly found in the mucus, and adhesion to mucus is 

a classical virulence factor [35, 36]. Composition of the 

skin microbiota, which plays a protective role against 

infection [37, 38], is partly under genetic control, and 

QTL that are associated with abundance of some bacte-

rial genera that are known to provide protection against 

pathogens have been identiied [37].

Immersion challenge with F. psychrophilum prob-

ably relects natural infection of rainbow trout bet-

ter than injection. hus, we developed a reproducible 

immersion challenge that does not involve preliminary 

stress [39] and used it to investigate the genetic varia-

tion of trout resistance to F. psychrophilum. Compared 

to injection challenge, immersion challenge may reveal 

QTL that drive defence mechanisms associated either 

with the entry of the bacterium into the host or with 

the host response once the pathogen has entered via 

the “natural” route, expanding the possibility of inves-

tigation of host antibacterial response. In this study, we 

took advantage of homozygous doubled haploid (DH) 

trout lines with contrasting susceptibilities to F. psy-

chrophilum to search for resistance-associated QTL, 

using both routes of infection, as a irst step towards 

a better understanding of the host response to infec-

tion and the identiication of candidate (causative) 

genes. Investigating the resistance to F. psychrophi-

lum is diicult since the establishment of reproducible 

experimental challenges, especially with immersion 

protocols, is very complicated. DH isogenic lines with 

contrasting resistance levels to F. psychrophilum rep-

resent a very useful resource to perform such experi-

mental challenges and to identify susceptible versus 

resistant genetic backgrounds. Moreover, the use of DH 

lines allows powerful and simple genetic analyses [40, 

41] with designs that are relevant to investigate inter-

actions between QTL. Such interactions likely contrib-

ute to the variability of complex traits [42] but, to date, 

have been scarcely investigated.



Page 3 of 16Fraslin et al. Genet Sel Evol           (2018) 50:60 

Methods
Experimental QTL family

At INRA, we have established a collection of 16 isogenic 

homozygous rainbow trout lines that were derived from 

the INRA SY rainbow trout population after two gen-

erations of gynogenetic reproduction and further prop-

agated by within-line single pair mating [43]. he lines 

have been screened for resistance to various diseases 

including several viruses [43–45] and more recently, for 

resistance to F. psychrophilum, using either injection or 

immersion as routes of infection [46, and unpublished 

results].

In this study, we selected two lines (B57 and AP2) with 

contrasting resistance to F. psychrophilum as F0 grand-

parents to produce the QTL family. Overall, line AP2 

ranked among the most resistant of the 16 lines whereas 

B57 was consistently more susceptible (see Additional 

ile 1: Figure S1).

One B57 female was mated to one AP2 sex-reversed 

male to produce a F1 isogenic family, consisting of all 

females that share the same genetic background and that 

are heterozygous at loci for which diferent alleles were 

ixed in the two F0 isogenic lines. One single F1 female 

was reproduced using mitotic gynogenesis in order to 

produce the QTL mapping family. Eggs were fertilized 

with UV-genetically inactivated milt and heat-shocked 

soon after fertilization in order to produce DH progeny 

by inhibition of the irst embryonic mitosis [47]. hus, 

the resulting ofspring carried only one grandparental 

allelic variant at each locus. Males that were homozy-

gous for a dominant body colour variant (golden pheno-

type) were used as milt donors for gynogenesis. he lack 

of golden fry in the progeny and of surviving fry in the 

haploid control (no heat-shock after fertilization with 

irradiated milt) served as control of the eiciency of the 

irradiation process.

Since DH progeny are homozygous, the power of QTL 

detection is increased by accurate evaluation of the efect 

of allelic substitution [40, 41, 48]. In the context of the 

recent whole-genome duplication event that occurred in 

the salmonid ancestor, DH individuals can also facilitate 

single nucleotide polymorphism (SNP) calling and geno-

typing in rainbow trout, and decrease the false discovery 

rate of paralogous sequence variants (PSV) as putative 

true allelic SNP variants [49].

F0 and F1 breeders were reared and spawned at the 

INRA PEIMA experimental farm (Sizun, France). he F2 

progeny were incubated at the PEIMA farm. Eyed eggs 

were transported to the INRA IERP facilities (Jouy-en-

Josas, France), iodine disinfected, and placed into rearing 

units that were supplied with recirculated, de-chlorinated 

tap water at a constant temperature of 10  °C. In total, 

558 F2 progeny were produced, among which 372 were 

used for QTL detection (genotyping and phenotyping in 

infectious challenge). he 186 remaining un-phenotyped 

progeny were added to the genotype dataset in order to 

construct a more precise linkage map. At about three 

months post-hatching, the 372 QTL progeny were anaes-

thetized with 2-phenoxyethanol (0.2  mL/L), individu-

ally tagged (intraperitoneal implantation of a micro chip 

“Biolog-Tiny ID”) and reared under standard conditions 

(constant 10  °C and a commercial diet) until infectious 

challenges.

Phenotyping for resistance to F. psychrophilum

Two diferent routes of infection, i.e. immersion and 

intramuscular injection, were compared. In both cases, 

ish were inoculated with F. psychrophilum FRGDSA 

1882/11, a strain that was isolated in 2011 from a dis-

eased rainbow trout during a severe outbreak in a trout 

farm in the South-West of France and belonging to the 

clonal complex CC-ST90 [50]. For both immersion and 

injection challenges, F. psychrophilum was grown at 18 °C 

in TYES broth on a rotatory shaker at 200 rpm until late 

exponential phase  (OD600 approximately 1). Broth cul-

tures were used for infection experiments following a 

posteriori bacteria counting by inoculation of serial dilu-

tions on agar and counting of visible colonies after 48 h of 

incubation at 18 °C.

he immersion challenge was carried out when ish 

were about 5  months old, with a mean body weight of 

4.7 ± 1.3  g. Prior to infection, 225 ish were randomly 

sampled from the QTL progeny and equally distributed 

into three 10-L aquaria. Each ish was weighed and its 

individual tag was recorded. After a few days of acclima-

tion, ish were infected by immersion for 4 h in a bacte-

rial suspension (approximately 8.107 cfu/mL) in static 

water maintained at 10 °C with vigorous aeration. Bacte-

ria were counted in water as above. Preliminary tests had 

revealed that F. psychrophilum strain FRGDSA 1882/11 is 

highly virulent when inoculated by injection and causes 

extremely high mortality in young ish. In order to ine-

tune the level of the infectious dose and to be able to dis-

criminate between susceptible and resistant ish for QTL 

detection, the injection challenge was performed when 

ish reached a larger size (around 8  months old with a 

mean body weight of 21.5 ± 6.9 g).

For the injection challenge, the broth culture was cen-

trifuged and bacterial cells were rinsed once in saline 

bufer. Drops (25 µL) of serial dilutions of bacterial sus-

pension were inoculated on agar for counting. As for 

immersion, 147 F2 progeny were randomly distributed 

into three 10-L aquaria (47–50 ish per aquarium). After 

a few days of acclimation, ish were anaesthetized and 

received an intramuscular injection of 50 µL of bacterial 
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suspension, corresponding to approximately 145  CFU/

ish, close to the dorsal in.

After infection (immersion or injection), ish were kept 

at 10  °C with adequate water low. Two ish that died 

within the irst 2 days after infection were discarded (one 

for each challenge). Mortality was monitored twice a day. 

Dead ish were identiied individually by tag recording. 

When mortality reached a plateau (49 and 35 days for the 

immersion and injection challenge, respectively), surviv-

ing ish were sacriiced by anaesthetic overdose, weighed 

and identiied. A piece of caudal in was clipped from 

all individuals at the time of identiication and stored 

in 100% ethanol for DNA extraction. Two ish from the 

immersion challenge and three ish from the injection 

challenge were discarded because tag recording was not 

possible. For each challenge, the post-challenge dataset 

included body weight at the time of challenge, survival 

status of each ish (dead or alive at the end of the chal-

lenge) and time to death (in days after infection, for dead 

ish only).

SNP genotyping

RAD sequencing and library preparation

In total, DNA was extracted from 555 in samples using 

the Wizard Genomic DNA puriication kit (Promega) 

with an RNAse step. Total DNA was quantiied by meas-

uring optical density at 260  nm  (OD260) with a Qubit 

luorometer. DNA quality was assessed by the  OD260/

OD280 ratio and by visual control on gel electrophore-

sis. All samples were diluted to 100  ng/µL before they 

were sent for RAD sequencing. Samples included the 

two F0 grandparents (AP2 and B57), the F1 female par-

ent (and another isogenic F1 individual as backup) and 

551 F2 DH progeny, among which the 365 progeny used 

for QTL detection (222 for immersion and 143 for injec-

tion, respectively) and the 186 additional F2 progeny that 

were genotyped only to strengthen SNP calling and the 

linkage map. To ensure suicient sequencing depth of 

breeders, samples of the F0 and F1 parents were repli-

cated (four replicates for F0 and eight replicates for F1). 

DNA samples were sent to the GeT-PlaGe sequencing 

platform ([51], Toulouse, France,) for restriction-site-

associated DNA sequencing (RADseq) according to the 

protocol in [52]. Each DNA sample was digested with the 

SbfI restriction enzyme and then barcoded by adding P1 

adaptors, which contained a 5-bp nucleotide barcode that 

difered by at least three nucleotides. Twelve sequencing 

libraries were generated with 48 pooled samples. Librar-

ies were subsequently cut to a size of less than 800 bp by 

sonication. After size selection (250  bp on average) on 

agarose gel, the pooled libraries were puriied, ligated 

to a P2 adaptor, and ampliied by PCR. RAD libraries 

were paired-end sequenced (100  bp paired-end reads) 

on an Illumina HiSeq 2500 sequencer at the GeT-PlaGe 

sequencing platform.

Single nucleotide polymorphism discovery and genotyping

First, sequencing reads were demultiplexed and assigned 

to a single individual allowing no mismatch in the P1 bar-

code and one mismatch in the restriction site. Data from 

seven samples from F2 progeny that had less than one 

million reads were removed from the analysis. In order 

to facilitate detection of PSV [49], the dataset was supple-

mented with 20 DH individuals that were used as exter-

nal controls. hese DH individuals were sequenced in 

previous projects using the same RAD-sequencing meth-

odology and restriction enzyme (unpublished data).

For SNP calling, sequence reads were processed 

through a de novo analysis using the core pipeline of the 

software Stacks version 1.19 [53, 54]. PCR duplicates 

were removed using the Stacks clone-ilter program. 

Reads from replicates of the F0, F1 and F2 individuals 

were merged into a single sequence ile per individual. 

In a irst step, the ustacks program was used to iden-

tify putative loci for each sample. he minimum depth 

of coverage required to create a stack (group of iden-

tical reads or putative allele) was set at 3 (-m option), 

while the maximum distance allowed between stacks, 

was set at 2 nucleotides (-M option). hese nucleotide 

diferences take potential SNP and sequencing errors 

into account. Only primary reads were used (-N option 

equal to 0). he maximum number of stacks (i.e. maxi-

mum number of alleles) at a single de novo locus was set 

at 2 (max_locus_stacks option) in order to allow detec-

tion of putative duplicated loci. Next, the cstacks pro-

gram was used to create a catalogue of loci by setting the 

number of mismatches allowed between samples to 1 (-n 

option). Finally, genotypes of all individuals (F0, F1, F2 

and DH controls) were called using the sstacks program 

that matches individual stacks against the catalogue. he 

Stacks population program was used to calculate the fre-

quency of genotypes at each locus.

Quality control of SNPs and removal of duplicated loci

Sequence data from the two F1 individuals were used to 

identify polymorphic and monomorphic loci. To be con-

sistent with the pedigree of the QTL family (DH progeny 

of a cross between two DH homozygous grandparents), 

only bi-allelic loci were considered (17,460 out of 20,305 

polymorphic loci identiied in the Stacks catalogue).

DH control population he two F0 grandparents and 

the 20 external DH individuals served as controls to 

detect putative duplicated loci. Since all DH individuals 

are expected to be homozygous, a heterozygous genotype 

at a given locus indicates a PSV rather than a true allelic 

variant. herefore, all loci that appeared heterozygous in 
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at least two DH control individuals were discarded (list 

provided in Additional ile 2: Table S1).

Filtering of loci and individuals Sequence data from 

37 individuals were removed because of technical prob-

lems. Filtering of loci and individuals was based on call 

rate and call frequency as follows: F2 individuals with 

genotype calls for less than 20% of genotyped loci and 

loci with genotype calls for less than 70% of F2 individu-

als were discarded. Homozygosity for each F2 individual 

was checked on the 11,570 remaining loci and 24 ish 

were found to have a heterozygosity rate higher than 

1%. Previous studies performed on isogenic lines [45, 

49] assumed that residual heterozygous loci may be due 

to unreduced ova, donor milt contamination, mutation 

or sequencing errors. We did not ind any F2 individual 

that was heterozygous at loci where the two grandpar-

ents shared the same allele, so contamination by donor 

milt was excluded. Spontaneous retention of a sec-

ond polar body is suspected to be at the origin of unre-

duced ova. Under this hypothesis, a number of loci will 

retain the heterozygosity of the mother, at a frequency 

that depends on recombination during meiosis [40, 55]. 

Since recombination rates are higher in telomeric than 

centrometric regions of chromosomes [56, 57], a higher 

residual heterozygosity level is expected in telomeric 

regions. For the 24 ish that had an overall heterozygous 

rate higher than 1% (min: 1.12%; max: 65.04%), a gradi-

ent of heterozygosity rate was observed along the chro-

mosome arms, which was consistent with the proportion 

of heterozygous loci being higher in telomeric regions 

than around the centromere (see Additional ile 3: Figure 

S2). his supports the hypothesis that the 24 F2 prog-

eny that exhibited a high frequency of heterozygous loci 

probably originated from spontaneously unreduced ova. 

hose individuals were discarded from the analysis. he 

remaining F2 ish had a heterozygosity rate lower than 

1% and were considered as true doubled haploids. he 

remaining heterozygous loci were considered to result 

from sequencing errors or mutations and were set to 

missing genotypes before the last iltering step based on 

minor allele frequency (MAF) and individual coverage. 

Since the F2 ish were produced by mitotic gynogen-

esis from a single F1 female, a 1:1 ratio was expected for 

the alternative F0 alleles (AP2 and B57). herefore, the 

remaining loci with a MAF lower than 0.30 were iltered 

out. In the end, only ish with more than 90% of called 

genotypes were kept for further analysis.

Construction of the linkage map

he 1.2 version of the CarthaGène software [58, 59] was 

used to build the F2 family linkage map. he DH progeny 

were described as a backcross in the CarthaGène soft-

ware. he group command was used, with the thresholds 

for two-point distance (Haldane/Ray) and logarithm 

of odds (LOD) set at 0.3 and 15, respectively. Linkage 

groups were assigned to trout chromosomes by blasting 

the sequences of RAD markers on the most recent pub-

lished reference trout genome, Omyk_1.0 [60].

QTL detection

QTL mapping was performed by chromosome with the 

QTLMap software [61] (version 0.9.8). For each chromo-

some, the hypothesis that one QTL (H1) versus no QTL 

(H0) afects the trait of interest was tested with the inter-

val mapping method described in [62], using an approxi-

mate likelihood ratio test (LRT [63]) and scanning the 

chromosome in intervals of 1  cM. To take into account 

the fact that the F2 individuals are gynogenetic dou-

bled haploids, they were coded as half-sib from a single 

sire (F1) and an unknown virtual dam that was diferent 

for each F2 ish [41]. he two challenges, injection and 

immersion, were analysed separately. he efects of body 

weight at challenge and aquarium on survival were tested 

with the average-to-average method (ANOVA) model on 

time to death and the logistic regression on the status as 

the end of the challenge with the R software, version 3.4.2 

[64]. he efect of body weight was never signiicant but 

the aquarium efect was signiicant in all cases.

Using a model M1 that included aquarium as the only 

ixed efect, RESISTANCE was assessed using the uni-

trait Cox model option (calcul = 7; [61]) in QTLMap. 

Cox model its a survival analysis model that makes no 

assumption on the trait distribution and that takes time 

to death and censoring into account [65, 66]. Surviving 

ish at the end of the period of survey corresponded to 

‘censored’ observations, i.e. the expected event (death) 

was not observed during the observation period. In this 

analysis, the QTL efect is calculated for each genotype 

(allele) as a relative risk, with the B57 line origin taken as 

the reference (relative risk = 1). STATUS (dead/alive) was 

also analysed as a trait of practical interest for breeders, 

using the unitrait discrete distribution option of QTL-

Map (calcul = 2; [61]) with value 1 for survivors and 0 for 

dead ish. Using the variable STATUS, it was also possi-

ble to reine the model to search for additional QTL that 

might have been masked by efects of the main QTL and/

or by epistatic interactions between QTL. A new model 

( M2 ) was applied, in which aquarium and the QTL 

detected for STATUS with model M1 were considered 

as ixed efects, along with interactions between the QTL 

used as co-factor and the newly detected QTL. To control 

the false discovery rate due to multiple-testing, the P val-

ues associated with interactions were corrected with the 

Benjamini–Hochberg method (BH) [67] implemented in 

the R software, version 3.4.2 [64] (stat package version 

3.6.0, option p.adjust). Finally, ENDURANCE, which was 
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deined as the time until death for ish that died during 

the experimental period [68], was investigated as a com-

plementary description of possible host–pathogen inter-

action during infection. ENDURANCE was measured in 

dead ish only and was analysed using the unitrait Gauss-

ian distribution option of QTLMap with model M1.

For each chromosome, when a QTL was suspected, 

the empirical distribution of the LRT was obtained 

with QTLMap from 1000 simulations (for STATUS and 

ENDURANCE) or permutations (for RESISTANCE) 

under the null hypothesis with trait heritability ixed at 

0.5 for each chromosome. hen, we estimated the type-

I error rejection threshold of H0 at the chromosome-

wide level using the method described by Harrell and 

Davis [69]. A QTL with a chromosome-wide P ≤ 0.01 

was considered signiicant. For each QTL that was 

chromosome-wide signiicant at P ≤ 0.001, the genome-

wide level signiicance threshold was tested with 10,000 

simulations/permutations under H0 and a Bonferroni 

correction to adjust the type-I error for number of chro-

mosomes. Under H1, the QTL efect was estimated as 

the allelic substitution efect in a standard F2 progeny. 

Because progeny were doubled haploids, this efect cor-

responds to half the diference between the mean values 

of the trait in the two alternative homozygous progeny. 

he 95% conidence intervals (95% CI) of the QTL were 

obtained using the method of Li [70], in which the distri-

bution of QTL locations is approximated from likelihood. 

For each signiicant QTL and each trait, we identiied 

the grandparental origin of the allele at the QTL posi-

tion, and thus determined the line origin of resistance/

susceptibility. For all traits and each QTL, the maximum 

likelihood ratio test (LRTmax) curves were inspected vis-

ually. When the LRTmax curves showed two peaks, the 

hypothesis of two QTL (H2) versus one QTL (H1) was 

tested. Because the test was available only for the unitrait 

model for the time to death, ish that survived were given 

a time of death at d + 1, with d the day of death of the last 

ish that died, but it never reached the chromosome-wide 

signiicance level.

he percentage of phenotypic variance explained by a 

QTL in the DH progeny was calculated with the R soft-

ware [64], using ANOVA for ENDURANCE and logistic 

regression for STATUS.

Results
Average performance after immersion and injection 

infectious challenges

Fish from the QTL family were challenged with F. psy-

chrophilum via two modes of infection: after the immer-

sion challenge, the overall survival rate was 77% at day 

48 (out of 225 infected ish) whereas after the injection 

challenge, it was 55% at day 34 (out of 147 infected ish) 

(Fig. 1). hese values were in the range of survival rates 

recorded in previous challenges with the F. psychrophi-

lum strain FRGDSA 1882/11. Regardless of the route of 

infection, individual body weight at the time of infection 

had no signiicant efect on time to death or on the inal 

survival rate (STATUS). Fish that survived and died fol-

lowing the immersion protocol had the same mean body 

weight at the time of challenge (4.6 g). Accordingly, the 

mean body weight at the time of infection using injection 

was 20.9 g and 22.6 g (not signiicant) for surviving and 

dead ish, respectively (see Additional ile 2: Table S2).

Genotypes calls and linkage map

he catalogue of polymorphic loci, established with 511 

individuals (507 unique F2’s, 2 F1’s and 2 F0’s), contained 

17,460 bi-allelic loci of which 2867 were discarded from 

further analysis since they were putative duplicated loci 

(i.e. they were heterozygous in at least two DH controls, 

see list in Additional ile  2: Table  S1). After removing 

ish with a genotype call rate lower than 20% (n = 444) 

and markers with more than 70% missing genotypes 

(n = 11,570), 24 additional individuals that exhibited a 

rate of heterozygous loci higher than 1% were removed 

before the last iltering step based on MAF (> 0.30) and 

marker call rate (> 90%). he inal dataset was composed 

of 9715 polymorphic loci and 427 F2 progeny (including 

310 QTL progeny that were challenged with F. psychro-

philum and 117 individuals with no phenotypic record). 

Of the 9715 markers, 9654 were mapped to 30 linkage 

groups (see Additional ile 2: Table S3). he total length 

of the linkage map was 2645.2 cM. Linkage groups were 

successfully assigned to chromosomes using the genome 

assembly Omyk_1.0 [60]. As previously described [71, 

72], chromosome 25 (Omy25) is separated into two 

chromosomes in the INRA SY population. In this paper, 

Omy25a corresponds to the short arm of Omy25 and 

Omy25b to its long arm. he 9654 markers accounted 

for 2130 distinct positions on the genetic map (see Addi-

tional ile 2: Table S4). At each position, only the marker 

with the best call rate was kept for further QTL detection 

(see Additional ile 2: Table S3). he inal dataset for QTL 

detection included 310 F2 progeny, one F1 and the two 

F0 individuals, and 2130 markers.

QTL detected following injection challenge

Using the M1 model, survival analysis with the Cox 

model revealed two genome-wide signiicant QTL 

associated with RESISTANCE after the injection chal-

lenge (P ≤ 0.005 at the genome-wide level) on Omy3 

and Omy29 (named Omy3-QTL and Omy29-QTL, 

respectively). Two other QTL were chromosome-wide 

signiicant (P ≤ 0.01) on Omy10 and Omy26. For all 

QTL, the risk ratio was less than 1 (0.22–0.38, Table 1), 
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which indicates that the allele for resistance originated 

from the AP2 (resistant) grandparent. he inal sur-

vival rate ranged from 67 to 76% for individuals that 

were homozygous for the resistance (AP2) allele at all 

four QTL versus 34 to 50% for individuals that were 

homozygous for the susceptibility (B57) allele. Omy3-

QTL and Omy29-QTL had the strongest efects (see 

Table  1). For STATUS (analysed as a binary trait), 

one chromosome-wide signiicant QTL was found on 

Omy25a and two genome-wide signiicant QTL on 

Omy3 and Omy29. hese two QTL were the same as 

those detected for RESISTANCE (same location, same 

favourable (resistance) allele transmitted by AP2). hey 

explained 14 and 12% of the phenotypic variation of the 

trait in the DH progeny, respectively, whereas Omy25a-

QTL explained 7% of the phenotypic variation. Strik-

ingly for this QTL, the susceptible grandparent (B57) 

transmitted the favourable allele. Likelihood ratio 

thresholds and lanking markers at each QTL are in 

Table S5 (see Additional ile 2: Table S5). Figure S3 (see 

Additional ile  4: Figure S3) presents the likelihood 

ratio proiles for each chromosome (1 cM interval) for 

the two resistance traits after the two types of infec-

tious challenges.

For ENDURANCE, which was measured as time to 

death (hence, using only ish that died), two chromo-

some-wide signiicant QTL were detected on Omy15 and 

Omy29. Omy29-QTL explained 11% of the phenotypic 

variance of the trait in the DH progeny. Omy15-QTL is 

a new QTL, whereas Omy29-QTL is likely the same as 

that detected for RESISTANCE (close location, over-

lapping 95% conidence intervals, one lanking marker 

in common). For both QTL, the favourable allele origi-

nated from the resistant grandparent (AP2), and ish that 

Fig. 1 Survival curves after Flavobacterium psychrophilum infection of DH fish used for QTL detection. Kaplan–Meier estimation of survival functions 
after infectious challenges for the QTL family. The pink curve corresponds to the hazard function of DH progeny challenged by immersion (225 fish, 
3 aquaria, 49 days) and the blue curve corresponds to the Hazard function of DH progeny challenge by intramuscular injection (147 fish, 3 aquaria, 
35 days)
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carried the favourable allele at both QTL died on average 

5 days later than ish with the unfavourable allele.

QTL detected following immersion challenge

For the immersion challenge and with model M1 , sur-

vival analysis with the Cox model revealed three QTL 

associated with RESISTANCE (Table 2). Two new chro-

mosome-wide signiicant QTL located on Omy2 and 

Omy21, respectively. One genome-wide signiicant QTL 

on Omy3 matched the QTL that was detected in the 

injection challenge analysis (similar position, i.e. 88 and 

89 cM for the immersion and injection challenge analy-

ses, respectively, and resistance transmitted by AP2 in 

both cases). he risk ratios of the two newly detected 

QTL (3.73 for Omy2-QTL and 3.08 for Omy21-QTL, 

respectively) indicated that the favourable (resistance) 

allele originated from the susceptible grandparent (B57). 

Omy3-QTL had the largest efect, with 94 versus 53% 

survival for individuals that were homozygous for the 

AP2 and B57 allele, respectively. For Omy2-QTL and 

Table 1 Results of QTL analyses for resistance traits after an injection challenge with F. psychrophilum 

RESISTANCE: overall resistance, analysed with a Cox model survival analysis that takes failure, time to death and inal survival (censored observations) into account; 

STATUS: (dead/surviving) phenotype at the end of the challenge, analysed as a binary trait; ENDURANCE: time to death in days after infection for dead ish only, 

analysed as a Gaussian trait; LRTmax = maximum of likelihood ratio test; Position in the genetic map in centimorgans (cM); CI = conidence interval; Chromosome-

wide signiicant at *P ≤ 0.01; Genome-wide signiicant at **P ≤ 0.05 or ***P ≤ 0.01; The QTL efect was measured as the relative risk for RESISTANCE (B57 as the 

reference, risk = 1), as half the diference between the mean values of the two classes of homozygous progeny (individual values ixed as 1 for survivors and 0 for dead 

ish) for STATUS and as half the diference (in days) between the mean date of death of the two classes of homozygous progeny for ENDURANCE

Trait QTL LRTmax Position (cM) CI (95%) QTL efect Resistance 
origin

Survival rate 
(%) according 
to allele origin 
at the QTL

% of phenotypic variance 
explained in DH progeny

AP2 B57

RESISTANCE Omy3 21.24** 89 67–97 0.25 AP2 76 34 –

Omy10 10.31* 23 4–93 0.35 AP2 67 50 –

Omy26 9.49* 21 1–41 0.38 AP2 73 40 –

Omy29 23.94*** 48 26–49 0.22 AP2 76 38 –

STATUS Omy3 21.28*** 89 68–95 + 0.29 AP2 76 34 14%

Omy25a 11.06* 14 0–27 − 0.21 B57 49 60 7%

Omy29 19.06*** 48 25–49 + 0.27 AP2 76 38 12%

ENDURANCE Omy15 10.99* 11 0–78 + 2.63 AP2 – – nc

Omy29 9.90* 43 18–49 + 2.63 AP2 – – 11%

Table 2 Results of QTL analyses for resistance traits after an immersion challenge with F. psychrophilum 

RESISTANCE: overall resistance, analysed with a Cox model survival analysis that takes failure time to death and inal survival (censored observations) into account; 

STATUS: (dead/surviving) phenotype at the end of the challenge, analysed as a binary trait; ENDURANCE: time to death in days after infection for dead ish only, 

analysed as a Gaussian trait; LRTmax = maximum of likelihood ratio test; Position in the genetic map in centimorgans (cM); CI = conidence interval; Chromosome-

wide signiicant at *P ≤ 0.01; Genome-wide signiicant at ***P ≤ 0.01; The QTL efect was measured as the relative risk for RESISTANCE (B57 as the reference, risk = 1), as 

half the diference between the mean values of the two classes of homozygous progeny (individual values ixed as 1 for survivors and 0 for dead ish) for STATUS and 

as half the diference (in days) between the mean date of death of the two classes of homozygous progeny for ENDURANCE

Trait QTL LRTmax Position (cM) CI (95%) QTL efect Resistance 
origin

Survival rate 
(%) according 
to allele origin 
at the QTL

% phenotypic variance 
explained in DH 
progeny

AP2 B57

RESISTANCE Omy2 14.04* 14 3–32 3.73 B57 69 89 –

Omy3 39.87*** 88 82–93 0.09 AP2 94 53 –

Omy21 12.65* 99 64–103 3.08 B57 66 87 –

STATUS Omy2 13.17* 14 2–36 − 0.19 B57 69 89 6%

Omy3 39.47*** 88 81–93 + 0.33 AP2 94 53 18%

Omy21 12.36* 99 63–104 − 0.18 B57 66 87 7%

ENDURANCE Omy20 12.54* 28 5–37 + 4.93 B57 – – nc

Omy27 13.56* 26 10–47 + 5.65 B57 – – nc



Page 9 of 16Fraslin et al. Genet Sel Evol           (2018) 50:60 

Omy21-QTL, the absolute diference in survival between 

alternative homozygotes was around 20% (Table  2). 

he QTL detected for STATUS (binary trait) provided 

results that are fully consistent with the results obtained 

for RESISTANCE. Omy3-QTL had the largest efect 

(explaining 18% of phenotypic variance in DH progeny), 

whereas Omy2-QTL and Omy21-QTL had the smallest 

efects (6 and 7% of phenotypic variance in DH progeny, 

respectively).

For ENDURANCE after the immersion challenge, two 

new chromosome-wide signiicant QTL were detected 

on Omy20 and Omy27. Fish that carried the B57 allele 

at the two ENDURANCE QTL survived longer (about 

10–11 days more) than those that carried the AP2 allele. 

he immersion or injection challenge had no common 

QTL associated with ENDURANCE.

Detection of additional QTL based on co‑factor analyses

Since QTL may have been masked by the major QTL 

described above and/or by possible epistatic interac-

tions between them, analyses were reined using STA-

TUS as the resistance trait. Model M2 was used, in 

which QTL detection was computed with the efect of 

each chromosome-wide and genome-wide signiicant 

QTL detected for STATUS with model M1 being ixed 

as co-factors alternatively. As shown in Table  3, use of 

model M2 revealed ive additional chromosome-wide or 

genome-wide signiicant QTL (absolute efects of QTL 

on survival rates are in Additional ile 5: Figure S4).

In the analysis of the injection challenge, includ-

ing the efect of Omy3-QTL as co-factor in model M2 

allowed identiication of an additional QTL on Omy29 

(named Omy29.2Omy3-QTL). his Omy29.2Omy3-QTL 

was located at 23 cM, just at the limit of the conidence 

interval of the irst QTL on Omy29 detected for RESIST-

ANCE and STATUS with model M1 (see Table  1) for 

the injection challenge. he hypothesis that there were 

two QTL for STATUS was tested by itting both Omy3-

QTL and Omy29-QTL in the model; Omy29.2Omy3-QTL 

remained chromosome-wide signiicant (P < 0.01), which 

supports the existence of two diferent QTL on Omy29. 

Including Omy29-QTL in the model allowed the role 

of Omy26-QTL to be extended to STATUS (previously 

chromosome-wide signiicant for RESISTANCE only). 

Finally, new QTL were detected on Omy17 by itting 

Omy25a-QTL or Omy29-QTL, respectively. Because 

Table 3 Results of QTL analysis using the model M2 for resistance trait following injection or immersion challenges

The table presents chromosome-wide or genome-wide signiicant QTL detected for STATUS using model M2 ; Reciprocal interactions could be tested only for QTL 

detected in the irst STATUS analysis (model M1 ); LRTmax = maximum of likelihood ratio test; Position in the genetic map in centimorgans (cM); CI = conidence 

interval; Chromosome-wide signiicant = *P ≤ 0.01; Genome-wide signiicant = **P ≤ 0.05 or ***P ≤ 0.01; P values for ixed efect and interaction corrected with 

Benjamini–Hochberg method: Non-signiicant = NS; *P value ≤ 0.05; ***P value ≤ 0.001

a The reciprocal interaction could not be tested as a new QTL (Omy29.2Omy3-QTL) was detected with the reciprocal model

b,d Reciprocal models for QTL pairs

c The QTL in the reciprocal model  (Omy2Omy3-QTL) was only suggestive (P ≤ 0.05) at the chromosome wide level

Infection route QTL LRTmax Position (cM) CI (95%) Increase in survival rate Resistance origin P value 
ixed 
efect

P value 
interaction

Fixed_R (%) Fixed_S (%) Fixed_R Fixed_S

IMMERSION Omy17Omy3 13.97* 61 0–92 38 7 AP2 AP2 *** NS

Omy25aOmy3 10.41* 4 0–35 10 18 B57 B57 *** NS

Type 1 interaction

INJECTION aOmy3Omy29 15.27** 89 46–105 16 47 AP2 AP2 *** ***

IMMERSION bOmy2Omy3 15.35** 97 63–104 4 39 B57 B57 *** ***
bOmy3Omy21 40.73*** 87 82–93 20 55 AP2 AP2 *** ***
cOmy3Omy2 35.66*** 87 81–94 17 44 AP2 AP2 *** ***

INJECTION aOmy29.2Omy3 14.85* 23 8–49 5 48 B57 AP2 *** *

Omy17Omy25a 15.85** 73 53–79 11 53 AP2 B57 *** ***

IMMERSION Omy7.2Omy21 11.48* 7 0–103 5 31 AP2 B57 *** ***

Type 2 interaction

INJECTION dOmy25aOmy3 25.49*** 14 10–18 53 16 B57 B57 *** *
dOmy3Omy25a 35.35*** 89 86–92 59 22 AP2 AP2 *** ***

Omy26Omy29 11.75* 18 0–34 30 26 AP2 AP2 *** ***

INJECTION Omy17Omy29 18.29*** 74 58–92 47 11 AP2 B57 *** ***

IMMERSION Omy24Omy2 12.71* 4 0–19 20 1 B57 AP2 *** ***

Type 3 interaction

IMMERSION Omy7.1Omy2 16.42** 61 32–87 19 19 B57 AP2 *** ***
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 Omy17Omy25a-QTL and  Omy17Omy29-QTL were very 

close to each other, they were considered as a single QTL.

For the immersion challenge, itting the efect of the 

Omy2-QTL revealed two new QTL (Omy7.1Omy2-QTL 

and  Omy24Omy2-QTL). Fitting the efect of Omy3-QTL 

revealed a new QTL on Omy17  (Omy17Omy3-QTL) and a 

QTL on Omy25a  (Omy25aOmy3-QTL). Interestingly these 

two QTL were detected on the same two chromosomes 

in the injection challenge analysis. Although their posi-

tions in each challenge were distinct, conidence inter-

vals overlapped largely. Hence, we favour the hypothesis 

of a single QTL on each of these chromosomes. Taken 

together, these results support the idea that the functions 

encoded by the genes represented by the QTL on Omy17 

and Omy25a could play a role in resistance regardless 

of the route of infection. Finally, itting Omy21-QTL 

revealed another QTL on Omy7 (Omy7.2Omy21-QTL). 

his QTL was considered as distinct from Omy7.1Omy2-

QTL since it was located far away (7 vs. 61 cM) and out-

side its conidence interval.

Evidence for interactions between resistance‑associated 

QTL

Most of the newly detected QTL deined above were 

detected only after the interactions between QTL were 

taken into account in the analysis with model M2 . As 

shown in Table 3, interactions were suggestive (P ≤ 0.05) 

for two pairs of QTL and highly signiicant (P ≤ 0.001) for 

11 other pairs of QTL. Since both grandparents (AP2 and 

B57) can transmit the allele for resistance depending on 

the QTL, the resistance/susceptibility alleles at QTL will 

be referred to as the R/S allele for the discussion of inter-

actions between QTL, irrespective of their AP2 or B57 

origin. he detected interactions could be classiied into 

two main types and a third type that contained only one 

pair of epistatic QTL, as described in the following.

Type1 interaction: interacting QTL alternatively contribute 

to resistance

he irst type of interaction, which was recorded for six 

pairs of QTL, was associated with a larger efect of one 

QTL when the other QTL was ixed at the S allele (see 

Table 3 for details). For these six pairs of epistatic QTL, 

the survival rate was signiicantly lower when both QTL 

carried the S allele than when at least one QTL carried 

the R allele (see Additional ile  5: Figure S4). herefore, 

each QTL alternatively contributes to resistance, depend-

ing on the allelic status at the other QTL. A typical case 

for such interaction is the Omy21_Omy3 QTL pair in the 

immersion challenge. Indeed, when one QTL was ixed 

at the S allele and the other QTL changed from S to R, 

the survival rate increased by 39 and 55%, respectively for 

 Omy21Omy3_S-QTL and  Omy3Omy21_S-QTL. In contrast, 

when one QTL was ixed at R allele, changing the allele 

of the other QTL from S to R resulted in an increase in 

survival of only of 4 and 20%, respectively. An intriguing 

feature was that for three epistatic QTL, Omy29.2Omy3-

QTL and  Omy17Omy25a-QTL in the injection challenge 

and Omy7.2Omy21-QTL in the immersion challenge, the 

origin of the favourable allele changed depending on the 

allele ixed for the QTL used as co-factor. For instance, 

origin of the favourable allele at Omy7.2Omy21-QTL 

was AP2 or B57, depending on the allele at the QTL on 

Omy21 (R or S).

Type 2 interaction: resistance at one QTL enhances the efect 

of the other QTL

he second type of interaction, detected for four pairs of 

QTL, resulted in a larger increase in survival rate when 

one of the two QTL was ixed at the R allele (see Table 3 

for details). his interaction can be illustrated by the sig-

niicantly greater survival rate when both QTL of a pair 

carried the R allele compared to any other combination 

of alleles (see Additional ile 5: Figure S4).

he Omy3_Omy25a QTL pair in the injection chal-

lenge is an example of such an interaction, with an abso-

lute increase in survival rate by 53 and 59%, respectively, 

when  Omy25aOmy3_R-QTL and  Omy3Omy25a_R-QTL 

changed from S to R. For  Omy17Omy29-QTL in the injec-

tion challenge and  Omy24Omy2-QTL in the immersion 

challenge, the large increase in survival rate was com-

bined with an inversion of the origin of the favourable 

allele at the QTL when the QTL itted in the model M2 

carried the R versus the S allele.

Type 3 interaction: inversion of origin of the favourable allele

In the immersion challenge, the absolute efect of 

Omy7.1Omy2-QTL on survival did not depend on the 

allele at Omy2-QTL (+ 19%) but the origin of the favour-

able allele changed from B57 to AP2 depending on the 

R/S allele at Omy2-QTL.

Key immune genes induced by F. psychrophilum infection 

co‑located with resistance‑associated QTL

In a previous study [46], we analysed the transcriptome 

response to F. psychrophilum in the pronephros of two 

trout isogenic lines (B57 and A3) with contrasting sus-

ceptibilities to F. psychrophilum, using micro-arrays. A 

list of 571 diferentially-expressed genes after F. psychro-

philum injection in at least one of these lines was gener-

ated ([46] and supplementary material in [73, 74]). All 

probes corresponding to these genes were mapped on the 

rainbow trout genome [60], to test whether the diferen-

tially-expressed genes are located close to a QTL. Probe 

positions were compared to the rainbow trout annota-

tion [75] to name the corresponding proteins. Sixty-four 
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probes (corresponding to 49 genes) were located within 

or close to the 95% conidence intervals of the QTL 

detected in the current study (see Additional ile 2: Tables 

S5 and S6). Among these 49 genes, 14 had functions that 

suggest that they may be involved in the resistance con-

trolled by the respective QTL. hese genes can be classi-

ied into four functional categories: (1) bacterial sensors 

and damage associated molecular pattern (DAMP) mol-

ecules (cd209 and other c-type Lectin-4, tlr2; and hmgb3); 

(2) inlammatory factors (steap4; il1r2; and drtp1); (3) 

efectors killing bacteria (c3; hamp) or afecting the host 

(collagenase/mmp13); and (4) interferon stimulated 

genes (ISG) (vig2, ifi44, and ifitm). A detailed description 

of these genes and their function is in Additional ile 6.

Discussion
In this study, we investigated the genetic architecture of 

resistance to Flavobacterium psychrophilum in rainbow 

trout using a cross between two isogenic grandparental 

lines with contrasting susceptibilities to the bacterium. 

Two diferent infection modes, immersion and injection 

were used to detect QTL that were in segregation in the 

two grandparent isogenic lines. Although injection is 

commonly used in protocols of experimental infection 

with F psychrophilum, immersion is more relevant since 

it likely mimics the natural infection more closely. How-

ever, reliable and reproducible immersion challenges are 

more diicult to establish than injection challenges, espe-

cially if a large number of ish are to be infected. Using 

a DH QTL family produced from isogenic lines with 

well-established susceptibility was a unique way to facili-

tate the genetic analysis. Interestingly, QTL detected in 

both infection models overlapped partly, which supports 

the hypothesis that a core set of immune mechanisms 

is recruited, while others can be speciic to the infec-

tion route. his study also provides the irst evidence of 

epistasis among QTL associated with resistance to F. psy-

chrophilum. Finally, we also investigated endurance of the 

ish (i.e., time to death after infection) and detected four 

QTL associated with this trait. It should be noted that 

only one endurance QTL was also deined as a resistance 

QTL (Omy29-QTL), which indicates that these two traits 

are partly driven by diferent mechanisms.

Altogether, we detected 12 QTL associated with resist-

ance to F. psychrophilum (see Table  4 for a summary). 

hree QTL were common to both routes of infection 

(Omy3-QTL, Omy17-QTL and Omy25a-QTL), four were 

detected after injection only (Omy10-QTL, Omy26-QTL, 

Omy29-QTL and Omy29.2-QTL) and ive after immer-

sion only (Omy2-QTL, Omy7.1-QTL, Omy7.2-QTL, 

Omy21-QTL and Omy24-QTL). hree of these QTL 

(Omy21-QTL, Omy29-QTL and Omy29.2-QTL) had 

not been detected in previously published studies [16, 

18, 19, 49]. Some QTL could be detected only after tak-

ing the efect of—or the interaction with—another QTL 

with strong efect into account. Among the QTL that 

govern resistance for both types of challenge, Omy3-QTL 

was the most signiicant and explained 14 and 18% of the 

Table 4 Summary of all QTL associated with resistance and endurance

In this table, the term “Resistance” combines the QTL detected for STATUS and/or RESISTANCE traits

M1: QTL detected using the M1 model, M2: QTL detected using the M2 model with ixed efect and interactions,  M2a interaction non-signiicant or suggestive (5%)

QTL Injection Immersion QTL found 
on the same 
chromosome inResistance Endurance Resistance Endurance

Omy2 M1 [16, 18]

Omy3 M1 M1 [20]

Omy7.1 M2 [16, 19]

Omy7.2 M2 [20]

Omy10 M1 [20]

Omy15 M1 [18]

Omy17 M2 M2a [16]

Omy20 M1 [16]

Omy21 M1

Omy24 M2 [16]

Omy25a M1 M2a [20]

Omy26 M1 [18]

Omy27 M1

Omy29 M1 M1

Omy29.2 M2
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phenotypic variation in survival rate of the DH progeny 

following injection and immersion, respectively.

We identiied several QTL that seem speciic to a given 

route of infection. One cannot exclude that these QTL 

contribute to resistance regardless of the mode of infec-

tion but that they were not detected in one challenge 

because of lack of power of the experiment. However, 

the observation of QTL speciic to the route of infec-

tion is consistent with our unpublished results, that show 

a moderate genetic correlation between the survival 

of standard trout families after immersion or injection 

challenge. he ive QTL that were detected only after 

immersion could drive protective mechanisms that are 

related to entry of the bacterium into the host at the skin 

or mucosa level, or mechanisms that would be triggered 

signiicantly only when the bacterium has entered the 

host after an immersion challenge. For example, resident 

phagocytes that are located close to the « natural » entry 

sites could mediate such mechanisms. hese cells can 

sense the pathogens, become activated, mediate a local 

innate response and/or migrate to the spleen or to other 

sites where the immune responses take place. In contrast, 

QTL detected only after injection could correspond to 

resistance mechanisms that become more critical when 

the irst line of natural defence has been by-passed.

Age of the ish at the time of immersion and injection 

challenges may also have inluenced the relative efect 

of the QTL. Because the F. psychrophilum strain used is 

highly virulent, it can induce very high mortality rates 

when injected to small ish even at low doses, which 

may prevent detection of QTL. Hence, we chose to carry 

out the injection challenge on 8-month-old ish, while 

the immersion challenge was performed on younger 

ish (5-month-old, to better simulate the natural infec-

tion at early stages), having a potentially more immature 

immune system. Importantly, 5-month-old ish already 

have a rather mature immune system. For example, they 

already have B and T lymphocytes, and can mount adap-

tive immune responses [76]. he same study showed that 

a strong transcriptional response to bacterial infection 

can be detected since the eyed egg stage. While drastic 

changes of this response were observed before the irst 

feeding stage, fewer changes occur from irst feeding and 

3  weeks later. hus, age-dependent changes in immune 

response that take place in trout after several months 

of independent feeding life correspond to maturation 

of an established immune system, rather than to a dra-

matic change, and we do not expect drastic diferences in 

immune responses for 5- versus 8-month-old ish. More-

over, our experience with isogenic lines indicates that 

lines that are highly susceptible to F. psychrophilum infec-

tion remain susceptible during their irst year of life and 

often throughout life (unpublished). Along the same line, 

the general conclusion of comparisons of susceptible ver-

sus resistant lines across a range of sizes is that lines rank 

consistently regarding susceptibility to F. psychrophilum 

([46] and unpublished results), supporting the hypothesis 

that maturation of the immune system does not lead to 

drastic changes in the susceptibility/resistance status of 

the ish in this study. However, some pathways that are 

critical at young stages may become less critical as adap-

tive defence mechanisms get more efective at later ages.

To get further insight into the mechanisms involved in 

host response, we combined the positional information 

obtained from QTL mapping with results of our previ-

ous functional study. his pointed to several key genes 

involved in antibacterial immunity, which are induced 

in the pronephros of ish injected with F. psychrophilum, 

and are located in the vicinity of the resistance QTL. 

hese genes are potentially interesting for the validation 

of a repertoire of candidate genes in more restricted QTL 

regions.

Few studies have addressed interactions between QTL, 

although it has been shown that epistasis may play an 

important role in the genetic variation of complex traits 

[42, 77] and that taking epistasis into account allows more 

QTL to be detected [42, 78, 79]. In the current study, ive 

of 15 QTL were detected only after epistasis was taken 

into account, which provides further insights into the 

genetic architecture of resistance to F. psychrophilum and 

the complexity of the underlying mechanisms.

Two major types of interactions were identiied. In 

the irst type, the efect of each QTL was present or 

enhanced only when the other QTL was ixed at the 

susceptibility allele. Consequently, each QTL alterna-

tively contributes to the resistance (“compensation-like” 

efect). his phenomenon occurred between the three 

most signiicant immersion QTL and between two of 

the most signiicant QTL that were identiied following 

injection. In particular, “compensation-like” interaction 

was detected between Omy2-QTL and Omy3-QTL that 

carry candidate genes coding for anti (steap4) and pro 

(il1r2) inlammatory factors. he second type of interac-

tion results in an “enhancing-like” efect of the resistance 

allele of one QTL on the efect of other QTL, resulting 

in a gain in resistance only when both QTL carry their 

resistance allele. herefore, mechanisms associated with 

the R alleles at the two QTL may be synergetic or, alter-

natively, the presence of the S allele at one QTL may hin-

der the eiciency of the resistance mechanisms encoded 

at the other. his interaction was detected between 

Omy29-QTL and two other QTL (Omy26-QTL and 

Omy17-QTL). In other cases, as for the Omy2_Omy7.1 

pair of QTL or in some cases among type 1 and 2 inter-

actions, there was what may be called a “counter-acting 

interaction” with an inversion of the favourable allele 
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at one QTL when switching the allele at the alternative 

QTL. Such a type of interaction was described in stud-

ies on lung [80] or colon [81] cancer in recombinant con-

genic strains of mouse for which QTL were expected to 

be important components of tumour susceptibility. Fur-

ther investigations are needed in order to better under-

stand the underlying immune pathways, which might 

correspond to negative feedback loops.

Several QTL associated with resistance to F. psychro-

philum had a strong efect on resistance in the QTL fam-

ily used in this study. Among those, the QTL on Omy3 

is of particular interest because it controls resistance fol-

lowing both routes of infection. his QTL has also been 

detected in two American trout populations [20] and 

might be relevant in other populations. Our study also 

conirms the role of several other QTL that were previ-

ously detected in American trout populations in response 

to infection with a diferent strain of F. psychrophilum 

(CSF-259-93) [16, 18–20]. Hence, these QTL are not 

speciic to a particular strain of F. psychrophilum nor to 

a particular host population, which strengthens their 

potential interest for breeding purposes. It is noteworthy 

that the FRGDSA 1882/11 and CSF-259-93 strains both 

belong to the same mPCR type 2, which is one of the 

major types identiied in F. psychrophilum isolates from 

worldwide origins [50, 82].

Our results also suggested that a given type of infec-

tion challenge (route of infection and/or age of ish) may 

select for speciic resistance mechanisms that may not be 

as relevant in other contexts. he challenge model used 

to select candidates may result in gene-environment 

interactions with less genetic progress than expected 

in the context of natural infection in farms. However, 

choosing the ‘best’ infection challenge for a selection 

programme should take into account not only genetic, 

but also practical and economic issues. From a practical 

point of view, an encouraging result of this study is that, 

within the range of ish size we investigated, individual 

body weight at the time of challenge had no or little efect 

on resistance, meaning that individual tagging to record 

ish weight may not be necessary when implementing an 

infection challenge.

Conclusions
In this paper, we conirmed the complex genetic deter-

minism of resistance to Flavobacterium psychrophilum in 

rainbow trout. Some QTL that drive a signiicant part of 

the phenotypic variance in diferent infectious contexts 

were detected and deserve further conirmation in stand-

ard trout families. Several genes involved in response 

to F. psychrophilum infection were associated with the 

detected QTL, providing a preliminary list of relevant 

candidate genes. Finally, this study highlighted the role of 

epistatic interactions between resistance QTL (and thus 

between the underlying mechanisms) and for the irst 

time, evidenced the efect of the type of infection proto-

col with F. psychrophilum on the balance between difer-

ent resistance mechanisms.

Additional iles

Additional ile 1: Figure S1. Cumulative survival curves of fish from 
AP2 and B57 grandparental isogenic lines infected with Flavobacterium 

psychrophilum. Description: Fish were infected with the F. psychrophilum 
FRGDSA 1882/11 strain and mortality was recorded for 29 days post-
infection. For injection protocol (—), 100 fish (average weight of 10.3 g for 
AP2 and 12.2 g for B57) were infected with (a): 450 CFU/mL (replicate of 
50 fish) or (b): 300–550 CFU/mL (replicate of 50 fish). For the immersion 
protocol (- - - - -), 100 fish (average weight of 1.1 g for AP2 fish and 1.0 g 
for B57 fish) were infected by immersion for 4 h in a bacterial suspension 
(approximately 3.107 CFU/mL) in static water maintained at 10 °C with 
vigorous aeration, in two replicates of 50 fish each (a) and (b).

Additional ile 2: Table S1. List of putative duplicated loci: heterozygous 
RAD SNPs detected in at least two doubled haploid control individuals 
(DH controls), each from different rainbow trout isogenic lines. Table S2. 
Overall survival and weight of fish of the QTL family at the end of the 
immersion and injection infectious challenges. Description: Data were 
recorded for 49 and 35 days for the immersion and injection challenges, 
respectively. Table S3. Genetic linkage map constructed with the F2 prog-
eny. Description: The marker at one position used in the QTL detection is 
shown in red bold. Tables S4. SNP allele and position for the 2130 markers 
used in the QTL detection. Description: SNP position is given in bp from 
the first bp of the read. Table S5. All significant (P ≤ 0.01 at the chromo-
some wide level) detected QTL, error-I rejection threshold at chromosome 
and genome-wide levels calculated for each QTL, flanking markers at 
each QTL, with name and position on the linkage map (cM). Table S6. 
List of 49 up- and down- regulated genes after F. psychrophilum infection 
in two rainbow trout isogenic lines in [46] located in the QTL associated 
with resistance traits identified in this study. Table S7. Reads of the 9654 
polymorphic loci used in the linkage map and QTL detection.

Additional ile 3: Figure S2. Evolution of the rate of hererozygosity along 
chromosomes (mean values for the 24 individuals with an overall rate of 
heterozygosity higher than 1%). Description: Metacentric chromosomes 
(a): under the hypothesis of spontaneous retention of the second polar 
body during meiosis, the rate of heterozygosity is expected to be lower 
around the centromere (—) than in telomeric regions (‑ ‑ ‑ ‑). Acrocentric 
chromosomes (b): under the hypothesis of spontaneous retention of the 
second polar body during meiosis, the rate of heterozygosity is expected 
to increase along the chromosome from the centromeric region to the 
telomere. Data are illustrated for 15 chromosomes.

Additional ile 4: Figure S3. Graphical compilation of likelihood ratio 
profiles calculated for each chromosome (1-cM interval) for the two resist-
ance traits after the two modes of infection challenges. Description: (a) 
RESISTANCE and (b) STATUS after injection challenge, (c) RESISTANCE and 
(d) STATUS after immersion challenge. For each chromosome, horizontal 
bars indicate the corresponding significance thresholds (green: P ≤ 0.01 at 
the chromosome-wide level; red: P ≤ 0.05 at the genome-wide level).

Additional ile 5: Figure S4. Final survival rate according to the allele 
origin at pairs of epistatic QTL for resistance to infection with F. psychrophi-

lum. Description: For each figure, abscissa corresponds to the combina-
tion of favourable (R) and unfavourable (S) alleles with the grandparent 
origin in colour (green for B57 and red for AP2) for each pair of epistatic 
QTL OmyA_OmyB. Survival rates (in ordinate) with similar letters are not 
significantly different (Fisher exact test P ≤ 0.05 and Benjamini–Hochberg 
correction for multiple testing of stat package from R software).

Additional ile 6. Details on the immune genes induced by F. psychrophi-

lum infection that map within resistance-associated QTL.

https://doi.org/10.1186/s12711-018-0431-9
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Voir Annexe 4 pour les « Additional files » de l’article 

 

Correction de la table 3 de l’article : ligne 4 Omy21Omy3 au lieu de Omy2Omy3 

Table 3 Results of QTL analysis using the model M2 for resistance trait following injection 

or immersion challenges 

Infection 

route 

QTL LRTmax  Position 

(cM) 

CI 

(95%) 

Increase in 

survival rate 

Resistance origin P-value 

fixed effect 

P-value 

interaction 

Fixed_R Fixed_S Fixed_R Fixed_S 

IMMERSION Omy17Omy3 13.97* 61 0-92 38% 7% AP2 AP2 *** NS 

Omy25aOmy3 10.41* 4 0-35 10% 18% B57 B57 *** NS 

Type 1 interaction 

INJECTION aOmy3Omy29 15.27** 89 46-105 16% 47% AP2 AP2 *** *** 

IMMERSION bOmy21Omy3
 15.35** 97 63-104 4% 39% B57 B57 *** *** 

bOmy3Omy21 40.73*** 87 82-93 20% 55% AP2 AP2 *** *** 

cOmy3Omy2 35.66*** 87 81-94 17% 44% AP2 AP2 *** *** 

INJECTION aOmy29.2Omy3 14.85* 23 8-49 5% 48% B57 AP2 *** * 

Omy17Omy25a 15.85** 73 53-79 11% 53% AP2 B57 *** *** 

IMMERSION Omy7.2Omy21 11.48* 7 0-103 5% 31% AP2 B57 *** *** 

Type 2 interaction 

INJECTION dOmy25aOmy3
 25.49*** 14 10-18 53% 16% B57 B57 *** * 

dOmy3Omy25a
 35.35*** 89 86-92 59% 22% AP2 AP2 *** *** 

Omy26Omy29 11.75* 18 0-34 30% 26% AP2 AP2 *** *** 

INJECTION Omy17Omy29
 18.29*** 74 58-92 47% 11% AP2 B57 *** *** 

IMMERSION Omy24Omy2 12.71* 4 0-19 20% 1% B57 AP2 *** *** 

Type 3 interaction  

IMMERSION Omy7.1Omy2 16.42** 61 32-87 19% 19% B57  AP2 *** *** 

The table presents chromosome-wide or genome-wide significant QTL detected for STATUS using model � .  
Reciprocal interactions could be tested only for QTL detected in the first STATUS analysis (model � ). 
LRTmax = maximum of likelihood ratio test 
Position in the genetic map in centimorgans (cM) 
CI = confidence interval  
a the reciprocal interaction could not be tested as a new QTL (Omy29.2Omy3-QTL) was detected with the reciprocal 
model. 
b, d reciprocal models for QTL pairs 
c the QTL in the reciprocal model (Omy2Omy3-QTL) was only suggestive (P ≤ 0.05) at the chromosome wide level  
Chromosome-wide significant = * P ≤ 0.01  
Genome-wide significant = ** P ≤ 0.05 or ***P ≤ 0.01 
P-values for fixed effect and interaction corrected with Benjamini-Hochberg method: Non-significant = NS; * P-
value ≤ 0.05; *** P-value ≤ 0.001 
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3.1.2.2. L’e iste e d’i te a tio s e t e QTL confirmées avec la 

famille HD-(A02R/A36S) (EXP2) 

Afin de mettre en évidence d'éventuelles interactions entre les QTL dans l'EXP2, le principal QTL associé 

au STATUT après infection par balnéation (§ 3.1.1.2) a été fixé dans un modèle M2 selon le même principe 

que dans l'EXP3 (§ 3.1.2.1). Il s'agit d’Omy17.1-QTL. Pou  l’i fe tio  pa  i je tio , le tau  de o talit  e 

permettant pas de réaliser une détection de QTL pour le caractère STATUT l’ pistasie ’a pas t  test e. 

Trois nouveaux QTL associés à la résistance après une infection expérimentale par balnéation ont été 

mis en évidence après avoir fixé le QTL principal. 

Trois nouveaux QTL ont été mis en évidence sur les chromosomes 8, 20 et 25b. Les QTL Omy8 et Omy25b 

sont seulement suggestifs (5% au niveau du chromosome) tandis que le QTL Omy20 est très significatif 

(0,1% au niveau du chromosome). Le QTL sur Omy28 qui n'était que suggestif dans la première analyse se 

trouve confirmé au niveau du génome (5%). Le QTL su  O  ui ’ tait d te t  ue pou  la RESISTANCE 

est cette fois-ci détecté pour le STATUT (5% au niveau du chromosome). Trois QTL sont en interaction avec 

le QTL Omy17.1, les interactions Omy8_Omy17.1 et Omy28_Omy17.1 sont suggestives tandis que 

l’i te a tio  (Omy20_Omy17.1) est fortement significative (Tableau 5). 

Tableau 5. EXP2 : Interactions entre les Omy17.1 et les nouveaux QTL associés au STATUT détectés après 

une infection expérimentale par balnéation 

QTL Position des 

marqueurs 

flanquant (Mb) 

Intervalle de 

confiance à 

95% (Mb) 

LRTmax 

(significativité) 

Effet du 

QTL quand 

allèle fixé 

à A02R 

Effet du 

QTL 

quand 

allèle 

fixé à 

A36S 

Origine de 

l’all le 
favorable 

Significativité 

de 

l’i te a tio  
avec 

Omy17.1 

Omy8Omy17.1 72,18 – 73,83 42,54 – 81,73 13,5** -0,20 0,07 A36S/A02R * 

Omy18Omy17.1 31,10 – 32,74 5,73 – 51,23 8,9* 0,14 0,11 A02R NS 

Omy20Omy17.1 5,53 – 8,65 6,18 – 21,61 12,7*** 0,11 -0,25 A02R/ A36S *** 

Omy25aOmy17.1 9,91 – 11,73 6,79 – 31,29 7,6* 0,15 0,07 A02R NS 

Omy25bOmy17.1 70,93 – 76,31 60,90 – 80,55 8,6* -0,16 -0,06 A36S NS 

Omy28Omy17.1 17,56 – 32,42 4,49 – 39,45 13,5**** -0,23 0,01 A36S/A02R * 

Effet du QTL esu  o e la oiti  de l’effet de su stitutio  all li ue. L’all le favo a le à O  p ovie t de la 
lignée A02R 

LRTmax : maximum du test du ratio des vraisemblances (Likelihood ratio test) 
Significativité au niveau du chromosome :* = P < 0,05 ; *** = P < 0,001 
Significativité au niveau du génome :**** = P < 0,05 
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3.1.2.3. Discussion et conclusion : la résistance un caractère 

complexe (EXP3a et EXP2) 

L’e se le des sultats p se t s da s e hapit e a pe is d’app ofo di  l’ tude de l’a hite tu e 

génétique de la résistance à F. psychrophilum et d’ tudie  plus p is e t l’effet du p oto ole i fe tieu  

sur la résistance. Nous avons aussi mis en évidence deux types d'interactions entre des QTL associés au 

STATUT, une interaction de type "amplificatrice" et une interaction de type "compensatrice".  

La r sista ce à diff re tes thodes d’i fectio  e  partie co trôl e par des d ter inismes génétiques 

distincts 

Da s l’EXP a, seuls  QTL asso i s à la RESISTANCE et/ou au STATUT so t pa tag s e t e l’i je tio  et la 

balnéation. Si on cumule les QTL détectés dans les deux fonds génétiques HD-(A02R/A36S) et HD-

(AP2R/B57S), le QTL de résista e O  d te t  u i ue e t pa  al atio  da s l’EXP a et pa  i je tio  

da s l’EXP  ’est ette fois- i plus sp ifi ue du ode d’i fe tio . Cepe da t, ave  au total  QTL de 

sista e d te t s ap s la al atio ,  QTL de sista e d te t s ap s l’injection et 6 QTL communs, 

es sultats o fi e t l'h poth se d’u  d te i is e g ti ue e  pa tie sp ifi ue du ode 

d'infection mis en évidence dans la partie 3.1.1. 

Il est toutefois possible qu'une partie des QTL qui semble spécifiques soit en réalité partagés entre la 

balnéation et l'injection et que la puissance de notre dispositif ne permette pas de les détecter. Dans 

l’EXP a, ette h poth se est e  pa tie o fi e pa  l'utilisatio  du od le M  ui ous pe et de 

détecter par balnéation le QTL su  O a ui ’ tait d te t  ue pa  i je tio . 

Une partie des mécanismes de résistance associés aux QTL détectés uniquement après la balnéation sont 

certainement lié à des mécanismes de protection externe qui ne sont pas stimulés par l'injection. Cette 

h poth se est o fo t e pa  le fait ue, da s l’EXP a, l'o igi e de l'all le favo a le de la ajo it  des QTL 

associés uniquement à la résistance par balnéation provienne de la lignée B57S, cela reste vrai pour les 

QTL additionnels détectés après prise en co pte de l’effet des QTL p i ipau . O , la lig e B S, qui est 

parmi les lignées les plus sensibles à l'infection par injection se reclasse après une infection par balnéation 

à la uelle elle siste elative e t ieu  ue d’aut es lig es o e A S (Figure 22). Les individus issus 

de la lignée B57S possèdent donc vraisemblablement des mécanismes de défense spécifiquement activés 

lo s des tapes p o es d’e t e de la a t ie da s l’o ga is e. 
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La résistance à F. psychrophilum, un caractère contrôlé par de nombreux QTL en interaction 

Dans ce chapitre, nous détectons de nombreux QTL associés à la résistance après l'infection. Ces QTL 

expliquent tous une proportion relativement modérée de la variance phénotypique de la résistance dans 

nos croisements expérimentaux. Ces résultats semblent donc mettre en évidence que la résistance à F. 

psychrophilum est un caractère polygénique. De plus, dans ce chapitre, nous avons mis en évidence, pour 

la p e i e fois hez la TAC, des elatio s d’ pistasie e t e les QTL gouve a t la sista e à l’i fe tio . 

Deux principaux types d'interactions sont mis en évidence : 

- Une interaction de type compensatrice ave  u  QTL do t l’effet su  la sista e est sig ifi atif 

uniquement quand l’aut e QTL est po teu  de l’all le de se sibilité. Dans ce cas, il semble que les 

mécanismes génétiques de ces deux QTL se relaient pour assurer la résistance. 

- Une interaction de type amplificatrice ave  u  QTL do t l’effet su  la sista e ’est sig ifi atif ue 

si l’aut e QTL est po teu  de l’allèle de résistance. La survie est maximale pour les individus porteurs 

des all les de sista e au  deu  QTL ta dis ue si l’u  des deu  QTL est po teu  de l’all le de 

se si ilit , l’aut e QTL ’a pas d’effet su  la su vie. 

Certaines de ces interactions, s’a o pag e t d’u e i ve sio  de l’o igi e de l’all le favo a le, e  fo tio  

de l’all le fi  à l’aut e QTL de la pai e. Ce t pe d’i te a tio  o t e i tuitive, a t  is e  vide e da s 

des lignées consanguines de souris pour la résistance à des cancers du poumon (Fijneman et al., 1996) ou 

du colon (van Wezel et al., 1996), et pourrait correspondre à des boucles de rétrocontrôle négatifs dans la 

cascade immunitaire. Une analyse plus fine des gènes contenus dans ces QTL permettrait de mieux 

comprendre le fonctionnement de cette épistasie. Cependant, la grande taille des intervalles de confiance 

limite fortement l'intérêt, actuel, de ce type d'analyse. 
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3.1.3.  L'effet de la souche de F. psychrophilum utilisée 

(EXP3a et EXP3b) 

Comme i di u  da s l’i t odu tio  g ale, la a t ie F. psychrophilum présente une grande variété de 

complexes clonaux et de sérotypes, y compris dans des zones géographiques restreintes (Figure 15). La 

question se pose donc de savoir dans quelle mesure la résistance à un isolat bactérien donné confère une 

sista e à d’aut es isolats. Su  u  pla  appli u , l’e iste e d’i te a tio s g ot pe de l’hôte   

(génotype bactérien) fortes serait en effet un handicap pour la diffusion de cheptels sélectionnés. Sur un 

pla  plus fo da e tal, l’a al se fi e des a is es li s à es i te a tio s, si elles e iste t, pou ait t e 

une clé pour mieux comprendre à la fois les facteurs de virulence de la bactérie et les mécanismes de 

défense mis e  jeu pa  l’hôte.  

Pou  a o de  ette uestio , j’ai -exploité une expérience antérieure (EXP3b) dans laquelle le 

croisement HD-(AP2R/B57S  utilis  da s l’EXP a avait t  i fe t  pa  i je tio  i t a us ulai e ave  u e 

autre souche de F. psychrophilum, la souche JIP02/86. La souche FRGDSA 1882/11, isolée dans une 

pisciculture du Sud-Ouest de la France, appartient au complexe clonal CC-ST90, l'un des plus représenté 

sur le territoire français (Duchaud et al., 2018) et au sérotype 2 (Rochat et al., 2017). La souche JIP02/86 

est beaucoup moins virulente et appartient au complexe clonal CC-ST20 et au sérotype 1 (Rochat et al., 

2017). 

3.1.3.1. L'EXP3b : résumé du matériel et méthode 

Un lot de 257 poissons (poids moyen : 6,3 g) de la famille HD-(AP2R/B57S) a été infecté par injection 

intramusculaire avec la souche JIP02/86. Da s ette e p ie e, les i dividus ’o t pas t  a u s 

i dividuelle e t ava t l’ p euve, et le g ot page a t  alis  ave  u  jeu de 246 marqueurs 

microsatellites et 50 SNP. La détection de QTL a également été réalisée avec le logiciel QTLMap pour le 

caractère RESISTANCE et u  od le d’a al se de su vie.  

Les QTL détectés dans cette analyse ont été positionnés sur le nouvel assemblage du génome (Omyk_1.0) 

à partir de la position des marqueurs microsatellites flanquants, de façon à pouvoir comparer ces QTL avec 

ceux détectés dans l'EXP3a et rechercher d'éventuels gènes candidats à proximité des QTL. 
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3.1.3.2. L'EXP3b : principaux résultats  

La mortalité dans l'EXP3b s'est étalée sur 36 jours et la survie en fin d'expérience était de 42%.  

Au total, 6 QTL associés à la RESISTANCE ont été détectés (Tableau 6). Les trois QTL les plus significatifs 

% au iveau du g o e  so t lo alis s su  O , O  et O  et l’all le favo a le est t a s is pa  

le grand-parent résistant, AP2R. En revanche, l'allèle favorable des deux QTL sur Omy1 et Omy2 est 

transmis par le grand-parent issu de la lignée sensible B57S. 

Tableau 6. EXP3b : QTL associés à la résistance à F. psychrophilum détectés dans la famille HD-

(AP2R/B57S) après une infection expérimentale par injection avec la souche JIP02/86  

QTL Position des 
marqueurs flanquant 
(Mb) 

Intervalle de 
confiance à 95% 
(Mb) 

LRTmax 
(significativité) 

Effet du 
QTL 

Origine de l'allèle 
favorable 

Omy1 67,48 – 72,89 15,79 – 83 81 7,3* 1,59 B57S 

Omy2 4,0 - 4,0 4,0 - 32,9 8,7* 1,63 B57S 
Omy3 61,4 – 63,1 54,7 – 71,1 35,8**** 0,36 AP2R 

Omy7 19,8 – 22,5 19,8 – 39,3 22,0**** 0,46 AP2R 
Omy15 4,1 - 11,2 5,4 - 61,7 9,5* 0,60 AP2R 

Omy17 17,6 - 21,1  17,6 - 56,9 35,9**** 0,34 AP2R 
RESISTANCE a al se de su vie a al s e à l’aide d’u  od le de Cox 
Effet du QTL mesuré comme le risque relatif (B57S comme référence, risque relatif = 1) 
LRTmax : maximum du test du ratio des vraisemblances (Likelihood ratio test) 
Significativité au niveau du chromosome : * : P < 0,05 
Significativité au niveau du génome : **** : P < 0,05 

 

3.1.3.3. Comparaison des résultats avec l'EXP3a : l'effet de la 

souche de F. psychrophilum sur la résistance 

Dans le cas de l'injection, respectivement 8 et 6 QTL associés à des caractères de résistance sont détectés 

dans les EXP3a (souche FRGDSA 1882/11) et 3b (souche JIP02/86) (Tableau 7). Seuls deux QTL de 

RESISTANCE, sur Omy3 et Omy17, sont partagés entre les deux expériences pour ce mode d'infection. En 

effet, leurs positions sont proches, les intervalles de confiance se chevauchent et l'origine grand-parentale 

de l'allèle favorable est la même (AP2R).  
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Tableau 7. QTL associés aux différents caractères de résistance dans après une infection par injection 

et/ou balnéationl’EXP a et apr s i fectio  par injection l’EXP  

 EXP3a - FRGDSA 1882/11 EXP3b - JIP 02/86 

Balnéation Injection Injection 

Omy1   RESISTANCE 
Omy2 RESISTANCE - STATUT  RESISTANCE 
Omy3 RESISTANCE - STATUT RESISTANCE - STATUT RESISTANCE 

Omy7.1 STATUT   
Omy7.2 STATUT   

Omy7.3 ?   RESISTANCE 
Omy10  RESISTANCE  
Omy15  ENDURANCE RESISTANCE 
Omy17 STATUT STATUT RESISTANCE 

Omy20 ENDURANCE   
Omy21 RESISTANCE - STATUT   
Omy24 STATUT   

Omy25a STATUT STATUT  
Omy26  RESISTANCE - STATUT  
Omy27 ENDURANCE   

Omy29.1  STATUT  
Omy29.2  RESISTANCE – STATUT - 

ENDURANCE 
 

Les QTL en bleu sont détectés uniquement par balnéation, les QTL en orange sont détectés uniquement par injection 
et les QTL en noirs sont communs à l’i jectio  et la balnéation 

 

Le QTL sur Omy3 est l'un des plus significatifs dans les deux expériences, il permet à 80% des individus 

porteurs de l'allèle AP2R de survivre contre 38% des individus porteurs de l'allèle B57S dans l'EXP3a. Dans 

l'EXP3b, la survie est de 60% pour les individus porteurs de l'allèle AP2R et de 22% pour les individus 

porteurs de l'allèle B57S. Le QTL su  O , t s sig ifi atif da s l’a al se ave  la sou he JIP / , ’est 

détecté qu'une fois l'effet du QTL sur Omy3 fixé da s l’a al se ave  la sou he FRGDSA / . 

Il est intéressant de noter que certains QTL associés à la RESISTANCE suite à l'injection avec la souche 

JIP /  so t aussi asso i s à l’ENDURANCE ou à la RESISTANCE ave  la sou he FRGDSA /  da s 

d’aut es situatio s. Pa  e e ple, le QTL su  O  ui, da s l'EXP a, est asso i  à la RESISTANCE ap s u e 

infection par balnéation est associé à la RESISTANCE par injection da s le as de l’EXP . Ou e o e le QTL 

sur Omy15, associé à l'ENDURANCE après une infection par injection dans l'EXP3a. Pour ce QTL, avec la 

souche la plus virulente, les individus porteurs de l'allèle de résistance (AP2R) survivent en moyenne 5 jours 

de plus que les individus porteurs de l'allèle B57S mais finissent par mourir (§ 3.1.2.1. Table 1). Avec la 

souche la moins virulente, les individus porteurs du même allèle favorable AP2R ont une meilleure chance 

de survie (+ 2,6 jours).  
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3.1.3.4. Discussion et conclusion : effet des souches 

bactériennes 

L’i age g ale ui se d gage ap s la comparaison entre EPX3a et EXP3b est donc plutôt celle de 

déterminismes génétiques de la po se à l’i fe tio  pa tag s quelle que soit la souche bactérienne 

utilisée. En effet, seul deux QTL associés à la résistance après une infection par la souche JIOP 02/86 ne 

sont pas détectés après une infection par la souche FRGDSA 1882/11. Les 4 autres QTL, communs entre 

les deux souches, sont les principaux QTL modulant des caractères de résistance (les plus significatifs et 

avec le plus fort effet). 

Ces résultats permettent aussi de nuancer la spécificité de certains QTL détectés uniquement après une 

méthode d'infection. En effet, le QTL sur Omy2 associé à la RESISTANCE après balnéation est aussi détecté 

après une injection avec la souche JIP02/86. Comme la souche JIP02/86 est bien moins virulente que la 

souche FRGDSA 1882/11, on peut faire l'hypothèse que le QTL sur Omy2 est plutôt associé à des 

mécanismes de défense qui seraient stimulés par une infection plus faible et qui sont dépassés en cas 

d'infection massive. Une partie des mécanismes de résistance seraient donc spécifique à l'intensité de 

l'infection. Cependant, deux QTL détectés uniquement après l'infection par balnéation dans l'EXP3a 

(Omy21 et Omy24) ne sont pas détectés l’EXP b. Ce résultat renforce l'hypothèse selon laquelle ces QTL 

seraient associés spécifiquement à des mécanismes de défenses stimulés uniquement par la balnéation, 

possiblement liés aux barrières externes comme le mucus ou la peau. Ils n'ont, par ailleurs, jamais été mis 

en évidence dans d'autres expériences utilisant l'injection comme protocole infectieux. 
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Message principal du chapitre 3.1.3. 

 

 

Après une infection par INJECTION on détecte : 
 
- 6 QTL associés à la résistance avec la souche JIP02/86 

- 8 QTL associés à la résistance avec la souche FRGDSA 1882/11 

- 3 QTL communs entre les souches JIP02/86 et FRGDSA 1882/11 dont  
 

On détecte en plus un QTL sur Omy2, associé à la résistance par : 

Balnéation avec la souche FRGDSA 1882/11  

Injection avec la souche JIP02/86 

 

Deux souches différentes de Flavobacterium psychrophilum stimulent des mécanismes 

immunitaires communs 
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3.1.4.  La réponse précoce à l'infection dans la rate : 

charge bactérienne précoce et expression de gènes 

codant pour la protéine C3 du système du complément 

La apa it  d’u  poisso  à o t ôle  p o e e t l’i vasio  pa  l’age t pathog e est v aise la le e t 

déterminante pour la survie ultérieure. Une étude antérieure conduite au laboratoire avait notamment 

o t  ue les poisso s issus d’u e lig e sista te à F. psychrophilum présentaient à 5 jours une charge 

bactérienne dans le pronéphros inférieure à celle de poissons issus d’u e lig e se si le (Langevin et al., 

2012). Dans un premier temps, nous avons do  he h  d’ ve tuels fa teurs génétiques associés, d’u e 

pa t à l’aug e tatio  de la taille de la ate rapport spléno-somatique), symptôme classique suite à une 

i fe tio  a t ie e, et d’aut e pa t à la charge bactérienne précoce dans la rate afi  d’ value  da s 

quelle mesure le poisso  o t ôle ou o  la ultipli atio  de l’age t pathog e da s les phases p o es 

de l’i fe tio . 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l'expression de deux gènes codant pour la protéine 

C3 du système du complément, c3 et c3-3. Le système du complément est un élément important de la 

réponse immunitaire innée à une infection bactérienne et son fonctionnement s'organise principalement 

autour de la protéine C3. Or le gène c3 est placé à proximité du QTL de résistance détecté sur Omy2 dans 

les EXP3a et EXP3b. Le gène c3-3 est lui positionné dans l'intervalle de confiance du QTL sur Omy17 détecté 

dans les deux mêmes expériences. De plus, dans la publication de Langevin et al., (2012), l'infection 

induisait plus fortement l'expression du gène c3 dans le rein antérieur des poissons issus de la lignée 

résistance (A03R) que pour les poissons issus de la lignée sensible (B57S). 

Les résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus dans l'EPX3b, sur des individus issus du 

croisement HD-(AP2R/B57S), infectés par injection intramusculaire avec la souche JIP02/86. Une partie des 

résultats a été obtenu avant le début de ma thèse (recueil des phénotypes, quantification de la charge 

bactérienne, mesure d'expression des gènes). J'ai réalisé le génotypage par RADseq des individus (inclus 

da s l’EXP a  et les a al ses de d tection de QTL pour la charge bactérienne et de eQTL pour l'expression 

des deux gènes c3 et c3-3. La carte génétique utilisée dans cette expérience est celle construite dans 

l’EXP a (§ 3.1.2.1). 
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3.1.4.1. Méthodologie 

Afin de pouvoir récupérer des rates de taille suffisante, une partie des individus issus de la famille HD-

(AP2R/B57S) de l'EXP  o t t  o se v s aïfs jus u’à u  poids o e  de  g puis infectés par injection 

intramusculaire avec la souche JIP02/86. Ils ont ensuite été sacrifiés à quatre temps après l’i fe tio , T1 = 

8h30, T2 = 22h, T3 = 46h, T4 = 76h (T0 = individus naïfs contrôles). La rate de chaque individu a été prélevée, 

pesée et utilis e pou  ua tifie  d'u e pa t la ha ge a t ie e et d'aut e pa t l’e p essio  des deu  

gènes c3 et c3-3. 

Les résultats associés à la charge bactérienne seront présentés dans le paragraphe 3.1.4.2, les résultats 

d'expression des deux gènes c3 et c3-3 seront présentés dans le paragraphe 3.1.4.3. 

3.1.4.2. Rapport spléno-somatique et charge bactérienne 

précoce dans la rate 

Résultats préliminaires 

Comme attendu, une augmentation du rapport spléno-somatique (RSS) a été observée dans les heures 

suiva t l’i fe tio  (significative dès 22h post-i fe tio , t oi  d’u e p og essio  de l’i fe tio  (Figure 

29).  

Figure 29. EXP3b : Evolution du rapport spléno-somatique dans la famille HD-(AP2R/B57S) après une 

infection par injection avec la souche JIP02/86 

RRS : rapport spléno-somatique (poids de la rate/poids corporel, en pour mille).  
n= 37 à T0, entre 71 et 75 pour les autres temps 
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La mesure de la charge bactérienne par qPCR a été effectuée sur les échantillons prélevés 76h après 

i fe tio . La PCR ’a fo tio  ue su   des  ha tillo s dispo i les p o l e de t oi  i te e . 

La distribution des concentrations en ADN bactérien (de 0 à  opies de g o e a t ie  pa  g d’ADN 

total) est présentée en figure 30. Pour la suite des analyses, la charge bactérienne a été analysée comme 

une variable discrète, avec 3 classes : neg, individus pour lesquels la qPCR est négative (absence de 

bactérie, ou concentration inférieure au seuil de détection) ; pos : individus dont la charge bactérienne 

esu e est i f ieu e ou gale à  opies/ g d’ADN total ; pos+ : individus dont la charge bactérienne est 

sup ieu e à  opies/ g d’ADN total.  

 

Figure 30. EXP3b : Distribution des valeurs individuelles de charge bactérienne dans la rate de poissons 

issu de la famille HD-(AP2R/B57S) 76h après une injection avec la souche JIP02/86 

Le tableau 8 o t e ue la ha ge a t ie e et l’i di e spl o-somatique, deux marqueurs de la 

p og essio  de l’i fe tio , volue t de faço  o joi te. En effet, le RSS le plus élevé est observé dans le 

groupe (pos+) (P< 0.5). La différence de RSS entre les groupes (neg) et (pos) ’est pas sig ifi ative.  
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Tableau 8. EXP3b: Valeur moyenne du rapport spléno-somatique en fonction de la charge bactérienne 

dans la rate 76h après l'injection avec la souche JIP02/86 

Charge bactérienne dans la rate Rapport spléno-somatique 

(103mg/g) 

neg 1,88 ± 0,53 sda 

pos 2,09 ± 0,97 sda 

pos+ 2,85 ± 1,38 sdb 

 

Détection de QTL 

Les individus prélevés à 76 heures ont été génotypés par RADseq (voir § 3.1.2.1), en même temps que les 

a i au  de l’EXP a. Seuls  i dividus, g ot p s pou    a ueu s de la a te o st uite da s 

l’EXP a, ont pu être exploités au final pour la détection de QTL.  

Aucun QTL significatif associé au rapport spléno-somatique n'a été mis en évidence. 

Deux QTL associés à la charge bactérienne précoce dans la rate ont été mis en évidence sur les 

chromosomes 3 et 13 (Tableau 9). Ces deux QTL sont très significatifs et la lignée résistance AP2R est à 

l’o igi e de la ha ge a t ie e la plus fai le da s la ate.  

Tableau 9. EXP3b : QTL associés à la charge bactérienne dans la rate de poissons HD-(AP2R/B57S) 76h 

après une infection par injection intramusculaire à l'aide de la souche JIP02/86 

 

QTL Position des 

marqueurs 

flanquants (Mb) 

Intervalle de confiance 

(Mb) 

LRTmax (significativité) Origine de l'allèle 

favorable 

Omy3 56,5-57,4 56,5 - 63,2 16,8**** AP2R 

Omy13 31,6-32,7 19,5 - 40,0 14,7*** AP2R 

LRTmax : maximum du test du ratio des vraisemblances (Likelihood ratio test) 

Significativité : *** P < 0.001 au niveau du chromosome, **** p <0.05 au niveau du génome 

Le QTL sur Omy3 est identique au QTL de résistance identifié dans l'EXP3a et l'EXP3b (même allèle 

favorable AP2R, positio  si ilai e  ta dis ue le QTL su  O  ’a ja ais t  is e  vide e da s les 

expériences précédentes.  
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Tableau 10. EXP3b : QTL associé à l'expression dans la rate 76h après une infection expérimentale par 

injection avec la souche JIP02/86 de F. psychrophilum de deux gènes c3-3 et c3 codant pour les protéines 

C3-3 et C3 du système complément 

Gène QTL Position des 
marqueurs 

flanquants(Mb) 

Intervalle de 
confiance 

(Mb) 

LRTmax 
(significativité) 

Allèle associé à 
une expression 

élevée 

% variance 
phénotypique 

expliquée 

c3-3 Omy3 79,4 10,8 - 79,4 10,3* B57S 20,44% 

c3-3 Omy19 16,1 - 20,7 7,8 - 25,0 11,4* AP2R 21,97% 

c3 Omy15 13,0 - 13,7 5,7 - 26,3 12,0** B57S 22,91% 

c3 Omy17 20,2 - 20,5 14,0 - 40,3 11,1** B57S 21,20% 

c3 Omy19 24,6 - 24,7 7,8 - 55,2 7,4* AP2R 14,13% 

Le gène c3-3est positionné sur le chromosome 17 et le gène c3est positionné sur le chromosome 2 
LRTmax : maximum du test du ratio des vraisemblances (Likelihood ratio test) 
Significativité au niveau du chromosome : * = P < 0,05 ; ** = P < 0,01 
Expression quantifiée comme la différence d'expression entre le niveau mesurée dans la rate d'individus sains et le 
niveau mesuré dans rate 76h après infection 

L’e p essio  d au u  des deu  g es ’est gul e pa  u  eQTL situ  su  le e h o oso e ue le 

g e gulatio  TRANS . Ces sultats i ite t do  à o lu e ue e ’est pas un polymorphisme du/des 

gène(s) c3 ou c3-3ou des gio s p o ot i es ui so t à l’o igi e des va iatio s du iveau d’e p essio , et 

u’il s’agit plutôt d’u e gulatio  e  lie  ave  les diff e tes voies d’a tivatio s du s st e du 

complément, avec néanmoins un eQTL (sur Omy19) commun aux deux gènes étudiés. Ce QTL ne 

o espo d à au u  des QTL d te t s da s les a al ses p de tes pou  d’aut es a a t es da s e 

même croisement HD-(AP2R/B57S). 

Une certaine prudence est de mise pour discuter les résultats obtenus, compte tenu de la puissance 

modeste du dispositif étudié. Cependant trois de ces eQTL sont probablement identiques aux QTL associés 

à la sista e da s l’EXP a ou l’EXP .  

Les deux eQTL détectés sur Omy15 et Omy17, sont probablement identiques aux QTL détectés comme 

asso i s à la sista e ave  la sou he JIP /  EXP  ais aussi à l’e du a e O  et la sista e 

(Omy17) avec la souche FRGDSA 1882/11 (EXP3a). En effet, leurs positions sont très proches, les intervalles 

de confiance chevauchant et pour Omy17 il y a un marqueur flanquant en commu  ave  l’EXP a. E  

eva he, l’eQTL sur Omy3 est à une position distante du QTL de résistance détecté dans EXP3a et EPX3b 

(entre 56,5 et 63,1 Mb) et de charge bactérienne précoce dans EXP3b. Il se le do  u’il s’agisse de deu  

QTL différent, même si les intervalles de confiance se chevauchant largement, on ne peut pas exclure que 

ces deux QTL soient identiques.  
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3.1.4.4. Discussion et conclusion 

Malg  le fai le o e d’i dividus, plusieu s QTL sig ifi atifs au iveau du h o oso e ou du g o e 

sont détectés, sans doute grâce à l’utilisatio  d’a i au  HD.  

Les diff e ts sultats p se t s i i o t t  o te us h ap s l’i fe tio , soit ie  ava t le d ut de la 

o talit , ui d ute g ale e t u e se ai e à  jou s ap s l’i fe tio . Cepe da t, le QTL su  O  

associé à la charge bactérienne dans la rate gouverne aussi la survie en fin d'épisode infectieux (environ 1 

ois ap s l’i fe tio . L’issue de l'i fe tio  se le do  se joue  au oi s e  pa tie da s les tapes t s 

précoces du processus infectieux. 

Nous avons détect  i  eQTL asso i s à l’e p essio  de deu  g es, c3 et c3-3, dans la rate après 

l'infection, deux gènes candidats positionnels pour les QTL de résistance sur Omy2 et Omy17 dans le cas 

de l’i fe tio  pa  i je tio  et al atio  da s EXP a et EXP . Pa i les 5 eQTL détectés, deux (Omy15 et 

O  so t aussi asso i s à la sista e et l’e du a e. Cu ieuse e t, si l'all le favo a le à la sista e 

pour ces QTL provient de la lignée AP2R, cet allèle est associé au plus faible niveau d'expression des deux 

g es. Il est epe da t diffi ile d’ ett e des h poth ses lia t le iveau d’e p essio  de g es oda t 

pour les protéines C3 et C3-3 dans la rate et la résistance.  

Les sultats o te us i i ette t e  vide e ue la gulatio  de l’e p essio  de es deu  g es ’est pas 

gouvernée par un polymorphisme à proximité (CIS) mais par un polymorphisme TRANS. Au vue des 

o aissa es su  les diff e tes voies d’a tivatio  du s st e du o pl e t, e sultat ’est pas 

surprenant. Il serait néanmoins intéressant de o ti ue  à tudie  l’i po ta e du o pl e t C  da s 

la sista e à l’i fe tio  à l’aide de thodes de p ot o i ue pe etta t de suiv e la i ti ue de 

p odu tio  de la p ot i e C , ouage esse tiel da s l’i u it  a ti a t ie e.  

Les résultats de e hapit e ette t e  vide e u’u e pa tie des a is es i u itai es i pli u s 

dans la régulation précoce de la charge bactérienne dans un organe cible de F. psychrophilum contribuent 

à la su vie à l’i fe tio .  
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Message principal du chapitre 3.1.4. : 
 

 

Le contrôle précoce de la prolifération bactérienne dans la rate semble être un des déterminants 

de la résistance (un QTL commun entre les deux caractères sur Omy3) 

 

 

Les variatio s d’e pressio  de  g es ca didats coda t pour les prot i es C  et C3-3 du système 

du complément ne sont pas régulées par des polymorphismes dans ou à proximité de ces gènes. 
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3.2. La résistance à la flavobactériose 

e  o ditio  d’ levage 
Cette se o de pa tie de a th se s’i s it da s le p ojet K-Truite (FranceAgriMer, n° SIVAL 2015-0638). 

L’o je tif de ce projet est la caractérisation génétique des populations françaises de truite arc-en-ciel à 

l’aide de la p e i e pu e  000 SNP (57K) et les premières applications en élevage du génotype HD. Il 

s’agit d’u  p ojet om u  e t e le SYSSAF et l’INRA, le p e ie  à utiliser la puce de génotypage 

AxiomTMTrout Genotyping A a  Aff et i  e  F a e ave  o e pe spe tive l’i pl e tatio  de la 
sélection génomique chez les éleveurs de truites français. Une première phase de ce projet consistait à 

évaluer l'informativité de la puce sur différentes populations de TAC françaises. J'ai travaillé sur la 

deuxième phase du projet dont l'objectif était l'utilisation de la puce pour identifier des QTL de résistance 

à F. psychrophilum dans une population commerciale (Les Aquaculteurs Bretons) après un épisode naturel 

de mortalité qui avait été suivit dans le cadre du projet FUI Re-sist.  

En 2014, une infection spontanée par F. psychrophilum a été suivie sur un lot de 2 400 alevins dans les 

installations de l'entreprise de sélection Les Aquaculteurs Bretons. Les poissons n'ont reçu aucun 

traitement, les individus morts ont été collectés deux fois par jours et stockés individuellement dans 

l'alcool pour la suite du projet. Plusieurs contrôles vétérinaires ont été réalisés à différents moments 

pendant l'épisode infectieux pour vérifier la présence de l'agent pathogène dans les poissons morts. Dans 

le cadre du projet Re-sist, le pedigree de 1 733 alevins a pu être reconstruit en utilisant des marqueurs 

microsatellites pour estimer l'héritabilité des caractères de résistance. Le projet 57K-Truite prévoyait 

l'utilisation d'une seule puce de génotypage (384 individus), la baisse des coûts a permis de génotyper 

finalement 720 individus.  

Dans l'EXP , j’ai ha tillo  es  i dividus pa i les   assig s afi  de ep se te  au ieu  la 
structure de la population tout en minimisant l'apparentement moyen entre les individus, et d'avoir les 

deux phénotypes (mort/vivant) en proportion équivalente (environ 50%). J'ai aussi choisi les individus de 

manière à représenter l'ensemble de la courbe de mortalité en évitant les mortalités précoces (avant le 

5e jour) possiblement dues à d'autres facteurs que la maladie, et les mortalités tardives (après le 45e jour) 

possiblement dues à une surinfection. J'ai ensuite analysé les génotypages obtenus et effectué une 

détection de QTL avec deux méthodes de GWAS (Genome Wide Association Study). Les principaux 

résultats obtenus ont fait l'objet d'une communication courte publiée dans la revue Animal Genetics qui 

fait l'objet de la partie 3.2.1. Les résultats complémentaires, non inclus dans cette communication sont 

présentés dans la partie 3.2.2 avant une courte conclusion.  
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3.2.1.  Publication scientifique : "La résistance des 

truites arc-en-ciel à la flavobactériose d'eau froide : 

identification de deux nouveaux QTL après un épisode 

de mortalité naturel dans une pisciculture française" 

 

  



SHORT COMMUNICATION

Rainbow trout resistance to bacterial cold water disease: two new
quantitative trait loci identified after a natural disease outbreak on a
French farm1

C. Fraslin*† ,3 S. Brard-Fudulea*, J. D’Ambrosio*†, A. Bestin*, M. Charles†, P. Haffray*,

E. Quillet† and F. Phocas†45

*SYSAAF Section Aquacole, Campus de Beaulieu, F-35000 Rennes, France. †GABI, INRA, AgroParisTech, Universit�e Paris-Saclay, F-78350

Jouy-en-Josas, France.

Summary In rainbow trout farming, Flavobacterium psychrophilum, the causative agent of bacterial

cold water disease, is responsible for important economic losses. Resistance to

F. psychrophilum is heritable, and several quantitative trait loci (QTL) with moderate

effects have been detected, opening up promising perspectives for the genetic improvement

of resistance. In most studies however, resistance to F. psychrophilum was assessed in

experimental infectious challenges using injection as the infection route, which is not

representative of natural infection. Indeed, injection bypasses external barriers, such as

mucus and skin, that likely play a protective role against the infection. In this study, we

aimed at describing the genetic architecture of the resistance to F. psychrophilum after a

natural disease outbreak. In a 2000-fish cohort, reared on a French farm, 720 fish were

sampled and genotyped using the medium-throughput AxiomTM Trout Genotyping Array.

Overall mortality at the end of the outbreak was 25%. Genome-wide association studies

were performed under two different models for time to death measured on 706 fish with

validated genotypes for 30 060 SNPs. This study confirms the polygenic inheritance of

resistance to F. psychrophilum with a few QTL with moderate effects and a large polygenic

background, the heritability of the trait being estimated at 0.34. Two new chromosome-

wide significant QTL and three suggestive QTL were detected, each of them explaining

between 1% and 4% of genetic variance.

Keywords aquaculture, Flavobacterium psychrophilum, genome-wide association study,

heritability

Health management is a major issue for sustainable

aquaculture. Bacterial cold water disease (BCWD) caused

by Flavobacterium psychrophilum is one of the major diseases

affecting rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) worldwide.

Resistance to F. psychrophilum is heritable, and several

quantitative trait loci (QTL) with moderate effects have been

described. In most studies, resistance was assessed after an

experimental infectious challenge using intramuscular or

intraperitoneal injection as the route of infection. However,

injection is not representative of natural infection, as it

bypasses external barriers (e.g. skin, mucus) that likely play

a protective role against infection (Boutin et al. 2014;

Guardiola et al. 2014). In this study, we took advantage of a

natural BCWD outbreak on a farm to characterize the

genetic bases of resistance in a French rainbow trout

population using the medium-throughput AxiomTM Trout

Genotyping Array (57 501 SNP markers; Palti et al.

2015a).

The fish belonged to a trout line that was selected at

the breeding company Les Aquaculteurs Bretons

(Brittany, France) for five generations by combined mass

selection for growth and external morphology as a proxy

of gutted yield (Haffray et al. 2013). The samples used in

this study were collected in a previous project (RE-SIST

project, 15th FUI, France), during a natural BCWD

outbreak that occurred in an all-female group of 2000

fish (progeny from 69 dams and 97 sires in total, mated

according to a 10-partial-factorial design with an average

of 17.8 half-sibs per sire and 25.1 half-sibs per dam). The
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outbreak started in January 2014 in fish with an average

weight of 0.3 g. Dead fish were collected daily. Veterinary

controls were performed on dead fish at five different time

points to assess the presence of F. psychrophilum as the

source of mortality. Bacterial isolates were later charac-

terized using multi-locus sequence type data belonging to

the clonal complex CC-ST90 known to infect rainbow

trout in France (Duchaud et al. 2018). Fish that died

before the first positive control for F. psychrophilum

(n = 30) were not included in the dataset to be sure that

mortality was due to BCWD. Mortality was recorded for

94 days, and surviving fish were euthanized on day 95.

All collected fish were individually stored in absolute

ethanol. Mortality reached a plateau at day 60 (25%

survival; Fig. S1), and F. psychrophilum was no longer

detected at this date. Therefore, fish that died after day 60

were considered to be resistant, and fish that died

between days 5 and 60 were considered to be susceptible

(Fig. S1). To increase the probability that death was due

to BCWD, fish that died between the last positive and the

first negative control for F. psychrophilum (n = 88) were

not sampled (Fig. S1). Among the initial cohort of 2000

individuals, 1733 fish had previously been correctly

assigned to a single mating pair (unpublished data) using

microsatellite genotyping (Labogena DNA; http://www.lab

ogena.fr/en). For SNP genotyping, this pedigree informa-

tion was used to sample 720 fish (290 resistant and 430

dead fish) that best represented the family structure of the

population while minimizing the mean kinship between

individuals. All 97 sires and 69 dams were represented in

the genotyped progeny sample (see Table S1) with an

average of 7.4 paternal half-sibs and 10.4 maternal

half-sibs per family.

DNA extraction from the 720 fish samples followed

standard procedures. Genotyping was performed with the

57K SNP array at the Gentyane genotyping platform

(INRA, UMR GDEC; http://gentyane.clermont.inra.fr/). To

solve issues due to the pseudo-tetraploid nature of the

rainbow trout genome, as false discovery of paralogous

sequence variants (Berthelot et al. 2014; Palti et al. 2014),

all probes were positioned with a BLASTN
� procedure on the

new genome assembly (Omyk_1.0, USDA/ARS, NCBI 2017;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_002163495.

1/) and only 50 820 SNPs with a unique position were

kept. Quality controls were performed as described by

D’Ambrosio, Phocas, Haffray, Bestin, Brard-Fudulea, Quil-

let, Dechamp, Fraslin, Charles & Dupont-Nivet (in prepara-

tion)7 using AXIOM ANALYSIS SUITE software (version 2.0.0.35;

Affymetrix 2016) and a homemade bioinformatics pipeline

using PLINK software (version 1.09; Chang et al. 2015). SNPs

that had a call rate lower than 97% and a minor allele

frequency lower than 5% and that departed from Hardy-

Weinberg equilibrium (P-value < 0.0001) were discarded. A

total of 706 fish and 30 060 SNP genotypes were retained

after quality controls.

Resistance to BCWD was measured as time to death

(TTD), defined as the number of days between the start of

mortality recording and the day the fish succumbed to the

disease. A value of 61 days was assigned to any resistant

fish. Pedigree-based heritability was estimated along with

the genetic, phenotypic and environmental variances using

the AIREML algorithm of BLUPF90 software (Misztal et al.

2002) and considering records for the 1733 phenotyped

fish with a five-generation pedigree.

A first genome-wide association study (GWAS) was

performed on the 706 genotyped and phenotyped fish using

GENOME-WIDE COMPLEX TRAIT ANALYSIS (GCTA) software with the

leave-one-chromosome-out (MLMA-LOCO) option (Yang

et al. 2011, 2014). GCTA is a marker-by-marker analysis

under a mixed linear model, considering a correction for

data structure based on a genomic relationship matrix. The

model fits jointly the fixed effect of the candidate SNP (to be

tested for association) and the random polygenic effect of

other SNPs. With the MLMA-LOCO option, markers on a

given chromosome are tested using the genomic relation-

ship matrix built from remaining chromosomes so candi-

date markers are not double-fitted in the model. This first

GWAS was used to calculate chromosome-wide significance

thresholds with a Bonferroni correction and approximate

confidence intervals (CIs) for the QTL. The drop-off method

[1.5 unit of �log10(P-value), as described by Li (2011)] was

used to define a conservative CI with a maximum distance

of 1.5 Mb between two successive SNPs over the drop-off

limit starting from the peak SNP. A Manhattan plot was

created using the QQMAN R package (Turner 2014; Fig. 1).

To quantify the effect of QTL detected with GCTA, another

GWAS was performed (Fig. S2) using the single-step GBLUP

(ssGBLUP) method implemented in BLUPF90 software (Misz-

tal et al. 2002, 2015). This method combines the SNP

information for the 706 genotyped fish and the phenotype

and pedigree data for the 1733 phenotyped individuals in a

single analysis under a mixed linear model (Wang et al.

2012). The POSTGSF90 program implemented in BLUPF90

software (Aguilar et al. 2014) was used to derive SNP effects

from estimated breeding values. Using the windows_vari-

ance_mbp option, 1-Mb exclusive windows were created to

better quantify the effect of a QTL and to estimate the

proportion of genetic variance explained by the 1-Mb region

in ssGBLUP. Then we cumulated the 1-Mb windows

corresponding to the GCTA approximate CI of the QTL to

estimate the proportion of the TTD genetic variance

explained by the QTL. Some SNPs that corresponded to

suggestive QTL regions after the GCTA analysis (just below

the chromosome-wide significance threshold) were consid-

ered in the analysis only if the cumulative 1-Mb windows

that matched the approximate CI explained more than 1%

of the genetic variance. Lastly, due to the small size of our

dataset, we performed a weighted ssGBLUP (wssGBLUP)

analysis (Wang et al. 2012) to get better estimates of the

QTL effects. As in Vallejo et al. (2017b), we re-ran a second

© 2019 Stichting International Foundation for Animal Genetics, doi: 10.1111/age.12777
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iteration of ssGBLUP considering individual SNP variances

(derived from SNP effects estimated in the first iteration) as

weights.

Moderate heritability of 0.34 was estimated for TTD,

which is in the range of previous results (Leeds et al. 2010;

Vallejo et al. 2017b) and confirms that resistance to BCWD

can be improved through selection.

In total, five QTL associated with TTD were detected on

four different chromosomes with two QTL on chromosome

7 (Table 1). Two chromosome-wide significant QTL were

detected, at 41.61 Mb on Omy7 and at 59.33 Mb on

Omy17. Based on ssGBLUP results, they explained 1.0%

and 2.1% of genetic variance respectively. The correspond-

ing proportions of variance explained under wssGBLUP

were 2.1% and 3.9% for the QTL on Omy7 and Omy17

respectively. In addition, three suggestive QTL were detected

on Omy3, on Omy7 at 19.34 Mb and on Omy10. They

explained between 1.2% and 1.6% of the genetic variance.

Although the five main peak SNPs were not the same

between the two GWAS analyses, the two significant QTL

(at 41.61 Mb on Omy7 and on Omy17) from the GCTA

analysis corresponded to the two cumulative 5-Mb windows

that explained the largest proportion of the TTD genetic

variance in the ssGBLUP analysis. In addition, two of the

three suggestive QTL (at 41.61 Mb on Omy7 and on Omy3)

were the fourth and the fifth highest ranked cumulative

5-Mb windows respectively in the ssGBLUP analysis. Finally

the QTL on Omy10 corresponds to the 19e cumulative

5-Mb window. Using the wssGBLUP approach, the propor-

tion of genetic variance explained by the QTL was approx-

imatively doubled for each of the five QTL regions; however,

the proportion remained moderate, ranging between 2.1%

and 3.9%.

To the best of our knowledge the QTL at 41.61 Mb on

Omy7 and at 59.33 on Omy17 have never been identified

in previous studies using injection as infection protocol. QTL

on Omy3 and Omy10 were detected in previous studies

using injection as the experimental route of infection

(Campbell et al. 2014; Vallejo et al. 2017b). The suggestive

QTL at 19.34 Mb on Omy7 was probably already described

by Palti et al. (2015b) even if the position differs slightly

between the two studies (15.99–16.37 Mb in Palti et al.

2015b).

Our work is the first to use the 57K SNP array to

investigate the genetic architecture of resistance to

F. psychrophilum after a natural outbreak of BCWD. This

allowed us to investigate the whole set of resistance

mechanisms involved in host response, including those

that might not be triggered after a challenge using injection

to inoculate the pathogen. The two new QTL (at 41.61 Mb

Table 1 Summary of genome-wide association study results: QTL positions (GCTA analysis) and proportions of genetic variance of time to death

explained (ssGBLUP and wssGBLUP analysis).

Chromosome Peak SNP

SNP peak

position (Mb)

Significance

[–log10(P-value)]

Confidence

interval (CI) (Mb)

% Of variance explained by

the CI window

ssGBLUP wssGBLUP

Omy3 AX-89967826 64.97 3.2 62.46–65.84 1.6 2.9

Omy7 AX-89937283 19.34 3.9 16.13–20.09 1.3 3.1

Omy7 AX-89941977 41.61 4.51 37.86–41.72 1.0 2.1

Omy10 AX-89966252 49.88 3.4 41.42–49.89 1.2 2.4

Omy17 AX-89938324 59.33 4.71 56.41–60.99 2.1 3.9

1Chromosome-wide significance (5%) thresholds calculated with a Bonferroni correction considering 1000 SNP in average per chromosome.

Figure 1 Manhattan plot showing associations between SNPs and resistance to bacterial cold water disease (measured as time to death) detected

with GCTA. The blue line represents the 5% chromosome-wide Bonferroni significance thresholds.
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on Omy7 and on Omy17) that were not detected in previous

studies using injection challenges may be specific to the

genetic background of the line used in the study or related

to defence mechanisms triggered by the natural entry of the

pathogen into the fish. Interestingly, this new QTL at

41.61 Mb on Omy7 QTL was recently detected after a

F. psychrophilum experimental waterborne challenge in a

doubled haploid progeny from another trout population

(Fraslin et al. 2018), supporting the hypothesis that it

corresponds to defence mechanisms specifically triggered

after external route of infection (in contrast to injection).

Altogether, we detected only five QTL. The limited number

of fish used here can be responsible for a loss of power in

QTL detection and can partially explain this result. Never-

theless, those QTL had moderate effects, confirming the

polygenic inheritance of resistance to F. psychrophilum.

Taken together, our results and the high gain in accuracy

expected for genomic selection compared to pedigree-based

selection (Vallejo et al. 2017a) pave the way toward the

implementation of genomic selection for resistance against

F. psychrophilum in rainbow trout.

In conclusion, we extended the interest of some QTL that

have been detected in trout populations from different

genetic origins and infected with different protocols (injec-

tion vs natural infection; different bacterial isolates). Two

newly detected QTL may be specific to mechanisms associ-

ated with the natural entry of the bacteria. Further

investigation into the relative share of such mechanisms

in trout resistance to F. psychrophilum are needed and could

guide the choice of the most efficient protocol of infection

(injection, waterborne experimental or natural infection) to

be used if resistance to F. psychrophilum is to be imple-

mented in breeding programs.
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Supporting information  

Figure S1. Cumulated survival rate for all 2 000 phenotyped fish after a natural outbreak of BCWD 

in a farm.  

 

Red dot correspond to the first day of mortality. Green dot correspond to the last day of mortality 
recording. Yellow and blue squares correspond to positive and negative testing of the presence of 
Flavobacterium psychrophilum in dead fish, respectively. The two full black triangles point the first 
sampling and last sampling dates of susceptible fish and the two light black triangle point the first and last 
sampling dates of resistant fish. 

 

Table S1. Summary of phenotyped and genotyped fish used in the GWAS  
 Total 

number of 

progeny 

Sire Dam 

Number 

represented 

Average number of half-

sib progeny (± sd) 

Number 

represented 

Average number of 

half-sib progeny (± sd) 

Number of 

phenotyped 

individuals 

1,733 97 17.9  

± 9.33 

69 25.1  

± 11.84 

Number of 

genotyped and 

phenotyped 

individuals 

706 97 7.4 

 ± 2.79 

69 10.4 

 ± 4.20 
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Figure S2. Manhattan plot showing the percentage of genetic variance of resistance explained by 

SNP estimated with ssGBLUP after a natural disease outbreak. 

 

Resistance to Flavobacterium psychrophilum measured as time to death; proportion of genetic variance 
explained by every SNP estimated with the PostGF90 option of BLUPF90 software. 
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3.2.2.  Résultats complémentaires : GWAS sur le 

caractère STATUT (mort/vivant) 

Pour compléter l’a al se su  la date de o t DDM  j'ai analysé le caractère STATUT (binaire : mort = 0 vs. 

vivant = 1) à l'aide des deux mêmes modèles statistiques. Comme les QTL détectés avec cette méthode ne 

sont pas significatifs, ils n'ont pas été inclus dans le projet de manuscrit ci-dessus.  

L’h ita ilit  du a a t e STATUT a t  esti e à ,  ± , , la va ia e ph ot pi ue à ,  ± ,  

et la va ia e g ti ue à ,  ± , . L’h ita ilit  est cohérente avec les valeurs estimées dans des 

études précédentes (Robinson et al., 2017) et, bien que modérée, confirme que la résistance à F. 

Psychrophilum peut être améliorée grâce à la sélection.  

Dans la figure 34, on observe de nombreux pics correspondant à autant de QTL potentiels, avec deux QTL 

dont les SNP les plus significatifs sont juste sous le seuil de significativité au niveau du chromosome.  

Figure 34. EXP4 : Ma hatta  plot repr se ta t l’associatio  e tre les SNP et la r sista ce à F. 

psychrophilum mesurée par le caract re STATUT d tect  à l’aide du logiciel GCTA  

La ligne bleue correspond au seuil de significativité à 5% au niveau du chromosome, calculé à l’aide d’u e o e tio  

de Bonferoni en considérant 1 000 SNP en moyenne par chromosomes. Chaque groupe de couleur correspond à 

l’e se le des SNP su  u  h o oso e.  
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Tableau 11. EXP4 : Résumé de la détection de QTL associés au STATUT  

Chromosome Top SNP Position du 
top SNP 

(Mb) 

Significativité 
-log10 (p_valeur) 

Confidence 
interval (Mb) 

% of variance explained by 
cumulative windows 

matching the CI 

Omy7 AX-89931665 40,23 4.1NS 34,89 – 41,91 1,9 % 

Omy7 AX-89927063 45,14 4.1 NS 43,91 – 47,44 1,0 % 
Omy10 AX-89975265 42,32 3.2 NS 39,69 – 46,35 0,9 % 

Omy17 AX-89930846 57,19 4.1 NS 56,41 – 64,59 2,8 % 

La positio  du QTL p ovie t de l’a al se GCTA, la p opo tio  de va ia e g ti ue e pli u e pa  le SNP le plus 
sig ifi atif et pa  l’i te valle de o fia e o t t  o te ues ave  l’a al se ssGBLUP. Au u  QTL ’est sig ifi atif : NS. 

On détecte 4 QTL associés avec le caractère STATUT (Tableau 11 , seul le QTL à ,  M  su  O  ’est 

asso i  u’au a a t e STATUT. Les t ois aut es QTL ont en effet été aussi identifiés da s l’a al se su  le 

caractère DDM (voir § 3.2.1. Figure 1). Quels que soient les QTL, la part de variance génétique expliquée 

reste modeste, allant de 0,9% pour Omy10 à 2,8% pour Omy17. 

Les QTL détectés avec le STATUT ne sont pas significatif mais le fait de détecter 3 QTL communs avec la 

DDM renforce leur intérêt et permet d'accorder une certaine confiance à ces QTL détectés avec un 

dispositif peu puissant.  

3.2.3.  Bilan de l'approche sur une lignée standard 

Au total, en prenant en compte les analyses réalisées sur les deux caractères DDM et STATUT, nous 

détectons 6 QTL associés à la résistance à F. psychrophilum dans cette population de TAC, dont seulement 

2 QTL significatifs au niveau du chromosome. La moitié des QTL détectés, dont celui à 40,23 Mb sur Omy7 

et celui sur Omy17 qui sont les seuls significatifs et qui expliquent la part la plus élevée de variance 

génétique, est d te t e da s les deu  a al ses, e ui o fo te l’e iste e de es QTL. E  vue d’u e 

éventuelle introduction de la résistance à F. psychrophilum dans les objectifs des schémas de sélection 

truiticole f a çais, il est tout à fait e visagea le de e esu e  u’u  seul de es deu  a a t es pou  

limiter les coûts, dans ce cas, le caractère STATUT est le plus facile à mesurer et est aussi le caractère qui 

est di e te e t i t essa t pou  les leveu s, do t l’o je tif est de di i ue  la o talit . 

Parmi les 6 QTL associés à la résistance détectés dans cette étude, le deuxième QTL sur Omy7 semble 

’avoi  ja ais t  d te t  dans les études précédentes. Les 5 autres correspondent à des QTL identifiés 

dans les croisements expérimentaux étudiés pendant cette thèse (Figure 35). D’aut e pa t, les QTL su  

Omy3, Omy10 et Omy17 et les deux premiers QTL sur Omy (Omy7.1 et Omy7.2) ont aussi été mis en 

évidence dans deux études sur des populations américaines (Vallejo et al., 2017 ; Campbell et al., 2014). 



213 
 

Figure 35. R su  des diff re ts QTL associ s à la DDM et/ou au STATUT d tect s da s l’EXP4 et d jà 
identifiés dans les croisements expérimentaux 

Les QTL sont placés sur les chromosomes selon la position sur le génome de leurs 2 marqueurs flanquants pour les 
QTL ide tifi s da s les EXP  à  et e  fo tio  de l’i te valle de o fia e à % pou  les QTL ide tifi s da s l’EXP . 
Les intervalles de confiances de QTL identifiés dans les EXP1 à 3b sont matérialisés par des zones hachées.  

 

Il est intéressant de noter que les QTL sur Omy10 et Omy17 détectés ici après une infection naturelle, ont 

aussi été mis en évidence dans les croisements issus de lignées isogéniques après des infections par 

injection. Ces deux QTL ne semblent do  pas sp ifi ues de la voie d’i fe tio . 

Le deuxième QTL sur Omy7 ’a t  d te t  da s l’EXP  et l’EXP a u’ap s u e i fe tio  pa  al atio . 

Enfin sur la base de la position des marqueurs flanquants et des intervalles de confiance, il est difficile de 

dire si le troisième QTL sur Omy7 est un QTL nouveau, ou le même que le QTL détecté après une infection 

pa  al atio  da s l’EXP  et l’EXP a (Figure 35). Quoi u’il e  soit, e/ces QTL serai(en)t donc plutôt lié(s) 

à des a is es de d fe se sti ul s pa  l’e t e de la a t ie da s l’hôte.  
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Le petit nombre de QTL significatifs détectés par rapport à des études précédentes est certainement lié au 

manque de puissance du dispositif (703 individus). Initiée à un moment où le prix de la puce était encore 

lev , le o e de poisso s i lus da s le dispositif tait li it . De plus, l’ tude de dive sit  g ti ue 

réalisée par d’A osio et al. (in prep.) a depuis mis en évidence une diversité génétique relativement 

modérée dans la population étudiée, avec un déséquilibre de liaison important ce qui limite la précision 

de la détection du QTL (intervalles de confiance larges de 3 à 7 Mb). 

Malgré ce petit nombre de QTL détectés, les héritabilités modérées et les faibles proportions de variance 

génétique expliquées (7,6 et 6,6% pour la DDM et le STATUT, au total) on peut raisonnablement qualifier 

la résistance à F. psychrophilum de polygénique, dans cette population. 

Cette étude confirme aussi l’i t t d’utilise  la s le tio  g o i ue plutôt ue la s le tio  assist e pa  

marqueurs pour implémenter la résistance à F. psychrophilum dans les schémas de sélection truitticoles 

français.  
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Message principal du chapitre 3.2 : 

 

Cette étude est la première réalisée dans une lignée commerciale après un épisode de 

mortalité spontané: 

- Nous avons mis en évidence un nouveau QTL de résistance, possiblement spécifique de la voie 

d’i fe tio  ou du fo d g ti ue 

- Nous avons détecté 6 QTL de résistance avec des effets modérés (expliquant jusque 2% de la 

variance génétique) 

- 5 QTL ont par ailleurs été mis en évidence dans les croisements expérimentaux 

- Le troisième QTL sur Omy7, seulement identifié dans cette étude, est possiblement associés à des 

mécanismes i u itai es sp ifi ue e t sti ul s pa  l’i fe tio  atu elle 

La résistance à Flavobacterium psychrophilum est polygénique : 

- Héritabilité modérée de la DDM (0,34) et du STATUT (0,27)  

- Proportion totale modérée de variance g ti ue e pli u e pa  l’e se le des QTL (moins de 

8%) 

Cette étude est une première étape vers la mise en place de la sélection génomique pour la 

résistance à la flavobactériose dans les populations de truites françaises 
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En production piscicole, comme dans les autres filières de production animale, la santé des cheptels et la 

maîtrise des maladies est un enjeu majeur de compétitivité et de durabilité des filières. Les maladies 

d'origine bactérienne sont responsables de pertes économiques importantes. Elles sont assez 

systématiquement combattues à l'aide de traitements antibiotiques alors que la réduction de 

l'antibiothérapie en production animale constitue une priorité nationale soutenue par le Plan 

Antibiorésistance (EcoAntibio 2012-2017, Ministère de l'Agriculture). Flavobacterium psychrophilum est 

l'une des bactéries pathogènes les plus importantes dans toutes les zones de production de salmonidés. 

En France, elle touche majoritairement la truite arc-en-ciel (TAC) qui est la principale espèce piscicole 

produite. En l'absence de vaccin commercial efficace, l'introduction rapide de la résistance à F. 

psychrophilum dans les objectifs de sélection est une priorité pour maintenir la compétitivité des 

entreprises françaises. Les estimations d'héritabilité réalisées dans différentes populations de TAC varient 

entre 0,07 et 0,56 (Henryon et al., 2005 ; Silverstein et al., 2009). Des simulations ont montré que ces 

valeurs d'héritabilité devraient permettre l'obtention de progrès génétique dans les conditions technico-

économiques des entreprises de sélection truitticoles en France (Chapuis et al., 2012). Le développement 

des outils de génotypage à haut débit permet d'envisager l'identification et l'utilisation en sélection de 

marqueurs génétiques associés à la résistance individuelle des TAC afin de tirer profit de la variabilité 

génétique individuelle pour améliorer l'efficacité de la sélection.  

Dans ce contexte, ma thèse avait pour objet l'analyse de l'architecture génétique de la réponse à l'infection 

par F. psychrophilum chez différentes populations de TAC françaises. Les objectifs étaient dans un premier 

temps, d'étudier les déterminismes génétiques de différentes composantes de la réponse à l'infection par 

F. psychrophilum par une approche de détection de QTL ; puis d'évaluer dans quelle mesure ces 

déterminismes sont partagés entre différents protocoles infectieux et s'ils sont exploitables en sélection 

dans les lignées commerciales françaises.  

Pour cela, j'ai utilisé des croisements expérimentaux entre lignées isogéniques de TAC pour explorer le 

déterminisme de différentes composantes de la réponse à l'infection après des infections induites selon 

deux protocoles, par injection ou par balnéation. J'ai ainsi cherché à (i) identifier les principaux 

déterminants génétiques de ces composantes, puis à (ii) mieux comprendre l'impact du protocole 

infectieux (méthode d'infection, souche infectieuse) sur les modalités de la résistance et enfin à (iii) 

caractériser la réponse précoce à l'infection da s la ate et so  ôle pote tiel da s l’issue de l’i fe tio  au 

niveau individuel. Enfin, j'ai étendu les analyses à une population de truites élevées dans une entreprise 

de s le tio  f a çaise, pou  avoi  u e i age de l’a hite tu e g ti ue de la sistance dans une 

populatio  sta da d et valide  l’i t t des QTL d te t s da s les oise e ts e p i e tau . 
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4.1. Intérêts et limites de l'étude 

4.1.1. Les ressources génétiques utilisées 

Les croisements expérimentaux : lignées isogéniques et individus haploïdes doublés 

La majorité des résultats présentés dans cette thèse ont été obtenus à partir de croisements 

expérimentaux entre lignées isogéniques choisies pour leur résistance contrastée à F. psychrophilum. Les 

descendances étudiées étaient soit composées d’i dividus haploïdes dou l s HD  o te us pa  

ep odu tio  g og ti ue d’u e fe elle F , soit d’u  oise e t F  lo s ue la g oge se itoti ue 

’a pas pe is d’o te i  des HD e  effe tif suffisa t pou  u  dispositif QTL.  

Les travaux de caractérisation des lignées isogéniques de l'INRA réalisés en amont de cette thèse ont 

permis d'identifier des croisements pertinents, entre lignées sensibles (B57S, G17S) à très sensibles (A36S) 

et lignées plus résistantes (AP2R, A02R, A03R), facilitant a priori la détection de QTL dans un dispositif avec 

des phénotypes « extrêmes ». D’aut e pa t, la ait ise d velopp e au sei  du la o atoi e pou  l'e t etie  

et la reproduction des lignées isogéniques a permis de reproduire le même croisement, entre les lignées 

AP2R et B57S, à plusieu s a es d’i te valle et ai si de ti e  p ofit d’u  fo d g ti ue ide ti ue pour 

comparer différents protocoles infectieux. Il aurait été intéressant d'utiliser des croisements encore plus 

contrastés, avec des lignées encore plus résistantes, mais l'entretien de tels individus étant laborieux, 

certains croisements n'étaient pas réalisables dans les contraintes du calendrier de la thèse.  

Au moment de la mise en place des protocoles expérimentaux et jusqu'à mi-parcours de cette thèse, nous 

ne disposions que d'un génome de référence partiel (assemblage en chromosomes et scaffolds, mauvais 

o do a e e t des o tigs... . L’utilisatio  des te h i ues de GBS o e le RADse  ou le ddRADse  et 

un génotypage de novo, permettait do  d’o te i  des génotypes sans informations a priori sur le génome. 

Da s es o ditio s, l’utilisatio  d’i dividus HD tait pa ti uli e e t i t essa te pou  dis i i e  

facilement les variants entre deux locus différents (PSV) et les vrais SNP. 

D’aut e pa t, l'utilisatio  de des e da es HD pe et de li ite  le o e d’i dividus à o sid e  e t e 

150 et 300) tout en conservant une puissance de détection de QTL raisonnable comme l'illustre la figure 

36. Cette du tio  du o e d’i dividus essai es pou  u e puissance donnée est particulièrement 

intéressante dans le cas de caractères difficiles à mesurer, comme le sont typiquement les caractères de 

résistance aux maladies. 
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population. Nous avons ainsi constitué un échantillon composé de nombreuses familles de demi-germains 

avec un très petit effectif (moins de 10 individus). Si ce choix était judicieux pour détecter des QTL par une 

approche LD-LA, il n'a pas permis de proposer une étude plus poussée des gains génétiques potentiels en 

cas de sélection génomique sur ce caractère, pour laquelle des familles de plus grandes tailles auraient été 

préférables. 

Aujou d’hui, le p i  du g ot page ave  la pu e K a o sid a le e t di i u , e ui pe et 

d'envisager de réaliser des approches LD-LA avec un plus grand nombre d'individus et donc une meilleure 

puissance de détection.  

4.1.2. Les outils de génotypage 

Le génotypage par séquençage : RADseq et ddRADseq 

Le génotypage par séquençage (GBS) a été réalisé par deux techniques, le RADseq et le ddRADseq. Le 

RADse , d velopp  ave  la platefo e GetPlaGe de l’INRA, a pe is d’o te i  u  o e i po ta t de 

SNP (~10 000) et ainsi de construire une carte génétique relativement dense avec 2 130 positions pour 

2 645 cM soit un 1 SNP tous les 1,2 M e  o e e. E  l’a se e d’u  asse lage du g o e de ualit , 

l’app o he RADse  est pa ti uli e e t i t essa te et pe et d’o te i  u  o e sig ifi atif de SNP 

polymorphes dans la population cible.  

Cependant, les résultats du ddRADseq, approche choisie dans le cadre du projet européen Fishboost parce 

u’elle pe et de li ite  fo te e t les oûts de p pa atio  des li ai ies, o t t  plutôt décevants. Les 

a tes g ti ues p oduites taie t  à  fois oi s de ses u’avec le RADseq (entre 800 et 1 300 

marqueurs). Un des autres problèmes rencontrés spécifiquement da s l’EXP1 était le manque de 

répétabilité du ddRADseq entre les trois librairies préparées par le partenaire du projet, à différents 

moments. Pour maximiser le nombre de marqueurs dans nos analyses, nous avons dû traiter les librairies 

séparément, ce qui a compliqué la comparaison des QTL détectés puisqu'une partie des marqueurs sur les 

différentes cartes génétiques étaient spécifiques d'une analyse.  

Ce manque de p ta ilit  e t e li ai ies est e  pa tie li  à l’ tape de s le tio  de la taille des f ag e ts 

qui peut conduire à produire des jeux de marqueurs différents pour les différentes librairies et donc 

augmenter le nombre de génotypes manquants en cas de groupement (Andrews et al., 2016). Un autre 

iais du ddRADse  peut i te ve i  au o e t de l’ tape de PCR, ave  u e a plifi atio  p f e tielle des 

fragments courts dont la profondeur de couverture sera ensuite plus importante que pour des fragments 

plus longs, ce qui peut générer des erreurs de génotypage de type « allele drop out » dont il a été plus 

amplement question en introduction (§ 1.1.5.1 et Andrews et al., 2016). 
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En l'absence d'assemblage du génome de qualité, ces génotypages ont été réalisés de novo. Cependant, 

avec le nouvel assemblage du génome, il pourrait être intéressant de comparer les résultats de génotypage 

à de nouveaux génotypages obtenus en alignant les lectures sur le génome pour essayer de retrouver un 

plus grand nombre de marqueurs. Il aurait aussi été intéressant de réaliser un séquençage plus profond 

des parents et grands-parents et d'imputer les génotypes des descendants pour densifier les cartes 

génétiques obtenues. 

La puce de génotypage Axiom TM Trout Genotyping Array (57K). 

L'EXP4 était la première analyse réalisée en France avec la puce de génotypage 57K pour la truite. Cette 

puce commerciale permet de réaliser un génotypage relativement rapide, avec des marqueurs constants 

dans le temps, qui permettent donc d'accumuler les informations facilement d'une population à l'autre. 

Cependant, pour cette première utilisation, il a fallu réaliser un travail important de validation des 

marqueurs même s'il s'agissait d'un produit commercial. En effet, une partie non négligeable des 

a ueu s o espo daie t e  fait à plusieu s positio s disti tes su  le g o e sa s doute à ause d’u  

t i de d pa t i op a t pou  s’aff a hi  o pl te e t des effets de la tétraploïdie résiduelle).  

Enfin, il a aussi été nécessaire de réaliser une étape de tri permettant d'éliminer les marqueurs présentant 

du polymorphisme d'amorce qui ne donnait pas un génotypage de qualité. Ces différentes étapes de tri 

ont été réalis es e  t oite olla o atio  ave  Jo atha  D’A osio, do to a t INRA/SYSAAF de l’ uipe. 

Au final, sur les 57 501 SNP de la puce, seulement 30 060 étaient informatifs dans la population, ce qui 

permet quand même de réaliser un génotypage plus dense qu'avec les techniques de GBS.  

4.1.3.  Phénotyper la réponse à Flavobacterium 

psychrophilum 

Pour de nombreuses maladies, les caractères de résistance sont souvent complexes à phénotyper, c'est 

particulièrement vrai dans le cas de F. psychrophilum car les protocoles infectieux sont de plus 

particulièrement difficiles à maitriser.  

Infecter avec F. psychrophilum 

Les infections expérimentales  

Les modèles d'infection expérimentale avec F. psychrophilum ont été mis au point tardivement par rapport 

à d'autres bactéries. L'infection expérimentale par balnéation n'est d'ailleurs maitrisée que par un très 

petit nombre d'équipes et n'avait encore jamais été utilisée pour des analyses génétiques qui nécessitent 



225 
 

un nombre importants d'individus. La collaboration de longue date avec une équipe spécialiste de cette 

bactérie nous a permis de bénéficier de ce modèle original. 

Dans la majorité des études réalisées sur F. psychrophilum, les infections expérimentales sont réalisées 

pa  i je tio . Cette thode d’i fe tio  est la seule ui permet de standardiser la dose reçue par les 

i dividus, de o ait e le o e t p is de l’i fe tio  et d’ t e e tai  ue l’e se le des i dividus a t  

infecté. Seulement, avec F. psychrophilum, e l’i fe tio  pa  i je tio  est diffi ile à ait ise  et peut 

provoquer d'importantes mortalités en fonction de la taille des poissons et de la virulence de la souche 

utilisée. C'est ce qui nous est arrivé dans l'EXP2 dans laquelle nous avons infecté par injection des poissons 

de petite taille, proche de la taille des poissons infectés par balnéation, pour minimiser la potentielle 

différence de réponse due à la maturation du système immunitaire. Le résultat a été une mortalité quasi 

complète (3% de survivants), limitant fortement les possibilités de détection de QTL.  

L'infection par balnéation est particulièrement intéressante car elle permet, potentiellement, de détecter 

des d te i is es g ti ues asso i s au  d fe ses i u itai es o tou s pa  l’i je tio . Cepe da t, 

la dose eçue pa  ha ue i dividu ’est pas maîtrisée et il est surtout impossible de savoir si chaque 

poisson a réellement été infecté, information primordiale à connaître lorsqu'on s'intéresse à la résilience 

et à la tolérance. Si l'infection par balnéation est plus proche d'une infection naturelle que l'infection par 

injection, elle n'est pas non plus une réplique exacte puisque les poissons sont infectés dans des conditions 

de stress (confinement) qui peuvent influencer leur réponse à l'infection, et que des concentrations 

bactériennes très sup ieu es à elles ui p vale t e  o ditio s d’i fe tio  atu elle 7 à 109 cfu/mL) 

so t essai es pou  i dui e l’i fe tio . 

Les épisodes naturels de mortalité  

Da s l’EXP , nous avons étudié la résistance après un épisode naturel de flavobactériose. C’est la p e i e 

fois u’u e telle a al se est alis e pou  d te te  des QTL asso i s à la sista e à F. psychrophilum. 

Cette app o he est pa ti uli e e t i t essa te a  elle est alis e da s les o ditio s d’ levage et 

pe et do  d’ vite  les iais li s à des i fe tio s e p i e tales. Cepe da t, il est plus diffi ile d’o te i  

des ph ot pes aussi p is e  o ditio s d’ levage. Les i fe tio s e p i e tales pe ette t gale e t 

de mesurer d'autres performances individuelles comme le poids ava t, ap s et au o e t de l’i fe tio  

en marquant les poissons. 

E  vue d’u e ve tuelle e o duite de e t pe d’a al se ap s u  pisode atu el de o talit , il se ait 

intéressant de pouvoir collecter les individus morts deux fois par jour et réaliser immédiatement un 

p l ve e t de ageoi e e  vue du g ot page. E  effet, ous avo s eu des p o l es de ualit  d’ADN 

pou  e tai s i dividus, p o a le e t li s à l’a tivit  p ot ol ti ue i po ta te de la a t ie.  
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D'autres composantes de la réponse sont particulièrement intéressantes à prendre en compte. Il a par 

exemple été mis en évidence que la capacité d'un poisson à endiguer précocement l'invasion par un agent 

pathogène est vraisemblablement déterminante pour la survie dans de nombreuses maladies (Verrier et 

al., 2018). La rate étant un organe cible de F. psychrophilum, l'étude de la cinétique de la charge 

bactérienne précoce dans cet organe pourrait mettre en évidence des déterminismes génétiques liés au 

contrôle précoce de l'infection. Il était prévu dans une analyse associée à l'EXP3 de quantifier la charge 

bactérienne dans la rate 48h après des infections expérimentales avec la souche FRGDSA 1882/11, sur des 

effe tifs elative e t i po ta ts ~  poisso s . Cepe da t, sa s doute e  aiso  d’u e i fe tio  oi s 

i te se u’atte due, la ultipli atio  de la a t ie da s la ate à la date de p l ve e t s’est v l e 

inférieure au seuil de détection de la méthode de quantification (real-time PCR) disponible à ce moment-

là. Nous avons donc dû utiliser les données de l'EXP3b réalisée sur un effectif bien moindre.  

Dans l'EXP1, nous nous sommes aussi intéressés au portage dans la rate des individus survivants à 

l'i fe tio . Cette i fo atio  est pa ti uli e e t i t essa te da s le ad e d’u  p og a e de 

sélection. En effet, si les animaux résistants sont aussi porteurs sains du pathogène, ils peuvent jouer le 

rôle de réservoir et être responsables de nouvelles i fe tio s. Da s l’EXP , ous avo s o t ôl  la p se e 

de a t ies da s la ate elative e t tôt e  fi  d’i fe tio . La te h i ue de esu e utilis e s’est v l e 

inadaptée à la mesure de très faible quantité de bactéries. Nous avons donc limité les mesures aux rates 

des individus infectés par injection (peu d'individus) et nous avons exploité le caractère de portage comme 

un caractère binaire (présence/absence).  

Une nouvelle technique de détection par PCR numérique (appelée aussi ddPCR pour droplet digital PCR) 

est en cours de test au laboratoire et devrait nous permettre d'améliorer la détection et la quantification 

de la charge bactérienne et donc d'exploiter les informations de portage pour les individus infectés par 

balnéation dans l'EXP1 et de charge bactérienne précoce pour les individus de l'analyse associée à l'EXP3a. 

Des techniques très sensibles de détection seront aussi utiles pour confirmer le portage à des moments 

plus loig s de la fi  de l’ pisode i fe tieu .  
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4.2. Diversité des déterminismes 

génétiques chez les truites arc-en-ciel 

pou  po d e à l’i fe tio  pa  F. 

psychrophilum 

4.2.1. Différentes composantes de la réponse à 

l'infection, en partie contrôlées par des déterminismes 

génétiques spécifiques 

Le statut et l'endurance apportent des informations complémentaires sur la résistance 

Les résultats obtenus dans les dispositifs expérimentaux ainsi que dans la lignée commerciale mettent en 

évidence que le STATUT et l'ENDURANCE permettent de révéler des déterminismes génétiques 

potentiellement différents. En effet, nous détections 9 QTL associés spécifiquement au STATUT et 5 QTL 

associés spécifiquement à l'ENDURANCE (Figure 38). La RESISTANCE, analysée à l'aide d'une analyse de 

survie permet de combiner les deux informations. Il n'est donc pas surprenant que la majorité des QTL 

associés à la RESISTANCE soit aussi associée au STATUT et/ou à l'ENDURANCE. La date de mort (DDM) 

permet aussi de combiner les informations de STATUT et d'ENDURANCE mais ne prend pas correctement 

en compte les données censurées (date de mort inconnue des vivants).  

L'intérêt de l'analyse de survie est aussi d'augmenter la puissance de détection des QTL en prenant en 

compte les informations de survie (STATUT) et d'endurance. On détecte ainsi 4 QTL associés à la 

RESISTANCE uniquement, dont les effets sont certainement trop faibles pour être détectés par le STATUT 

ou l'ENDURANCE séparément.  

L'image générale qui se dégage de nos résultats suggère que la survie (STATUT) et l'endurance ne sont 

u’e  pa tie seule e t o t ôl s par des déterminismes génétiques communs (Figure 38) et u’il e iste 

des d te i is es g ti ues p op es à ha ue a a t e. Le fait de su viv e à l’i fe tio  d’u e pa t, ou 
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Nous avons détecté uniquement 5 QTL associés à la fois à la RESILIENCE, au STATUT et/ou à la RESISTANCE. 

Chacun des 3 QTL communs entre STATUT et RESILIENCE a été identifié dans des familles différentes. De 

ce fait, il est possible qu'il s'agisse simplement de QTL proches mais différents, et que les déterminismes 

génétiques du STATUT et de la RESILIENCE soient donc distincts. 

Nous mettons donc en évidence que, dans nos dispositifs, la RESILIENCE est contrôlée principalement par 

des déterminismes génétiques différents de ceux qui contrôlent les caractères de résistance. Ce résultat 

est conforté par d'autres études qui détectent des corrélations génétiques négatives entre résistance et 

tolérance (Yáñez et al., 2010) ou qui stipulent l'existence d'un compromis entre ces deux caractères 

(Fineblum et Rausher, 1995 ; Råberg et al., 2007). 

La résilience est un caractère composite qui cumule les informations de résistance et de tolérance et il est 

difficile, sans connaissance précise de la charge bactérienne, de séparer correctement au niveau individuel 

ces deux composantes (Doeschl-Wilson et al., 2012b). Cependant, avec les lignées isogéniques, nous 

disposons d'un outil particulièrement utile pour mesurer la tolérance. En effet, tous les individus d'une 

même lignée isogénique correspondant à un "même individu génétique" et la performance moyenne de 

la lignée représente la performance moyenne d'un génotype. De ce fait, on peut tout à fait mettre au point 

des protocoles infectieux avec F. psychrophilum permettant de mesurer de façon répétée les 

performances d'un unique "individu génétique" après une infection pour différentes charges bactériennes 

(à condition d'être capable de mesurer cette charge). Comme nous avons plusieurs lignées isogéniques à 

disposition à l'INRA, nous pourrions comparer la tolérance de ces lignées et avoir ainsi plus d'informations 

sur la variabilité génétique de ce caractère, encore peu étudié. 

4.2.2. La résistance à F. psychrophilum, un caractère 

polygénique dont le déterminisme est complexe 

La résistance, un caractère expliqué par un grand nombre de QTL 

Dans cette étude, nous avons détecté au total 39 QTL associés au STATUT, à l'ENDURANCE et/ou à la 

RESISTANCE dans les croisements expérimentaux et la population commerciale. Certains de ces QTL sont 

t s sig ifi atifs et o t u  effet i po ta t da s os dispositifs e p i e tau  où ils e pli ue t jus u’à % 

de la variance phénotypique de la résistance (Omy3.2, EXP3a) et 19% de la variance phénotypique de 

l'endurance (Omy25a, EXP1). Dans la population commerciale, les 5 QTL détectés n'expliquent, en cumulé, 

que 7,6% de la variance génétique de la date de mort (au maximum 2,8% de la variance expliquée par le 

QTL sur Omy 17 associé au STATUT).  
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De nombreux QTL associés à la résistance (STATUT ou DDM) ont été mis en évidence à partir de 

populations nord-américaines (Campbell et al., 2014 ; Johnson et al., 2008 ; Liu et al., 2015 ; Palti et al., 

2015b ; Vallejo et al., 2014, 2017b ; Wiens et al., 2013). Au total, une cinquantaine de QTL associés à la 

résistance à F. psychrophilum sont ainsi recensés chez la TAC. Ces QTL expliquent entre 1% et 72% de la 

variance phénotypique dans les populations respectives où ils ont été détectés (Figure 39). 

 

Figure 39. Distribution des QTL en fonction de leur effet sur les caractères de résistance (STATUT, 

ENDURANCE, DDM et RESISTANCE) 

Synthèse des données issues de cette étude et de Liu et al., 2015 ; Palti et al., 2015b ; Vallejo et al., 2014, 2017b ; 

Wiens et al., 2013. 

Les QTL expliquant les plus fortes proportions de variance phénotypique sont situés sur les chromosomes 

Omy8 et Omy25 et ont tous été identifiés dans une même population issue du NCCCWA (Liu et al., 2015 ; 

Palti et al., 2015b ; Vallejo et al., 2014).  

La plus importante proportion de variance phénotypique expliquée (58% et 72%) a été estimée pour le 

QTL sur Omy8 dans deux familles dont les parents ont été choisis parce qu'ils ségrégent pour ce QTL, l’effet 

du QTL est probablement surestimé par la structure de la population ou le génotypage sélectif réalise (Liu 

et al., 2015 ; Palti et al., 2015b).  Plus récemment, une GWAS réalisée dans une autre population nord-

américaine (TLUM, Troutlodge, Inc) estime que ce QTL jusque 19,3% de la variance génétique ais il ’est 

pas retrouvé dans la population du NCCCWA (Vallejo et al., 2017b). Dans nos dispositifs, nous détectons 

aussi ce QTL sur Omy8 dans les EXP1 et 2 cependant il n'explique que 5% de la variance phénotypique de 

la résilience dans l'EXP1 et il n'est mis en évidence dans l'EXP2 que lorsque l'on corrige les données de 
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l'effet d'u  QTL plus i po ta t. O  e et ouve do  pas l’ uivale t de e QTL à effet t s fo t da s os 

croisements expérimentaux ni dans notre lignée commerciale qui pourrait être spécifique de la population 

TLUM  et ue l’o  e d te te pas da s os populatio s f a çaises pote tielle e t à ause une MAF plus 

faible pour les allèles de ce QTL). 

Le QTL détecté sur le chromosome 25, qui correspond à notre QTL sur Omy25a, explique 6,6% de la 

variance génétique de la résistance à Fp dans la population du NCCCWA et jusque 35,4% de la variance 

génétique du STATUT dans la population TLUM (Vallejo et al., 2017b). Dans notre dispositif, ce QTL est 

détecté dans trois des 4 croisements expérimentaux où il explique environ 5% de la variance phénotypique 

du STATUT et/ou de la RESISTANCE et jusque 19% de la variance pour l'ENDURANCE. Il serait 

particulièrement intéressant de réaliser une étude fonctionnelle des gènes positionnés dans ce QTL et qui 

pourraient coder pour des mécanismes immunitaires "universels" de la réponse à l'infection par F. 

psychrophilum. 

Les premières simulations de Vallejo et al. (2010) estimaient que la résistance à l'infection par F. 

psychrophilum chez la truite arc-en-ciel était un caractère oligogénique. Si les études dans les populations 

nord-américaines ont confirmé ces résultats, nos données suggèrent plutôt un déterminisme polygénique 

du caractère dans les populations françaises contrôlé par un grand nombre de QTL à effets faibles à 

modérés.  

La résistance, un caractère complexe mettant en jeu un certain nombre de QTL épistatiques 

Alo s ue plusieu s tudes ette t e  vide e l'i po ta e des elatio s d’ pistasie da s l’e p essio  

des caractères complexes (Carlborg et Haley, 2004 ; Flint and Mott, 2001), ces interactions ne sont 

généralement pas prises en compte dans les travaux de cartographie de QTL. La prise en compte des 

interactions permet d'augmenter la puissance des dispositifs et donc de détecter plus de QTL (Carlborg et 

al., 2005 ; Carlborg et Haley, 2004 ; Phillips, 2008) et d’o te i  u e i age plus o pl te des a is es 

qui sous-te de t le a a t e d’i t t. L'augmentation de puissance liée à la prise en compte des 

interactions est particulièrement bénéfique dans l'EXP3a où l'on détecte 5 QTL supplémentaires sur les 12 

détectés au total.  

Nos croisements expérimentaux (grands-parents HD et descendants HD) se prêtaient particulièrement 

bien à de telles analyses et notre étude est la première à détecter des interactions entre QTL gouvernant 

la réponse à une infection bactérienne chez la TAC. Au total, dans les EPX2 et 3a, 14 paires de QTL 

épistatiques ont été détectées.  
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Nous avons ainsi mis en évidence des interactions de type "amplificatrice", quand un QTL porteur de l'allèle 

de résistance va avoir pour effet d'augmenter l'effet du QTL avec lequel il est en interaction, et des 

interactions de type "compensatrice", quand un QTL n'aura un effet que si l'autre QTL est porteur de l'allèle 

de sensibilité. Nous avo s aussi is e  vide e uel ues as d’i ve sio  des effets all li ues à l’u  des 

QTL e  fo tio  de l’all le à l’aut e QTL. De tels as o t gale e t t  appo t s da s la litt atu e 

(Fijneman et al., 1996 ; van Wezel et al., 1996).  

Ces interactions révèlent une architecture sous-ja e te o ple e, e  oh e e ave  e ue l’o  o ait 

des mécanismes immunitaires potentiellement impliqués dans la résistance. Les données disponibles 

aujou d’hui e pe ette t pas de p opose  de a i re fiable des gènes candidats pour les différents QTL 

ue ous avo s ide tifi s. N a oi s, la o aissa e de es i te a tio s pou ait à l’ave i  fa ilite  

l’i te p tatio  de futu es études fonctionnelles et faciliter la construction de modèles de réseaux de 

g es. A tit e d’e e ple, le système du complément est particulièrement complexe et deux des gènes 

codant pour les protéines C3 et C3-3 ont été identifiés sur des QTL épistatiques (sur Omy2 et Omy17). Les 

QTL avec lesquels Omy2 et Omy17 sont en interactions ne correspondent pas aux eQTL associés à 

l'expression des gènes c3 et c3-3 et mis en évidence dans l'EXP3b. Cependant la détection de ces eQTL n'a 

été réalisée qu'après une injection alors que toutes les interactions entre Omy2 et un autre QTL ne sont 

détectées qu'après l'immersion.  

4.2.3. L'effet du protocole infectieux sur les 

déterminismes génétiques de la résistance 

L'effet de la voie d'infection : comparaison de l'injection, de la balnéation et l'infection naturelle 

Notre étude est la première à exploiter d'autres voies d'infection que l'injection expérimentale pour 

détecter des QTL de résistance à l'infection par F. psychrophilum chez la truite. Nos résultats apportent 

ainsi des éléments nouveaux sur les mécanismes de défense potentiellement mis en jeu par l'hôte et les 

sources de résistances potentiellement exploitables par la sélection.  

Intra-expérience, les QTL que nous détectons sont plutôt spécifiques d'un mode d'infection (Figure 40.a). 

Les QTL communs entre les deux méthodes d'infection sont, souvent, les QTL les plus significatifs et/ou 

qui expliquent la plus grande part de variance phénotypique (Annexe 3). La figure 40.  i di ue l’e se le 

des QTL détectés après les 5 expériences selon le protocole infectieux. 
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injection, mais aussi au fait que, par injection, une partie des signaux permettant d'initier une réponse 

immunitaire ne sont pas stimulés, perturbant ainsi la réponse de l'hôte. 

Les o lusio s appo t es pa  os sultats QTL, à savoi  l’e iste e de fa teu s de d fe se e te es ou 

a tiv s t s p o e e t ap s l’e t e de la a t ie da s l’hôte pa  la voie atu elle so t o fo t es pa  

une étude conduite au laboratoire avec des familles de truites arc-en-ciel standard. Dans cette étude, 440 

familles de plein-germains ont été infectées avec la même souche bactérienne FRGDSA 1882/11, et par 

les deu  p oto oles d’i fe tio  ue ous avo s is e  œuv e al atio  ou i je tio  i t apéritonéale). 

La o latio  g ti ue e t e les deu  thodes d’i fe tio  est od e ,  ± , , e ui o fi e 

l’e iste e de fa teu s de sista e e  pa tie d pe da ts du ode d’i fe tio .  

A l'avenir il pourrait être particulièrement intéressant d'étudier les effecteurs de la réponse spécifique 

d'une infection par immersion au niveau de la peau, du mucus et du microbiote du mucus qui pourraient 

être impliqués dans la résistance par balnéation. Maintenant que les protocoles infectieux par balnéation 

sont bien maitrisés, il serait intéressant de compléter les études fonctionnelles par des analyses réalisées 

sur des individus infectés par balnéation 

L'effet de la souche bactérienne 

Plusieurs études mettent évidence une certaine diversité génétique de F. psychrophilum avec plusieurs 

complexes-clonaux (CC-ST) et sérotypes différents qui peuvent être associés à des virulences différentes 

(Duchaud et al., 2018 ; Nicolas et al., 2008 ; Rochat et al., 2017). Différentes souches appartenant à des 

CC-ST et des sérotypes différents peuvent ainsi cohabiter dans une même pisciculture (Siekoula-Nguedia 

et al., 2012), voire co-infecter les poissons (Bernardet, communication personnelle). 

Dans ce contexte, il est particulièrement intéressant de regarder les interactions génotype de l'hôte-

génotype de l'agent pathogène pour déterminer dans quelle mesure différentes souches mobilisent 

différents mécanismes immunitaires. 

Dans les EXP3a et 3b, nous détectons 6 QTL associés à la résistance après une infection avec la souche 

JIP02/86 (CC-ST20, sérotype 1) dont 4 communs aux QTL de résistance détectés avec la souche FRGDSA 

1882/11 (CC-ST90, sérotype 2). Une partie des déterminismes génétiques associés à la résistance sont 

donc communs quelle que soit la souche bactérienne utilisée. Ces résultats sont parfaitement cohérents 

avec ceux obtenus dans le cadre du projet RE-SIST dans lequel Crusot et al. (2016) ont estimé une 

corrélation génétique très élevée (0,94 ± 0,14) entre la résistance par injection avec la souche FRGDSA 

1882/11 et une autre souche FRGDSA 74382/3. Ces corrélations élevées restent néanmoins à confirmer 

da s le as d’u e i fe tio  pa  al atio , ais a tuelle e t seule la sou he FRGDSA /  est 

disponible pour les infections par balnéation.  
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4.2.4. Un noyau de QTL associés à la résistance, quel que 

soit le caractère et le protocole infectieux 

Dans cette étude, nous mettons en évidence que certains des QTL détectés sont associés spécifiquement 

à une composante de la réponse et/ou à un fond génétique donné et/ou à une méthode d'infection 

donnée. 

Toutefois, nous détectons 5 QTL associés à plusieurs caractères de résistance dans au moins trois de nos 

fonds génétiques et détectés par les deux méthodes d'infection (Figure 41). Ces 5 QTL ont aussi été 

détectés dans différentes publications réalisées sur les populations du NCCCWA ou d'autres populations 

américaines (Liu et al., 2015 ; Palti et al., 2015b ; Vallejo et al., 2014, 2017b). 
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Ces QTL représentent donc certainement un noyau de gènes impliqués dans la résistance globale des TAC 

à l'infection par F. psychrophilum. Ils contrôlent probablement des mécanismes immunitaires très partagés 

entre différentes populations et qui sont stimulés par différentes méthodes d'infection et différentes 

souches bactériennes. Quelques gènes candidats fonctionnels identifiés précédemment (Langevin et al., 

2012) ont été positionné dans ces QTL, comme des gènes codant pour des récepteurs cellulaires 

permettant la reconnaissance des agents pathogènes ou des protéines dont le rôle est d'attaquer la 

bactérie (CD209, métalloprotéase), des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire (cytokines, 

interférons) (Voir Annexe 4 pour Supplementary File 6 du § 3.1.1.1).  

De nouvelles approches positionnelles sont envisageables pour réduire la liste de gènes candidat, par 

exemple à l'aide de croisements avancés (backcross) entre lignées isogéniques permettant de raffiner la 

position de ces QTL. En outre, les lignées isogéniques sont actuellement en cours de reséquençage, la 

comparaison des variants (SNP mais aussi variants structuraux) entre plusieurs lignées pourrait permettre 

d'identifier d'éventuels polymorphismes causaux. Enfin, des approches complémentaires sont aussi 

envisageables, comme de réaliser un transcriptome complet par RNAseq sur un petit nombre d'individus 

pour valider les gènes candidats identifiés.  
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4.3. Conclusions générales et 

perspectives : l'amélioration 

génétique de la résistance à 

Flavobacterium psychrophilum 

4.3.1. Quels caractères faut-il améliorer ? 

L'intérêt de l'amélioration génétique de la résistance aux maladies des cheptels terrestres et aquatiques a 

été rapidement compris et a engendré un important effort de recherche cette dernière décennie, toutes 

espèces confondues (Doeschl-Wilson et Kyriazakis, 2012 ; Gjedrem et Gjedrem, 2015 ; Guy et al., 2012 ; 

Robinson et al., 2017 ; Yáñez et al., 2014a).  

Ainsi, on cherche à améliorer la résistance pour, d'une part limiter les pertes économiques importantes 

liées aux différentes pathologies et d'autre part, limiter les traitements qui représentent un coût non 

négligeable pour les éleveurs et ont un impact important sur l'environnement et la santé humaine. La 

sélection devrait permettre de réduire la fréquence et la gravité des épisodes infectieux.  

Cependant, sélectionner les individus pour améliorer la résistance a potentiellement un impact important 

sur la population d'agents pathogènes. En effet, du fait des interactions hôtes-pathogènes, sélectionner 

pour des hôtes résistants a pour conséquence une co-sélection pour la virulence des agents pathogènes 

(Carr et al., 2006 ; Woolhouse et al., 2002). En conséquence, la résistance obtenue par la sélection peut 

être "éphémère" et contournée par l'évolution des agents pathogènes. L'effort de sélection à produire 

pour améliorer la résistance sera de nouveau important. Même si jusqu'à présent, aucun cas de 

contournement de la résistance acquise dans le cadre de programmes de sélection en pisciculture n'a été 

mis en évidence (Quillet et Dorson, 2018), ce risque est réel et plusieurs cas de résistance médicamenteuse 

ont été mis en évidence, comme l'antibiorésistance, ou encore dans le cas d'approches vaccinales comme 

c'est le cas pour Streptococus iniae dans des populations de poissons (Eyngor et al., 2008).  

Pour tenter de limiter ces risques, il est important de s'assurer que la sélection porte sur un nombre 

suffisa t de d te i a ts g ti ues a  la s le tio  d’u  o e li it  de a is es de d fe se se ait 
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plus facilement contournée par un agent pathogène muté. D'où l'intérêt d'introduire la tolérance 

conjointement à la résistance dans les objectifs de sélection pour garantir la durabilité de la résistance. 

D'une part, l'amélioration de la tolérance n'a pas d'impact négatif sur la population d'agents pathogènes 

(Carr et al., 2006 ; Woolhouse et al., 2002). D'autre part, si on améliore aussi la tolérance, l'impact d'une 

infection avec un agent pathogène plus virulent sera limité, puisque les animaux pourront continuer à 

exprimer de bonnes performances, infectés ou non.  

Pour l'amélioration génétique de la tolérance, d'autres études sont nécessaires pour, d'une part estimer 

la variabilité génétique et l'héritabilité de ce caractère et donc la faisabilité de la sélection. D'autre part, 

actuellement l'absence de méthode de mesure précise et individuelle de la tolérance est le frein principal 

à l'introduction de ce caractère dans les objectifs de sélection. Il est cependant assez facilement 

envisageable de mesurer la résilience comme la croissance pendant un épisode infectieux ou de prendre 

en compte des mesures moyennes réalisées sur des groupes. 

En pratique, pour améliorer la résistance, il semble intéressant de mesurer au moins deux caractères : la 

su vie fi ale le statut  et l'e du a e du e de vie ap s l’i fe tio . E  effet, ces deux caractères sont 

en partie contrôlés par des gènes distincts, mais apportent des informations complémentaires sur la 

sista e, ue l’o  ’a ive pas fo e t à ide tifie  e  p e a t e  o pte les a a t es s pa e t 

mais qui sont détectés avec la RESISTANCE (qui permet de cumuler les informations). De plus certains QTL 

asso i s à l'e du a e ave  u e sou he a t ie e vi ule te ais ’a a t pas d’effet su  le statut 

pourraient être associés au statut pour des individus infectés avec une souche moins virulente. Si l'on 

sélectionne avec une souche très virulente il est donc aussi intéressant de prendre en compte les QTL 

associés à l'endurance. En pratique, ces deux données sont déjà récoltées lors d'infections expérimentales, 

ce qui ne nécessite donc pas de travail supplémentaire. 

Nous avons aussi mis en évidence dans nos analyses qu'au sein d'un lot, le poids au moment de l'infection 

n'a pas d'influence sur la survie. Il semble donc possible de se passer de cette mesure lors d'infections 

expérimentales si l'on souhaite améliorer uniquement la résistance (et non pas la résilience ou la 

tolérance) sans perdre en précision sur la mesure phénotypique, ce qui est un avantage considérable pour 

la ise e  œuv e p ati ue des i fe tio s e p i e tales. 

Enfin plusieurs études mettent en évidence que les corrélations génétiques entre la résistance à F. 

psychrophilum et la sista e à d’aut es aladies so t fai les ais positives (Robinson et al., 2017) ce qui 

veut di e ue l’a lio atio  de la résistance à F. psychrophilum est possible sans détériorer la résistance 

à d’aut es aladies. Ai si la s le tio  su  u e seule aladie a lio e ait l’ tat de sa t  g al. D’un point 

de vue économique, il est alors intéressant de se focaliser sur la sélection directe pour les maladies les plus 

p o l ati ues ai si ue elles do t la sista e est la plus h ita le. D’aut es tudes alis es au sei  
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du SYSAAF mettent en évidence que les corrélations génétiques entre résistance à la flavobactériose et 

rendement de carcasse, bien que négatives sont faibles (SYSAAF, 2017). E  o s ue e, l’a lio atio  

génétique de la résistance ne détériorerait pas les performances de croissance et de rendement. Il est 

donc envisagea le d’utilise  des i de  de sélection combinés pour améliorer simultanément ces 

caractères. 

4.3.2. Avec quelle méthode d'infection ? 

Une fois le choix des caractères arrêté, se pose le choix de la méthode d'infection. Dans le cas de la 

flavobactériose, on peut envisager de sélectionner en utilisant l'injection, la balnéation ou en tirant profit 

d'épisodes de mortalité naturelle.  

D'u  poi t de vue p ati ue, l'i je tio  este la thode la plus si ple à ett e e  œuv e et elle ui 

permet de mieux maitriser la dose infectieuse. Elle permet aussi d'obtenir des mortalités intermédiaires 

(30% - 70%), ce qui est primordial pour améliorer la précision des analyses génétiques des caractères de 

survie (Robinson et al., 2017 ; Vandeputte et al., 2009b). Cependant, une trop forte dose injectée et la 

mortalité devient trop importante pour être réellement exploitable (EXP2). Dans ce cas, il est envisageable 

de choisir une souche de F. psychrophilum à la virulence modérée qui permet d'obtenir des mortalités 

intermédiaires par injection, ce qui nécessite de pouvoir tester et conserver plusieurs souches. Comme les 

corrélations génétiques des résistances obtenues entre souches sont bonnes, on peut se contenter 

d'utiliser une souche de référence, dont la production et la conservation sont bien maitrisées, ce qui 

permet de bien calibrer les infections expérimentales et do  d'opti ise  l'effi a it  de la s le tio . Il s’agit 

toutefois de vérifier de temps à autre que les populations sont bien résistantes avec une souche différente.  

La balnéation et la mortalité naturelle sont potentiellement intéressantes car elles permettent d'exploiter 

toute la diversité des mécanismes de défense mis en action par les poissons et donc d'exploiter l'ensemble 

de la variabilité sous-jacente. Il serait donc judicieux d'utiliser l’u  de es deux types d'infections pour 

sélectionner pour la résistance, à condition de confirmer la bonne corrélation des résistances entre 

différentes souches de bactéries, testée uniquement par injection pour le moment. 

Le choix entre infection naturelle ou infection expérimentale se pose encore. Les infections 

expérimentales permettant de maitriser plus facilement les paramètres extérieurs, et de réaliser un 

ph ot page fi , elles se le t plus i t essa tes à ett e e  œuv e ue les i fe tio s atu elles. 

D'autre part, la gestion d'un épisode de mortalité naturelle est laborieuse puisqu'on ne maitrise ni la date 

de début, ni la sévérité de l'infection et qu'enfin il est parfois difficile de diagnostiquer précisément la 

maladie et d'être certain que la mortalité est due à un agent pathogène donné et non pas à plusieurs 

agents différents. Il existe enfin le risque que la maladie ne se déclenche pas, et que la sélection soit 
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impossible. Si l’o  d ide d’utilise  u e i fe tio  e p i e tale, alis e da s des o ditio s sa itai es et 

environnementales contrôlées, pour sélectionner les individus, il est possible que le progrès observé en 

pisciculture soit différent du progrès attendu. En effet, les facteurs externes (température, présence 

d’aut es age ts pathog es, et . …  da s les pis i ultu es so t oi s o trôlés et peuvent influencer la 

survie finale des individus (Yáñez et al., 2014a a). Cependant, une étude récente réalisée par (Wiens et al., 

2018) montre que trois générations de sélection pour la résistance à Fp en utilisant une infection par 

injection (lignée ARS-Fp-R  pe et d’o te i  u e eilleu e su vie u’e  l’a se e de sélection (ARS-Fp-C 

et lignée commerciale). Sélectionner pour la résistance à Fp à l’aide de thodes d’i fe tio  

e p i e tales pe ett aie t do  d’a lio e  effi a e e t la sista e des heptels à des i fe tio s 

naturelles. 

Le choix entre infection naturelle et expérimentale dépendra aussi certainement du coût et de la 

dispo i ilit  de la thode d’i fe tio , puisque les infections expérimentales doivent être réalisées dans 

des structures dédiées. Ce choix repose aujourd'hui aussi sur la disponibilit  et la fa ilit  de ise e  œuv e 

des protocoles infectieux. S'il est trop laborieux de réaliser des infections par balnéation (qui demandent 

une plus grande maitrise de la culture de la bactérie car il faut la produire en plus grande nombre) 

l'infection par injection reste une très bonne alternative. En effet, les QTL les plus importants que nous 

avons détectés sont communs entre l'injection, la balnéation, et l'infection naturelle. 

4.3.3. Avec quelle méthode de sélection? 

En dernier lieu, il faut choisir la méthode de sélection. Pour un caractère létal comme la résistance à une 

maladie, les deux méthodes de sélection les plus intéressantes et les plus prometteuses sont la sélection 

assistée par marqueur (SAM) et la sélection génomique (SG) qui permettent toutes les deux de tirer profit 

de la variabilité génétique intra-famille, contrairement à la sélection généalogique. 

Au début de cette thèse, la SAM semblait particulièrement intéressante dans le cas de l'amélioration 

génétique de la résistance à la flavobactériose. En effet, les quelques études publiées laissaient imaginer 

une architecture oligogénique de la résistance avec quelques QTL majeurs et plusieurs QTL a effets plus 

faibles (Leeds et al., 2010 ; Vallejo et al., 2010). Cependant, les résultats obtenus dans cette thèse mettent 

en évidence que, dans les populations françaises, la résistance à la flavobactériose est plutôt polygénique 

et complexe avec de nombreuses interactions entre les QTL qu'il faudrait réussir à prendre en compte 

dans une SAM efficace. La SG est aujou d'hui plus i t essa te à ett e e  œuv e pou  les a a t es 

complexes (Legarra et Fernando, 2009). Pour le moment, la SG se concentre uniquement sur des modèles 

d’ valuatio  as e su  l'additivit  des effets des g es, ais le d veloppe e t de ouvelles thodes de 

prédictio  g o i ue pe etta t de p e d e e  o pte les effets d’ pistasie so t e  cours (travaux de 



243 
 

A. Legarra et collaborateurs), ce qui pourrait être particulièrement utile pour les caractères complexes 

comme la résistance aux maladies. 

De plus, les évolutions technologiques ayant dépassé nos attentes, le prix de la puce de génotypage 57K a 

fortement diminué et il est aujourd'hui plus intéressant économiquement de l’utiliser que de produire des 

pu es sp ifi ues pou  la SAM do t l’effi a it  se ait li it e pa  le manque de précision de la localisation 

des QTL (SYSAAF, communication personnelle). La faisabilité de la SG pour l'amélioration de la résistance 

à F. psychrophilum ayant été mise en évidence (Vallejo et al., 2017a), la filière française est en train de 

fournir un effort important pour réaliser le même type d'études prospectives en lien avec les équipes de 

recherche et le SYSAAF et commencer rapidement à sélectionner pour la résistance à la flavobactériose. 
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ANNEXE 3. Ensemble des QTL détectés dans cette étude 

Expérience Protocole Analyse Omy QTL Significativité 
Marqueur 

_1 
Marqueur 

_2 
95%_IC 

_1 
95%_IC 

_2 
Origine 

favorable 

% 
Variance 
expliquée 

EXP1 INJECTION RESISTANCE 1 1.1 1% Ch  31.21 31.21 11.16 22.32 G17 1.50% 

EXP3b INJECTION RESISTANCE 1 1.2 5% Ch 67.48 72.89 15.79 83.81 B57 NA 

EXP2 INJECTION RESISTANCE 1 1.2 1% Ch  68.06 61.27 22.32 77.99 A02 NA 

EXP1 BALNEATION RESILIENCE 1 1.3 5% Ch 77.64 77.64 9.00 77.64 A03 3.40% 

EXP3b INJECTION RESISTANCE 2 2.1 5% Ch 4.00 4.00 4.00 32.90 B57 NA 

EXP3a BALNEATION RESISTANCE 2 2.1 1% Ch  12.59 12.59 3.49 20.15 B57 NA 

EXP3a BALNEATION STATUT 2 2.1 1% Ch  12.59 12.59 3.02 21.99 B57 6% 

EXP2 INJECTION RESISTANCE 2 2.1 1% Ch  19.82 22.41 1.60 66.60 A36 NA 

EXP1 INJECTION RESISTANCE 2 2.2 0.1% Ch 36.73 41.02 13.69 66.00 A03 2.30% 

EXP1 INJECTION ENDURANCE 2 2.2 1% Ch  36.73 41.02 20.90 78.87 A03 3.40% 

EXP1 INJECTION PORTAGE 2 2.2 5% Ch 41.02 42.53 0.00 83.65 G17 NA 

EXP1 BALNEATION RESISTANCE 2 2.2 1% Ch 50.79 52.74 16.90 78.87 A03 3.40% 

EXP1 BALNEATION STATUT 2 2.2 1% Ch 50.79 52.74 16.90 78.87 A03 3.40% 

EXP2 INJECTION ENDURANCE 3 3.1 1% Ch 19.87 21.45 14.12 80.29 A36 1.30% 

EXP2 INJECTION DDM 3 3.1 1% Ch 29.19 32.80 67.53 80.29 A36 2.60% 

EXP2 INJECTION ENDURANCE 3 3.2 1% Ch 54.11 52.99 48.18 67.53 A02 7% 

EXP2 INJECTION DDM 3 3.2 1% Ch 54.11 52.99 48.18 67.53 A02 7% 

EXP3a BALNEATION RESISTANCE 3 3.2 1% G 56.47 57.36 54.41 62.21 AP2 NA 

EXP3a BALNEATION STATUT 3 3.2 1% G 56.47 57.36 56.18 62.21 AP2 18% 

EXP3a BALNEATION STATUT 3 3.2 1% G 56.47 57.36 54.41 62.21 AP2 NA 

EXP3a BALNEATION STATUT 3 3.2 1% G 56.47 57.36 54.41 62.01 AP2 NA 

EXP3a INJECTION RESISTANCE 3 3.2 5% G 56.47 57.36 50.15 64.17 AP2 NA 

EXP3a INJECTION STATUT 3 3.2 1% G 56.47 57.36 51.07 63.20 AP2 14% 

EXP3a INJECTION STATUT 3 3.2 1% G 56.47 57.36 56.47 60.83 AP2 NA 

EXP3a INJECTION STATUT 3 3.2 0.1% Ch  56.47 57.36 34.50 79.44 AP2 NA 

EXP3b INJECTION CHARGE 3 3.2 5% G 56.50 57.40 56.50 63.20 AP2 NA 

EXP2 INJECTION RESISTANCE 3 3.2 0.1% Ch 60.01 59.69 48.18 70.77 A02 NA 

EXP3b INJECTION RESISTANCE 3 3.2 5% G 61.40 63.10 54.70 71.10 AP2 NA 

EXP4 Naturel DDM 3 3.2 NS 64.97  62.46 65.84 NA 1.6% G 

EXP2 BALNEATION ENDURANCE 3 3.3 1% Ch  72.60 72.60 52.99 80.29 A02 6.30% 

EXP3b INJECTION eQTL c3-3 3 3.3 5% Ch 79.40 79.40 10.80 79.40 B57 20.44% 

EXP1 INJECTION ENDURANCE 4 4 1% Ch  41.15 47.57 21.03 60.79 G17 5% 

EXP1 BALNEATION STATUT 6 6 0.1% Ch 53.62 56.57 3.04 69.79 G17 14.50% 

EXP1 BALNEATION RESISTANCE 6 6 1% G 57.44 61.78 11.31 69.79 G17 8.20% 

EXP1 BALNEATION RESILIENCE 7 7.1 5% Ch 6.35 6.35 6.35 71.29 A03 4.10% 

EXP3a BALNEATION STATUT 7 7.1 1% Ch  8.43 8.56 5.70 70.49 AP2/B57 NA 

EXP4 Naturel DDM 7 7.2 NS 16.13  13.40 20.09 NA 1.2% G 

EXP2 BALNEATION RESILIENCE 7 7.2 5% Ch 18.55 20.83 11.44 37.16 A02 5.30% 

EXP3b INJECTION RESISTANCE 7 7.2 5% G 19.80 22.50 19.80 39.30 AP2 NA 
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EXP3a BALNEATION STATUT 7 7.3 1% Ch  34.42 35.35 15.69 50.99 B57/AP2 NA 

EXP4 Naturel STATUT 7 7.3 NS 40.23  34.89 41.91 NA 1.9% G 

EXP4 Naturel DDM 7 7.3 5% Ch 41.61  37.86 41.72 NA 1.1% G 

EXP4 Naturel STATUT 7 7.4  45.14  43.91 47.44 NA 1.0% G 

EXP2 BALNEATION STATUT 8 8 1% Ch  72.18 73.83 42.54 81.73 A36/A02 NA 

EXP1 BALNEATION RESILIENCE 8 8 1% Ch 75.86 77.45 29.72 79.11 G17 5.80% 

EXP1 INJECTION RESISTANCE 9 9 1% Ch  32.81 32.92 18.10 60.34 A03 4.40% 

EXP1 INJECTION PORTAGE 10 10.1 5% Ch 3.02 3.02 3.02 60.13 A03 NA 

EXP3a INJECTION RESISTANCE 10 10.2 1% Ch  31.28 31.28 9.47 63.55 AP2 NA 

EXP4 Naturel DDM 10 10.2 NS 42.32  39.69 52.17 NA 1.6% G 

EXP4 Naturel STATUT 10 10.2 NS 42.32  39.69 46.35 NA 0.9% G 

EXP2 INJECTION ENDURANCE 10 10.3 1% Ch 57.31 60.13 41.24 60.32 A36 0.90% 

EXP2 INJECTION RESISTANCE 10 10.3 5% Ch 60.13 60.32 7.61 60.32 A36 NA 

EXP1 BALNEATION RESILIENCE 11 11 5% Ch 19.07 19.28 6.34 61.16 A03 2.60% 

EXP1 INJECTION STATUT 12 12.1 1% Ch  8.76 8.76 8.76 71.02 A03 5.90% 

EXP1 BALNEATION RESISTANCE 12 12.2 1% Ch 39.08 40.24 8.76 55.70 A03 4.90% 

EXP1 BALNEATION STATUT 12 12.2 1% Ch 39.08 40.24 23.37 51.04 A03 6.40% 

EXP2 BALNEATION RESILIENCE 12 12.2 1% Ch 43.36 47.81 22.77 67.01 A36 10.50% 

EXP2 INJECTION RESISTANCE 12 12.2 1% Ch  43.36 47.81 18.04 80.95 A02 NA 

EXP1 BALNEATION RESILIENCE 12 12.3 5% Ch 63.73 68.64 38.57 80.76 G17 4.80% 

EXP1 INJECTION STATUT 13 13.1 1% Ch  15.01 15.01 15.01 35.18 A03 3.50% 

EXP3b INJECTION CHARGE 13 13.2 0.1% Ch 31.60 32.70 19.50 40.00 AP2 NA 

EXP1 BALNEATION RESISTANCE 14 14 5% G 7.98 7.98 7.98 16.98 A03 4.80% 

EXP1 BALNEATION STATUT 14 14 1% Ch 7.98 7.98 7.98 30.09 A03 4.80% 

EXP3b INJECTION RESISTANCE 15 15.1 5% Ch 4.10 11.20 5.40 61.70 AP2 NA 

EXP3b INJECTION eQTL c3 15 15.2 1% Ch 13.00 13.70 5.70 26.30 B57 22.91% 

EXP3a INJECTION ENDURANCE 15 15.2 1% Ch  16.06 17.15 5.70 48.68 AP2 NA 

EXP2 BALNEATION ENDURANCE 16 16 0.1% Ch 0.00 3.78 3.78 11.13 A36 7.60% 

EXP3a INJECTION STATUT 17 17.1 1% G 15.71 15.78 9.63 28.10 AP2 NA 

EXP3a INJECTION STATUT 17 17.1 5% G 15.78 16.68 14.18 38.96 AP2 NA 

EXP3b INJECTION RESISTANCE 17 17.1 5% G 17.60 21.10 17.60 56.90 AP2 NA 

EXP2 BALNEATION ENDURANCE 17 17.1 0.1% Ch 18.00 17.32 15.47 42.39 A02 7.20% 

EXP2 INJECTION RESISTANCE 17 17.1 0.1% Ch 18.00 17.32 15.47 42.39 A02 NA 

EXP2 BALNEATION RESISTANCE 17 17.1 1% G 19.98 20.86 15.47 35.11 A02 5.10% 

EXP2 BALNEATION STATUT 17 17.1 1% G 19.98 20.86 14.79 39.47 A02 5.10% 

EXP2 INJECTION ENDURANCE 17 17.1 1% G 19.98 20.86 8.38 38.26 A02 4.30% 

EXP3a BALNEATION STATUT 17 17.1 1% Ch  20.19 20.55 9.63 71.68 AP2 NA 

EXP3b INJECTION eQTL c3 17 17.1 1% Ch 20.20 20.50 14.00 40.30 B57 21.20% 

EXP2 BALNEATION RESILIENCE 17 17.2 5% Ch 38.26 39.47 15.47 71.16 A02 2.20% 

EXP1 INJECTION RESISTANCE 17 17.3 1% Ch  52.41 54.72 13.47 67.06 G17 2.60% 
EXP4 Naturel STATUT 17 17.3 NS 57.19  56.41 64.59 NA 2.8% G 
EXP4 Naturel DDM 17 17.3 5% Ch 59.33  56.41 60.99 NA 2.1% G 
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EXP2 INJECTION RESISTANCE 18 18 1% Ch  22.42 26.30 9.68 51.23 A02 NA 

EXP2 BALNEATION STATUT 18 18 5% Ch 31.10 32.74 5.73 53.23 A02 NA 

EXP2 BALNEATION RESISTANCE 18 18 5% Ch 31.10 32.74 9.68 47.99 A02 1.80% 

EXP2 INJECTION ENDURANCE 18 18 1% Ch 32.74 32.74 9.68 47.99 A02 1.10% 

EXP3b INJECTION eQTL c3-3 19 19.1 5% Ch 16.10 20.70 78.80 25.00 AP2 21.97% 

EXP3b INJECTION eQTL c3 19 19.1 5% Ch 24.60 24.70 7.80 55.20 AP2 14.13% 

EXP1 INJECTION RESISTANCE 19 19.2 1% Ch 37.02 40.31 18.74 40.31 G17 7.00% 

EXP2 BALNEATION STATUT 20 20.1 0.1% Ch 5.53 8.65 6.18 21.61 A02/A36 NA 

EXP1 INJECTION PORTAGE 20 20.2 5% Ch 23.69  14.48 29.52 A03 NA 

EXP3a BALNEATION ENDURANCE 20 20.2 1% Ch  27.82 29.46 24.88 31.83 B57 NA 

EXP1 INJECTION ENDURANCE 21 21.1 1% Ch  13.99 23.20 12.54 27.54 G17 4.20% 

EXP3a BALNEATION STATUT 21 21.2 0.1% Ch  41.66 41.94 30.99 49.25 B57 NA 

EXP3a BALNEATION RESISTANCE 21 21.2 1% Ch  44.81 44.48 30.37 49.25 B57 NA 

EXP3a BALNEATION STATUT 21 21.2 1% Ch  44.81 44.48 30.37 49.25 B57 7% 

EXP1 INJECTION RESILIENCE 24 24.1 5% Ch 8.88 8.88 8.88 30.07 G17 7.40% 

EXP3a BALNEATION STATUT 24 24.2 1% Ch  26.10 28.71 8.83 39.63 B57/AP2 NA 

EXP1 BALNEATION RESILIENCE 24 24.3 0.1% Ch 37.56 39.34 18.40 39.34 A03 19% 

EXP1 INJECTION RESISTANCE 25 25a 1% Ch 6.79 9.91 6.79 26.77 G17 9.80% 

EXP1 BALNEATION ENDURANCE 25 25a 5% G 6.79 13.29 6.79 21.05 G17 19% 

EXP2 BALNEATION STATUT 25 25a 5% Ch 7.09 7.09 0.00 29.15 A02 2.30% 

EXP2 BALNEATION STATUT 25 25b 5% Ch 7.09  60.90 80.55 A02 NA 

EXP2 BALNEATION STATUT 25 25a 5% Ch 9.91 11.73 6.79 31.29 A36 NA 

EXP1 INJECTION ENDURANCE 25 25a 1% G 9.91 13.29 6.79 26.77 G17 7.20% 

EXP1 BALNEATION RESISTANCE 25 25a 0.1% Ch 14.62 19.18 6.79 29.92 G17 6.30% 

EXP1 BALNEATION STATUT 25 25a 1% Ch 14.62 19.18 6.79 29.92 G17 5.60% 

EXP3a BALNEATION STATUT 25 25a 1% Ch  14.74 14.91 4.18 28.57 B57 NA 

EXP3a INJECTION STATUT 25 25a 1% Ch  20.96 20.96 4.18 26.05 AP2 7% 
EXP3a INJECTION STATUT 25 25a 1% G 20.96 20.96 18.29 23.67 B57 NA 

EXP3a INJECTION RESISTANCE 26 26 1% Ch  11.28 14.62 3.29 19.57 AP2 NA 

EXP3a INJECTION STATUT 26 26 1% Ch  11.28 14.62 3.29 14.62 AP2 NA 

EXP3a BALNEATION ENDURANCE 27 27 0.1% Ch  11.84 12.13 6.90 29.81 B57 NA 

EXP2 BALNEATION STATUT 28 28 5% G 17.56 32.42 4.49 39.45 A36/A02 NA 

EXP2 BALNEATION RESISTANCE 28 28 5% Ch 17.56 32.42 4.79 39.45 A36 1.80% 

EXP2 BALNEATION STATUT 28 28 5% Ch 17.56 32.42 4.49 39.45 A36 1.80% 

EXP2 INJECTION RESISTANCE 28 28 1% Ch 17.56 32.42 4.69 39.45 A36 NA 

EXP3a INJECTION STATUT 29 29.1 1% Ch  16.18 16.79 9.45 37.32 AP2 NA 
EXP1 INJECTION RESILIENCE 29 29.1 5% Ch 17.70 21.67 1.60 40.13 G17 8.20% 

EXP3a INJECTION ENDURANCE 29 29.2 1% Ch  32.26 33.06 12.38 37.32 AP2 11% 
EXP3a INJECTION STATUT 29 29.2 1% G 33.06 35.03 17.65 37.32 AP2 12% 

EXP3a INJECTION RESISTANCE 29 29.2 1% G 33.06 35.03 17.83 37.32 AP2 NA 

% de variance expliquée : génétique dans les cas où un G est mentionné à côté de la valeur, phénotypique en 

l’absence de ce G 
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Additional file 2 Table S1 (non incluse) 

Format: .xlsx 

Title: List of putative duplicated loci: heterozygous RAD SNPs detected in at least two doubled 
haploid control individuals (DH controls), each from different rainbow trout isogenic lines. 
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Additional file 2 Table S2 

Title: Overall survival and weight of fish of the QTL family at the end of the immersion and 
injection infectious challenges. 

 Nb of fish infected 
Body weight at 

challenge (g) 
Survival rate (%) 

Body weight of surviving 
fish (g) 

IMMERSION 
Aq1 75 4.6 80 10.5 
Aq2 75 4.9 77 10.5 
Aq3 75 4.7 74 10.3 

Mean 75 4.7 77 10.4 
INJECTION 

Aq1 50 23.7 64 29.9 
Aq2 50 20.8 38 28.8 
Aq3 47 20.2 54 27.4 

Mean 49 21.8 52 28.7 

 

Data were recorded for 49 and 35 days for the immersion and injection challenges, respectively. 

 

Additional file 2 Table S3 (non incluse) 

Format: .xlsx 

Title: Genetic linkage map constructed with the F2 progeny. 

Description: The marker at one position used in the QTL detection is shown in red bold. 

 

Additional file 2 Table S4 (non incluse) 

Format: .xlsx 

Title: SNP allele and position for the 2130 markers used in the QTL detection. 

Description: SNP position is given in bp from the first bp of the read. 
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Additional File 5 Figure S4 

Title: Final survival rate according to the allele origin at pairs of epistatic QTL for resistance to infection with F psychrophilum. 

Description: For each figure, abscissa corresponds to the combination of favourable (R) and unfavourable (S) alleles with the grandparent 
origin in colour (green for B57 and red for AP2) for each pair of epistatic QTL OmyA_OmyB. Survival rates (in ordinate) with similar 
letters are not significantly different (Fisher exact test P ≤ 0.05 and Benjamini-Hochberg correction for multiple testing of stat package 
from R software). 
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Additional file 2 Table S5  

Title: All significant (P ≤ 0.01 at the chromosome wide level) detected QTL, error-I rejection threshold at chromosome and genome-
wide levels calculated for each QTL, flanking markers at each QTL, with name and position on the linkage map (cM). 

QTL Analysis Model 
 

LRTmax Significance Position 

(cM) 

start stop 95% CI start stop 

     INJECTION       

Omy3 COX M1 RESISTANCE 21.24 5% genome 89.2 56 465 056 57 364 295 68-97 50 145 203 64 170 632 

Omy10 COX M1 RESISTANCE 10.31 1% chromosome 23 31 278 100 31 278 194 04-93 9 388 634 63 548 054 

Omy26 COX M1 RESISTANCE 9.49 1% chromosome 20.9 11 809 900 14 624 715 01-41 3 286 969 19 567 325 

Omy29 COX M1 RESISTANCE 23.94 1% genome 48 33 063 490 35 029 190 26-49 17 825 675 37 322 574 

Omy3 BINARY M1 STATUS 21.28 1% genome 89.2 56 465 056 57 364 201 68-95 51 072 868 63 204 481 

Omy25a BINARY M1 STATUS 11.06 1% chromosome 14 20 959 612 20 959 706 0-27 4 179 239 26 054 893 

Omy29 BINARY M1 STATUS 19.06 1% genome 48 33 063 396 35 029 190 25-49 17 654 434 37 322 574 

Omy25aOmy3 BINARY M2 STATUS 25.49 1% genome 14 20 959 612 20 959 706 10-18 18 293 616 23 997 371 

Omy29.2Omy3 BINARY M2 STATUS 14.85 1% chromosome 23 16 180 091 16 787 919 08-49 9 452 397 37 322 574 

Omy3Omy25a BINARY M2 STATUS 35.35 1% genome 89 56 465 056 57 364 295 86-92 56 465 150 60 833 798 

Omy17Omy25a BINARY M2 STATUS 15.85 5% genome 73 15 782 827 16 678 495 53-79 14 182 725 38 961 516 

Omy3Omy29 BINARY M2 STATUS 15.27 0.1% chromsome 89 56 465 056 57 364 295 46-105 34 499 584 79 440 141 

Omy17Omy29 BINARY M2 STATUS 18.29 1% genome 74 15 713 876 15 782 921 58-92 9 634 994 28 102 365 

Omy26Omy29 BINARY M2 STATUS 11.75 1% chromosome 18 11 809 900 14 624 715 0-34 14 624 621 3 287 063 
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QTL Mdel Model Trait LRTmax Significance Position 

(cM) 

start stop 95% CI start stop 

     Immersion       

Omy2 COX M1 RESISTANCE 14.04 1% 
chromosome 

14.5 12 591 499 12 591 593 03-32 3 491 389 20 146 399 

Omy3 COX M1 RESISTANCE 39.87 1% genome 88.2 56 465 056 57 364 295 82-93 54 412 439 62 210 653 
Omy21 COX M1 RESISTANCE 12.65 1% 

chromosome 
99 44 810 587 44 484 500 64-103 30 373 476 49 245 273 

Omy2 BINARY M1 STATUS 13.17 1% 
chromosome 

14.5 12 591 499 12 591 593 02-36 3 023 488 21 986 126 

Omy3 BINARY M1 STATUS 39.47 1% genome 88.2 56 465 056 57 364 295 81-93 56 178 086 62 210 653 

Omy21 BINARY M1 STATUS 12.36 1% 
chromosome 

99.5 44 810 587 44 484 500 63-104 30 373 476 49 245 273 

Omy3Omy2 BINARY M2 STATUS 35.66 1% genome 87 56 465 056 57 364 295 81-94 54 412 439 62 210 653 

Omy7.1Omy2 BINARY M2 STATUS 16.42 1% 
chromosome 

61 34 423 571 35 347 036 32-87 15 686 817 50 989 709 

Omy24Omy2 BINARY M2 STATUS 12.71 1% 
chromosome 

4 26 099 981 28 714 277 0-19 8 827 911 39 632 581 

Omy17Omy3 BINARY M2 STATUS 13.97 1% 
chromosome 

61 20 188 896 20 547 393 0-92 9 634 994 71 677 141 

Omy21Omy3 BINARY M2 STATUS 15.35 0.1% 
chromosome 

97 41 657 027 41 940 231 63-104 30 989 990 49 245 273 

Omy25aOmy3 BINARY M2 STATUS 10.41 1% 
chromosome 

4 14 736 784 14 910 706 0-35 4 179 239 28 574 499 

Omy3Omy21 BINARY M2 STATUS 40.73 1% genome 87 56 465 056 57 364 295 52-93 54 412 439 62 012 452 

Omy7.2Omy21 BINARY M2 STATUS 11.48 1% 
chromosome 

7 8 425 313 8 563 302 0-103 5 696 080 70 488 054 

 

QTL MODEL Model TRAIT LRTmax Significance Position (cM) start stop 95% CI start stop 

     
injection       

Omy15 Gaussian M1 ENDURANCE 10.99 1% chromosome 11 16 062 106 17 152 475 0-78 841 533 48 546 998 
Omy29 Gaussian M1 ENDURANCE 9.9 1% chromosome 43 32 264 784 33 063 490 18-49 12 934 703 37 322 480 

     
immersion       

Omy20 Gaussian M1 ENDURANCE 12.54 1% chromosome 28 27 223 846 29 455 306 05-37 24 880 342 32 020 041 

Omy27 Gaussian M1 ENDURANCE 13.56 0.1% chromosome 26 11 842 149 12 118 315 10-47 6 900 755 29 806 923 

  



287 
 

Additional File 2 Table S6 

Format: .xlsx 

Title: List of 49 up- and down- regulated genes after F. psychrophilum infection in two rainbow 
trout isogenic lines in [46] located in the QTL associated with resistance traits identified in this 
study. 

OMY 

Position in regard to 

QTL Start Stop Locus Protein name 
FC in 

B57_s FC in A3_r 

2 
inside Omy2-QTL 
95% CI  14 213 610   14 223 283  LOC110486049 metalloreductase STEAP4-like 9.91 7.78 

2 
inside Omy2-QTL 
95% CI  17 896 158   17 897 333  LOC110487583 

uncharacterized protein 
LOC110487583 isoform X2 3.02 2.50 

2 
inside Omy2-QTL 
95% CI  17 915 590   17 916 774  LOC110487583 

uncharacterized protein 
LOC110487583 isoform X1 3.02 2.50 

2 
inside Omy2-QTL 
95% CI 

 20 625 025   20 625 631  LOC100653444 hepcidin-like 
13.94 7.65 

2 
close to Omy2-QTL 
95% CI  22 544 790   22 549 788  LOC110489027 complement C3 5.41 10.40 

2 
close to Omy2-QTL 
95% CI  24 109 452   24 111 363  LOC100301666 C type lectin receptor B 11.01 9.33 

2 
close to Omy2-QTL 
95% CI  24 113 693   24 119 047  LOC110489499 

C-type lectin domain family 4 
member E-like 19.30 5.21 

3 
close to Omy3-
QTLOmy29 95% CI  34 175 002   34 177 984  cd209 CD209 molecule 9.96 6.57 

3 
inside Omy3-QTL 
95% CI  52 194 811   52 203 522  LOC110520091 

D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase-like 5.82 4.85 

3 
inside Omy3-QTL 
95% CI  52 499 596   52 501 646  LOC110520104 cytochrome b reductase 1 3.09 1.11 

3 
close to Omy3-QTL 
95% CI  65 165 042   65 170 305  il-1rii 

interleukin-1 receptor type II 
precursor 10.43 3.42 

7 
inside Omy7.2-QTL 
95% CI  11 444 494   11 446 080  LOC110527417 retinol dehydrogenase 7-like 0.25 1.06 

7 
inside Omy7.2-QTL 
95% CI  11 472 575   11 478 401  LOC100136260 cathepsin K isoform X1 0.25 0.87 

7 
inside Omy7.2-QTL 
95% CI  15 615 959   15 616 665  LOC100136615 

differentially regulated trout 
protein 1 precursor 33.97 50.52 

7 

inside Omy7.2-QTL 
or Omy7.1-QTL 95% 
CI  23 549 415   23 549 650  LOC110527635 

microsomal glutathione S-
transferase 1-like 0.27 0.80 

7 

inside Omy7.2-QTL 
or Omy7.1-QTL 95% 
CI  26 973 070   26 981 677  LOC110527669 syndecan-4-like 3.63 3.68 

7 Omy7.1-QTL  34 388 993   34 390 704  LOC110527800 retinoid-binding protein 7-like 2.00 7.65 

7 
close to Omy7.1-QTL 
95% CI  52 062 146   52 065 523  LOC110528153 PAK4-inhibitor inka1-like 0.20 0.46 

10 
inside Omy10-QTL 
95% CI  15 102 772   15 119 319  LOC110533447 neutrophil cytosolic factor 1-like 2.58 3.59 

10 
inside Omy10-QTL 
95% CI  23 081 497   23 093 053  LOC110533570 

cell surface glycoprotein MUC18-
like 5.81 7.06 

10 
inside Omy10-QTL 
95% CI  23 165 199   23 196 549  LOC110533575 

3-methyl-2-oxobutanoate 
dehydrogenase 3.62 2.36 

10 
inside Omy10-QTL 
95% CI  23 198 901   23 202 280  orai2 protein orai-2 isoform X2 7.02 1.13 

10 
inside Omy10-QTL 
95% CI  29 620 150   29 624 540  LOC100136017 collagenase 3 6.75 10.46 

10 
inside Omy10-QTL 
95% CI  42 222 917   42 224 811  LOC110534087 diamine acetyltransferase 1-like 12.96 13.59 

10 
inside Omy10-QTL 
95% CI  48 954 856   48 981 979  LOC110534268 

TBC1 domain family member 2A-
like isoform X1 0.17 0.42 

15 
inside Omy15-QTL 
95% CI  8 724 430   8 742 215  LOC110489589 

uncharacterized protein 
LOC110489589 0.32 0.50 

15 
inside Omy15-QTL 
95% CI  9 904 071   9 910 119  LOC110489602 

protein disulfide-isomerase A4-
like 2.35 3.46 

15 
inside Omy15-QTL 
95% CI  19 648 405   19 660 295  LOC110489812 retinol dehydrogenase 12-like 3.43 2.55 
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15 
inside Omy15-QTL 
95% CI  21 455 017   21 459 741  LOC100135826 carbonic anhydrase 1 0.21 0.22 

17 
inside Omy17-QTL 
95% CI  13 189 787   13 198 153  LOC110493589 protein LTV1 homolog isoform X1 3.81 5.19 

17 
inside Omy17-QTL 
95% CI  14 321 379   14 321 932  vig-2 VIG-2 protein 3.72 1.79 

17 
inside Omy17-QTL 
95% CI  18 411 584   18 412 373  iip2 interferon inducible protein 2 6.23 5.08 

17 
inside Omy17-QTL 
95% CI  33 113 731   33 119 171  LOC110494012 

interferon-induced protein 44-
like 10.43 3.42 

17 
inside Omy17-QTL 
95% CI  38 773 900   38 783 599  LOC110494097 

peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase FKBP5-like 7.12 2.44 

17 
close to Omy17-QTL 
95% CI  39 038 735   39 040 531  LOC110494110 

ubiquinol-cytochrome-c 
reductase complex assembly 
factor 2 0.32 0.46 

17 
close to Omy17-QTL 
95% CI  39 041 005   39 041 916  tspo translocator protein 0.32 0.46 

20 
close to Omy20-QTL 
95% CI  24 747 400   24 749 885  agt angiotensinogen 10.07 13.41 

21  Omy21-QTLOmy3   41 958 476   41 962 355  LOC110500648 perilipin-2-like isoform X1 4.25 3.26 

21 
close to Omy21-QTL 
95% CI  50 986 065   51 006 698  tlr2 toll-like receptor 2 0.31 0.47 

25 
inside Omy25-QTL 
95% CI  12 764 454   12 765 257  LOC110504647 LRRN4 C-terminal-like protein 3.14 1.95 

25 
inside Omy25-QTL 
95% CI  19 268 449   19 269 832  LOC110504792 gastrotropin-like 2.36 4.36 

25 
inside Omy25-QTL 
95% CI  21 339 275   21 354 216  LOC110504834 

hepatocyte cell adhesion 
molecule-like isoform X2 0.30 1.16 

25 
inside Omy25-QTL 
95% CI  21 527 625   21 531 242  LOC110504840 

fructose-bisphosphate aldolase 
B-like 3.17 2.26 

27 
inside Omy27-QTL 
95% CI  8 935 655   8 937 794  LOC110507468 flavin reductase (NADPH)-like 0.33 0.48 

29 Omy29.2-QTL  16 205 674   16 251 468  LOC110509730 
sarcoplasmic/endoplasmic 
reticulum calcium ATPase 2 3.38 1.23 

29 
inside Omy29.2-QTL 
95% CI  19 958 851   19 961 719  LOC100135840 78 kDa glucose-regulated protein 3.08 2.87 

29 
inside Omy29.2-QTL 
95% CI  19 962 834   19 970 333  rabepk 

rab9 effector protein with kelch 
motifs isoform X1 3.08 2.87 

29 
inside Omy29.1-QTL 
95% CI  31 555 459   31 557 114  LOC110510096 putative defense protein Hdd11 0.21 0.43 

29 Omy29.1-QTL  33 668 162   33 669 291  LOC110510168 
high mobility group protein B3-
like 3.96 2.94 
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Additional file 2 Table S7 (non incluse) 

Format: .xlsx 

Title: Reads of the 9654 polymorphic loci used in the linkage map and QTL detection.  

 

 

Additional file 6 

Title: Details on the immune genes induced by F. psychrophilum infection that map within 
resistance-associated QTL. 

In a previous study [1] we analysed the transcriptome response to Fp in the spleen of two trout isogenic 

lines (B57 and A3) with contrasted susceptibility to Fp, using micro-arrays. A list of 571 genes 

differentially expressed after Fp injection in at least one of these lines was generated ([1] 

supplementary material [2, 3]). All probes corresponding to these genes were mapped on the rainbow 

trout genome [4], to test whether differentially expressed genes would be located close to a QTL, and 

to build a preliminary list of potentially relevant Fp induced genes combining expression and positional 

features of interest. Probes positions were compared to the rainbow trout annotation [5] to name the 

corresponding protein. Sixty four probes (corresponding to 49 genes) were located within or close to 

the 95% confidence interval of QTL detected in the present study (see Table a, Additional file 2: Tables 

S4 and S5). 

Among those forty-nine genes, fourteen had functions suggesting that they might be directly 

implicated in the resistance controlled by the different QTL in (close to) which they are located (Table 

a). These genes can be classified in four functional categories: (1) bacterial sensors and damage 

associated molecular pattern (DAMP) molecules ; (2) inflammatory factors; (3) effectors killing bacteria 

or affecting the host; and (4) Interferon stimulated genes (ISG).  
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Table a. List of functional genes positioned inside or very close to the 95% confidence interval of the 

QTL associated with resistance to Fp 

QTL Protein name  Funct. 

cat. 

Function 

Omy2-QTL STEAP4/ Tumor Necrosis 

Factor, Alpha-Induced Protein 

9 

2 A metalloreductase. Plays a role in the regulation of 

inflammatory cytokines and NF-κB signalling.  

Omy2-QTL complement C3 

 

3 C3 plays a central role in the activation of the complement 

system known as essential to the innate immunity.  

Omy2-QTL Hepcidin 3 Antimicrobial peptide induced after bacterial infection 

playing an important role in regulating the systematic iron 

homeostasis.  

Omy2-QTL C-type lectin domain family 4 

member E-like/Macrophage-

inducible C-type lectin/CLEC4-

like 

1 Cell-surface receptor for mycobacteria and other pathogens, 

induces inflammatory cytokines via the NF-κB pathway. 

Omy2-QTL C-type lectin B/CLEC4-like  1 Endocytic receptor, pro-inflammatory. 

Omy3-QTL CD209/CLEC4 like  1 Pathogen-recognition receptor expressed on the surface of 

immature dendritic cells and involved in initiation of 

primary immune response.  

Omy3-QTL interleukin-1 receptor type 2 

(IL1R2) 

2 Receptor of interleukin-1, a major pro-inflammatory 

cytokine. 

Omy7-QTL Differentially regulated trout 

protein (DRTP1) 

2 Acute phase protein induced by polyinosinic:polycytidylic 

acid (polyIC), lipopolysaccharide (LPS) and tumor necrosis 

factor-alpha TNF  

Omy7-QTL mmp13/collagenase 3 3 A metalloprotease. Plays a key role in degradation and 

remodelling of host extracellular matrix proteins.  

Omy10-

QTL 

VHSV induced gene -2 4 Type I IFN inducible transcript. 

Omy17-

QTL 

IFI44 4 Interferon stimulated gene. 

Omy17-

QTL 

IFITM like 4 Interferon stimulated gene with antiviral activity, prevents 

viral fusion and release of viral contents into the cytosol. 

Omy17-

QTL 

mmp13/collagenase 3 3 A metalloprotease. Plays a key role in degradation and 

remodelling of host extracellular matrix proteins.  

Omy21-

QTL 

toll-like receptor 2 (TLR2) 1 A key bacterial sensor. Recognizes LPS, lipoteichoic acid, and lipoproteins, also -glucans and a few viral glycoproteins. 

Omy29-

QTL 

high mobility group Box3 

(HMGB3) 

1 Associated with nuclear chromatin or present in the cytosol. 

May also function as danger signal and trigger host immune 

activation when released from dead cells. 
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(1) The initiation of the antibacterial response is an obvious level at which genetic variation might 

condition the efficiency of the defence reaction of the host. CD209/DC-SIGN and other related lectins 

recognises mannose carbohydrates, which are important molecular patterns expressed by pathogens, 

especially bacteria. In mammals, this interaction activates phagocytosis of macrophage [6], while on 

dendritic cells CD209 activates CD4+ T cells. TLR2 is another key sensor of bacterial pathogens, binding 

for example LPS and lipoteichoic acids. The HMGB3-like may not be a true sensor, but HMGB proteins 

are inflammatory proteins also present in plants; they are expected to bind various pathogen 

associated molecular patterns when released from dead cells, and send strong activation signals that 

can amplify the immune response.  

(2) IL1 is one of the most important pro-inflammatory cytokines, and its receptor is a key element of 

the downstream signalling; in contrast, the metalloreductase STEAP4, as known as TNFα-induced 

protein 9, regulates degradation of the NF-κB inhibitory molecule IκBα and phospho-STAT3, appearing 

as a negative regulator of inflammation. Thus, these two genes are important factors of the main 

inflammatory axes based on the cytokines IL1 and TNFα. The function of the acute phase protein 

DRTP1 remains unknown, but it is encoded by one of the most induced gene after polyIC, LPS or TNFa 

treatment, underscoring its potential importance as an inflammatory factor. 

(3) The two important antibacterial effectors located close to resistance QTL regions comprise a C3 

protein of the complement cascade and the antibacterial peptide hepcidin. Besides, the 

metalloprotease mmp13, typically induced by pro-inflammatory cytokines, is implicated in the 

degradation of the extracellular matrix and in tissue remodelling [7]. 

(4) Finally, it is interesting to note that several important ISG (vig2, IFI44, IFITM) also were upregulated 

by the bacterial infection. They are all located in the same genomic region linked to Omy17-QTL. They 

modulate multiple pathways of inflammation, which can be either favourable of detrimental to the 

host depending on the strength and context of the response.  

The genes STEAP4, C3, hepcidin, and TLR2 were all well up-regulated in the susceptible line B57 

compared to the resistant line in our transcriptome analysis [1]. Interestingly, they are located in two 

QTL (Omy2-QTL and Omy21-QTL), for which the favourable allele origin was from the grandparent line 

B57, suggesting that higher induction of those genes might favour resistance in this case.  
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