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Introduction générale

Préambule

Le droit a une alimentation adéquate - et intrinsequement le droit au travail qui permet
d’accéder a cette alimentation - constitue un droit de I’'homme, dont jouit chaque personne

(FAO, 2012a).

Dans de nombreux pays en développement ou en transition, ce droit s’exerce pour les
communautés natives par la liberté d’extraire des ressources naturelles. Cependant, |'explosion
démographique de ces populations représente un risque d’effondrement des écosystemes et

d’extinction des espéces qui les composent (Diamond J., 2005).

Les mangroves

Les foréts de palétuviers ou mangroves occupent la frontiére entre la terre et la mer et elles
constituent I'un des 14 biomes terrestres reconnus, c'est-a-dire qu'elles forment un ensemble
singulier et exceptionnel de plantes et d'animaux qui peuplent un espace doté de caractéristiques
physiques également particulieres (UNESCO 2019). Ces écosystemes se rencontrent sous les
latitudes tropicales et subtropicales (Figure 1) et sont composés d arbres tolérants aux variations
de salinité qui existent dans la zone intertidale et prés de I'embouchure des cours d’eau douce.
Les mangroves font partie des biomes les plus productifs au monde, mais sont également parmi
les plus surexploitées ; depuis 1980, un cinquieme des écosystémes de mangroves a été perdu

(Spalding et al., 2010).

Les mangroves d’Amérique Latine offrent une vaste gamme de biens et de services aux

populations qui les exploitent, notamment des produits forestiers et de la péche.



Figure 1: Distribution géographique des zones majeures de mangroves (en vert, modifié d"apres Giri, et al., 2008)

L’arche noire

Le bivalve Anadara tuberculosa (Sowerby, 1833 ; désigné par la suite par I'acronyme AN) est
considéré comme une espece emblématique de I’écosystéme mangrove du Pacifique Est, entre
le golfe de Californie, Mexique, et la région de Tumbes au nord du Pérou (Cruz et Borda, 2003).
Son nom vernaculaire est “arche noire” en francais ou “pustulose ark”, “black ark“ en anglais
Nord-Américain (FAO 2010). Dans ces régions, |’arche noire est utilisée comme aliment de base
pour la préparation de mets traditionnels dans plusieurs pays d’Amérique latine tropicale ou elle
est commercialisée sous différentes appellations : “piangua” ( et Costa Rica), “concha negra”
(Pérou et Nicaragua), “curil” (Salvador et ), “chucheca” (Panama), “concha prieta” (Equateur),

“pata de mula” (Mexique), “concha de burro” (Guatemala).

Ces mollusques sont spécifiquement associés aux racines du palétuvier rouge Rhizophora
mangle, vivant enfouis dans des sédiments sableux-vaseux a une profondeur variant de 1 a 30

cm (INRENA, 2007) (Figure 2).



Figure 2: A) Adultes d’Anadara tuberculosa, B) Extracteur traditionnel dans la mangrove (Photographies A. Cruz,
WWF)

Les coquilles de I’AN sont grandes, ovales et relativement épaisses (1-1.5 mm). Les valves
présentent entre 33 et 37 cotes, avec des marges dorsales angulées. La coquille est blanche mais
recouverte d’un périostracum velu qui varie du brun foncé au noir et posséde des umbos larges
et proéminents (Figure 2) (Fisher et al., 1995). Son nom scientifique A. tuberculosa est attribué
aux nodules ou tubercules présents sur les cotes. L’AN peut atteindre une taille allant jusqu’a 10

cm de long mais elle ne dépasse que rarement les 6 cm (Figure 3).

/ Charniére
_________ |

Ligament

Periostracum

Dents

Cicatrice musculaire
antérieure

Ligne paléalle
Longueur de valve (LV) phep

Cicatrice musculaire
postérieure

Figure 3: Aspects morphologiques des valves d"un individu adulte d’Anadara tuberculosa. Echelle 1cm. (Modifié de
Fischer et al., 1995).



Cette espece sans dimorphisme sexuel est dioique bien que quelques rares individus
apparaissent comme hermaphrodites simultanés (Poma C., 1981). La maturité sexuelle peut étre
atteinte deés 23 mm de longueur de valve bien que les études de physiologie reproductive
indiquent que 50% des animaux sont matures a partir de 45 mm (Borda et Cruz 2004). Comme
beaucoup de bivalves tropicaux, il est possible de rencontrer des animaux matures toute I'année
bien qu’il existe une époque principale de reproduction située entre novembre et mars dans

I"hémisphére sud (Mendoza et al., 2007).

La péche de I'AN s’effectue a marée basse et consiste a extraire manuellement les individus de
A. tuberculosa et A. similis qui se partagent le méme biotope, et qui sont souvent commercialisés
ensemble bien que cette derniére, A. similis soit de moindre valeur commerciale. L’AN est
généralement commercialisée dés son extraction, vivante car capable de survivre jusqu’a 2
semaines hors de |'eau. D ailleurs, une grande partie des plats typiques |"utilisent crue ou peu
cuite et sa consommation présente donc un risque de santé publique (Callejas et al., 2015)

comme l'indiquent certaines études de vigilance microbiologique (USAID., 2009).

Menaces anthropiques

L'USAID, (2012) estime que plus de 2 000 familles (10 000-15 000 personnes) vivent de
I’extraction et du commerce de ce bivalve qui représente une activité primordiale de péche de
subsistance pour les communautés pauvres associées a la mangrove. L'unité de vente de ce
bivalve est la centaine d’individus, et son prix est dépendant de la taille des animaux extraits.
Celui-ci oscille entre 9.5 et 12.3 euros a Tumbes (Pérou), et entre 9 3 18 USD en Colombie et
Equateur, pouvant se négocier a plus du double au fur et a mesure que la vente s’éloigne des

sites d’extractions.

Comme pour la majorité des bivalves, les activités anthropiques telles que la sur-extraction, la
destruction de I’habitat et la contamination des écosystémes de mangroves ont entrainé le déclin
des populations naturelles. En Amérique du Sud (Colombie, Equateur, Pérou), certaines
populations d’A. tuberculosa sont sur le point de s’effondrer (IMARPE et al., 2007, Mora et al.,
2011, Lucero et al., 2012a).



Fréquece relative

Des trois pays sud-américains possédant des cotes tropicales donnant sur le Pacifique, le Pérou
est celui qui posséde - et de loin - la plus petite surface de mangroves (10 500 hectares) contre
160 000 hectares en Equateur et 348 650 hectares en Colombie (Aizpuru et al., 2000). La pression
exercée sur |’AN y est par conséquent importante. |l est intéressant de signaler que 2972 hectares
de cette mangrove appartiennent a la Réserve de Biosphére du Nordeste Amotapes-Manglares
(RBNAM), reconnue par I'UNESCO en 2006 (Unesco 2017) et que les populations de bivalves de
cette réserve sont exploitées uniquement par des communautés qui ont conservé un droit
d’accés ancestral a ces ressources. On estime que dans son ensemble, les populations de A.
tuberculosa de la région de Tumbes ont été réduites de 73,2% entre 1996 et 2007 (IMARPE et al.,
2007; Vivar et al., 1996) bien que leur extraction soit régie par une taille minimum de péche (24.5
cm) (RM.N°209-2001 PE) et par une interdiction de péche durant la période de reproduction (15
février au 31 mars) (RM.N°014-2006-PRODUCE). Bien que la densité par m? soit stable depuis
guelques années, la taille moyenne des individus ne cesse de diminuer, ce qui est un signe clair
de surexploitation (Figure 4A et 4B). Un autre indicateur important, préoccupant pour
I"écosysteme et les populations, est la quantité d’AN collectée par marée et par extracteur, qui
oscillait entre 200 a 300 individus il y a 30 ans et qui ne dépasse plus les 150 individus

actuellement (IMARPE, 2019).
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Figure 4: A) Evolution des fréquences de tailles d”Anadara tuberculosa au Pérou, B) Evolution des densités
d"Anadara tuberculosa au Pérou (modifié de IMARPE 2019).LV : Longueur de valve.

La taille restreinte des mangroves du Pérou ainsi que la limite de taille d’extraction autorisée

impliquent que I"écosystéeme mangrove de Tumbes ne peut satisfaire la demande nationale et
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prés de 95% des AN vendues sont extraites en Colombie et en Equateur et commercialisées
illégalement au Pérou. Face a la dramatique situation de surexploitation dont souffre I'AN,
I'institut des péches (IMARPE) a méme recommandé |'interdiction compléete de I"extraction de

ce bivalve (PRODUCE 2014). Recommandation qui ne fut pas appliquée.

Les possibles impacts socio-économiques/écologiques de la disparition de cet animal
emblématique obligent a imaginer des solutions afin de prévenir I’effondrement des populations

Sud-Américaines, en particulier au Pérou ou la situation est la plus précaire.

Différentes stratégies sont disponibles en gestion des péches :

e quotas, restrictions de tailles ou de temps de péche, (Morgan G.R, 1997 ; Van Wynsberge
etal., 2013, FAO, 2018)

e restauration de I'habitat, (McCay et al., 2003)

e déplacement de reproducteurs afin de faciliter les fécondations des populations ayant
perdu en densité, (Arnold SW 2001 ; Doall et al., 2008)

e repeuplement basé sur la production massive de larves produites en écloserie puis
réintroduites dans le milieu naturel ou utilisées pour des opérations d’aquaculture

(Gaffney et al., 2006 ; Arnold SW 2008 ; Lallias et al., 2010).

Cette derniere solution est apparue comme la plus logique et réaliste. En effet, cette stratégie
est particulierement attrayante pour les espéces aquatiques, notamment les mollusques,
compte tenu de leur fécondité extrémement élevée et de la possibilité de produire en écloserie
des millions de naissains a partir d’'un stock de géniteurs sauvages numériquement limité. Ces

approches suscitent toutefois des questionnements légitimes a propos de :

= |a nécessité de préserver la diversité génétique des populations naturelles qui pourrait
étre rapidement affectée par I'introduction massive d’animaux produits par un nombre
limité de géniteurs,

= |a potentielle et réelle capacité d’adaptation des animaux réintroduits a s’acclimater et
survivre dans leur nouveau milieu, en particulier face a des stress abiotiques,

= |les maladies infectieuses qui pourraient étre transmises verticalement ou

horizontalement aux naissains, qui pourraient donc mourir durant I'élevage ou infecter a

11



leur tour les populations naturelles, ce qui pourrait décourager les efforts des
communautés,
= les connaissances zootechniques actuelles peut-étre insuffisantes pour produire des

naissains en quantité élevée.

Objectifs généraux

L objectif de cette thése consistait a implanter cette stratégie ainsi que des outils susceptibles de
répondre a ces problématiques et ainsi permettre une production de naissains respectueuse de

|’environnement.

Dans un premier chapitre, nous détaillerons les résultats d’analyses de la structure génétique
présente dans les principales zones d’extraction d’AN d’Amérique du Sud et leur application pour

la conservation de cette espéce a échelle Pérou/Equateur/Colombie.

Le second chapitre présente |'évaluation de la capacité d’adaptation de A. tuberculosa aux
changements de salinité (par exemple lors de « el Nifio ») et explore les mécanismes de sa

réponse osmotique.
Le dernier chapitre repose sur le développement d’'un modéle de production de naissains
certifiés libres de pathogenes spécifiques (SPF), a partir de reproducteurs caractérisés destinés a

des opérations de repeuplement dans la Réserve de biosphére du Nordeste Amotapes-

Manglares (RBNAM).

Chacun de ces chapitres correspond a une publication.
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Etat de I"art

Sociétés humaines, pécheries et aguaculture

Les sociétés humaines sont confrontées aux défis d’alimenter et de fournir des moyens de
subsistance a une population qui surpassera les 9 milliards d"habitants d’ici 2050, tout en faisant
face aux impacts grandissants des productions alimentaires sur les ressources, du changement

climatique et de la dégradation de I'’environnement (FAO, 2012).

La base actuelle de I'alimentation humaine repose largement sur |I"agriculture, bien que la part
des protéines animales augmente avec le niveau de vie, de 12.5% pour les pays en voie de
développement a 28% pour les pays industrialisés (FAO 2016). Les protéines dérivées de
poissons, crustacés et mollusques représentent entre 13,8% et 16,5% de I'apport en protéines
animales de la population humaine, la consommation moyenne par habitant étant passée
d’environ 9 kg/an au début des années 60 a 20.4 kg en 2016. La consommation de poisson par
habitant a donc plus que doublé en moins de 60 ans, a un rythme moyen de 3,6% alors que la

population mondiale s’est accrue de 1,8% par an (FAO 2018).

Les productions de ressources hydrobiologiques ont, quant a elles, atteint un record sans
précédent de 171 millions de tonnes en 2016, grace a des niveaux de péche (capture)
relativement stables, mais surtout a une croissance continue de I'aquaculture (Figure 5). En effet,
avec un taux de croissance annuel de 5,8% entre 2001 et 2016, I'aquaculture continue de croitre
plus rapidement que les autres grands secteurs de la production alimentaire et fournit
actuellement plus de la moitié du poisson destiné a la consommation humaine. Par ailleurs une
croissance a deux chiffres est toujours enregistrée dans certains pays, notamment en Afrique et
en Asie. En 2017, la valeur des exportations mondiales d’origine aquacole s’élevait a 152

milliards USD, dont 54% proviennent de pays en développement (FAO 2018).
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Figure 5: Evolution mondiale des productions des péches de captures et de |’aquaculture 1990-2030 (FAO 2018).

La péche, mais surtout |"aquaculture apparaissent donc comme deux éléments importants pour
I’économie mondiale et dans la stratégie mondiale de lutte contre la faim et la pauvreté

promotionnée par la FAO.

Place des bivalves dans les pécheries et productions aquacoles

L'activité de péche de bivalves a cessé d’augmenter des les années 90 (FAO, 2012) et ne
représente plus qu’un faible pourcentage (environ 2%) des débarquements mondiaux. |
semblerait que la plupart des zones de péche du monde aient atteint leur potentiel maximum, la
majorité des stocks étant maintenant pleinement exploités (FAO, 2018). Cependant, le prix
unitaire des bivalves est généralement élevé par rapport aux catégories combinées de poissons,
crustacés et autres mollusques, ce qui appelle a des approches efficaces de conservation et de

gestion des populations sauvages.

Au contraire des pécheries, depuis 1990 la production aquacole a augmenté de 10% par an et a
plus que triplé en 2012 (FAO 2012). En 2016, Les élevages de mollusques ou conchyliculture ont
généré 21.3% (17,1 millions de tonnes) de la production aquacole mondiale, ce qui place cette
catégorie apres les poissons (54,1 millions de tonnes) et avant les crustacés (7,9 millions de

tonnes) et autres animaux aquatiques (0,9 millions de tonnes) (FAO 2018).
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La totalité de la production aquacole de mollusques est représentée par 5 groupes principaux :
les palourdes (palourdes, coques, arches, praires), les huitres, les moules, les coquilles Saint-
Jacques et les ormeaux. La production de palourdes en 2011 était de 4,929 millions de tonnes ;
suivie par les huitres avec 4,519 millions de tonnes ; les moules avec 1,802 million de tonnes ; les
coquilles Saint-Jacques avec 1,52 million de tonnes ; et enfin les ormeaux avec une production

aquacole de 395 000 tonnes (FAO, 2013).

Place des arches dans les pécheries et productions aquacoles

Les 5 principales espéces de mollusques produites en aquaculture (production supérieure a 250
000 tonnes), correspondent a 5 bivalves, 3 étant des « palourdes » ; Ruditapes philippinarum ou
palourde japonaise, Sinonovacula constricta ou palourde chinoise; et Anadara granosa
(Tegillarca granosa) dite « arche de sang ». Les deux autres étant I’huitre Crassostrea gigas et la

moule chilienne Mytilus chilensis. (FAO 2013).

La dénomination « arche » correspond au nom vernaculaire générique donné a environ 200
espéces de bivalves regroupées dans la famille des Arcidae, le terme arche faisant référence a la
longueur importante de la charniére vs. la longueur de la coquille au niveau de I'umbo, rappelant
ainsi un « pont de bateau » (Figure 3). Les espéces appartenant a cette famille sont distribuées
dans les mers tropicales et tempérées peu profondes du monde entier et présentent des tailles
et des formes variées (Oliver et Holmes 2006 ; Fisher et al., 1995). A la différence de la majorité
des invertébrés, les arches se distinguent par la présence d’"hémoglobine dans leurs hémocytes
et tissus, ce qui leur procure cette coloration rouge a noire donnant lieu a la dénomination

d“arche de sang (blood cockle) (Gosling E., 2015).

Depuis la nuit des temps, certaines populations humaines modernes et primitives (Néandertal)
ont intégré les bivalves comme aliment de base tandis que les coquilles vides étaient utilisées
comme outils ou comme ornements (Smaal et al, 2018). Parmi les premiéres preuves permettant
de démontrer la cognition et le symbolisme humains se retrouvent des artefacts ou des
représentations rupestres élaborées a partir de coquillages. La preuve la plus ancienne de la
collecte intentionnelle de bivalves par I'homme se trouve a Terra Amata, en France aux alentours

de 380 000 ans Avant Jésus Christ (Av-JC) tandis qu’il y a 82 000 ans, des perles de coquillage
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décorées d'ocre rouge étaient laissées dans des cavernes occupées par I'homme en Afrique du
Nord (Butler et al., 2019). Ces datations précises sont possibles grace au carbonate de calcium
qui compose a 95% la coquille des bivalves et qui permet des mesures d’isotopes d oxygéne et
de carbone) (Gosling E., 2015 ; Butler et al., 2019). En ce qui concerne le genre Anadara, de
nombreuses preuves de leur consommation ont été rapportées sous la forme de monticules a
coquillages en Afrique occidentale (Anadara senilis, 1500 ans Av-JC) (Azzoug et al., 2012), en Asie
du Sud-Est (Anadara granosa, 400-500 ans Av-JC ) (Broom, 1985 ; Morrison et al 2015), Pérou et
Equateur (Anadara tuberculosa, Anadara grandis, de 2 a 6000 ans Av-JC), (Reid D.A., 2007; Staller
J.E., 2013).

De nos jours, les bivalves du genre Anadara font I’objet d’une exploitation commerciale intensive
principalement en Asie : A. granosa (Malaisie, Chine, Thailande), A. subcrenata au Japon, A.
broughtoni en Corée, A. nodifera Thailande, A. satowi (Chine et Corée) et A. antiquata

(Philippines) (Broom 2003).

L"épuisement des stocks naturels des especes d"Anadara a conduit a I'essor d’études visant a
développer leur élevage et leur reproduction, dans diverses régions du monde. Actuellement,
Anadara granosa est le troisieme bivalve le plus produit au monde. La production aquacole de
cette espéce dépasse 450 000 tonnes en Asie du sud-est, environ 10 fois plus que I'activité de
capture. La principale région de production est Sengalor en Malaisie, avec plus de 10 000 ha de
culture (Harith et al., 2015). Dans la zone asiatique, |"aquaculture se base principalement sur la
capture de naissains sauvages sur des supports (télécaptation) qui sont ensuite réensemencés
dans des zones réservées a |"élevage (FAO 2016, FAO 2012, Broom M.J., 1985). Récemment, les
élevages de A. granosa ont souffert d'importantes mortalités qui furent associées a différents
facteurs défavorables (faibles salinités, contaminations des sols, surpopulations) (Yurimoto et al.,
2014), tandis que les élevages de A. (Scapharca) broughtonii en Chine subirent de lourdes pertes

dues a un malacoherpesvirus (OsHV1) qui affectait les écloseries et les fermes (Bai et al., 2016).

En dépit de I'importance économique de ces bivalves, relativement peu d’études (285), (NCBI,
2019) ont étés consacrées au genre Anadara (Figure 6). La plus grande partie des travaux
disponibles s’est appliquée a analyser I'innocuité de ces bivalves (59), caractériser leurs

hémoglobines (48), décrire leur écologie (30), et évaluer leur physiologie (29). Avant les travaux
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réalisés dans cette thése, 16 publications traitaient de leurs maladies (virales 7, bactériennes 2,
et autres parasites 7), 12 de génétique des populations et 4 de production aquacole. Finalement,

des 285 publications disponibles, seulement 12 s attachaient a I’AN, Anadara tuberculosa.

Maladies virales

Maladies bacteriennes
Autres parasites
Microbiote

Génetique

Hemoglobine

Physiologie

Imunologie

Inocuité/santé publique
Composition organoleptique
Ecologie

Génetique des populations
Sous produits

Antitumoral

Production aquacole
Autres

Anadara tuberculosa

AR

4

Total=285

I0R0ENO000OCNORCDD

Figure 6: Représentation du nombre d’études portant sur le genre Anadara disponibles dans PubMed.

Place de A. tuberculosa en Amérique latine et au Pérou

On recense 4 especes d’Anadara le long des cOtes tropicales et subtropicales Ouest du continent
Américain ; Anadara multicostata, Anadara similis, Anadara grandis, et Anadara tuberculosa,
réparties entre la Californie et le nord du Pérou (Basqueiro et al., 1982), A. tuberculosa pouvant

étre considérée comme la plus importante économiquement.

Les principales publications indexées relatives a I’arche noire A. tuberculosa portent
essentiellement sur des études d’innocuité et de santé publique (Fernandez et Brunker, 1977 ;
Mata et al., 1990 ; Wong et al., 1997 ; Herrero et al., 1999 ; Enrique Barraza et al., 2004 ; Jara-
Marini et al., 2013), d"évaluation des stocks (Silva Benavides et al., 2001 ; Lucero et al., 2012b),
sur la croissance (Flores LA, 2011 ; Flores et al., 2014), plus récemment sur son microbiote
(Sanchez-Ortiz et al., 2016), et son utilisation en écotoxicologie (Aguirre-Rubi et al., 2019). (NCBI,
2019).

Plusieurs publications, souvent des rapports techniques et des communications a congreés sont
également disponibles, notamment des études d’évaluations de stocks qui font état des déclins

de populations (Aleman et al., 2017, Mora et al., 2011), des travaux portant sur |"écologie et la
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biologie reproductive de I'espéce (Garcia-Dominguez et al., 2008, Borda et Cruz 2004, IMARPE
2019), le microbiote (Pretell K.M 2016 ; Zapata K.Y. 2017) et des recherches relatives a des
tentatives d’élevages, notamment le grossissement dans les mangroves a partir d’animaux

sauvages et la production de naissains.
Production aquacole de naissains

Cycle et phases de croissance

Les premieres expériences de production scientifiquement suivie de naissains d'A. tuberculosa
en laboratoire ont été réalisées au Mexique (Mazén- Suastegui et al., 2008). Cette étude permit
de décrire pour la premiére fois le cycle larvaire de I’AN, qui ne présente d’ailleurs pas de
différences avec celui de la majorité des bivalves (Figure 7). Ce cycle se compose d'une phase
larvaire planctonique (activité natatoire dans la colonne d’eau) d’'une durée de 15 a 20 jours, puis
d’une phase benthique (fixation sur un support) ou la larve adopte petit a petit un comportement
similaire a celui de I'adulte (phase de naissain). Durant la phase planctonique, |'ovule fécondé se
divisera pendant 6 heures jusqu’a former une larve trocophore simple, motile, dotée d’un cil. A
18h, cet amas cellulaire est devenu une larve trocophore d’environ 50-60um qui est attirée par
la lumiere (phototropisme positif) (Gosling E., 2015). Durant les 24h suivantes, la glande
sécrétoire produira une coquille en forme de D, qui donnera lieu a la larve véligére ou larve D.
Maintenant fonctionnelle et capable de s’alimenter de microalgues grace a son velum cilié qui
lui sert d’organe natatoire et alimentaire, la larve grandira en fonction de la température de I'eau
et de la disponibilité en aliment. Apres 5-6 jours un umbo se forme progressivement donnant
lieu a la larve umbonale. Ce stade préceéde celui de larve oeillée qui est caractérisé par I'apparition
d’une tache ocellaire noire (ceil) visible par transparence. Quand la larve atteint 150-180um, le
velum se résorbe et se transforme en un pied cilié propre a la larve pédivéligere. La larve d"AN
gui mesure maintenant environ 250 um et montre un géotropisme positif (recherche du fond)
alternera un comportement de nage et de reptation jusqu’a ce qu’elle rencontre un substrat a
sa convenance ou elle choisira de se fixer (Hadfield M.G., 2011). S’ensuivent des changements
physiologiques profonds (métamorphose) ol la larve métamorphosée (300um) devient
completement benthonique. Quand elle mesure environ 1 mm, elle est nommée « naissain »

(Sahuquet M., 2013, Helm et Bourne 2004).
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Figure 7: Cycle de vie d’Anadara tuberculosa produite en écloserie.
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Croissance des coquillages

Sur ces aspects aquacoles, une équipe colombienne a évalué a l'aide d'une modélisation
mathématique que I’AN croissait d'environ 1,4 mm/mois en milieu naturel (Borda et
Cruz, 2004). En Equateur Masache & Cobefia (2008) relévent une croissance de 3,4
mm/mois a partir de juvéniles gardés dans des enclos, dans la province d’El Oro. Flores
(2017) a obtenu un taux de croissance de 0,7 a 1 mm/mois a partir d’individus juvéniles
et adultes maintenus dans des paniers. Une troisieme étude signale une croissance de
2,5 mm/mois pendant 8 mois et un grossissement de 2,5 a 4,5 cm dans des enclos a
partir de juvéniles sur I'lle de Payana (Hualtaco) El Oro (Quizhpe et al.,, 2017). Au
Salvador, I'Equipe de CENDEPESCA et al., (2009) a effectué plusieurs essais de
grossissements a partir de naissains produits en laboratoire. Leurs résultats indiquent
des taux de croissance variables en fonction du site d"élevage, oscillant de 1,1 mm/mois
a 2,7 mm/mois, avec des survies allant jusqu'a 70%. Cette équipe signale également des
mortalités dans certains sites d’élevages qui furent associées a la diminution de la
salinité pendant la saison des pluies. Au Guatemala, Reyes D. (2015) rapporta les plus
fortes croissances décrites chez cette espéce, de 3,8 a 4,75 mm/mois chez des individus
de 22 mm maintenus dans des enclos a différentes densités par m2. Au Pérou, Mendoza
et al. (2015) firent état de la croissance de naissains cultivés a différentes densités dans
des enclos de la baie de Puerto Pizarro pendant un an. Selon leurs observations, les
individus ont montré une augmentation de taille de 0,94 mm/mois pour les 5 premiers

mois et de 1,4 mm/mois pour les 7 mois restants, avec une survie supérieure a 50%.

Les premiéres productions de naissains de Anadara tuberculosa furent obtenues par
I"équipe Mazon- Suastegui et al., (2008). IIs purent produire environ 15 millions de larves
D a partir de reproducteurs sauvages matures, ce qui permit aux auteurs d'obtenir 300

000 naissains de 2-4 mm (taux de survie de 2%).

Un second projet au Salvador fait état de pontes et de productions de naissains a partir
de géniteurs sauvages maintenus dans des cages en suspension dans des estuaires
profonds sans contréle particulier en termes de nourriture ou de température. Les

résultats n“indiquent niles taux de survie au niveau de la culture larvaire, ni les quantités
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produites en routine (CENDEPESCA et al., 2009).

Néanmoins, en Amérique du Sud, plusieurs universités du Pérou, d'Equateur et de
Colombie ont tenté de reproduire Anadara tuberculosa avec une efficacité compatible
avec une production aquacole (Mendoza et Peralta 2005 et 2008, Retamales et al., 2014)

sans succes.

Ecosysteme de mangrove du Pacifique Est

Le terme "mangrove" provient probablement, d’apres le dictionnaire Merriam-Webster
(2019), d’une anglicisation - par adjonction du suffixe —grove (bocage) - de I'espagnol

« mangle » ou du portugais « mangue » issus eux-mémes du Taino, une langue caraibe.

Les mangroves, c’est-a-dire tout genre d’arbres ou d’arbustes tropicaux de type
maritime qui produisent de nombreuses racines et colonisent en masses denses leur
habitat, représentent des biomes tropicaux et subtropicaux formant des habitats
amphibies (ayant des caractéristiques aquatiques et terrestres) situés dans la zone
intertidale (entre marée haute et marée basse) des cotes protégées ou peu exposées
comme les golfes, baies, criques, marais, estuaires ou embouchures de riviéeres. Elles se
caractérisent par la présence d’arbres appelés palétuviers qui regroupent 20 genres et
pres de 54 espéces. Les palétuviers colonisent uniquement les fonds meubles (vase,
sable, limon, argile, ou des mélanges) qui recoivent périodiquement de |'eau douce sous
forme de pluies abondantes ou a travers les embouchures de riviéres... (Hogart PJ, 1999 ;

Spalding et al., 2010).

Les foréts de palétuviers se retrouvent actuellement dans 123 pays bien que pres des
2/3 de leur surface se concentrent dans seulement 12 pays. Les plus grandes zones
d'écosystémes de mangroves se rencontrent sur les cotes du nord-est de I'Inde a I'Asie
du Nord en passant par I'Asie du Sud-Est (42%), puis sur les cotes plus humides
d’Amérique du Nord/centrale (15%) et du Sud (11%), de I'Afrique occidentale et centrale

(21%), et finalement en Océanie (12%) (Hamilton et al., 2018). A I'échelle mondiale, elles
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ne couvrent que 152 000 kilométres carrés, soit moins de 1% de toutes les foréts
tropicales du monde, ce qui en fait un type d'habitat rare. C'est pour cette raison que
88 des 669 réserves de biosphére mondiales sont des écosystemes de mangroves (13%

du réseau mondial) (UNESCO, 2019).

Les palétuviers ont en commun la propriété de tolérer des conditions extrémes de
salinité (halophytes) allant de 0 a 70 ppt de sels (la salinité de |'eau de mer est d'environ
32 ppt), une illumination solaire intense, de faibles tensions en oxygéne dans I'eau et le
sol, des sols chargés en matiéres organiques en décomposition (ou les bactéries
anaérobies liberent du N, du fer soluble, du phosphate inorganique, des sulfites et du
méthane) pour lesquels ils ont développé des adaptations physiologiques ou

anatomiques particulieres (Srikanth et al., 2015).

Figure 8: Photographie d’arbustes de Rhizophora mangle ou mangrove rouge de Tumbes, partiellement
recouvert par la marée montante (Laura Sanjinez, IncaBiotec).
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Les mangroves américaines n’abritent que 3 ou 4 especes de palétuviers (Duke et Allen
2006), la principale étant le palétuvier rouge (palétuvier chandelle, « mangle rojo »)
Rhizophora mangle (Figure 8). Cette espéce nécessite des temps d’inondations plus
importants et une forte circulation d’eau par rapport aux autres palétuviers. Rhizophora
mangle est une espece pionniere qui s’enracine trés bien dans les sols mous, dont les
racines aériennes, dites « échasses », se voltent au-dessus du niveau de |'eau stabilisant
les sols et permettant ainsi la colonisation d'autres espéces. Les fourrés denses de R.
mangle constituent un habitat de nidification et de chasse pour un large éventail
d’organismes aquatiques et terrestres (Macintosh et al., 2002).

De fait, les mangroves sud-américaines constituent I'un des écosystémes les plus
productifs de la planéte et leur valeur économique varie entre 1 800 et 8 600 euros par
hectare et par an (UNESCO 2019). Malheureusement, de nombreuses sociétés négligent
ces avantages physiques (protection contre la montée des eaux, |"érosion, les tsunamis
et typhons...) et écologiques (habitat d’une importante biodiversité exploitable, nurserie
de nombreuses espéces coétieres et hauturieres, source de bois, de tourisme...).
Actuellement |"'USAID estime qu’entre 20 et 35% des mangroves dont il existe un suivi
ont étés détruites, presque exclusivement sous |’action de I'homme pour ses besoins en
bois de chauffe, d"agrandissement des villages, et dans au moins un quart des cas pour
I'implantation de fermes de crevettes (plus de 50% en Equateur et Pérou) (Hamilton S.,

2013 ; Spalding et al., 2010)

Spécificités géographiques de la zone d"étude

La zone géographique d’intérét de cette étude comprend les cOtes situées entre

I’extréme nord du Pérou, Tumbes et Tumaco a |'extréme sud de la Colombie.

Le principal phénomene climatique qui affecte cette région correspond aux effets de "El
Nifno" qui se traduisent par des pluies diluviennes engendrant des inondations et autres
catastrophes naturelles. "El Nifio" doit son nom a une anomalie connue des pécheurs
du nord du Pérou qui associerent 'augmentation périodique de la température des eaux

de surfaces ainsi que la disparition des bancs de poissons a la période de Noél ou I'on
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célebre la naissance de I'enfant « El Nifio » Jésus (NOAA, 2019).

Ce phénomene climatique particulier, différent du climat usuel, est une conséquence
régionale d'une perturbation dans la circulation atmosphérique générale entre les poles
et I'équateur appelée oscillation australe (Southern Oscillation) qui engendre des
températures anormalement élevées de I'eau dans la partie Est de I'océan Pacifique Sud.
Ces deux phénomenes sont maintenant réunis sous le nom de ENSO (El Niflo-Southern
Oscillation) (Philander. G., 1989) (Figure 9). Son apparition déplace les zones de
précipitations vers |I'Est dans I'océan Pacifique et modifie momentanément la circulation

des courants marins le long de la cote de I’Amérique du Sud.

Les zones Sud Colombie et Nord Pérou sont influencées par 2 courants marins majeurs :
e |e courant équatorial nord Pacifique qui se déplace d'est en ouest. Il est séparé
de la circulation équatoriale par le contre-courant équatorial qui se dirige vers
I'est. Le flux de surface vers I'ouest a I'équateur dans les deux océans fait partie
du courant sud équatorial (Penven et al., 2005).

e au sud, le courant de Humboldt, également appelé courant du Pérou est un
courant océanique né de l'ascension vers la surface des eaux profondes et donc
tres froides sous I'action des alizés sur les cotes occidentales de I'Amérique du
Sud. Ce phénomene océanographique est connu sous le nom d upwelling

(Oyarzun et al., 2019).
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Le phénomene d’El Nifio (ENSO)
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Figure 9: Schématisation de ENSO (EI Nifio Southern Oscillation). A) Schématisation de ENSO focalisée sur vents et précipitations. B) Schématisation de ENSO

focalisée sur les courants marins et la température de |’eau. (Sources NOAA)
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Dans un phénomeéne ENSO, les vents faibles ne favorisent pas la remontée du courant
de Humbolt qui se fait recouvrir par les eaux chaudes du courant équatorial. Cette
situation provoque le réchauffement de I'atmosphére dans la région et favorise
I"apparition de nuages qui s’accumulent contre les Andes provoquant des pluies

torrentielles persistantes (Bookhagen et Strecker, 2010).

Les phénomeénes sont chroniques, et réapparaissent a intervalles irréguliers (tous les
deux a sept ans). lls peuvent durer de quelques mois a deux ans. Ces anomalies sont
d’intensités variables, et les ENSO majeurs ont été décrits dans les années 1790-1893,
1828, 1876-1878, 1891, 1925-1926, 1972-1973, 1982-1983, 1997-1998 et 2014-2016
(figure 10). Durant ces périodes les précipitations peuvent atteindre plus de 250 cm
d’eau sur quelques mois, ce qui se traduit par des inondations importantes, des sorties
deriviéres, des glissements de terrains... qui peuvent perturber les écosystémes en place

et provoquer des pertes humaines (Santoso et al., 2017).
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Figure 10: Chronologie des épisodes ENSO survenus entre 1900 a 2018 (source USCPC, 2019)
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Problématique

Le déclin continu des populations Sud-Américaines de I"arche noire Anadara tuberculosa
provoqué par les activités anthropiques telles que la sur-extraction, la destruction de
I'habitat et la contamination des écosystéemes de mangroves menace la viabilité de cette
espéce. Les autorités responsables des péches dans ces pays n’ont actuellement pas les
outils nécessaires pour élaborer des politiques de conservation et d’exploitation

durables de cette espéce.
Objectifs

Ce travail de thése s’inscrit dans le souhait de générer des informations et des stratégies
qui permettront de prévenir la disparition de cette espéce emblématique des
mangroves tout en maintenant leur écosystéeme et une activité économique durable

pour les communautés d’extracteurs

La principale ligne de recherche proposée repose sur la production de naissains en
conditions artificielles d"écloserie a des fins :
1. de repeuplement respectueux de |’'environnement par ensemencement massif
de naissains.
2. de production en considérant A. tuberculosa comme une espéce aquacole

potentielle et comme modele d’aquaculture sociale.

Pour atteindre cet objectif qui correspond a un processus de « domestication » de ce
bivalve sauvage, il sera nécessaire d"appliquer de facon combinée des biotechnologies
aquacoles et moléculaires afin de construire un modele qui intégrera :
e la production de naissains d"A. tuberculosa, pouvant étre distribués en quantité,
qualité et opportunité acceptables,
e [|"évaluation de la diversité génétique des populations présentes en Amérique du
Sud afin d"établir des plans de repeuplement,
e |a prévention de maladies qui peuvent réduire les croissances ou décimer les

populations en écloserie, dans les élevages et dans le milieu naturel,
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e des études d'écophysiologie afin de déterminer les parameétres optimums de
grossissement, de survie et de reproduction,

e |'implémentation d’'un bio-agrobusiness durable et rentable basé sur le
développement de procédés apportant une valeur ajoutée au commerce de A.
tuberculosa (dépuration des animaux, création d’'une marque et d’une
appellation d’origine contrélé (AOC)),

e [|'implémentation de politiques d’organisation du territoire (formation de
concessions d’élevages, plans de gestion des mangroves...), organisation des
communautés en associations (enpowerment)...,

e la recherche de génes biomarqueurs associés a des caracteres d’intérét
(résistance, croissance...) qui permettront de débuter des programmes de

sélection et d’amélioration génétique.

L'atteinte de ces objectifs nécessitera des approches pluridisciplinaires d’équipes

complémentaires et demandera probablement plusieurs années avant d’arriver a un

modele de conservation et |"exploitation durable de cette ressource.
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Résultats

Parmi tous les résultats obtenus durant cette thése, 3 aspects incontournables de ces
objectifs seront présentés et constituent chacun un chapitre de ce document. Chaque
chapitre sera tout d"abord présenté en francais et complétera les résultats obtenus et

parus dans différents journaux sous forme de publications.

Le premier chapitre correspond a |'analyse de la structure génétique des populations
d’arches noires provenant des principaux sites d’extraction du Pérou, d'Equateur et de
Colombie. Il devra déterminer si ces populations sont génétiquement proches en se
basant sur les variations observées sur le géne mitochondrial de la Cytochrome Oxydase
| (COI) tout en tachant d’expliquer les possibles raisons de ces différenciations et leurs

implications pour la gestion de ces populations.

Le second chapitre devra contribuer a évaluer |'effet de différentes salinités sur la
physiologie de I'arche noire afin de déterminer quels sont les paramétres optimums de
ce facteur abiotique primordial pour le succés des opérations d’élevages et de
repeuplement. La compréhension des phénomeénes moléculaires régissant

I"'osmorégulation de I’AN sera exploré a I’aide d outils de génomique et de protéomique.

Le dernier chapitre constituera la mise en place de la stratégie de production de
naissains dans une écloserie pilote basée au Pérou. L'application doutils de
biotechnologie moléculaire devra permettre |'obtention de naissains gnotobiotiques ou
SPF (Specific Pathogen-Free), produits a partir de reproducteurs caractérisés

génétiquement et provenant du Sanctuaire National des Mangroves de Tumbes.
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Chapitre 1

Analyse de la structure et de la diversité génétique des
populations d’Anadara tuberculosa provenant des
principaux centres d extraction d’Amérique du Sud.
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Résumé

Les populations sauvages de |'arche noire, Anadara tuberculosa (Bivalvia), une espéce
emblématique des écosystemes de mangrove du Pacifique Est ont décliné dans les pays
d'Amérique du Sud (Colombie, Equateur et Pérou) en raison principalement de la
surexploitation, et de la perte ou de la dégradation de leur habitat. La compréhension
des aspects génétiques des variations géographiques et de la structure de la population
de A. tuberculosa, actuellement inconnus, apparait comme une priorité pour les
autorités responsables des péches afin d'élaborer des politiques de conservation
intégrées et collaboratives pour les programmes de gestion des péches, de I'aquaculture
et de I'amélioration des stocks.

Nous avons utilisé les données de séquences d'ADNmt pour étudier la diversité des
haplotypes, la structure génétique et la démographie d’A. tuberculosa. Les résultats
indiguent une homogénéité génétique des populations réparties au nord et au sud de
I'équateur, respectivement. Ainsi, une différenciation statistiquement a été constatée
entre les populations du nord et du sud, avec des valeurs de ¢ST par paire comprises
entre 0,036 et 0,092. Le systéme de courants océaniques agissant dans la région
(Courant de Panama et Courant de Humboldt) pourrait jouer un role dans la limitation
de la dispersion larvaire de I'espéece, laquelle est encore mal comprise. La reconstruction
démographique indique une récente expansion de la population, éventuellement
commencée apres le dernier maximum glaciaire.

Nos résultats nous poussent a préconiser une gestion séparée et indépendante des

populations au nord et au sud de I'équateur.
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Le niveau de diversité génétique présent dans une population est fortement lié a sa
capacité a s"adapter a de possibles changements environnementaux et donc a la viabilité
a long terme de cette population. En effet, plus il y a de variations, plus il existe de
probabilités que certains individus possédent des combinaisons d’alléles susceptibles
d’améliorer leur survie et qu’ils puissent transmettre cette combinaison favorable a leur
progéniture. Cette variabilité génétique s’exprime donc par les fréquences relatives de

ces différents alleles.

En biologie des populations, la variabilité et la diversité génétiques se faconnent par la
sélection progressive des individus les plus adaptés, en évoluant de maniére parallele

dans des «niches écologiques » proches ou éloignées.

L objectif de ce premier chapitre visait a modéliser la structure génétique des principales
populations de Anadara tuberculosa au niveau macro régional (Pérou, Equateur,
Colombie) et tentait de comprendre les phénomeénes géographiques et génétiques
derriére ces possibles variations géographiques. Ces informations constitueraient un
outil central pour que les autorités responsables des péches puissent élaborer de
maniere concertée des politiques de conservation et de transfert pour les programmes

de gestion des péches, de I"aquaculture et de 'amélioration des stocks.

En effet, si au niveau écologique la stratégie de récupération de populations naturelles
par ajout de naissain est attrayante, d"un point de vue génétique la situation est plus
complexe et pourrait avoir des impacts négatifs majeurs allant jusqu'a altérer
durablement la composition génétique des populations locales au point de

compromettre leur viabilité a long terme.

Cette situation s’explique par au moins 2 raisons :
= |es structures génétiques présentes dans une population sont le produit d’une
adaptation locale a des conditions environnementales spécifiques, et
= ces variations génétiques sont adaptées pour répondre aux futurs changements
de conditions auxquels ces populations sont susceptibles d’étre soumises.

Dans ces deux cas, |'ajout massif de naissains produits par des reproducteurs porteurs
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d’'un bagage génétique inapproprié pourrait réduire la capacité de survie des
populations a récupérer (fitness) en éliminant des variations génétiques précieuses,
voire méme en remplacant completement les génotypes sauvages adaptés par des
génotypes exotiques non adaptés. En définitive, les modéles de variation génétique
existant au sein d’une population et entre plusieurs d’entre elles n’ont de valeur de
conservation que si elles contribuent au potentiel d’adaptation et de persistance a long

terme du peuplement.

Pour débuter un projet de restauration durable de populations de mollusques il est donc
nécessaire de considérer :
= |"évaluation de la structure génétique des populations afin de diriger le choix des
géniteurs a utiliser, ce qui implique une étude génétique de la population a
I’échelle de la répartition géographique de I'espeéce,
= |e maintien d’un maximum de variabilité génétique en réduisant la consanguinité
des stocks d’écloserie,
= |'évaluation de I'impact potentiel sur la taille effective de la population sauvage

apres repeuplement (Gaffney PM., 2006).

Le défi a relever pour les généticiens de populations confrontés a I"évaluation du succes
du programme de repeuplement consiste a trouver des outils moléculaires (techniques
et marqueurs) utilisables sur un grand nombre d’animaux, a un prix accessible et qui
soient capables de décrire avec suffisamment de détails la structure génétique des
populations de Iécosysteme récepteur afin de pouvoir ensuite distinguer les

populations naturelles des populations introduites.

Au moment de cette étude, le séquencage et |'analyse des SNP (Single-Nucleotide
Polymorphisms) de 'ADN mitochondrial (ADNmt) furent privilégié. Parmi les génes
candidats, le gene de la sous-unité | de la Cytochrome C Oxydase (COI) a été sélectionné
pour 2 raisons :
1) il avait été utilisé avec succés pour caractériser la variabilité
intraspécifique et interspécifique chez différents mollusques, en

particulier chez plusieurs especes d"arches d’Asie (Cho et al., 2007; Chee
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et al., 2007a; Feng et al., 2011; Tanaka et Aranishi, 2013, 2014, 2016),
2) I’ADNmt est généralement d"hérédité maternelle chez les eucaryotes ce
qui facilite son tracage (Lallias et al., 2010) et pourrait donc se révéler

intéressant pour le suivi de populations produites en écloserie.

Les travaux de cette étude ont considéré 5 populations réparties dans 3 pays. Les points
d’échantillonnage furent choisis en fonction des recommandations de responsables de
ministéres de |’environnement ou des péches de chaque pays avec comme critére
principal la sélection des principaux sites d’extraction au niveau national. La proximité
du laboratoire avec le site de Tumbes (SNLMT) explique la surreprésentation du nombre
d’individus analysés dans cette population (111) par rapport a I'Equateur (81) et a
Tumaco (50) en Colombie. Pour ce genre d’étude il est primordial de sélectionner
uniquement les amplicons présentant des séquences d’excellentes qualités
(pictogrammes sans artéfacts) afin de ne pas surestimer le nombre de SNP et par
conséquent le nombre d"haplotypes par site qui est un indicateur important de variation

génétique intra- et inter-populations (Figure 11).
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Figure 11: Pictogramme d’une séquence sans artéfact du gene COI de Anadara tuberculosa.
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Afin de pouvoir comparer les sites entre eux, le nombre d"échantillons et d"haplotypes
correspondants fut statistiquement harmonisé.

Ces données ont permis de mettre en exergue les sites d’extraction situés aux extrémes
Sud et Nord qui possédent la plus grande diversité nucléotidique, d"haplotypes, et
d’haplotypes privés (haplotypes détectés uniquement dans ce point d”échantillonnage).
A partir de ces premiéres données, |'objectif a consisté par la suite 8 démontrer
I'existence de différentes sous populations et le bien fondé de |"hypothése suivante : ces
différences sont liées a un isolement par la distance (IBD), autrement dit les
différenciations génétiques locales rencontrées dans cette zone géographique sont

attribuées a la variance de dispersion et a la migration.

Un premier test fut réalisé en estimant les indices de fixation intra- et inter-populations
(FST et FSC) et leur variance (¢ST et ¢$SC) en comparant des combinaisons de
rassemblements des populations par groupes de 2, 3 ou 4 populations. Cette analyse
indique une différenciation significative entre les populations présentes dans les 3 sites
situés au sud de I'équateur (Tumbes/El Oro/Guayas) avec les 2 sites échantillonnés au

nord de I"équateur (Esmeraldas/Tumaco).

Le second test correspond a la confrontation individuelle de chacun des sites avec les
autres en fonction de leurs indices de fixation FST et leurs variance ¢ST. Cette analyse
comparative par paires montre que les populations d’AN de Tumaco et Esmeraldas
étaient significativement différentes de celles des autres sites et statistiquement

semblables entre elles.

La fiabilité de ces deux analyses qui concluent sur une différence entre les populations
situées au nord et au sud de I'équateur a été démontrée par le test statistique de Mantel
qui permet de tester la corrélation entre deux matrices.

Les relations phylogénétiques entre individus peuvent s’apprécier a travers les figures
de réseaux d’haplotypes qui permettent d’identifier un haplotype central, le plus
abondant mais aussi le seul a étre présent dans toutes les populations étudiées de A.
tuberculosa. Bien que la taille inégale des populations échantillonnées biaise légerement

le graphique en faveur de Tumbes (Pérou), I"harmonisation des données ne modifie pas
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la topologie générale du réseau (Figure 12).

La connectivité incompléte de ces deux populations s’expliquerait de maniére plausible
d’une part par le cycle biologique de I'espéce et notamment la durée du cycle larvaire
planctonique propice a la dissémination des larves d’AM, et - d"autre part - par les
modeles de circulation des courants océaniques et cotiers dans I’est de I'océan Pacifique
équatorial. Les modélisations d’océanographie physique refletent une structure
générale de circulation des courants « du sud vers le nord » relativement stable dans le
temps avec une convergence des courants de Panama et d"Humbolt sous |"équateur.
Néanmoins, I'irrégularité des cotes, en particulier dans le golfe de Guayas, et la présence
intermittente de mouvements d’upwelling doivent accentuer les phénomeénes de

divergence par la distance.

Une fois déterminé qu’il existait 2 populations situées de part et d’autre de |"équateur,
les analyses suivantes devaient répondre aux questions de savoir si ces populations
s’associaient a des modeles de populations de taille constante (Constant size
population). Autrement dit si ces populations avaient atteint la limite de charge de
I"écosysteme et donc ne s’étendaient plus, ou si elles se soumettaient au modele de
population croissante (growing population) qui s’adapte aux populations dont les taux

de croissance sont positifs.

37



I Tumaco (Colombia)
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Figure 12 : Réseaux d’haplotypes illustrant les relations généalogiques entre les différents haplotypes d ’Anadara tuberculosa des différents sites d’extractions en considérant
A) I’échantillonnage original, B) |’échantillonnage aprés harmonisation de la taille de I’échantillon. La taille du cercle correspond a la fréquence de I’haplotype. Les diagrammes
indiquent la proportion a laquelle chaque haplotype apparait a chaque endroit. La couleur grise marque la réduction des haplotypes et des branches par rapport a A.
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Il est important d’ajouter que les « histoires démographiques » des espéces reflétent
une chronologie en milliers ou millions d’années qui est plutét éloignée de la
problématique de cette étude (baisse des populations d"A. tuberculosa par effets
anthropiques sur les derniéres décennies) mais reste pertinente d’un point de vue
écologique.
La premiére approche est basée sur 3 tests statistiques en assumant la neutralité :
= Ja majorité des mutations dans les alleles sont neutres, autrement dit elles
n’affectent pas la capacité de survie ou de reproduction d’un organisme comme
c’est le cas des mutations silencieuses qui concernent un nucléotide en troisieme
position ou apparaissent dans des introns,
= |e taux de mutation est constant dans le temps,
= |ataille des populations est constante dans le temps et,
= |'état d’équilibre mutation-dérive est vérifié : le nombre d’alleles perdus par
dérive génétique est égal au nombre d’alléles nouveaux produits par mutation.
Cette premiere approche révele que les profils des deux populations sont davantage
similaires a des profils attendus de populations dans un modele d’expansion de la

population que dans un modele a taille constante.

Une seconde approche statistique devait permettre d"affiner le modele démographique
des populations d’AN ; population constante, croissance exponentielle et horizon
bayésien — BSP (permet de déduire la taille de la population effective historique compte
tenu de plusieurs génomes haploides sans recombinaison). Les tests de BSP et de facteur
de Bayes ont permis d’identifier que la population appartenant au groupe
Tumaco/Esmeraldas présente un modeéle de croissance exponentielle alors que la

population du groupe Tumbes/El Oro/Guayas s apparente plus au modele BSP.

Comme complément d’information, ces modeéles permettent d’estimer les temps de
divergence (expansion dating) en assumant 2 taux de mutations du COI (0.65% et 5.3%
par million d"années) proposé par Crandall et al. (2012) pour les invertébrés marins et
en couplant ces informations a I"histoire géologique de la zone. Il apparait que le taux
de mutation de COI chez A. tuberculosa oscille entre 5.0% et 2.13% par million d"années

et que l'expansion de cette espece aux alentours de |'équateur aurait débuté
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« récemment », apres les dernieres glaciations, il y a 20 a 14 000 ans, en parallele a

I’extension des mangroves.

Au terme de cette étude, la structure génétique des populations d’Anadara tuberculosa
des 5 principaux sites d’extraction d’Amérique du Sud avait été caractérisée. Les
données collectées indiquent |'existence de 2 populations partiellement connectées
situées de part et d"autre de I'équateur. En |'état actuel des connaissances, ces résultats
impliquent que tout projet de conservation ou de repeuplement devra considérer ces
différences phylogéographiques et suggérent donc une gestion séparée et

indépendante de ces populations.
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Chapitre 2
Evaluation de la réponse physiologique et moléculaire
d’Anadara tuberculosa soumise a différentes salinités.
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Résumé

L’arche noire Anadara tuberculosa est une espéce emblématique de |'écosysteme
mangrove dont les populations sont actuellement en situation vulnérable. Le
développement de son aquaculture nécessite l'identification de biomarqueurs
moléculaires, notamment associés au stress de salinité, dans la perspective du
lancement de programmes d’amélioration génétique.

Des spécimens d'Anadara tuberculosa provenant de la mangrove adjacente a la baie de
Puerto Pizarro (Tumbes, Pérou) ont été collectés entre janvier 2015 et février 2016. Ces
individus ont été soumis a des conditions de stress hypo-osmotique extréme (5 et
10ppt), modéré (15 et 25ppt) et sans stress (groupe témoin : 33ppt) pendant 16 jours
aprés avoir été séparés en groupes de dix animaux en triplicatas. La présence de
biomarqueurs de stress de salinité a été évaluée au niveau génétique avec la détection
par PCR de 19 genes essentiels a I'osmorégulation chez les bivalves tels que les huitres
et les moules, et au niveau protéomique par séquencgage de peptides exprimés dans les
tissus d'animaux maintenus a différentes salinités, par spectrométrie de double masse.
Aucun des marqueurs génétiques testés n'a pu étre amplifié par PCR, ce qui suggere
qu'A. tuberculosa présente des différences génétiques importantes par rapport aux
mollusques « modeles » choisis.

L’analyse protéomique réalisée par MALDI TOF TOF au niveau du tissu branchial de A.
tuberculosa a permis en revanche l'identification de 26 peptides exprimés de maniére
persistante ou différentielle aux différentes salinités évaluées, mettant en évidence des
marqueurs possibles tels que HSP70 et une protéine de transport transmembranaire du
chlorure liés a I'adaptation a la salinité. Ces séquences d'acides aminés permettront la
conception d'amorces nucléotidiques spécifiques a A. tuberculosa pour la mise en

ceuvre de futures recherches en écophysiologie de cette importante espéce-ressource.
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13Les opérations de repeuplement et d’aquaculture de bivalves basées sur la
production de naissains impliquent des transferts d’animaux, que ce soit de
reproducteurs collectés des mangroves et envoyés vers les écloseries, ou de juvéniles
produits en écloserie puis transportés vers des structures d’élevages d’échelle
supérieure ou des écosystemes sauvages. Dans tous les cas, le succes de ces opérations
dépend en grande partie des capacités d’adaptation des individus a |"écosysteme

récepteur.

La température, la salinité, le pH, et la concentration en oxygéene dissous de |'eau sont
considérés comme les principaux parametres physico-chimiques affectant la physiologie
des bivalves (Gosling E., 2015). Le maintien prolongé d’animaux dans des conditions
abiotiques éloignées de leur optimum physiologique peut altérer leur équilibre
métaboliqgue provoquant différents troubles allant de I'immunodépression a la

diminution de croissance et la mort.

Anadara tuberculosa peuple la zone intertidale et est obligatoirement associée a la
présence de mangroves. Les palétuviers qui organisent cet écosystéme se développent
dans des eaux marines a saumatres et dans des sols vaseux ou limono-argileux qui sont
particulierement riches en détritus en décomposition. Ceci étant combiné a |'effet des
marées, il apparait donc que les AN sont exposées plusieurs fois par jour a de fortes
variations de température, de salinité et de concentration en oxygene dissous, en

particulier lors de la saison des pluies (El Nifo).

Il semblerait, en théorie, que I’AN soit une espéce eurytherme (capable de supporter de
grandes variations de température) et euryhaline (capable de supporter de
grandes différences de la salinité de I'eau). Cette théorie est énoncée dans les travaux
de I"équipe mexicaine de Nieves-Soto et al., (2011) qui a évalué la croissance, le taux de
filtration et I"absorption énergétique d adultes de I’AN de 23°C a 32°C et de 20 ppt a 50
ppt pendant 15 jours. lls déterminerent que la meilleure combinaison physiologique se
trouvait a 20 ppt et 32°C sans observer de mortalités sous aucun des traitements,
démontrant ainsi que les animaux n’avaient pas été soumis aux extrémes de leur

tolérance.
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Cependant, les extracteurs traditionnels rapportent fréquemment des observations de
mortalités massives survenues dans les bancs naturels d"AN les plus proches des lits de
rivieres durant la saison des pluies. En conséquence il semble primordial de délimiter la
tolérance aux variations de salinité de I’AN afin de disposer de critéres objectifs sur les

zones aptes a |"élevage et au repeuplement.

Il est important de rappeler qu‘en dépit des différences interspécifiques de sensibilité
aux variations de salinité, tous les bivalves sont osmoconformes (la concentration
osmotique et ionique de leur hémolymphe s’équilibre sur celle du milieu extérieur) et
possedent donc peu — voire aucune - capacité de régulation osmotique de leur milieu
interne (Gosling E., 2015). Ceci engendre une hémodilution a basse salinité et donc une
augmentation du volume cellulaire par absorption d’eau et réduction de la
concentration osmotique intracellulaire. Afin de limiter cette augmentation de volume,
les cellules doivent ajuster leurs concentrations intracellulaires d’aminoacides libres
(FAA) et autres petites molécules organiques qui seront expulsés dans le milieu
extracellulaire. Cependant, une fois épuisés, les FAA sont obtenus a partir du
catabolisme des protéines (autophagie). Ce processus affaiblit progressivement |I"animal

et peut provoquer sa mort s’il est prolongé (Gosling E., 2015).

L objectif de cette étude consistait dans un premier temps a déterminer la tolérance de
A. tuberculosa aux faibles salinités. Pour cela, des AN furent prélevées dans les
mangroves de Puerto Pizarro (Tumbes, Pérou) puis réparties (10 animaux par aquarium,
en triplicata pour chaque traitement) a différentes salinités (5, 10, 15, 25 et 33 ppt).
Lorsqu’ils sont confrontés a des conditions abiotiques défavorables, le premier
comportement des bivalves consiste a se fermer hermétiquement et a s’isoler de leur
milieu pendant plusieurs heures a plusieurs jours avant d’étre contraints a se rouvrir
sous |’effet du manque d’oxygene, de la nécessité de s'alimenter ou afin de devoir se
déplacer. Pour assurer le contact synchronisé entre les AM et leur milieu, une fente dans

la partie longitudinale de la valve a été réalisée.

Cette expérience permit d’évaluer la réponse physiologique d’adultes d’Anadara
tuberculosa confrontés a des stress de salinité (Figure 13). Il apparait que les AM

supportent bien d’étre maintenues dans des eaux saumatres a 25 ppt et 15 ppt pendant
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au moins 16 jours. En dessous de 15 ppt, cette tolérance diminue d’autant plus que la
salinité est basse. Il est concevable de penser que la possibilité de se fermer

compléetement aurait pu permettre aux AM de survivre un peu plus longtemps a ces

conditions.
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Figure 13: Mortalités cumulées d’Anadara tuberculosa maintenues a différentes salinités.

Ces résultats ont également mis en évidence qu’il existe d'importantes différences de
tolérance au stress de salinité entre individus d’'une méme espece, par exemple pres de
15 jours séparent les premiers et les derniers animaux a succomber aux plus basses
salinités. D’un point de vue écologique, il serait intéressant de comprendre quels sont
les mécanismes expliquant cette tolérance, par exemple des différences dans la
composition ou la quantité de réserves énergétiques des animaux qui permettent a

certains individus de soutenir leur métabolisme plus longtemps.

D’un point de vue zootechnique, I'identification de biomarqueurs associés a une plus
grande résistance au stress de salinité permettrait |"utilisation de souches plus adaptées
a certaines conditions environnementales tandis que pour l‘aquaculture, ces
biomarqueurs faciliteraient le processus d’amélioration génétique en sélectionnant des
animaux capables de résister a des stress de salinités fluctuantes ou extrémes.

Afin de caractériser de possibles biomarqueurs, une approche moléculaire fut proposée
en cherchant notamment a identifier puis a quantifier I'expression de genes marqueurs
de I'osmorégulation de I’AN. Face a la carence d’informations génétiques pour cette

espéce, nous avons cherché a nous appuyer sur un modele biologique mieux renseigné
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et le plus proche possible de I’AN : I’huitre.

Les huitres représentent, aprés les cyprinidés, le second groupe d'espéces le plus
important de la production aquacole mondiale (FAO, 2012) et ont donc fait |'objet de
nombreuses études approfondies d écophysiologie et de génétique. Tout d’abord, le
génome complet de |'huitre japonaise Crassostrea gigas est disponible (Zhang et al.,
2012). Les travaux de Zhao et al., (2012) ont caractérisé spécifiquement le transcriptome
de C.gigas en réponse au stress de salinité, avant que Meng et al., (2013) ne visualisent
les changements d’expression des genes codant les enzymes clés du cycle des FAA et
démontrant par la méme occasion le réle central des FAA pour |'osmorégulation de
C.gigas exposée a différentes salinités. Plus récemment, le séquencage du génome de
C.angulata a révélé les similitudes et les polymorphismes avec les genes de réponses au
stress hypo-osmotique chez C. gigas (Cross et al., 2014), tandis que Eierman et al. (2014)
a démontré par transcriptomique que plus de 80% des génes impliqués dans la réponse
de C. virginica maintenue a différentes salinités coincidaient avec ceux de C. gigas. En
parallele, Lockwood et Somero (2011) ont identifié, toujours par transcriptomique
différentielle, les principaux genes impliqués dans la réponse au stress hypo-osmotique

des moules Mytilus galloprovincialis et Mytilus trossulus.

Des amorces pour Reverse Transcriptase- PCR quantitative (RT gPCR) de 19 genes clés
de I'osmorégulation chez les bivalves furent sélectionnées a partir des génomes et des
séquences disponibles dans NCBI. De ces jeux d’amorces, 15 sont dirigés vers des
enzymes essentielles au métabolisme des FAA, 3 s’hybrideraient sur des protéines
transporteurs des principaux FAA, et un reconnaitrait spécifiquement la chaperone heat

shock Protein hsp70 associée aux mécanismes de stress.

La validation des essais d"amplification de ces genes fut réalisée par PCR a partir d’ADN
génomique de tissus de branchies de A. tuberculosa, et de C. gigas. L'amplification du
gene COl a servi de « contréle positif » d’extraction d’ADN tandis que ’ADN génomique

de C.gigas a été utilisé comme controdle positif de PCR des génes d’ osmorégulation.

Le gene COl a pu étre amplifié chez A. tuberculosa et C. gigas. Parmiles 19 génes associés

au stress hypo-osmotique des mollusques, 17 ont pu étre détectés par PCR chez |I’huitre
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tandis qu’aucun d’entre eux ne put étre détecté chez I’AN, et ce malgré plusieurs

tentatives et adaptations de protocoles.

L"absence d’amplification des génes évalués chez A. tuberculosa pourrait étre due a des
différences génétiques dans les régions considérées comme conservées (une seule
mutation en 3’ de la cible d’'une amorce peut obérer sa fixation efficace et empécher
I'amplification), ou a I"absence de ces génes chez cette espéce. La premiére hypothése
apparait comme la plus plausible et ce pour au moins deux raisons :
= |a conservation du systeme d’osmorégulation par gestion des FAA chez les
bivalves et gastéropodes marins,
= |es études transcriptomiques réalisées sur les bivalves modeéles avaient mis en
évidence d’importantes différences nucléotidiques au sein d’'un méme genre, il
est donc concevable que ces différences soient accentuées entre des groupes

plus éloignés.

Parmi les alternatives disponibles pour identifier et quantifier les génes impliqués dans
la réponse au stress de la salinité chez I'AN, il conviendrait de réaliser des études de
transcriptomique comparative d’A. tuberculosa maintenues a différentes salinités grace
aux outils de séquencage massif de nouvelle génération (Next Generation Sequencing)
inspirées du modele proposé par Meng et al., (2013). Une approche complémentaire
pourrait comparer ces transcriptomes différentiels aprés une étape d’Hybridation
Soustractive et Suppressive (SSH) similaire a celle proposée par Barman et al. (2012) qui
permit a cette équipe de détecter des transcrits plus rares a partir de crevettes

Macrobrachium rosenbergii soumises a différentes salinités.

N'ayant pas la possibilité de réaliser une étude du transcriptome plus poussée,
I’exploration de la présence de biomarqueurs fut entreprise par protéomique grace a la
disponibilité d’un équipement de spectrométrie de double masse MALDI TOF TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption lonisation, Time Of Flight-Time Of Flight). La
description du protéome peut permettre d’identifier les protéines exprimées dans un
échantillon et ainsi obtenir une image instantanée de I'état métabolique de cellules, ou
tissus, soumis a des conditions spécifiques. La présence, |'absence ou |"altération du

profil protéomique influencé par des conditions spécifiques peuvent étre visualisées a
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travers des techniques d’électrophorése 1D ou 2D. Cela permet ainsi d’associer ces

patrons de migration a différents états physiologiques.

Les analyses par MALDI TOF TOF des bandes présentielles et différentielles de
protéomes d’AN maintenues a 5, 10, 15 et 25 ppt ont permis d obtenir 26 peptides,
parmi lesquels 10 étaient uniquement présents a S5ppt et 10ppt, et dont 2 étaient
associés au stress osmotique chez les invertébrés marins ; Heat Shock Protein de 70Kda

(HSP70) et canal de chlore (chloride channel protein 2-like isoform X2).

Bien que le nombre et la taille des peptides obtenus dans cette étude soient trés limités,
et qu’il soit indispensable d’améliorer cette technique encore novatrice au niveau du
Pérou, ces travaux ont ouvert la voie a la protéomique chez les arches et correspondent
a la seconde étude de comparaison du protéome de bivalves exposés en conditions de

stress hypo-osmotique (Tomanek, et al.,2012).

En définitive, les résultats présentés compléetent les connaissances relatives a la
tolérance au stress de diminution de salinité de A. tuberculosa et ont permis de dégager
des indices sur les voies moléculaires associées a cette réponse. L’optimisation
progressive des techniques appliquées dans cette étude devrait permettre, a terme, de
caractériser des biomarqueurs génétiques. L'obtention de transcriptomes propres a
I’AN devrait amener a identifier des SNP ou des isoformes associés a la résistance au
stress hypo-osmotique. L'analyse de biomarqueurs associés a des genes fonctionnels
devrait d’ailleurs étre privilégiée a des marqueurs génétiques classiques (COI,
16SrRNA...) car ils apportent d’avantages d’informations utiles en ce qui concerne les

opérations de repeuplement et d"aquaculture.

La réalisation d’études d’écophysiologie a conduit a la réalisation de programmes
cohérents et efficaces de repeuplement et de gestion des stocks d"huitres aux Etats Unis
(Pollack et al. 2012; North et al. 2010). A I'instar de ces études, la détermination de la
tolérance des AM aux autres principaux parameétres physico-chimiques s’avere
également primordiale et augmenterait les probabilités de succes des opérations de
repeuplement et de productions de naissains envisagées au Pérou, Equateur et

Colombie.
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Chapitre 3
Production pilote de naissains d”"Anadara tuberculosa
libres de pathogenes spécifiques et produits a partir de

reproducteurs caractérisés génétiquement a des fins de
repeuplement.
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Résumé

Anadara tuberculosa, I'arche noire, est considérée comme une espéece emblématique
de I'écosysteme de la mangrove du Pacifique Est. Le déclin de ses populations est une
préoccupation croissante, en particulier au Pérou. L'utilisation de larves produites en
écloserie pour améliorer les stocks ou I'aquaculture est attrayante mais souléve de vives
critiques d'un point de vue écologique car elle pourrait entrainer une perte de diversité
génétique chez les populations sauvages et favoriser la propagation de maladies des
écloseries a I'environnement.

Dans ces travaux, la production de naissain au moyen des technologies traditionnelles
d'aquaculture/biotechnologie a été associée au diagnostic moléculaire d’agents
pathogeénes et a l'estimation de la diversité génétique afin de produire des larves
exemptes de pathogenes spécifiques (SPF) a partir de populations génétiquement
caractérisées. Tous les diagnostics PCR et nested PCR d'agents pathogenes communs
chez les bivalves, tels que Bonamia, Martelia, Perkinsus et OsHV1, furent négatifs pour
des échantillons d'adultes et de naissains, sains ou moribonds. Les analyses
microbiologiques et moléculaires réalisées au cours des épisodes de mortalité ont
permis d’identifier une souche pathogene de Pseudomonas présente sur les parois des
cuves de culture, dans les naissains moribonds et dans le sang des adultes. La variation
génétique de la population a été évaluée par les séquences du gene mitochondrial COI
qui ont montré une diversité d'haplotype de 36,7%. Cette étude portant sur la
production en écloserie, la pathologie et les composants génétiques d’un bivalve
indigéne surexploité représente un modele original pour la mise en valeur réussie des

stocks de mollusques et/ou de programmes d’aquaculture innovants.
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Au Pérou et en Equateur, les écosystémes de mangroves ont été dramatiquement
réduits par les activités de pénéiculture, générant d'importantes tensions sociales entre
les communautés natives exploitantes traditionnelles de la mangrove, et les éleveurs de
crevettes ou « camaroneros ». Cette compétition entre 2 mondes pour les ressources,
en l"occurrence I'espace et I'eau ont généré des inimitiés profondes depuis plus de 60
ans. Au niveau local, les relations conflictuelles entre les « camaroneros » et les
« extractores » sont toujours vives, les premiers voyant les seconds comme des voleurs
de crevettes, s'immiscant de nuit dans les fermes afin de piller les étangs, et les second
voyant les « camaroneros » comme des capitalistes destructeurs de la mangrove en plus
d’étre vivement critiqués pour les rejets de leurs effluents d’élevage dans

I’'environnement.

Actuellement au Pérou, la coupe de palétuvier est interdite (Resolucion Ministerial 184-
78-VC-4400), mais les espaces perdus ne seront que peu ou pas récupérés. Ces dernieres
années, les extracteurs de Tumbes se sont organisés en associations avec |'aide d"ONG,
et ont réussi a se faire attribuer par I'Etat Péruvien la gestion de la réserve nationale des
Mangroves de Tumbes (SNLMT) a travers un contrat d’administration (Resolucion
Presidencial N° 097-2011-SERNANP). L'objectif de ce contrat réside dans un premier
temps a promouvoir la croissance économique et la création d’emplois des populations
associés aux réserves naturelles en harmonie avec |'écosysteme (contréle des péches,
surveillance, reboisement, écotourisme...). Un des objectifs de cette alliance visait a
trouver une stratégie d’augmentation des populations naturelles d’Anadara tuberculosa

et a convertir les « extractores » de AN a une autre activité.

Lorsqu’une ressource est menacée de surexploitation, 'une des premiéres mesures
disponibles pour les autorités des péches correspond a I"application de régulations qui
visent a limiter I'extraction de la ressource sur des criteres de temps, de taille, de lieu,
de nombre d’individus..., ou a réguler |'effort de péche (nombre de pécheurs, outils de
péches...). Ces restrictions ont souvent échoué a préserver les stocks (FAO 2018),
comme c’est le cas avec I’AN au Pérou (IMARPE 2019). Afin de restaurer les populations

de mollusques, 3 autres stratégies peuvent étre appliquées ; le regroupement d’adultes
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dans des sanctuaires afin de faciliter la reproduction, le relargage de larves précoces

(planctonique) ou le repeuplement a partir de naissains/juvéniles (Lallias et al., 2010).

Dans le cadre de I’AN, la premiere option est difficile a mettre en place car les adultes
sont mobiles, et parce qu’il existe de nombreux extracteurs « sauvages ou non associés
» qui profiteraient de ces sanctuaires. La seconde car les expériences de relargage de
larves planctoniques sont impossibles a contréler, (dispersion des larves sur plusieurs
jours, sujette a I'effet des courants, des marées, de la prédation...) (Arnold 2008). Pour
ces raisons, les projets de restauration de bivalves et en |"occurrence ce projet se sont

concentrés sur cette derniere stratégie de production massive de naissains en écloserie.

Cette approche suscite toutefois de vives inquiétudes :

e il est nécessaire de prévenir les maladies infectieuses qui pourraient étre
transmises verticalement ou horizontalement aux naissains qui pourraient
infecter a leur tour les populations naturelles ou mourir durant les élevages ce
qui pourrait décourager les efforts des communautés.

e la nécessité de préserver la diversité génétique des populations naturelles qui
pourraient étre rapidement affectées par |'introduction massive d’animaux
produits par un nombre limité de géniteurs comme décrit dans le premier

chapitre.

Cette stratégie repose donc sur un premier composant zootechnique, qui consistait a
développer des protocoles de sélection de reproducteurs, de transport, d"acclimatation,
d’induction a la ponte, d’élevage larvaire (phase planctonique, fixation, et phase
benthique) et transfert et acclimatation dans les zones réceptrices. Au moment de cette
étude il n'existait pas de protocoles disponibles propres a la production de I’AN. En
conséquence les opérations d’aquaculture furent menées a partir de I"'adaptation de
protocoles provenant d’espéces d’huitres, de palourdes ou de pectinides (Helm et

Bourne, 2006).

Le second composant correspondait a la prévention des maladies infectieuses qui

pourraient affecter Anadara tuberculosa. Il n’existait a I"époque aucune donnée
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indiquant la présence de pathogenes chez ce bivalve. Certains extracteurs avaient en
mémoire des mortalités massives d’AN survenues ponctuellement sur certains bancs
naturels mais aucune étude n’avait été menée pour déterminer |'étiologie réelle de ces
phénomenes. Ce projet souhaitait donc réaliser sans a priori une évaluation de la
présence et de la prévalence des principaux agents pathogenes de bivalves connus, en
particulier des 7 agents pathogénes surveillés par I'Organisation mondiale de la santé

animale (OIE).

Il convient de souligner que la sous-estimation de I'importance de la prévention des
maladies infectieuses en aquaculture a généré les pires pandémies. Pour ne citer que
guelques exemples, le White Spot Syndrome Virus (WSSV) de la crevette, le virus de la
nécrose pancréatique infectieuse du saumon (IPNV), ou |'herpesvirus de |"huitre
(OsHV1) (Stentiford et al., 2017). Les maladies engendrent plus de 6 milliards de USD de
pertes par an et des pertes jusqu’a 40% des productions mondiales (World Bank, 2014).
Ces infections constituent la principale menace pour I'expansion de I'aquaculture (FAO

2018).

L"aquaculture reconnait 2 types de transmission de maladies infectieuses :

e Les infections transmises verticalement sont provoquées par des agents
pathogénes qui utilisent la transmission reproducteurs-descendance, elle peut
étre directe (présence du pathogene dans les ovocytes) ou indirectes (infection
dans le tractus génital lors de la ponte ou dans les fluides séminaux),

e Les infections transmises horizontalement sont provoquées entre membres de
la méme espece, et peuvent étre directes (cohabitation, contact, cannibalisme...)
ou indirectes (via les feces, piqlres ou morsures de parasites...). Le porteur de la
maladie peut étre de la méme espece ou peut seulement jouer le réle de vecteur

(micro algues, autres especes consommées ou parasites...).

Les mesures appliquées par les aquaculteurs pour éliminer ou réduire les risques de
transmission verticale des maladies résident dans I'application de bonnes pratiques
d’élevages (Best Management Practices) ; |'utilisation de géniteurs exempts d’agents

pathogénes spécifiques (SPF) ; le diagnostic et I'élimination des porteurs sains et
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symptomatiques ou des aliments contaminés ; le traitement chimique des géniteurs
pour contréler un agent pathogene spécifique ; la stérilisation ou traitements des eaux
d’élevages ; le traitement chimique des gameétes, des embryons ou des premiers stades
larvaires. Aussi bien, les stratégies de prévention, en particulier de la transmission
verticale sont connues et appliquées depuis longtemps chez les crevettes et les poissons
(Brock et Bullis 2001, Motte et al., 2003), il n"existe pas a notre connaissance de tels

programmes pour les mollusques.

Il faut dire que la démonstration de la transmission verticale d"un pathogéne majeur est
récente chez les bivalves, le premier modeéle étant I"herpés virus de I"huitre OsHV1
(Lopez Sanmartin et al., 2016), bien que sa présence fut diagnostiquée antérieurement
dans les gametes (Arzul et al., 2002; Lipart & Renault, 2002). De méme, |’ADN de
protozoaires parasites de type Bonamia spp. a été diagnostiqué dans les gonades et les
larves d’huitre (Arzul et al.,, 2011, 2017). De par leur cycle biologique, d’autres
pathogenes comme les Perkinsus spp. que |'on retrouve dans les feces devraient pouvoir

réaliser une transmission verticale indirecte en s’évacuant au moment de la ponte.

Le troisieme composant correspond a |'évaluation de la diversité génétique de la
population des AN présentes dans la réserve des Mangroves de Tumbes (SNLMT) afin
d’établir une ligne de base qui permettra de réaliser des opérations de repeuplement

sans affecter les populations naturelles.

Cette évaluation est primordiale car plus la structure génétique d’une population est
complexe, plus la réserve de génes de I'espéce est importante. Cette réserve représente
une assurance adaptative de |'espece face aux changements du milieu et autres

adversités que pourrait affronter |'espéce et doit donc étre préservée (cf. partie 1).

En effet, les opérations de repeuplement basées sur l'introduction de naissain produit
en écloserie auront inévitablement un impact génétique sur la population receveuse si
les animaux réintroduits survivent et se reproduisent. Les principales préoccupations

sont:
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1. leschangements dans la taille effective de la population de la population sauvage
et

2. les changements dans la composition génétique de la population receveuse.

Ces préoccupations sont réelles car plusieurs études ont signalé une perte significative
de la diversité génétique et une réduction de la taille effective des populations d’huitres
en écloserie (Gosling 1982, Hedgecock et Sly 1990, Gaffney et al 1992, Saavedra et
Guerra 1996, Launey et al 2001, Boudry et al 2002, Appleyard et Ward 2006, Lind et al.,
2009). La chute de diversité génétique est généralement liée au nombre limité de
reproducteurs utilisés, et/ou a une meilleure aptitude (fitness) de certains génotypes

dans des conditions de culture artificielle.

Dans cette étude il nous a été possible de produire une grande quantité de naissains a
partir de reproducteurs extraits du SNLMT. Le cycle larvaire correspondait a ceux
précédemment décrits pour d’autres bivalves (Figure 7). La majorité des larves produites
fut offerte aux associations d’extracteurs pour des opérations de repeuplement et
d’essais de croissance en cage suspendues et en enclos, tandis qu’une autre partie servit

a évaluer leur croissance dans des fermes de crevettes (polycultures).

Durant les opérations de production en écloserie, des mortalités furent observées. Les
adultes moribonds présentaient des symptomes non spécifiques correspondant a des
animaux « ouverts », dont les valves se refermaient lentement au contact, le pied
sortant parfois de la coquille, et I'observation d’un « saignement » correspondant a
I"expulsion du liquide palléal chargé d"hémoglobine peu avant la mort. Les mortalités se
propageaient rapidement entre les animaux d’un méme bassin. Chez les larves,
I"apparition de taches roses ténues sur les parois des bacs et les larves précédait des
mortalités massives. Les adultes et les parois des bacs de maturation étant de couleur
noire, il est probable que les biofilms roses caractéristiques des mortalités larvaires aient

été présents mais indétectables.

Le diagnostic pathologique fut réalisé a partir de protocoles validés par I'OIE,

généralement basés sur une simple PCR. Cependant, de nombreuses études de
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productions d’organismes marins SPF, notamment la crevette, recommandent
I"utilisation de sondes spécifiques et surtout sensibles car les charges de pathogénes
transmis verticalement dans les larves par des reproducteurs asymptomatiques sont
généralement tres faibles (Hsu et al., 1999, Satoh et al., 1999 ; Cowley et al., 2002 ;
Motte et al., 2003 ; Sudhakaran et al., 2007). Cette étude développa un ensemble de
sondes de Nested PCR en deux temps (une premiéere PCR utilisant des primers externes
amplifient les séquences cibles avant qu’une seconde PCR, nichée, utilisant des primers
internes aux fragments amplifiés ne soit réalisée) qui devraient augmenter
significativement la sensibilité du diagnostic. L"'amplification du géne COI fut utilisée
comme controle de la qualité des ADN extraits dans les cas ou il n'existait pas de
contréles positifs pour les pathogénes recherchés. L'analyse de reproducteurs et de

naissains sains et moribonds ne permirent I'identification d"aucun pathogéne recensé.

Al'inverse, les analyses microbiologiques permirent d’isoler plusieurs souches de Vibrio
et de Pseudomonas. La souche de Pseudomonas sp. CNLS1P était partagée par
I'ensemble des animaux moribonds suggérant une bactériose. Les pathologies
bactériennes sont considérées comme un probléme majeur des écloseries de bivalves
dans le monde, et les membres du genre Vibrio sont généralement considérés comme
les principaux agents étiologiques (Travers et al.,, 2015). Chez les bivalves, les
Pseudomonas ont parfois été associées a des bactérioses mais toujours comme infection
secondaire aprés une vibriose. Une seule publication considére une Pseudomonas
comme strictement pathogeéne (Lodeiros, et al., 1992). L’existence de synergies entre
différents pathogenes (pathobiome) couplée a I'évidence que moins d"1% des bactéries
sont cultivables (Streit et Schmitz, 2004) illustre I'intérét de |"application d outils de type
NGS qui permettent de déterminer |'étiologie des pathogénes lors d’infections mixtes
comme le démontrent Lokmer et al., (2014) chez C. gigas. Par ailleurs, il serait possible
de caractériser la virulence de la souche notamment via des infections expérimentales,
complétées par I'identification des toxines impliquées dans la virulence, par PCR ou

MALDI TOF TOF.
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La caractérisation du microbiote natif de I’AN faciliterait la prévention des bactérioses
par la sélection et I"application dans les élevages de bactéries probiotiques antagonistes
aux Pseudomonas et Vibrio pathogenes.

Les analyses dévaluation de la diversité génétique focalisérent sur des reproducteurs

prélevés dans 7 points du SNLMT afin d’en évaluer la diversité génétique (Figure 14).
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Figure 14: Sites d"échantillonnages d"Anadara tuberculosa dans le Sanctuaire National des Mangroves
de Tumbes. A) Situation du SNLMT au niveau macrorégional (en rouge), B) Localisation des bancs
naturels d’A. tuberculosa échantillonnés (points rouges) dans le SNLM

Les résultats d’analyses génétiques bruts indiquerent une plus grande diversité
d’haplotypes en amont du fleuve (Z7>Z4>26>Z5>Z1>723>Z2). La zone Z7 regroupe
également la plus grande diversité nucléotidique a l'inverse de Z2. Ces résultats qui
méritent d’étre approfondis sembleraient indiquer qu’il existe plus de diversité
génétique dans les zones les plus exposées aux variations de salinité et aux rejets urbains

de la ville de Huaquillas.

Des 111 séquences obtenues 39 haplotypes furent identifiés. L"haplotype 1 fut de loin
le plus abondant et le seul a étre présent dans toutes les zones échantillonnées. Il peut
étre considéré comme |"haplotype « colonisateur » ou ancestral. Cette diversité est
importante considérant la courte distance géographique qui sépare les extrémes des

sites échantillonnées (10.6km en ligne droite).

Dans son ensemble, cette étude a ouvert la voie a la restauration durable d"une espece

vulnérable au travers de la production de naissains SPF produits en écloserie par des
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reproducteurs caractérisés génétiguement. Cette premiére opération a également
permis de débuter le processus de reconversion des extracteurs en aquaculteurs. Si, en
soi, les technologies appliquées ne sont pas nouvelles, cette stratégie combinant
biotechnologies aquacoles et moléculaires pourrait servir de modéle a la récupération
d’autres espéces menacées peuplant les foréts de palétuviers mangrove comme par

exemple le crabe de mangrove Ucides occidentalis.
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Discussion et perspectives générales

La consommation et la demande mondiale de bivalves marins sont en constante
augmentation. Actuellement les activités aquacoles fournissent 89% de la production,
et supplantent donc largement les activités de péches/collecte (FAO 2017). Toutefois, la
conchyliculture reste largement dépendante de la collecte/péche de naissains sauvages
laquelle est fortement sujette aux fluctuations naturelles en abondance de larves car
elles-mémes régies par des facteurs environnementaux non contrdlés (Astorga M.P.
2014). A cela il convient d’ajouter I'épuisement des stocks locaux de reproducteurs, les
épidémies, les espéces invasives, la pollution/destruction d’habitats (Boudry et al.,
1997, 2004) et les effets néfastes du changement climatique (Waldbusser et al., 2015).
L'avenir des productions mondiales de mollusques réside sans aucun doute dans le
développement d’écloseries permettant de produire suffisamment de naissains, de
domestiquer un plus grand nombre d’espéces, d’améliorer progressivement des
caractéristiques commerciales importantes (croissance, survie, résistance aux maladies
et tolérance aux stress) (Boudry et al., 1997; Camara et Symonds, 2014) tout en
respectant les populations naturelles et si possible en les bio-augmentant par
ensemencement de nouveaux individus. L’obtention de productions durables nécessite
donc le développement de stratégies et d’outils assurant la stabilité des activités

aquacoles et le maintien des activités de péches.

Cette these, réalisée dans cette logique visait a ouvrir la voie a la production durable de
naissains de l'arche de noire Anadara tuberculosa, a des fins d'aquaculture et
d'amélioration des stocks, en tenant compte de trois éléments :
1) l'estimation de la diversité génétique des principales populations naturelles afin
d'assurer une gestion responsable,
2) I’étude de la réponse physiologique et moléculaire au stress de salinité afin de
permettre des déplacements d’individus, et

3) la production de naissain libre de pathogeénes spécifiques.
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Analyse de la structure genétique et implications pour la
conservation

L'analyse de la structure génétique de I'arche noire sud-américaine (chapitre 1) basée
sur le polymorphisme du géne COI (SNPs) et réalisée a partir d’individus collectés dans
les principaux centres d extractions du Pérou, d"Equateur et de Colombie a permis de :
e démontrer I'existence de 2 populations distinctes séparées au niveau de
I’Equateur,
e d’identifier une importante variabilité d"haplotypes différents (47/120 individus
= 39.2%) et,
e d’estimer un taux de mutation de COI chez A. tuberculosa élevé (entre 5.0% et
2.13% par million d"années).
Ces informations reprises en détail sur une zone restreinte comme le SNLMT confirment
I'importante diversité génétique de I’AN et indiquent également qu’il existerait plus de
diversité génétique dans les zones les plus exposées aux variations de salinité et aux
rejets urbains que dans les zones sous influence océanique pouvant étre considérées

comme plus stables (chapitre 2).

Ces résultats confirment que A. tuberculosa, comme la majorité des bivalves, présente
des niveaux de diversité génétique extrémement élevés en comparaison a d’autres

especes aquacoles (Hollonbeck et Johnston 2018).

L"analyse du barcode de COI fournit un outil permettant de déterminer la taxonomie de
différents organismes (a partir de larves ou d’individus non différenciés, de nouvelles
especes ou especes invasives, apres un processus de transformation alimentaire...) et de
différencier des variants géographiques ou de suivre des animaux produits en écloserie
(Trivedi et al., 2016, Cordero et al., 2017). Néanmoins cette technique posséde comme
principale limite la nécessité de séquencer les amplicons, ce qui se révele parfois
compliqué ou chronophage dans les pays en développement. Une premiere alternative
pourrait étre d’acquérir une des nouvelles plateformes de séquencage en temps réel

(MinlON - Oxford Nanopore Technologies). L'application de cette technologie trés
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récente dans |"étude des bivalves a notamment permis I'identification par séquencage
du ADNmt 16S d’un bivalve non indigéne en Europe (Craeymeersch et al., 2019) ou
méme le séquengage du génome mitochondrial de la moule Perna canaliculus (Ranjard
et al., 2018). Une seconde alternative d’analyse rapide du polymorphisme de COI
résiderait dans I"analyse HRM (High Resolution Melting curve) afin de détecter les SNP,
les insertions ou délétions en fonction des variations dans la mesure de la disparition de
la fluorescence durant la phase de dénaturation de I’ADN par gPCR. Cette technique,
efficace, précise et économique a récemment été utilisée afin de distinguer différentes
espéces de carpes et de détecter des variants géographiques (Behrens-Chapuis et al.,
2018). Elle pourrait ainsi étre développée pour A. tuberculosa en s appuyant sur la

bibliotheque de séquences obtenues dans la présente étude.

Une alternative intéressante a été proposée par Meistertzheim et al., (2014) qui
combinerent le séquencage du COI avec des profils de HRM sur 9 génes associés a la
résistance aux vibrioses sur des individus résistants et sensibles de |"'ormeau européen
Haliotis tuberculata, afin d obtenir des marqueurs de sélection (MAS ; Marker Assisted

Selection) facilitant la production de larves résistantes.

En effet, si tant est que I'étude du polymorphysme du gene COI est un standard dans les
analyses de diversité génétique, il est toutefois raisonnable de s’interroger s’il reste un
marqueur de choix dans une optique de programmes de sélection et d’amélioration
génétique. En effet, la majorité des mutations du géne COIl sont dites silencieuses
(mutation du troisieme nucléotide, sans conséquence sur la protéine) (Galtier et al.,
2009). Ces mutations ainsi que celles des régions non codantes ont peu de chance de
permettre |’obtention de marqueurs QTL (quantitative trait Loci) associés a un caractére
d’intérét (survie, croissance...). L'application croissante de technologies de séquencage
massif de type NGS a la phylogénomique a permis progressivement aux SNP de
s’imposer face a des techniques plus traditionnelles comme les microsatellites ou I’AFLP
(Amplified fragment length polymorphism) pour I'attribution de la filiation (Hollenbeck
et Johnston, 2018). Les études de transcriptomiques (de novo transcriptome assembly)
utilisant les technologies de séquencage de derniere génération (NGS) sont

particulierement intéressantes car elles permettent d obtenir des informations sur la
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physiologie des animaux dans un contexte donné et d obtenir des marqueurs de genes
fonctionnels sur des espéces non modeles (Pante et al., 2012, Patnaik et al., 2016,
Hollenbeck et Johnston, 2018). L’application de ces techniques a A. tuberculosa
permettrait le développement de stratégies d'adaptation locale de I'espéce (pour les
zones hybrides ou de transition), d’identifier les génes et les voies impliqués dans les
principaux métabolismes (systéme immunitaire, adaptation aux stress, reproduction) et
d’identifier des MAS (SNP, SSP (Single Sequence Repeat)) sur ces génes fonctionnels a

des fins de conservation et d’aquaculture.

Réponses physiologique et moléculaire au stress de la salinité

La survie des individus jusqu'a la taille de reproduction ou une taille exploitable
représente un des enjeux majeurs des opérations de repeuplement ou d’aquaculture.
Pour les organismes marins la salinité constitue un des facteurs clé influencant leur
métabolisme et ses fluctuations entrainent des processus énergétiquement colteux afin
de maintenir [I'équilibre iso-osmostique. Certaines espéces d’huitres sont
particulierement euryhalines et supportent facilement des variations de salinités allant
de 5 a 35 ppt (Eierman et al., 2014). La présente étude a démontré que les adultes de
Anadara tuberculosa pouvaient supporter pendant plus de 15 jours des salinités allant
de 35 & 15 ppt. A partir de 10 et 5 ppt I’AN présente des mortalités d’autant plus

importantes et rapides que la salinité est basse.

De maniére générale ces résultats sont représentatifs des tendances observées chez
d’autres especes d’arches tropicales ou subtropicales d’'importance commerciale. Par
exemple, une mortalité de 100 % a été observée chez des adultes d"’Anadara granosa
maintenus a 9.6 ppt et en dessous pendant 6 jours, elle était de plus de 50% a 12.8 ppt
tandis qu’aucun décés n'est survenu a 22,4% ou plus (Davenport et Wong, 1986). Liong
(1979) reportait des mortalités élevées quand A. granosa était maintenue entre 4 et 14
ppt. Chez Scapharca broughtonii, les mortalités commencérent sous les 20 ppt,
s’accumulérent 3 85% a 13.2 ppt a 9 jours, et 8 100% au 5™ jour d’expérimentation a

6.6 ppt (Shin et al., 2006).
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Sturmer et al., (2009) rapportérent des mortalités de plus de 80% chez A. ovalis et
Noetia ponderosa apres un double stress de salinité (>17 ppt) et la montée de la
température durant des essais de production aquacoles. La descente de salinité a 10 ppt
générait a elle seule des pertes majeures dans les élevages expérimentaux. Si |'on
considére les données écologiques de leurs milieux naturels respectifs, il apparait que
I"arche africaine A. Senilis se rencontre principalement dans la partie inférieure des
estuaires, criques et lagunes (Okera et al., 1976). A. trapezia peut également étre
observée dans les zones d'influence estuarienne d’Australie et se reproduire dans des
eaux a 22 ppt de sels, méme si elle favorisera des eaux a 30 ppt. Cette espéce peut
également s'acclimater a 12 ppt mais au détriment de sa croissance (Sullivan 1960).
D'apres |I'équipe japonaise Ting et al., (1972) A. subcrenata est présente dans des zones
ou la salinité est comprise entre 28,9 et 32,1 ppt. De méme Castagna et Chanley (1973)
suggérerent que les arches nord-américaines A . ovalis et Noetia ponderosa présentent

un optimal de salinité au-dessus de 18 ppt.

Ces travaux réalisés sur des adultes mériteraient d’étre évalués sur des stades plus
jeunes qui apres avoir grandi en condition de laboratoire seront ensemencés dans un
milieu non contrélé. Pour |’heure, des essais réalisés sur des naissains de A. tuberculosa
de 2-4mm indiquent que des mortalités apparaissent a des salinités inférieures a 25 ppt,
d’autant plus intenses au fur et a mesure que diminue la salinité (résultats non montrés).
Ces informations recoupent les observations de Sturmer et al., (2009) réalisées sur des
naissains et juvéniles de A. ovalis et N. ponderosa. |l semblerait que I'impact de la salinité
sur la survie soit d"autant plus important que les animaux sont jeunes, probablement di
a de moindres réserves de FAA ou a une mauvaise capacité a se fermer

hermétiquement.

Dans les expériences réalisées sur I'AN, il fut intéressant de constater que les animaux
les plus sensibles succombérent dés le second jour de stress a 5 ppt, tandis que les plus
résistants supporterent le stress pendant 14 jours. Cette diversité interindividuelle est
probablement liée a des différences pour un ou plusieurs facteurs : quantités de réserve
énergétique initiales différentes (Gosling E., 2015), présence d'un pathogéne qui

affaiblirait plus rapidement I'animal (Reid et al., 2003 ; Paillard C., 2016), colonisation
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par un microbiote apportant un avantage sélectif (concept d’hologénome) (Carrier et

Reitzel 2017 ; Pierce et Ward 2018), et/ou différences génétiques.

Les programmes de sélection génétique ont justement pour objectif d'améliorer un ou
plusieurs caractéres d'importances et sont d"autant plus réalisables qu’ils s"appuient sur
des productions en écloserie. Les individus produits en écloserie sont ensuite distribués
dans des milieux offrant des conditions environnementales différentes, et certains
génotypes peuvent présenter une performance phénotypique supérieure dans un
environnement spécifique (Falconer et Mackay, 1996). Si des interactions Génome-
Environement (GxE) significatives existent, il peut étre avantageux de sélectionner des
lignées ayant des performances supérieures dans des environnements particuliers. Dans
ce sens, Allen et al. (1993) ont décrit la sélection empirique d'individus ayant une
meilleure capacité osmorégulatrice chez |'huitre, par récupération in situ d'individus
survivant a des stress halins, tandis que Proestou et al., 2016 démontrérent un fort effet
GxXE sur différentes lignées d huitres sélectionnées et soumises a différentes conditions
environnementales et de pathogenes. Il serait donc plausible de réaliser des opérations
de sélection génétique afin d’augmenter progressivement la tolérance de A. tuberculosa
aux variations de salinités. D ailleurs Gaffney, (2006) soutient que le repeuplement avec
des souches d’écloserie génétiguement améliorées pourrait avoir des effets positifs sur
les populations sauvages, notamment en termes de taux de croissance et de résistance
aux maladies sans pour autant affecter dramatiquement la diversité génétique s’il est

réalisé judicieusement.

En se basant sur des études d’héritabilités de la réponse a la sélection de caracteres
productifs chez les bivalves, il a été démontré que le gain moyen par génération était de
10,6% pour la croissance et de 15,7% pour la résistance a des maladies (Hollenbeck et
Johnston, 2018) ce qui laisserait envisager un bon potentiel a la sélection pour la

tolérance aux variations de salinité.

Les programmes de types MAS peuvent permettre d’augmenter sensiblement la
rapidité d’obtention d’animaux « élites ». Les approches de types génomique et

protéomique proposées dans cette étude permirent d"approfondir les connaissances du
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systeme d’osmorégulation sans toutefois aboutir a développer un outil pratique.
Cependant, la disponibilité croissante de génomes et transcriptomes de mollusques
permet d’observer que I'expansion spécifique de certaines familles de génes liés a la
réponse immunitaire et a la réponse au stress constituerait une adaptation évolutive
lige a la survie en tant qu'organismes sessiles soumis a des conditions abiotiques
hétérogenes (Hollenbeck et Johnston, 2018). En particulier les protéines chaperones de
type Heat Shock Protein (HSP), dont le r6le est de protéger la structure des protéines
soumises a différents types de stress, sont surexprimées en réponse aux chocs
thermiques (Li et al., 2012 ; Zhang et al., 2012), a des infections virales (He et al., 2015)
a I'exposition aux polluants (Gao et al., 2007) ou aux variations de salinités (Zhao et al.,
2012). Il fut déterminé que le génome de I'huitre C.gigas ne contient pas moins de 88
genes de la protéine Hsp70, (Zhang et al., 2012). L'expansion des familles de génes HSP
dans les lignées de mollusques suggere que la variation du nombre de copies dans les
genes liés au stress peut étre un facteur important a exploiter pour la sélection
génétique. La détection d’un peptide de HSP chez A. tuberculosa soumise a des stress
osmotiques ainsi que I'importante quantité d’informations existante sur cette famille

de genes en font de bons candidats comme marqueurs MAS.

L"application des techniques de NGS afin de révéler les transcriptomes de A. tuberculosa
soumises a différentes salinités permettrait d’identifier sans équivoque les genes
candidats au MAS tout en obtenant leurs séquences. Idéalement, il pourrait étre
entrepris une double approche; une premiéere, expérimentale avec la sélection
d’animaux survivant a des stress de salinités, combinée a une approche de
transcriptomique afin d’identifier les marqueurs les plus intéressants. Ce retour a la
sélection phénotypique associé a |'étude approfondie GxE pour [obtention
d’organismes résistantaux stress abiotiques s’intégrerait dans la mouvance d’études de

« phénomique » (Singh et al., 2018).

Dans cette optique, il pourrait étre également intéressant d’évaluer les réponses au

stress halin, d"animaux dont on aurait expérimentalement augmenté le polymorphisme

des génes MAS, notamment grace a des techniques de mutagénése dirigées comme le
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CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-Cas9 récemment

appliquées chez I’huitre (Yu et al., 2019).

Développement d”une expérience pilote de production de
naissains et perspectives

La domestication d’une espéce animale correspond a la perte, |"acquisition ou le
développement de certains caracteres morphologiques, physiologiques ou
comportementaux nouveaux et héréditaires, résultant d’une interaction prolongée,
d'un contréle, voire d'une sélection délibérée de la part des communautés
humaines. (Price E.O., 1984). La grande majorité des espéces de bivalves produites
actuellement en aquaculture sont partiellement domestiquées car elles sont élevées de

maniere extensive et dépendent fortement du naissain récolté dans la nature.

Les obstacles rencontrés afin de fermer le cycle de vie d’espéces sauvages sont
nombreux ; difficultés d obtenir des animaux matures, d’induire la ponte, mortalités
massives durant les phases larvaires et la fixation, acclimatation des naissains dans le
milieux naturel et survie jusqu’a I'age adulte en tenant compte des facteurs abiotiques,
biotiques (prédateurs, maladies) et zootechniques (stress, génétique, densités...)

propres a chaque environnement et chaque espéce.

L'obtention de naissains d’A. tuberculosa dans cette étude correspond a la premiere
expérience réussie de production de cette espéce en Amérique du Sud. Les naissains
produits furent transférés aux associations d’extracteurs et dans certaines fermes de
crevettes afin d’évaluer la croissance et les survies. La grande majorité des naissains
furent ensemencés dans le SNLMT. Malheureusement il n'y eu pas de suivi exhaustif
réalisé, ni d’un point de vue génétique ni d"un point de vue zootechnique afin d"évaluer
la survie des animaux dans le temps. Le suivi de populations de bivalves ensemencées a
travers l'identification de SNP du gene mitochondrial est possible (Milbury et al., 2004;
Hare et al., 2006) bien qu’économiquement colteux. Le marquage des valves par un

marqueur physique ou chimique pourrait étre une alternative plus économique et
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directe. Dans cette logique, des évaluations de marquage avec des clips métalliques ou
différents fluorochromes furent réalisées chez |"arche A. broughtonii (Zhou et al., 2017).
Les auteurs reportérent que les clips permettaient de conserver les informations
généalogiques (numéros ou codes inscrits), mais requiérent que les animaux soient
élevés jusqu'a ce qu’ils soient suffisamment grands pour étre étiquetés (>2cm). De plus
ces marqueurs affectent négativement la survie et la croissance des animaux, et pres
d’un tiers des clips se détachent durant le premier semestre. Au contraire, le marquage
chimique des valves a |'aide de rouge alizarine ou de calcéine qui se complexent avec le
carbonate de calcium des valves n"affecte pas les animaux et reste visible un an apres le
marquage. Ce genre d’expérience devrait étre menée sur des naissains d’A. tuberculosa

afin de pouvoir réaliser un suivi effectif des populations réintroduites.

Durant cette étude, les opérations de diagnostic moléculaire réalisées sur des
reproducteurs et naissains sains et moribonds ne permirent pas de détecter de
pathogenes majeurs comme ceux référencés par I'OIE. Cependant, peu aprés ces
travaux, lors d’analyses en Equateur, des reproducteurs maintenus en captivité et
exhibant des taux de mortalité de plus de 70% furent diagnostiqués par notre équipe
comme porteurs de Perkinsus cheasapeaki (Pretell et al., 2017). Cette espece fut aussi
retrouvée dans des reproducteurs asymptomatiques sauvages de Esmeraldas, Guayas,

et El Oro (prévalence moyenne 4%).

La perkinsiose est une maladie parasitaire causée par des protozoaires du genre
Perkinsus qui infectent une grande variété de mollusques (huitres, palourdes, coquilles
Saint-Jacques, coques, moules, arches, ormeaux, etc.) du monde entier (Villalba et al.,
2004, Dang et al., 2015). Actuellement, ce genre comprend 7 espéces valides;
P.marinus, P. olseni (P. atlanticus), P.cheasapeaki (P.andrewsi), P.beihainensis,
P.honshuensis, P.mediterraneus et P.qugwadi, les deux premieres étant considérées
comme pathogénes majeurs et a déclaration obligatoire par la OIE (OIE 2018). Les
espéeces de Perkinsus affectent les hémocytes de mollusque, provoquent une anémie
hémolytique et une dégénérescence des tissus, entrainant un déséquilibre énergétique,
une perte de croissance et un possible déces ultérieur. L'augmentation de la prévalence

de P. cheasapeaki de 4% chez des reproducteurs « porteurs sains » a hauteur de 72%
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durant les mortalités massives de A. tuberculosa confirme I'intérét d’instaurer des outils
de vigilance épidémiologique. Il serait indispensable de vérifier si les mortalités furent
consécutives a P. cheasapeaki ou si I"'augmentation de la prévalence est due a une
transmission horizontale durant les mortalités. Dans tous les cas, la présence de ces
parasites est problématique. En effet, Dang et al., 2013 ont montré que la présence de
Perkinsus affecte les fonctions physiologiques d’animaux "asymptomatiques" en
réduisant leur croissance de prés de 25%. Pire encore, la présence de P. marinus a
entrainé des mortalités massives chez les huitres d'élevage et sauvages aux Etats-Unis
et a jusqu'a présent entravé les efforts de restauration et de repeuplement dans ces
zones (Smolowitz R., 2013). Il apparait dés lors primordial de poursuivre des études de
pathologies analytiques afin d"approfondir les connaissances existantes sur les relations
P. cheasapeaki — A. tuberculosa. Une premiére approche pourrait étre de réaliser des
mises en culture in vitro de ce parasite afin d’évaluer son impact par infections
expérimentales (Waki et al., 2012, Dang et al., 2015). Si la pathogénicité de ce
protozoaire était avérée, il serait envisageable de réaliser des opérations de sélection
basées sur |'augmentation de la résistance a Perkinsus sur le modele de |"huitre Nord-

Américaine (Proestou et al., 2016).

Durant cette these, d'importantes mortalités des élevages larvaires et des
reproducteurs de A. tuberculosa furent imputées a la présence de Pseudomonas sp.
CNLS1P. De nombreuses especes du genre Pseudomonas sont pathogenes
opportunistes et associées a de graves infections chez I'humain et ses animaux
domestiques (Streeter et Katouli 2016, Peix et al., 2009). Plusieurs especes de
Pseudomonas infectent séverement les élevages de poissons (Haenen 2017), les
crustacés (Ramalingam et Ramarani 2007, Soltani et al., 2010). Chez les bivalves, les
Pseudomonas détectées durant les bactérioses sont généralement associées a une
infection secondaire apres une vibriose (Prado et al., 2010 ; Travers et al., 2015) et tres
peu de travaux ont démontré le caractére strictement pathogene de Pseudomonas
envers les bivalves (Lodeiros et al., 1992 ; Molloy et al., 2013a, 2013b). Les travaux de
Molloy et al., (2013a, 2013b) démontrerent que la pathogénicité de P. fluorescens
envers plusieurs espéces de moules d’eau douce était liée aussi bien a la sécrétion

extracellulaire de métabolites toxiques qu’a une cytotoxicité par ingestion des cellules
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vivantes ou mortes.

Les résultats préliminaires présentés dans cette étude ont été complétés afin de
démontrer la virulence de la souche de Pseudomonas sp. CNLS1P isolée et ses
mécanismes d’actions. Les infections expérimentales réalisées démontrérent que
I'injection directe de CNLS1P provoquait des mortalités a hauteur de 52%, tandis que les
toxines du surnageant provoquaient 24% de pertes en 1 mois (Diringer et al., 2017). Des
analyses complémentaires par PCR permirent de confirmer la présence de génes codant
pour les toxines ExoU et ExoS et d’identifier CNLS1P comme Pseudomonas aeruginosa
tandis que les analyses par MALDI TOF TOF de |'excretome mirent en évidence un

cocktail de 5 toxines, dont 3 entomotoxines.

Apres avoir identifié et caractérisé ce pathogéne, I’enjeu majeur reposerait sur le
développement d outils de prévention et de controle de pathogénes bactériens. En ce
qui concerne la gestion de |'eau en aquaculture, principale source d’entrée des
pathogenes, les tentatives de stérilisation excessive ainsi que |'utilisation d'antibiotiques
se sont révélées insuffisantes pour éviter les épisodes de mortalité - voire
contreproductifs en raison de I'élimination de bactéries potentiellement bénéfiques et
de I'émergence de souches pathogenes multirésistantes aux antibiotiques (Kemper N.,
2008). L'utilisation de bactéries probiotiques antagonistes capables de protéger les

larves et les reproducteurs apparait comme une stratégie plus durable.

Les bactéries probiotiques peuvent bénéficier aux élevages par la production de
composés antimicrobiens, d’inhibiteurs du quorum sensing (systéme de communication
microbien basée sur les échanges de signaux moléculaires), en entrant en compétition
pour les nutriments et l'espace, mais également en améliorant I'assimilation des
aliments, en stimulant le développement du systeme digestif et du systeme immunitaire
de I’h6te (Prado et al., 2010 ; Desriac et al., 2013). Des études récentes suggérent que
certaines bactéries circulant dans I'hémolymphe des bivalves puissent jouer un role
important dans la défense immunitaire (Defer et al., 2013). La caractérisation par
métagénomique du microbiote présent dans le sang, |'estomac et les gonades d"adultes

« sains » de A. tuberculosa ont permis d’une part de déterminer que les adultes sains
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arboraient une flore microbienne diverse, et que la perte de cette diversité était
associée a des mortalités (Pretell K., 2016 ; Zapata K., 2017). D autre part, des collections
de bactéries indigénes spécifiques purent étre isolées. Les prochains travaux devront
s'attarder a sélectionner et évaluer ces bactéries comme candidates au réle de
probiotiques afin de pouvoir élire des souches capables de coloniser les larves et les

adultes de A. tuberculosa et de prévenir les maladies.

L'étude microbiologique des biofilms s’avére également aussi importante que
prometteuse afin d’améliorer la productivité des élevages larvaires. En effet, les larves
de bivalves marins peuvent choisir de se fixer ou non en réponse a des signaux liés aux
substrats (Gosling E., 2015; Helm et Bourne, 2004). Ces signaux peuvent indiquer la
présence de nourriture, d'adultes de la méme espece, de prédateurs ou d'autres
facteurs environnementaux indicateurs de la qualité du site ou se fixer. La nature et la
composition des biofilms microbiens qui se développent a la surface du substrat
semblent déterminantes et peuvent favoriser, ou inhiber la colonisation des surfaces
par les invertébrés marins (Hadfield M.G., 2011). |l apparait que la structure de la
communauté microbienne, plus que I'abondance microbienne, a la plus grande
influence sur I'induction de la colonisation du bivalve (Toupoint et al., 2012; Yang et al.,
2013; Zhao et al., 2003). Néanmoins, la composition de biofilms naturels est tres
aléatoire en raison des variations environnementales naturelles, contrairement a la
nécessité pour I'aquaculture de disposer d’une technique normalisée et efficace pour
I'induction synchrone de la fixation. Dans cette perspective, il serait intéressant
d’évaluer la capacité de certaines bactéries et microalgues isolées de biofilms naturels
de la mangrove afin d’augmenter les taux de fixation de I’AN ainsi que cela a été fait

dans des études réalisées chez d’autres bivalves (Wang et al., 2012; Yang et al., 2013).

Sur un plan plus « économique », ce projet a ouvert la voie a la production durable d’AN
en répondant a la premiéere nécessité, celle de produire du naissain. Actuellement, la
perspective d obtenir du naissain en laboratoire permet aux associations de pécheurs,
aux ONG et aux entités gouvernementales de se projeter dans le futur de cette activité
et la conservation de cette espece.

Le premier point a court terme sera d’assurer le maintien des opérations de production
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de naissains destinés aux repeuplements et aux essais aquacoles. Dans ce sens, il existe
des fonds nationaux (subventions) qui doivent permettre la poursuite de ce travail. Le
maintien des financements sur le long terme pourrait étre entretenu par le paiement de
permis de péches qui soutiennent les opérations de repeuplement comme c’est le cas
pour la péche continentale aux Etats Unis (Sayer M.D.J., 2019). Une autre alternative
étant l'instauration de quotas propres a chaque association ou le nombre d’animaux
péchés serait proportionnel au nombre d’individus ensemencés (Bell et al., 2008). I
apparait néanmoins peu probable que les extracteurs se tournent rapidement vers des
activités d’aquaculture. En effet, bien qu’intéressants, les essais de grossissement dans
des enclos, lanternes suspendues ou nasses présentés dans la littérature indiquent qu’il
faudrait de 1 a 2 ans avant de récolter des animaux de taille commercialisable. Il faut a
cela ajouter les mortalités (d’ordres biotiques et abiotiques), la complexité de |I'élevage
(surveillance pour éviter les vols, obtention de concessions légales, assimilation de
parametres zootechniques...), les difficultés de reconversion (passer d'un extracteur
dont les bénéfices s’obtiennent a court terme a un aquaculteur qui se projette dans
I"avenir), et finalement les difficultés d’investissement de base (infrastructures,
maintien du niveau de vie de la famille jusqu’a la péche des premiers animaux élevés
etc.). Pour autant que les taux de croissance et les survies de I'AN, a |'instar des autres
bivalves, puissent s’améliorer de 10-15% par génération via des programmes de
sélections génétiques (Hollenbeck et al.,, 2018), qu’il soit possible d’entreprendre des
actions de formation continue des extracteurs et d obtenir des subventions pour les
infrastructures et le maintien des populations jusqu’a la récolte, il reste un probleme de
fond essentiel a régler aussi bien pour |'aquaculture que pour le repeuplement : la

rentabilité de |"activité.

En effet, le commerce de I'AN est réputé étre irrégulier et informel, les fournisseurs et
les acheteurs partagent principalement des liens fondés sur les liens familiaux et la
confiance. De leur c6té, les consommateurs sont peu exigeants en termes de critéres de
tailles minimales, de provenance, de légalité et d'innocuité des animaux péchés. lIs se
basent principalement sur un concept plus général : I'exigence d'un produit frais et
économique (Preciado H., 2018). Il convient donc en paralléle a la production ou au

repeuplement de développer ou créer des marchés plus exigeants préts a valoriser un

71



produit de qualité et « écologique » car non déprédateur. Ce marché existe, et
correspond aux restaurants gastronomiques des grandes villes, représentés par la
Société Péruvienne de Gastronomie (Apega). L’Apega a banni depuis pres de 10 ans I’AN
de ses cartes pour des raisons de risques sanitaires et de responsabilité
environnementale. L’Apega représenterait néanmoins un marché capable d’assimiler
toutes les AN collectées au niveau national (=3 millions d’unité par an) (Preciado H.,
2018). Pour reconquérir cette niche économique susceptible d’acheter des AN jusqu’a
4 fois le prix normal, un projet pilote sera lancé fin 2019 et devrait se cristalliser autour

de 3 axes principaux.

Le premier correspond au développement d’un protocole de dépuration de I’AN afin de
réduire les risques sanitaires. La dépuration est une technique qui vise a éliminer les
microorganismes pathogénes des bivalves légeérement ou modérément contaminés. Les
animaux sont placés dans des bassins d’eau de mer propre de fagcon a ce qu’ils
reprennent leur activité normale de filtration et expulsent leurs contenus intestinaux
pendant une période comprise entre quelques heures et plusieurs jours (Lee et al.,
2010). La durée de cette technique dépend de nombreux parametres propres a chaque
espéce qui devront étre évalués. En plus des criteres microbiologiques classiques et de
I"évaluation moléculaire de la présence de gastroentérovirus (Lee et al., 2010), une
vigilance par métagénomique du microbiome de |'eau des points d’extractions et des
contenus stomacaux sera proposée afin d’identifier de possibles zones insalubres.

Le second point correspond a la tragabilité du produit, avec I'instauration de permis de
péches pour des extracteurs autorisés a la collecte d”AN de taille légale dans la zone du
SNLMT. Le projet développera une application afin d"assurer la tragabilité du lot depuis
son extraction jusqu’a sa commercialisation.

Le dernier point consistera a instaurer une dénomination d’origine contrélée de I’AN de
Tumbes. Cette reconnaissance est importante car l'appellation d'origine contrblée
implique non seulement une reconnaissance d’une origine géographique mais
également certaines caractéristiques ou qualités intrinseques au produit, en particulier
son processus de production. Il sera possible de renforcer cette singularité en exploitant
les résultats de diversité génétique obtenus dans cette étude.

Dans son ensemble, cette stratégie qui a été acceptée par |’Apega devrait améliorer la
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chaine de production de I’AN tant d"un point de vue économique, social qu’écologique
en se basant sur |'offre d"un produit de haute qualité, contrélé, tracable et orienté vers
les marchés gastronomiques formels du pays. Cette démarche devrait progressivement
permettre de changer le modéle économique historique de I’AN, d"un produit de base
surexploité a celui d’'une denrée dont la valeur ajoutée justifierait le processus de

conservation, au bénéfice de |'écosysteme et des populations qui y sont associées.

Finalement, les travaux présentés dans cette these ont montré la nécessité d’intégrer
les biotechnologies moléculaires modernes aux biotechnologies classiques afin d offrir
un modele, pour les futures stratégies de production et de repeuplement des stocks,
extrapolable a d"autres espéces vulnérables. La pérennité de tels projets nécessitera la
création de collaborations entre les populations natives, les institutions
gouvernementales, les groupes environnementaux, le secteur privé de l'aquaculture et

la communauté scientifique.
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RESUME

L “extraction de I"arche noire (AN) Anadara tuberculosa est une des activités de péche
artisanale ancestrales des mangroves de la cote ouest d’Amérique Latine et son
commerce soutient I'économie de milliers de familles. La conservation de ce bivalve
emblématique des mangroves est menacée par la surexploitation des populations
naturelles. Les mesures classiques de préservation de |'espéce se sont révélées
inefficaces pour enrayer le déclin des populations.

Ce travail de thése propose la production de naissains en conditions artificielles
d’écloserie, au Pérou, a des fins de repeuplement a l'issue d’un processus de «
domestication » de ce bivalve sauvage. Nous avons

. analysé la structure génétique des populations d’AN Sud-américaines
. evalue |'effet de différentes salinités sur la réponse physiologique de I’AN
. établi une stratégie de production de naissains SPF (Specific Pathogen Free), a

partir de reproducteurs caractérisés génétiquement et provenant du Sanctuaire National
des Mangroves de Tumbes.

Ce travail constitue un modeéle pour les futures stratégies de production et de
repeuplement des stocks d autres especes vulnérables.

MOTS CLES

Anadara tuberculosa, repeuplement, aquaculture, biotechnologies

ABSTRACT

The extraction of the Black Ark (BA) Anadara tuberculosa is one of the ancestral artisanal
fishing activities of Latin America West Coast mangroves and its trade supports the
economy of thousands of families. The conservation of this emblematic bivalve of
mangroves is threatened by the overexploitation of natural populations. Conventional
conservation measures have proved to be ineffective in halting the decline of populations.
This thesis work proposes spats production in artificial conditions of hatchery, in Peru, in
order to restock after a process of "domestication" of this wild bivalve. We have:

e analyzed the genetic structure of some South American BA populations

e evaluated the effect of different salinities on the physiological response of the BA

e produced in hatchery specific pathogen free (SPF) spats from genetically

characterized broodstocks of the National Sanctuary of Mangroves of Tumbes.

This work is a model for future strategies for the production and restocking of stocks of
other vulnerable species.

KEYWORDS

Anadara tuberculosa, restocking, aquaculture, biotechnology
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