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Introduction 
 

1.1. Copepods fit the world 

Copepods are small aquatic animals. Their name comes from the ancient Greek 

“kôpê-podos”, literally “handle of foot”, meaning ream-shaped foot; and was 

introduced by the French zoologist Henri Milne Ewards in 1840 (WoRMS 2019a; 

Milne Edwards 1840). The name Copepoda constitutes a subclass of Crustacean and 

belongs to the Arthropoda phylum (figure 1).  

 The divergence between copepods and other arthropod taxa is estimated 

molecularly between 395 and 495 million years ago (Mya) (Eyun 2017; Sanders and 

Lee 2010). Copepods fossils are scarce and little diversified (few orders are represented 

by fossils) (Huys et al. 2016), the oldest and not ambiguous fossils date from the late 

Carboniferous age (around 300 Mya) (Selden et al. 2010), but some copepodologists 

declared they found a copepod-like mandible fossil from Cambrian (more than 

500 Mya) (Harvey and Pedder 2013). Copepoda is sister-phylum of Thecostraca (e.g. 

barnacle), and Eumalacostraca (e.g. crabs, shrimp), and together forms the 

Multicrustacea superclass (Eyun 2017; Regier et al. 2010) (figure 2). 

To date, eight orders are recognised using taxonomic and molecular data, but 

there is no consensus among copepodologists, and three other orders can be 

mentioned in the literature. Among the eight orders, four gather 99% of known 

families: Calanoida, Harpacticoida, Siphonostomatoida and Cyclopoida (which 

includes the former Poecilostomatoida order). The Copepoda subclass is divided into 

two superorders by the German zoologist Wilhelm Giesbrecht: Gymnoplea (Calanoida 

order) and Podoplea that includes the seven other orders (see Morphology/Anatomy 

section). Copepods contain more than 14,000 species (WoRMS, 2019), dozens of new 

species are described each year, and more than 20,000 are expected after discoveries 

from the future marine sediment explorations. This high species diversity leads to an 

explosion of forms and sizes occupying various ecological niches.  

The copepods living in or near the sediments belong to the benthos, from the 

ancient Greek “bathos’’ meaning depth. Benthic copepods are at the origin of their 

present diversity: they probably started to colonise the water column between 400 Mya 

and 450 Mya, and the pelagic waters between 250 Mya and 300 Mya. (Bradford-Grieve 

2004; Selden et al. 2010).   
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The pelagic copepods belong to the broader concept of zooplankton, coming from the 

ancient Greek “zoion - plagktos” meaning animal and wandering, respectively. The 

German physiologist Victor Hensen was the first to give this name to describe the small 

marine animals that could not swim against the current. However, planktonic 

copepods can migrate vertically. One-third of the known copepod species are parasites 

with a broad host spectrum including sponges, mammals, reptiles and fishes (Selden 

et al. 2010). 

Copepods are described as the most abundant animals on Earth, followed by 

Insects and Nematodes (Humes 1994), and are estimated to probably outnumber all 

other combined metazoans. Dr Geoff Boxshall and Dr Rony Huys estimated that, with 

the presumption of a unique copepod per litre of ocean water, more than 1.347x1021 

copepods are present on Earth. This abundance is also illustrated by the presence of 

copepods in all aquatic environments, salinity ranges, temperature regimes, a wide 

range of pH and a broad latitude spectrum: from freshwater to hypersaline seawaters, 

from sub-zero glacier to hot water-spring, from deep-sea trenches (down to -10 km) to 

mountain (up to +5km) (Kiørboe 2011; Selden et al. 2010; Huys and Boxshall 1991). 

Some copepods were also observed in other atypical environments like abandoned 

tyres, pineapples, bromeliads, puddles, trees mosses and holes and water tanks (Huys 

and Boxshall 1991). Anecdotally, the presence of this crustacean in drinkable waters 

was a big issue in New York Jewish (crustaceans are not kosher) and vegetarian 

communities (BBC News 2004). Copepods have adapted their reproduction, feeding 

and laying eggs strategies to all these environments which explain their cosmopolitan 

distribution. 

The majority of the copepods has a size between 500μm and 5mm. To date, the 

smallest known copepods measure a few micrometres and are fish gill parasites of the 

smallest vertebrate, Paedocypris progenetica; and the largest known copepods 

(Pennella sp.) are up to 50cm with egg sacs, and are baleen whales 

(Balaenoptera musculus) parasites (Selden et al. 2010). Copepods are also described, 

related to their size, as the world’s strongest and fastest animals. Indeed, copepods are 

ten to thirty times strongest than any other measured metazoan, and can move up to 

half a meter (around 500 times their body length) in less than one second (Kiørboe et 

al., 2010; Technical University of Denmark, 2010).   



FIG. 3: Copepods are the foundation of aquatic metazoan life, and 
essential to marine biogeochemical cycles.  

 

 

 

FIG. 4: First drawing of Oithona nana (from Giesbrecht, 1892).  
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Some copepods can also be human disease vectors. Some freshwater cyclops carry the 

Guinea worm larva (Dracuncula medinensis), the causative agent of the debilitating 

disease dracunculiasis (Huys and Boxshall 1991). The abundant copepods 

Eurytemora affinis and Acartia tonsa are also known to carry the Vibrio cholerae 

bacteria, responsible for cholera (Rawlings, Ruiz, and Colwell 2007). 

 
1.2. Copepods feed the world 

 

Copepods represent the majority of the zooplankton: in pelagic zones, up to 88% 

in terms of biomass, and up to 99% in terms of numerical density (Thompson, Dinofrio, 

and Alder 2013). They consume microorganisms, phytoplankton and small 

zooplankton, and are eaten by the fish larva of species mostly consumed by humans 

(cod, salmon and anchovies). The disappearance or sudden decline in copepod 

abundance may have a severe economic impact for Northern countries and a health 

impact for countries where fish is the primary source of protein. In the North Sea, since 

the mid- ’80s, an increase in water temperature was observed (Beaugrand et al. 2003). 

This temperature increase led to a migration to the colder Northern waters of the 

copepod Calanus finmarchicus, the most consumed by cod larvae, which is gradually 

replaced by Calanus helgolandicus. This latter having a different reproductive 

phenology, the species replacement resulted in a fall in cod larval recruitment, and 

thus, a fall in coastal fish biomass (Beaugrand et al. 2003). 

Copepods are the most significant marine carbon sink and active transports of 

nitrogen and phosphorous into the deep oceans through two phenomena (figure 3). (i) 

By respiration and excretion, especially for species that migrate to 200 meters depth 

and below (Kobari et al. 2008). In the cold marine environment, several calanoids 

species at the last juvenile or adult stages accumulate lipid resources in oil sacs, migrate 

in deep waters and enter in diapause, a hibernation-like period of several months 

where the individuals stop their development (growth and sexual differentiation) and 

reduce their physiological activities to the minimum (Baumgartner and Tarrant 2017). 

(ii) By the “marine snow”, which comprises decaying bodies and faecal pellets 

sedimentation (Boyd et al. 2019). In North Atlantic, along the year, copepods 

constitute 10% to 25% of the biological carbon pump (Jónasdóttir et al. 2015).  

  



 

FIG. 5: The simplified life cycle of free-living cyclopoid (Sugier et al., 
2019). 

 

   

FIG. 6: Developmental stage of free-living Cyclopoida: nauplii (larva) N1 
to N6 and copepodids (juvenile) C1 to C5 (from Dussart and Defaye, 2001). 
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With actual climate changes, a dormancy period reduction was observed which have a 

significant impact on biogeochemical cycles, particularly the carbon one (Baumgartner 

and Tarrant 2017). 

Through these same processes, copepods are also essential for the life of marine 

bacteria: free-living bacteria can feed on copepod carcasses and faecal pellets, while 

other communities live on the surface or in the gut of the copepods (Tang 2005; 

Shoemaker, Locey, and Lennon 2017). Community differences are observed between 

bacteria attached to copepods and free-living, but exchanges exist (De Corte et al. 

2014). Thus, copepods provide organic substances and/or are the hosts of 

bacterioplankton.  

Copepods are also used by humans for fish farming but also as a source of fatty 

acid oil for cosmetics and food (Pedersen, Vang, and Olsen 2014); some Asian and 

Scandinavian populations directly consume copepods they harvest (e.g. in Laos in 

Kottelat 2007 study). Like insects, copepods may become a source of protein and fatty 

acid to respond to the decline of fish stocks and the ecological problems induced by 

conventional farming. 

Copepods are also used as pest and diseases controllers. Mesocyclops aspericornis 

is described as the most effective species in Polynesia, Australia and parts of Asia to kill 

Aedes aegypt, the vector of the Dengue haemorrhagic fever. Each individual may kill 

up to 40 Aedes larva by day (Brown, Kay, and Hendrikz 1991). Mesocyclops was 

introduced in some water tanks of villages in Vietnam touched by the dengue. One year 

after the introduction of the copepod, A. aegypt disappeared (Marten 2001). 

1.3. Oithona: Virgin of the wave 
 

The Oithona genus was described for the first time by the Scottish zoologist 

William Baird in 1843 in the journal ‘The Zoologist’ (Baird 1843; WoRMS 2019b). 

He was investigating “insects” responsible for the luminescence of the sea and making 

the first Oithona descriptions by observing O. plumifera and O. splendens (Zamora 

Terol 2013; Baird 1843). The genus name comes from the James Macpherson book 

“The Poems of Ossian”, and is composed of “oi-thóna”, meaning respectively virgin 

and wave in Gaelic (Zamora Terol 2013). To date, 48 species of Oithona are listed 



(WoRMS 2019b), including O. nana Giesbrecht 1892 (figure 4), O. frigida, Giesbrecht 

1902, O. atlantica Farran 1908 and O. davisae Ferrari and Orsi 1984.  

 

FIG. 7: Drawing of the ventral view a cyclopoid copepod (from Dussart 
and Defaye, 2001). Legend abbreviation on page 8. 

 

 

FIG. 8: Difference of morphological structure between the two 
copepod super-orders, Gymnoplea and Podoplea (after Dussart and Defaye, 
2001).  
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Until the end of the XXth century, the conventional net used for sampling zooplankton 

had a 200µm mesh (Gallienne and Robins 2001). Because of the use of large-mesh 

nets, the small zooplankton was underestimated. Without this sampling bias, Oithona 

genus is described as the most abundant marine copepod (Gallienne and Robins 2001), 

and present in all marine environments (Nishida 1985). Because of this high 

abundance and cosmopolitan biogeography, Oithona is one of the key genera for 

marine ecology. 

The life cycle of copepods is divided into two phases (figure 5). The first larval 

phase, called nauplius, is composed of six stages (from NI to NVI) (figure 6). During 

this phase, the larvae will acquire new appendages by an alternation of molten and 

growth steps. This allows reaching a second phase (juvenile) called copepodite. This 

phase is also composed of six stages (CI to CVI) during which the juveniles, by molten 

and growth steps alternation, will increase their size, develop their segments and 

undergo a sexual maturation (figure 6). The definitive adult form is called 

copepodite VI. 

In adults, despite the multitude of species occupying various ecological niches, 

a vast majority of ovoid forms are observed; except for host-specialised parasitic 

species. The number or shape of appendages is characteristic of the species and the sex 

of the individuals. To identify the different Oithona species, the morphological 

descriptions of Nishida (1985) and Rose (1933) are currently used. At the anatomical 

level, the descriptions of Huys and Boxshall (1991), Dussart and Defaye (2001) and 

Mironova and Pasternak (2017) are currently used.  

The free-living adult body is divided into two parts: the prosome (the head and 

the thorax) and the urosome (the abdomen) (figure 7). These elements are composed 

of segments of different sizes, not overlapping, and more or less fused according to the 

species. On the segments of the prosome are observed various appendages (antennas, 

antennules, mandibles, maxilla, maxillipeds, swimming legs) that have sensory, 

movement, grip or food capture role (figure 7). Depending on the ecological niche and 

the feeding behaviour, the appendixes can have differences in the number of segments, 

spine and setae (Huys and Boxshall 1991). The genital orifices are located on the first 

segment of the abdomen and the anal orifice on the last segments. From morphological 

observations, Wilhelm Giesbrecht established two super-orders: Gymnoplea (“gymno-

“ meaning naked) because the urosome is lacking appendixes, contrary to  



FIG. 9: Cyclopoida copepods mating. (from 호프콤파니, 2014). The male 

(smallest individual) uses antennas to grip the 4th female pair of legs and transferred 
it spermatophores with its modified P5. 

 

 

 

 

FIG. 10: Cyclopoida copepod escaping from a disturbance (from 
Strickler and Balázsi, 2007). Numbers represent time in milliseconds. Scale bar = 1cm. 
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Podoplea (“pod-” meaning foot) where the fifth leg pair (P5) is located on the first 

urosome segment (figure 8). 

In the majority of free-living copepods, some of these appendixes have gender-

dependent characteristics. The male antennas gain geniculations that allow it to grip 

the female P4 during mating (figure 9). In males, the P5 is also modified to permit the 

transfer of the spermatophore to the genital orifice of the captured female. To date, 

none cyclomorphosis was observed in copepods. All copepods possess a sexual 

reproduction between two individuals of the opposite sex (male and female), except in 

some harpacticoid species with a parthenogenesis capacity. The quasi-motionless 

Oithona female is detected by males thanks to the trail created after motion (figure 10). 

At the copepod scale, water has a high viscosity, and so a wake is visible following the 

copepod movement (Strickler and Balázsi 2007). Moreover, Oithona females can be 

detected by their pheromone that has not yet been chemically identified. These 

pheromones are detected by a specialised organ: the aesthetasc (figure 11). Generally, 

males have two aesthetascs by urosome segments (Huys and Boxshall 1991). When the 

female is detected, the male tries to capture it. The pursuit can end by the escape of the 

female, or its capture. During the mating, the male clings, using its articulated 

antennae, and transfers its two spermatophores into the seminal orifices by using its 

P5 (figure 12). The sperm is stored in the spermathecae that allow fertilisation of the 

female’s eggs. With a single mating, the female can fertilise all the eggs produced in its 

lifespan; for this reason, the male has a preference for ‘virgin’ females (Heuschele and 

Kiørboe 2012). The eggs are carried in bags by the female until they hatch (figures 5 & 

6). 

Oithona is described as an ambush feeder, more precisely as a small active 

ambush feeder (Benedetti, Gasparini, and Ayata 2015), meaning that it uses a sit-and-

wait strategy. The long antennae pairs (length depending on the species) have a sensory 

function due to their large number of setae (Strickler and Bal 1973). This permits to 

detect prey movements (hydromechanical perception), to jump on it and to capture it 

using its mouth appendixes in a few milliseconds (figure 13). This successful strategy 

limits the predation risk by remaining motionless, especially for the Oithona females 

with eggs. Moreover, the antennae can help during a powerful escape jump (Borazjani 

et al. 2010), and it is one of the main argument to the ecological success of copepods 

(Kiørboe et al. 2010).  



 

FIG. 11: Copepod chemosensor organ (aesthetasc) by electron 
microscope (Huys and Boxshall 1991) 

 

FIG. 12: Ventral view of an Oithona female genital somite after one 
mating by electron microscope (Huys and Boxshall 1991). 

 

 
            FIG. 13: Oithona ambush-feeder strategy (from Kiørboe et al., 2009). Each 
frame is separated by 0.05ms.  
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Because of its cosmopolitan distribution, ecological success, hyper abundance, 

essential role in marine trophic web and biogeochemical cycles and the absence of 

molecular information, we chose the Oithona genus as a potential model for small 

zooplankton. Oithona nana seems to be present in most of the coastal waters (Razouls 

et al. 2019; Nishida 1985), notably in the polluted ones and possesses a small genome. 

For all these reasons, I used Oithona as the model organism of my thesis. 

 
1.4. Thesis aim 

 

This thesis aims to fill the gaps between the behaviour ecology and biology of 

the copepod Oithona nana using anatomical analysis and molecular data. In the first 

chapter, I analysed the structure of the digestive and reproductive system. This study 

revealed their chitin constitution and confirmed the copepod importance in the marine 

“biological carbon pump”. In the second chapter, I highlighted the explosion of a gene 

family, called LNR domain-containing protein-coding genes (LDPGs), and highlighted 

their importance in an evolutionary point of view using Tara Oceans metagenomic 

data. The third chapter confirms, at a molecularly level, the difference between the 

male behaviour compared to the other developmental stages. The transcriptomes of 

the five O. nana developmental stages were built, and the genes specific to each phase 

were identified. Using expression and protein-protein interaction analysis, I have tried 

to characterise the functional role of LDPGs. They were likely to play a role in 

modulating the auto-proteolysis and neurogenesis in male and thus they may 

participate to the sacrificial behaviour of the male during search mating-partner, which 

seems to be the first case in iteroparous animals. The last chapter proves the link 

between population-scale allele-specific expression (ASE) and natural selection in 

O. similis population from the Arctic Seas. In these populations, genes involved in the 

nervous system also appeared to be under population-scale evolution processes.  
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Chapter 1:  
 
 

Oithona as you never saw it 
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Initially, I wanted to test by silencing the function of some gene candidates. I 

hypothesised a role of these genes in the development of the male and its reproductive 

system. I needed the wild type O. nana anatomy as a control to compare and identify 

the gene-candidate role. This microscopy analysis was done because of the lack of 

precise images of the Oithona morphology/anatomy in the literature.  

The developed protocol made it possible by fluorescence labelling of the chitinous 

structures. The fact that the digestive and reproductive systems were entirely covered 

by chitin was unexpected. Also, an undescribed chitinous structure in the last segment 

of the legs was detected in some individuals. 

In this study, my role was to apply the protocol developed by Vacherie B. and 

Madoui M-A on Oithona individuals, to make microscopic observations and to take the 

pictures. I also had to analyse the pictures, write the article and make the figures, with 

the help of my co-authors. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Article source 

Sugier, Kevin, Benoit Vacherie, Astrid Cornils, Patrick Wincker, Jean-Louis 

Jamet, and Mohammed-Amin Madoui. 2018. ‘Chitin Distribution in the Oithona 

Digestive and Reproductive Systems Revealed by Fluorescence Microscopy’. PeerJ 6 

(May): e4685. https://doi.org/10.7717/peerj.4685. 

A French abstract is available in appendix 1 (page 152)  

https://doi.org/10.7717/peerj.4685
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Chapter 2:  
 
 

The Oithona nana genome shows an 
explosion of LNR domain targeted by natural 

selection 
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We wanted to construct the genome of three small zooplanktons living in 

different temperature ranges; and to determine their biogeography, their population 

genetic structure and also to identify loci under selection using the Tara Oceans 

metagenomics data. We chose the cosmopolitan copepod genus: Oithona. Because of 

the small amount of DNA by individuals, and the large genome size of some species 

(more than five gigabases), we focused further only on the Oithona nana genome. 

This study provided the first genome of a Cyclopoid copepod; and the third 

genome of copepods. I performed comparative genomic analyses and observed the 

structural differences between Cylopoids, Calanoids and Harpacticoids. Comparative 

analysis at a functional level showed the explosion of Lin-12 Notch Repeat (LNR) 

protein domain in the O. nana deduced proteome. Using the metagenomic data of the 

Tara Oceans expeditions, the O. nana genetic structure in the Mediterranean Sea was 

established, and genes under selection were detected. One of the genes, possessing only 

LNR domains, was detected under selection and was expressed only in males. 

In this study, my role was to perform the comparative genomic analysis. I also 

had to write the material and method of my analysis and make the first figure and the 

first appendix table, with the help of my co-authors. 

 

 

 

 

 

 

Article source 

Madoui, Mohammed-Amin, Julie Poulain, Kevin Sugier, Marc Wessner, 
Benjamin Noel, Leo Berline, Karine Labadie, et al. 2017. ‘New Insights into Global 
Biogeography, Population Structure and Natural Selection from the Genome of the 
Epipelagic Copepod Oithona’. Molecular Ecology 26 (17): 4467–82. 
https://doi.org/10.1111/mec.14214. 

A French abstract is available in appendix 2 (page 153)  

https://doi.org/10.1111/mec.14214
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DiscoSNP ++ is a bioinformatics tool that was designed to detect SNP and indels 

directly from raw Illumina reads and without reference. By using this tool on Tara 

metagenomic data, this study provides a database of several million variants detected 

in the Atlantic Ocean and the Mediterranean Sea. Now, it is sufficient to align only the 

identified variants on reference genomes, without realigning all the Tara data. To test 

the method, the alignment was performed on the genome of Oithona nana.  

Twenty-six functionally-annotated genes were detected under selection, whose 

five were LDPGs: three were LNR-only genes (whose one was detected in the previous 

study), one was associated with a Kelch domain, and the last one was associated with 

a metalloprotease domain. 

In this study, I performed functional analyses of loci detected under selection. I 

also had to write the material and method of my analysis and make a supplementary 

table, with the help of my co-authors. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Article source 

Arif, Majda, Jérémy Gauthier, Kevin Sugier, Daniele Iudicone, Olivier Jaillon, 
Patrick Wincker, Pierre Peterlongo, and Mohammed‐Amin Mohammed-Amin 
Mohammed‐Amin Madoui. 2019. ‘Discovering Millions of Plankton Genomic Markers 
from the Atlantic Ocean and the Mediterranean Sea’. Molecular Ecology Resources 19 
(2): 0–3. https://doi.org/10.1111/1755-0998.12985. 

A French abstract is available in appendix 5 (page 156)  

https://doi.org/10.1111/1755-0998.12985
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Chapter 3:  
 
 

LDPGs are involved in auto-proteolysis and 
neurogenesis modulation in O. nana males 
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This study was done to try to answer to two problematics: (i) can we explain the 

strongly biased sex-ratio (9:1) toward females in the Little Bay of Toulon at the 

molecular level? And (ii) can we identify developmental stage-specific genes and can 

we infer a function to these genes? To address these questions, we performed a 

differential expression (DE) and protein-protein interaction (PPI) analyses. 

The DE analysis showed a large number of male-specific up-regulated genes 

(445), with enrichment in LDPGs, proteolysis genes and genes participating in 

neurogenesis and nervous system functioning. The PPI analysis detected the formation 

of LDP complexes and interactions with proteases, ECM and neurogenesis-related 

proteins. All these results seem to show, at the transcriptomic scale, a sacrificial 

behaviour in O. nana males. 

In this study, my role was to do the analysis (sex-ratio, DE, functional annotation, 

phylogenetic, PPI), to write the article and make the figures, with the help of my co-

authors. I was also widely involved in the wet lab works: I collected samples in the 

Toulon Little Bay, I performed the mRNA extraction and quality analyses of the O. 

nana egg sacs, I sorted more than 1,000 O. nana male individuals for the PPI, and I 

applied the Yeast two-hybrid protocol, developed by Alberti A. and her team, on two 

LDPG candidates. 

 

 

 

 

Article source 

Kevin Sugier, Romuald Laso-Jadart, Soheib Kerbache, Jos Kafer, Majda Arif, 
Laurie Bertrand, Karine Labadie, Nathalie Martins, Celine Orvain, Emmanuelle Petit, 
Julie Poulain, Patrick Wincker, Jean-Louis Jamet, Adriana Alberti, and Mohammed-
Amin Madoui. 2019. ‘Proteolysis and neurogenesis modulated by LNR domain 
proteins explosion support male differentiation in the crustacean Oithona nana. 
BioRxiv, Octobre, 818179 

 

A French abstract is available in appendix 7 (page 159)  
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Chapter 4: 
 
 

Nervous system specific genes are targeted by 
population-scale ASE and natural selection in 

Arctic O. similis population 
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This study tries to establish a link between population-scale allele-specific 

expression (ASE) and natural selection. To test this hypothesis, we used Tara Oceans 

metagenomic and metatranscriptomic data and also the Oithona similis 

transcriptomes data. 

This investigation provides the first analysis of ASE at a population level. The 

analysis of seven populations of the copepod O. similis showed a significant amount of 

genes targeted by both population-scale ASE and natural selection. Among these genes, 

eight were involved in the nervous system (glutamate metabolism, glycine and/or 

GABA receptors, visual perception). As a GABA receptor was also found under 

selection in O. nana in the Mediterranean Sea in the previous studies of the laboratory 

(Madoui et al. 2017; Arif et al. 2019), these new results are coherent and highlight the 

Oithona nervous system as a main target of the natural selection. 

In this study, I performed all the wet lab work except for the Tara Oceans data. I 

collected the samples in the large Toulon Bay, I sorted the of O. similis individuals at 

differential development states, and I performed the mRNA extraction and quality 

analyses.  

 

 

 

 

Article source 

Laso-Jadart, Romuald, Kevin Sugier, Emmanuelle Petit, Karine Labadie, Pierre 
Peterlongo, Christophe Ambroise, Patrick Wincker, Jean-Louis Jamet, and 
Mohammed-Amin Madoui. 2019. “Linking Allele-Specific Expression And Natural 
Selection In Wild Populations”. BioRxiv, April, 599076. 
https://doi.org/10.1101/599076. 

Laso-Jadart R., Sugier K., Petit E., Labadie K., Peterlongo P., Ambroise C., 

Wincker P., Jamet J.-L. and Madoui M.-A., “Linking Allele-Specific Expression And 

Natural Selection In Wild Populations”, Ecology and Evolution, 2020 

 

A French abstract is available in appendix 11 (page 164)  

https://doi.org/10.1101/599076
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Discussion 
 

The purpose of this thesis was to better understand, from a molecular and 

anatomical point of view, the biology of the cosmopolitan and abundant Oithona genus 

to better explain its ecological success and behaviour and to finally propose it as a 

model for the study of small zooplankton. For this, we analysed its anatomy (chapter 

1) and constructed the genome of Otihona nana (chapter 2). From the Tara data, we 

carried out a population genomic analysis and identified the loci under selection 

(chapter 2), identified an explosion of the LNR domain proteins in Oithona (chapter 2), 

constructed transcriptomes at different development stages, and identified genes 

specific to each stage (chapter 3), inferred the role of LDPGs in males, in particular, in 

its sacrificial behaviour to find a reproductive partner (chapter 3). Moreover, we 

observed a link between population-scale ASE and natural selection and highlighted 

the importance of the nervous system and neurotransmitters in the evolution of 

O. similis Arctic populations (Chapter 4). In this last part of my thesis manuscript, I 

will synthesise the results, but also highlight some of the failures as well as the 

experiences that we wish to perform in the near future. 

 

Oithona molecular data 

To build Illumina libraries, the amount of DNA extracted from a single O. nana 

individual was not sufficient (<5ng) and it was necessary to pool several individuals 

(more than 2,000) to finally build its genome. Therefore, the genome assembly we 

proposed is a mosaic of individuals from the same population of the Little Bay of 

Toulon. The annotated genome has a size of 85 Mb and is about 90% complete, with 

more than 15,000 genes. It is the first available genome for the Oithona genus, but also 

the first for the Cyclopoida order. 

On the other hand, the extraction of mRNA from a single environmental 

individual retrieves enough mRNA for Illumina libraries construction. Through my 

thesis, transcriptomes from individuals at different stages of development (egg, larva, 

juvenile, adults male and female) are now also available. Since the genes specific of 

different stages were identified, it is now possible to use these genes to perform 

molecular monitoring of the population dynamic and thus to estimate the proportion 



of O. nana individuals at each different stage in environmental samples. Moreover, as 

O. nana is known to be particularly robust and present in polluted waters (Richard and 

Jamet 2001); this species can be a biomarker of the poor quality of the environment 

when its population increases to the detriment of other species. 

Our initial purpose was also to build the genome of O. similis and O. atlantica and 

make a comparative genomic analysis between Oithona from different ecosystems 

(coastal, cold and tropical waters). However, the O. similis genome is much larger than 

expected: between three and five gigabases, against 85Mb for O. nana. During the first 

DNA extraction tests performed on eggs, O. nana genomic DNA was extracted, but the 

genome construction was not possible because of egg genome size (>1Gb based on k-

mer spectrum analysis). This genome size difference between O. nana germinal and 

somatic cells has already been observed in other cyclopoid copepods like freshwater 

Cyclops and can be explained by a phenomenon called chromatin reduction (Grishanin 

2014). An O. similis genome draft assembly was built, according to its size (>3Gb), it 

seems to have lost or not acquired the chromatin reduction ability. The first analysis of 

this draft showed a dramatic incompleteness (less than 50%) and a high fragmentation 

which make it unusable for gene prediction. 

However, as for O. nana, I constructed O. similis transcriptomes at different 

developmental stages. Unfortunately, I could not isolate female carrying egg bags from 

the Toulon Large Bay. Given our analyses, we can even say that I could not isolate 

female O. similis. This is problematic because it is the most accessible stage to identify. 

On six individuals I isolated for mRNA extraction and identified as O. similis female, 

none were bona fide O. similis (based on posterior molecular analysis of the 

transcriptomes, see Appendix 12). This can be explained by one of these two reasons: 

either I am a terrible taxonomist having misidentified the species-specific characters, 

or the criteria to designate O. similis correspond to several species at the molecular 

level with very few differences at the phenotypic level (binocular lens). To answer this 

question, I should ask other taxonomists to identify female O. similis individuals, and 

then I could build a reliable female transcriptome. 

From the Tara metagenomic data and the available copepods 28S data, we were 

able to confirm molecularly the presence of the genus Oithona in all Tara Oceans 

expedition sampling stations (Appendix 4). We only observed O; nana in coastal 

sampling stations from the Northern Mediterranean Sea. While we observed O. similis 
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in several sampling stations located in the cold waters of the Atlantic, Pacific, Arctic 

and Antarctic oceans. In tropical waters, we observed either O. atlantica, O. plumifera 

or O. frigida that we have grouped in a single operational taxonomic unit (OTU) 

because of their molecular similarity (>98% average nucleic identify on the variable 

part of the 28S). Other unknown species of Oithona were detected but remain 

undefined because of lack of molecular data. For this reason, a molecular markers atlas 

obtained from individuals well identified by taxonomists must be constructed. 

 

Characterisation of LDPGs structure and function 

By performing a comparative analysis with other available copepod genomes, we 

observed an explosion of the Lin-12 Notch Repeat (LNR) domain in the O. nana 

deduced proteome (Appendix 8). It seems that this explosion is also visible in O. similis 

transcriptomes, with less amplitude (about twenty LDPGs, data not shown). Since the 

genome is incomplete, we were not able to do an exhaustive analysis, and so I will not 

discuss this point further. 

However, in the O. nana LDPGs, we observed a large diversity of structures with 

new domain associations not described in the literature, and a strong evolution of the 

sequences coding the domain. In the Mediterranean Sea, 7% of LDPGs are under 

selection in the O. nana populations, including three single-nucleotide mutations 

within LNR domains. We also observed 24% of the 75 LDPGs over-expressed in 

O. nana males from the Toulon Little Bay. However, in the literature, only three 

proteins possessing an LNR domain are described: Notch, from which it takes its name, 

Stealth protein and Pappalysin. 

Notch protein contains three LNR domains in tandem, playing a role in cleavage 

site protection in the ‘normal’ configuration and so negatively regulates the Notch 

pathway (Sanchez-Irizarry et al. 2004). Stealth protein is present in some eukaryotes 

and few prokaryotes (Sperisen et al. 2005). The protein seems to play a role in the 

innate immune system, but the role of its LNR domain is still unknown. Pappalysin 

(Pappa) contains three LNR domains: two in N-terminal, and one in C-terminal 

(Monget and Oxvig 2016). By mean of this LNR, Pappa can form a homodimer, and 

then activate its metallopeptidase domain. In humans, Pappa can cleave IGFPB 4 and 

5 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein), to positively regulate the amount of 



free insulin-like growth factor (IGF) (Monget and Oxvig 2016). In some crustaceans, 

IAG (Insulin-like Androgenic Gland) is the hormone responsible for differentiation 

into male and is regulated by an IGFBP (Rosen et al. 2013; Ventura and Sagi 2012). 

Our goal at the beginning of my thesis was to find an IAG in O. nana proteome and to 

characterise the LDPs by detecting their protein partners by PPI with the a priori that 

one of the LDPs carrying a protease domain could interact with O. nana IGF. Initially, 

I also planned to identify the genes that are co-expressed using the WCGNA method, 

to determine the LDPGs functions through gene-silencing technics and to build the 

evolutionary tree of all the O nana LNR domains by phylogeny. 

The Yeast two-hybrid (Y2H) experiment set up (Appendix 10), the false-positive 

verifications and the interpretation were laborious, but we finally obtained robust 

results (chapter 3). We detected the formation of LDP-containing protein complexes 

as well as interactions with proteases, extracellular matrix (ECM) proteins and proteins 

known to be involved in neurogenesis. 

After a complete analysis of the genes co-expression by the WGCNA tool, we 

obtained 179 modules comprising at least 15 genes. Among them, 33 were significantly 

associated to a developmental stage, from which eleven were specific to males. One of 

these male modules, called M3, is composed of 443 genes and is enriched in LDPGs, 

under selection genes, and trypsin. Another, called M1, was composed of 1,199 genes 

that were enriched in neuroactive receptors and ion transporters. I searched for 

regulatory sequences in the upstream regions of the M3 module genes and found a 

conserved sequence of nine nucleotides, possibly regulating nine genes including one 

LDPG and a protease inhibitor; but no transcription factor associated with this 

sequence has been found in the Insect transcription factor binding profile databases 

(Khan et al. 2018). This analysis was not discussed in chapter 3 but will probably be 

resumed. 

For the gene silencing set up, we started from a protocol developed for the 

harpacticoid Tigriopus californicus (Barreto, Schoville, and Burton 2015), a copepod 

model for ecotoxicology studies, and we adapted it for O. nana. According to the 

protocol, we used the electroporation method to insert the dsRNA. Due to both our 

technical inability to keep an O. nana culture for more than two weeks and the distance 

between the sampling area and the Evry laboratory, we had intense difficulties 

developing a proper protocol. We also had a lot of loss during each electrical pulse. In 
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the best experimentations, we observed more than one-third of the living individuals 

after the ten-pulse sequence and two dead individuals whose labelled dsRNA 

penetrated the chitinous exoskeleton, but we did not manage to get living individuals 

with labelled dsRNA inside. This experiment will probably be set up directly in the 

laboratory of University of Toulon, France where we regularly capture O. nana. 

For the LNR domains evolutionary tree, because of their small size and the high 

divergence of the domain in O. nana, we used the nucleotide sequences instead of the 

protein one to keep more information. We tried to perform a phylogeny using the 

protein sequences, but we did not observe a strong signal. Based on nucleic sequences, 

the phylogenetic tree had only 17% of the nodes with a strong support, and 27 branch 

splits corresponding to tandem duplication involving 15 LDPGs (20% of the total 

LDPGs), including Notch.  

 

Role of LDPGs 

From the differential expression and Y2H results, our main hypotheses for the 

LDPGs function is the modulation, in males, (i) of the autolysis and (ii) of the 

neurogenesis. The autolysis or “auto-digestion” may allow the male to search for a 

female for extended time periods without requiring food intake by providing the 

necessary energy and amino acids to its metabolism for glutamate synthesis and 

nervous system development. The neurogenesis in male may participate to their high 

motility and ability to catch females. To confirm these two hypotheses, we are currently 

testing fluorescence microscopy protocols for the nervous system and connective tissue 

specific labelling on Oithona males and females. According to our hypotheses, we 

expect males to present a more developed nervous system with more axons, dendrites 

and synapses, and also a tissue loss notably for the connective tissue. This microscopy 

analysis is currently still in progress. If we succeed in making the observations, the 

experiment will be eventually added to the article of chapter 3, currently in preprint. If 

we do not succeed in the protocol set up, the study will be submitted in its current state. 

If our analyses do not confirm our hypotheses, we will have to change the discussion of 

the article before further submission. 
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Annexes 
 
Appendix 1: French abstract of “Chitin Distribution in the Oithona 
Digestive and Reproductive Systems Revealed by Fluorescence 
Microscopy.” 

 

Les copépodes sont les animaux les plus abondants sur Terre, et parmi eux, le genre 
Oithona est décrit comme l’un des plus nombreux. Ils jouent un rôle majeur dans le réseau 
trophique et les cycles biogéochimiques marins, particulièrement grâce à l’excrétion de 
granulés fécaux enrobés de chitine. Alors que la morphologie de nombreuses espèces d’Oithona 
est bien connue, la connaissance de l’anatomie du copépode et de sa constitution en chitine est 
toujours limitée. Pour répondre à ce problème, des individus d’Oithona  nana et d’O. similis 
ont été colorés par Wheat Germ Agglutinin-Fluorescein IsoThioCynata (WGA-FITC) et 
DiAmidino-2-PhenylIndole (DAPI) pour des observations au microscope à épifluorescence.  

L’analyse d’image permet une nouvelle description de l’organisation et de la constitution 
en chitine des systèmes digestifs et reproducteurs des mâles et femelles Oithona. Des 
microfibrilles de chitine ont été observées tout le long du système digestif : de l’estomac jusqu’à 
l’intestin, avec une plus forte concentration au niveau de la membrane péritrophique de la 
partie supérieure de l’intestin. De nombreux rétrécissements de l’intestin ont été observés, 
pouvant être impliqués dans la formation et le transport des granulés fécaux. Des amas 
chitineux ont été observés comme composantes majeures des canaux, vésicules et réceptacles 
séminaux. Des structures sphériques et chitineuses ont également été observées à l’extrémité 
des pattes de certains individus et n’avaient jamais été décrites auparavant. La fonction de cet 
organe reste inconnue, mais il pourrait être impliqué dans la bioluminescence ou dans 
l’osmorégulation. 

Le protocole de coloration rapide proposé dans cette étude permet une nouvelle vision 
de l’anatomie d’Oithona, et met en lumière le rôle de la chitine dans la digestion et la 
reproduction. Cette méthode pourrait être appliquée à une large palette de copépodes dans le 
but d’effectuer des identifications taxonomiques ainsi que des analyses comparatives de leurs 
anatomies.  

 

  



Appendix 2: French abstract of “New insights into global biogeography, 
population structure and natural selection from the genome of the 
epipelagic copepod Oithona nana” 

 

Dans la zone épipélagique des océans, le genre Oithona est décrit comme l’un des plus 
abondants et des plus répandus, jouant un rôle essentiel dans le réseau trophique. Malgré son 
importance écologique, peu de connaissances existent sur la génomique d’Oithona et des 
cyclopoïdes. Par conséquent, nous avons séquencé, assemblé, et annoté le génome d’Oithona 
nana.  

L’analyse comparative avec les autres génomes de copépodes disponibles met en lumière 
l’explosion de gènes liés à la réponse au stress, à la différenciation cellulaire et au 
développement, dont de nombreux gènes codant pour le domaine protéique Lin-12 Notch 
repeat (LNR). La biogéographie d’Oithona, reposant sur les séquences 28S et les lectures 
métagénomiques des expéditions Tara Oceans, montre la présence de O. nana principalement 
en mer Méditerranée (MS) et confirme la présence d’O. similis dans les eaux froides et 
tempérées (non-tropicales). L’analyse génétique de la population d’O. nana dans le nord de la 
mer Méditerranée, intégrant les données métatranscriptomiques de Tara Oceans et le génome 
de O. nana, permet d’identifier la structure génétique des populations des différents bassins 
méditerranéens. De plus, 20 loci ont été détectés sous sélection positive, dont quatre mutations 
faux-sens et huit mutations synonymes, avec des motifs de balayage sélectif. Une de ces 
mutations faux-sens fut localisée au sein d’un gène spécifique aux mâles, dans une région 
codant pour un domaine protéique LNR. La variation de la fréquence allélique, en prenant en 
compte les courants de la MS, montre la présence d’un cline génomique entre O. nana et une 
autre espèce indéfinie d’Oithona, probablement importée par les eaux de l’océan Atlantique. 

Cette étude fournit une nouvelle approche et de nouveaux résultats (structures et pression 
naturelle) sur la génomique des populations abondantes de zooplancton grâce à l’intégration 
de données métagénomiques et océanographiques. 
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Appendix 3 : Crustacean genome and genes metrics (from Madoui et al. 2017) 
 

  D.pulex v.3 
E. affinis 

v.0.5.3 
O. nana v.1.0 

T. californicus 

v.1.0 

annotator 
ab initio + 

manual 
Maker 2 Gmove Maker 2.3.1 

source NCBI (gff) NCBI (gff) 
Genoscope 

(gff) 
NCBI (gff) 

genome size (Mpb)                      197                       494                      85                             178    

# genes                 30 616                  29 783               15 359                        14 086    

gene size (mean)                   2 127                    8 339                 2 477                          4 760    

gene size (median)                   1 289                    5 853                 1 444                          2 856    

gene size 

(maximal) 
              114 500                113 400               77 560                        98 780    

gene size 

(minimal) 
                       60                         96                    105                             180    

# monoexonics 

genes 
                  5 037                        853                 3 120                          2 046    

% monoexonic                   16.45                      2.86                 20.31                          14.53    

          

# exon               144 569                188 898               50 809                        66 651    

mean exon/gene                     4.72                      6.34                   3.31                            4.73    

median exon/gene                          4                            5                        3                                 4    

exon size (mean)                      227                       192                    401                             391    

exon size (median)                      154                          91                    261                             225    

# max exon/gene                        83                         96                      37                               65    

sum exons sizes          32 758 251           36 354 301        20 351 900                 26 086 403    

exon size 

(maximal) 
                12 780                  15 360               15 940                        18 110    

exon size 

(minimal) 
                         1                           1                        1                                 3    

          

# intron               113 953                159 115               35 450                        52 565    

mean intron/gene                     3.72                      5.34                   2.31                            3.73    

median intron/gene                          3                            4                        2                                 3    

intron size (mean)                      284                    1 332                    489                             779    

intron size 

(median) 
                       76                       666                    106                             140    

# max intron/gene                        82                         95                      36                               64    

sum introns sizes          32 373 539         212 010 761        17 322 537                 40 965 296    

intron size 

(maximal) 
                48 490                  38 270               49 920                        60 510    

intron size 

(minimal) 
                         1                           4                        9                                 1    

 



Appendix 4: Global biogeography of Oithona species in the DCM 

water layer (from Madoui et al. 2017) 

i
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Appendix 5: French abstract of “Discovering millions of plankton genomic 
markers from the Atlantic Ocean and the Mediterranean Sea.” 

 

La comparaison de la diversité moléculaire de toutes les populations planctoniques présentes 

dans des colonnes d’eau géographiquement éloignées pourrait permettre une vue holistique de 

la connectivité, de l’isolation et de l’adaptation des organismes dans un environnement marin. 

Dans ce contexte, une détection à large échelle et l’analyse des mutations génomiques, 

directement dans les données métagénomiques du plancton, apparaît comme une stratégie 

pertinente pour l’identification des structures génétiques et la détection des gènes sous 

pression de sélection naturelle. 

Dans cette étude, nous avons utilisé DiscoSNP++, un détecteur de variance sans utilisation de 

référence, pour détecter les mutations dans les données métagénomiques de grande échelle. 

Nous avons également estimé sa précision chez le copépode Oithona nana, en termes de 

détection de variations, d’estimation de fréquence allélique et de génomique des populations, 

en le comparant aux autres méthodes de l’état de l’art. DiscoSNP++ détecte des variations qui 

mènent à des conclusions similaires, pour la structure génétique et l’identification de loci sous 

pression de sélection naturelle, aux autres méthodes. DiscoSNP++ fut appliqué sur 120 

échantillons métagénomiques de quatre fractions de taille, dont des procaryotes, des protistes 

et du zooplanctons échantillonnés dans 39 stations Tara Oceans situées en océan Atlantique et 

en mer Méditerranée, produisant ainsi un nouveau lot de marqueurs génomiques marins 

contenant plus de 19 millions de mutations. 

Cette nouvelle ressource génomique peut être utilisée par la communauté scientifique pour 

relocaliser ces marqueurs sur les génomes ou transcriptomes des espèces planctoniques 

d’intérêt. Cette ressource sera mise à jour avec de nouvelles expéditions, et l’augmentation des 

données métagénomiques. 

  



Appendix 6: Annotation of loci detected under natural selection 

(from Arif et al. 2019). 

Scaffold Position Ref Alt Gene model Variant AA modification Annotation 

1 218542 C T   Upstream gene     

1 467134 C A   Upstream gene     

2 966381 G C GSONAT00000516001 NA   Serine-pyruvate aminotransferase 

8 891235 T C   NA   None predicted 

8 891330 T A   NA   None predicted 

9 971651 A T GSONAT00015360001 NA   Pickpocket protein like 

10 237360 T C GSONAT00002382001 Synonymous p.Leu2027Leu Dynein heavy chain 

10 247395 A G GSONAT00002383001 Upstream gene   None predicted 

10 247465 G A GSONAT00002383001 Synonymous p.Phe19Phe None predicted 

10 247594 A C GSONAT00002383001 5 prime UTR   None predicted 

10 247669 G T GSONAT00002383001 5 prime UTR   None predicted 

15 277847 A T GSONAT00003212001 Downstream gene     

23 372498 T C   Upstream gene     

25 231999 G A GSONAT00005206001 5 prime UTR   Fermitin family  

51 153302 C T GSONAT00008031001 synonymous p.Ser351Ser Secretin-like 

67 27053 T C   Upstream gene     

68 10871 T C   Upstream gene     

75 294967 G A GSONAT00009904001 Synonymous p.Cys213Cys PAN PAN/Appel domain 

75 295105 G A GSONAT00009904001 Synonymous p.Phe167Phe PAN PAN/Appel domain 

75 295475 T C GSONAT00009904001 Missense p.Thr64Ala PAN PAN/Appel domain 

75 304202 C T GSONAT00009907001 Synonymous p.Pro11Pro ARL14 effector protein 

75 304522 T C GSONAT00009907001 5 prime UTR   ARL14 effector protein 

75 304956 T G GSONAT00009908001 Synonymous p.Ala196Ala None predicted 

76 166168 T C GSONAT00009935001 Synonymous p.Thr536Thr Kelch-type beta propeller domain 

76 166248 A G GSONAT00009935001 Missense p.Glu563Gly Kelch-type beta propeller domain 

76 166428 A G GSONAT00009935001 Missense p.Lys623Arg Kelch-type beta propeller domain 

86 141392 C T GSONAT00010501001 Intron   RasGRF2 

86 141429 A G GSONAT00010501001 Intron   RasGRF2 

86 142467 T A GSONAT00010501001 Intron   RasGRF2 

88 109848 T G   Upstream gene     

94 105665 G A GSONAT00015420001 NA   TNF-like domain superfamily 

94 109199 C T   Upstream gene     

94 113922 T C GSONAT00010837001 Missense p.Val11Ala Sugar transporter-like 

102 143819 A T GSONAT00011159001 NA   Arylsulfatase 

102 159878 G T GSONAT00011161001 Missense p.Gln382Lys FMRFamide receptor 

103 208056 C T GSONAT00011184001 Synonymous p.Leu412Leu None predicted 

103 210242 C T   Downstream gene     

120 27573 A G GSONAT00011726001 Synonymous p.Gly48Gly None predicted 

126 151167 G A GSONAT00011915001 Synonymous p.Thr87Thr None predicted 

126 151204 A G GSONAT00011915001 Splice region&intron   None predicted 

131 32856 G T   Upstream gene     

140 42203 A G GSONAT00012258001 3 prime UTR   Innexin 
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169 20585 G A GSONAT00012792001 3 prime UTR   Glutamic rich SH3 binding domain 

175 29781 T G   Upstream gene     

196 842 T A GSONAT00013101001 Missense p.Lys112Met None predicted 

212 24957 G A GSONAT00015370001 NA     

212 45266 A T GSONAT00013238001 Synonymous p.Ala493Ala Peroxidase 

262 14087 C T GSONAT00013467001 Synonymous p.Ser60Ser None predicted 

360 660 G A GSONAT00015450001 NA   Uncharacterized protein 

408 5071 G A GSONAT00015430001 Intron   None predicted 

408 6331 C A GSONAT00015430001 Intron   None predicted 

541 2367 C T GSONAT00013822001 Missense p.Glu1091Lys LNR domain 

556 3426 C T GSONAT00015380001 NA   LNR domain/Kelch-type domain 

556 3591 C T GSONAT00015380001 NA   LNR domain/Kelch-type domain 

1090 1757 C G GSONAT00014235001 Intron   None predicted 

1239 1585 C T   Intergenic     

1239 606 T C GSONAT00015400001 NA   LNR domain/Metalopeptidase 

1365 1534 C G GSONAT00014370001 Missense p.Glu699Asp Laminin subunit 

1365 2873 C A GSONAT00014370001 Missense p.Asp337Tyr Laminin subunit 

1429 1120 A G   Upstream gene     

1604 1098 G A GSONAT00014466001 Synonymous p.Ile487Ile FAD/NAD(P)-binding domain 

1807 2980 G C GSONAT00015410001 NA   LNR domain 

1819 1461 C G GSONAT00014573001 Missense p.Pro171Ala Kelch-type beta propeller domain 

1819 2618 C T GSONAT00014573001 Splice region&intron   Kelch-type beta propeller domain 

1819 2868 T C GSONAT00014573001 Missense p.Tyr483His Kelch-type beta propeller domain 

1886 3092 A T   Downstream gene     

2017 1371 G A   Intergenic     

2017 1736 G T   Intergenic     

2023 2729 A G   Upstream gene     

2066 3045 T A   Intergenic     

2085 1564 T C GSONAT00014698001 Missense p.His392Arg LNR domain 

2085 1603 C G GSONAT00014698001 Missense p.Trp379Ser LNR domain 

2085 2429 T G GSONAT00014698001 Missense p.Thr104Pro LNR domain 

2487 2406 T G GSONAT00015390001 NA   Kelch-type beta propeller domain 

3137 1880 G T GSONAT00015041001 Missense p.Phe109Leu Gamma-glutamyltranspeptidase 

3137 1912 T C GSONAT00015041001 Missense p.Lys99Glu Gamma-glutamyltranspeptidase 

3250 232 C T   Intergenic     

3397 1439 T C   Intergenic     

3651 2020 G A   Intergenic     

 

  



Appendix 7: French abstract of “Proteolysis and neurogenesis modulated 
by LNR domain proteins explosion support male differentiation in the 
crustacean Oithona nana” 

 

Les copépodes sont les animaux les plus abondants sur Terre, et jouent un rôle essentiel 
dans le réseau trophique et les cycles biogéochimiques marins. Le genre Oithona est décrit 
comme ayant la plus grande densité en termes de nombre d’individus, comme le copépode le 
plus cosmopolite et itéropare. Le paradoxe du mâle Oithona l’oblige à alterner entre des phases 
d’alimentation (immobile) et des phases de recherche de partenaires de reproduction (mobile). 
Comme les mécanismes moléculaires de ce compromis sont inconnus, nous avons étudié, à 
une échelle moléculaire, ce dimorphisme sexuel, en nous fondant sur des analyses génomiques, 
transcriptomiques et d’interactions protéine-protéine. 

Un système ZW de détermination sexuelle est prédit chez O. nana. Une série temporelle 
de quinze ans dans la petite rade de Toulon a montré un sex-ratio biaisé en faveur des femelles 
(rapport mâle/femelle <0,15 ± 0,11), mettant en évidence une mortalité plus élevée chez les 
mâles. L’analyse d’expression différentielle aux cinq stades de développement montre un 
enrichissement en gène codant pour des protéines contenant des domaines LNR (LDPG) chez 
le mâle. Le mâle montre également un enrichissement en transcrits impliqués dans la 
protéolyse, la formation de nouveaux axones et dendrites, l'assemblage et le fonctionnement 
de la synapse ainsi que la conversion d'acides aminés en glutamate, un neurotransmetteur 
excitateur. De plus, plusieurs gènes, spécifiquement régulés négativement chez le mâle, sont 
impliqués dans l'augmentation de la prise alimentaire et la modulation de la digestion. La 
formation de complexes de LDP a été détectée par la technique du double hybride, avec des 
interactions impliquant des protéases, des protéines de la matrice extracellulaire et des 
protéines associées à la neurogenèse. 

L’ensemble de ces résultats semble montrer que l’hypermobilité du mâle serait possible 
grâce à une autolyse modulée par les LDPs qui libèrent des acides aminés, permettant leur 
conversion en glutamate et ainsi, le développement du système nerveux. Cet effet délétère 
renforce l’hypothèse, à l’échelle moléculaire, d’un comportement sacrificiel chez le mâle 
O. nana. 
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Appendix 8: Structure and localisation of the Oithona nana LDPs.  
e, i and m correspond to extracellular, intracellular and membranous respectively. 
 

Protein name 
Protein size 

(aa) 

#Total LNR domain 
(#canonical LNR - 

#LNR-like) 
Other InterPro domains Localisation 

100:211670..212713 328 3 (1-2) - e 

11.480.1:721370..723090 531 1 (0-1) 
Metallo-peptidase family 

M12 
e 

12.169.2:773247..776065 808 5 (5-0) Trypsin e 

12.175.1 386 1 (0-1) Trypsin e 

12.182.1 445 2 (0-2) Trypsin e 

12.185.1 357 1 (0-1) Trypsin e 

123:42215..42819 181 2 (0-2) - e 

1239:190..1043 228 2 (0-2) - e 

14.373.1:814017..816142 226 2 (0-2) - e 

1531:53..2073 222 3 (0-3) - e 

1646:48..560 147 1 (0-1) - e 

174:49279..49938 219 3 (0-3) - e 

1781:78..483 113 1 (1-0) 
Metallo-peptidase family 

M12B 
e 

18.220.1:802020..803354 420 1 (0-1) Trypsin e 

188.202.1:42571..49247 547 2 (2-0) - e 

19.334.1 365 4 (1-3) - e 

2.84.1 195 2 (1-1) Trypsin e 

20.537.1 353 2 (1-1) - e 

2085.199.1 687 6 (0-6) - e 

21.77.1:327349..328866 458 2 (1-1) Trypsin e 

2201:1341..2883 426 3 (0-3) - e 

On_LDP1 378 2 (1-1) Trypsin e 

27:531099..531903 248 2 (0-2) - e 

32.270.1:20364..22049 561 2 (0-2) - e 

3256:80..502 140 1 (0-1) - e 

37:34427..34747 107 1 (0-1) - e 

3704.33.1 266 1 (0-1) 
Metallo-peptidase family 

M12 
e 

3765:1004..2202 383 1 (0-1) - e 

38:505765..507559 438 5 (0-5) - e 

3888:228..1050 202 2 (1-1) - e 

4.222.1 525 2 (0-2) 
Metallo-peptidase family 

M12 
e 

4.25.1 90 1 (0-1) - e 

41:85441..86498 276 2 (0-2) - e 

42.291.1 122 1 (0-1) - e 

45.412.1 262 1 (0-1) Trypsin e 

45.424.1 139 1 (0-1) - e 

4546:128..817 229 3 (0-3) - e 

48.267.1:6982..8492 461 2 (0-2) Trypsin e 

48.344.1 525 2 (1-1) 
Metallo-peptidase family 

M12 
e 

54.120.2:255915..258850 940 7 (0-7) - e 

55:11070..12199 357 4 (0-4) - e 

57.114.1 159 2 (1-1) - e 

6.168.1:380139..381062 227 1 (0-1) 
Metallo-peptidase family 

M12B 
e 

68.40.1 493 1 (0-1) 
Metallo-peptidase family 

M12 
e 

821:3497..4457 291 6 (0-6) - e 

On_LDP2 116 1 (0-1) - e 

92.33.1:248003..248641 213 2 (0-2) - e 

98.272.1 74 1 (1-0) - e 

99.319.1:158136..159228 344 1 (0-1) Trypsin e 

12.180.1 489 2 (0-2) Trypsin i 

126.234.1 823 2 (0-2) - i 



14:255249..255707 252 1 (0-1) - i 

15.286.1 207 2 (0-2) - i 

1807:1535..3342 517 1 (0-1) - i 

188:49497..50375 177 1 (1-0) - i 

1921.111.1 137 1 (0-1) - i 

2.15.1:36291..38976 767 13 (0-13) - i 

2.380.1:1294082..1295071 329 2 (0-2) - i 

20.536.3 1083 1 (0-1) Kelch motif i 

2184:300..2200 310 1 (0-1) 
Ankyrin repeat-

containing domain 
superfamily 

i 

2277:24..1778 518 8 (0-8) - i 

23.148.2 460 2 (0-2) 
Metallo-peptidase family 

M12 
i 

243.135.1 316 2 (0-2) - i 

284.43.1 132 1 (0-1) - i 

468:255..2448 602 1 (0-1) 
PAN/Apple domain ; 

Kelch motif 
i 

541.168.1 1564 7 (3-4) - i 

556:85..5023 1494 6 (0-6) 
TSP1 ; Kelch-type_b-

tropeller 
i 

60:181372..182580 402 1 (0-1) - i 

94.274.1:231104..233771 867 4 (0-4) Lectin i 

147.226.2 266 3 (0-3) - m 

36:371592..372773 336 1 (0-1) - m 

On_Notch 2147 3(3-0) Notch protein m 

59:239420..240555 358 2 (0-2) - m 

76.32.1:162363..164050 435 4 (0-4) 
Thrombospondin type-1 

(TSP1) repeat 
superfamily 

m 

96.130.1:322..1331 262 2 (0-2) Lectin m 
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Appendix 9: Functional annotation of O. nana genes over-expressed in male. 

Protein functional groups Protein 
Number of male-

specific genes 

 Allatostatin precursor protein 1 

 Carboxypeptidase E 1 

Neuropeptide and Furin-like protease 1 

Hormone metabolism Neuroendocrine convertase 2 1 

 Peptidyl-alpha-hydroxyglycine alpha-amidating lyase 1 

 Peptidylglycine alpha-hydroxylating monooxygenase-like 1 

 ITG-like peptide 1 

 Sulfoacetaldehyde acetyltransferase 1 

  Total 8 

 Bestrophin 1 1 

 Excitatory amino acid transporter 1 1 

Neuropeptide and Multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 

hormone transport Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1-like 1 

and release Synaptic vesicular amine transporter 1 

 Synaptobrevin 1 

 Synaptotagmin 1 

 Synaptosomal-associated protein 25-like 1 

 Neuronal calcium sensor-like 1 

  Total 9 

 FMRFamide receptor 6 

 Muscarinic acetylcholine receptor 1 

 GABA receptor subunit 2 

 Glycine receptor subunit 2 

Neuropeptide and Ionotropic glutamate receptor subunit 2 

hormone receptors Capa receptor 1 

 Octopamine receptor subunit 1 

 Corticotropin hormone receptor 1 

 Acetylcholine receptor subunit 1 

  Total 17 

 Kv channel-interacting protein 1-like 2 

Neuron polarization Potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily 2 

Current propagation Transient receptor potential protein 1 

and ion channel Two pore potassium channel protein sup-9 1 

  Total 6 

 Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 1 

Neuron development Microtubule-associated protein futsch-like 1 

Synapse assembly Serine/threonine-protein kinase dyf-5 ou ICK 1 

 Neural/ectodermal development factor IMP L2-like 1 

 zwei Ig domain protein 2 

 copine-like 1 

 synaptogenesis syg-2 1 

  Total 8 

 Total  48 



Appendix 10: Experimental design of the protein-protein interaction (PPI) 
analysis. 
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Appendix 11: French abstract of “Linking Allele-Specific Expression and 
Natural Selection in Wild Populations.” 
 

Les mécanismes de l’expression allèle-spécifique (ASE) sont grandement étudiés, aux 
niveaux cellulaire, tissulaire ou de l’organisme entier. Toutefois, les ASE au niveau d’une 
population et leur impact évolutif n’ont toujours pas été observés. 

Dans cette étude, nous faisons l’hypothèse d’un potentiel lien entre ASE et sélection 
naturelle chez le copépode cosmopolite Oithona similis. Nous avons combiné les données 
métagénomiques et métatranscriptomiques issues de sept populations sauvages d’O. similis 
capturées durant les expéditions Tara Oceans. Nous avons détecté 587 variants nucléotidiques 
uniques (SNVs) sous ASE, et un nombre significatif (152 SNVs) sous ASE dans au moins une 
population, et sous sélection naturelle dans toutes les populations. Parmi les gènes sous ASE 
et pression de sélection, certains jouent un rôle dans le métabolisme du glutamate, ou dans les 
récepteurs de glycine et/ou GABA. 

Ceci constitue une première preuve que la sélection naturelle et l’expression allèle-
spécifique ciblent plus de loci en commun que par pur hasard ; ce qui soulève de nouvelles 
questions quant à la nature des liens évolutifs entre ces deux mécanismes. 

 

  



Appendix 12: Validation of taxonomic assignation (from Laso-Jadart et al. 
2019). 
In rows are represented the 82 accession numbers of Oithona species 28S sequences. In bold, type 
localities of O. similis as described in Cornils, Wend-Heckmann, and Held 2017. In columns are 
represented ribosomal read sets of the eight individuals. 
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Appendix 13: Functional analysis of Oithona similis transcripts targeted by 
ASE and selection(from Laso-Jadart et al. 2019). 
The axes correspond to statistical metrics computed by dcGO Enrichment. Are highlighted the most 
significantly enriched terms in a, Biological Process GO-terms, b, Cellular Component GO-terms, c, 
Molecular Functions GO-terms. 
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Appendix 15: Résumé en français de la thèse. 

 

Introduction 

Les copépodes sont de petits animaux aquatiques. Leur nom vient du grec 

ancien « kope -podos », littéralement « manche - pied », ce qui signifie pied en forme 

de rame. Il a été introduit par le zoologiste français Henri Milne Ewards en 1840 

(WoRMS 2019a ; Milne Edwards 1840). Le nom Copepoda constitue une sous-classe 

de crustacés et appartient à l’embranchement des Arthropoda. 

La divergence entre les copépodes et les autres taxons d'arthropodes est estimée, 

moléculairement, entre 395 et 495 millions d'années (Eyun 2017 ; Sanders et Lee 

2010). Les fossiles de copépodes sont rares et peu diversifiées : peu d'ordres sont 

représentés (Huys et al. 2016). Le plus ancien fossile de copépode, non ambiguë, date 

du Carbonifère (environ -300 Ma) (Selden et al., 2010). Certains copépodologues ont 

déclaré avoir trouvé un fossile d’une mandibulaire de copépode datant du Cambrien 

(plus de 500 Ma avant notre ère) (Harvey et Pedder 2013). La sous-classe Copepoda 

est un clade-sœur avec les Thecostraca (e.g. balanes) et Eumalacostraca (e.g. crabes, 

crevettes) forment ensemble la superclasse Multicrustacea (Eyun 2017; Regier et al. 

2010). 

À ce jour, huit ordres sont reconnus en utilisant les données taxonomiques et 

moléculaires, mais il n'y a pas de consensus entre copepodologues, et trois autres 

ordres peuvent être mentionnées dans la littérature. Parmi les huit ordres, quatre 

regroupent 99% des familles connues : Calanoida, Harpacticoida, Siphonostomatoida 

et Cyclopoida (qui comprend l'ancien ordre Poecilostomatoida). La sous-classe 

Copepoda est divisée en deux superordres par le zoologiste allemand Wilhelm 

Giesbrecht : Gymnoplea (comportant les calanoïdes) et Podoplea (qui comprend les 

sept autres ordres). A ce jour, un peu plus de 14 000 espèces de copépodes sont 

répertoriés (WoRMS , 2019) et des dizaines de nouvelles espèces sont décrites chaque 

année. Avec l’exploration des sédiments marins, le total du nombre d’espèce serait d’un 

peu plus de 20 000. Cette forte diversité d’espèce est également accompagnée d’une 

explosion de formes et de tailles et de niches écologiques occupées. 



Les copépodes vivant dans ou à proximité des sédiments appartiennent au 

benthos, du grec ancien « bathos » qui signifie profondeur. Les copépodes benthiques 

sont à l'origine de la diversité actuelle : ils ont probablement commencé à coloniser les 

colonnes d’eau entre -400 Ma et -450 Ma, et les eaux pélagiques entre -250 Ma et -

300 Ma. (Bradford-Grieve 2004 ; Selden et al. 2010). 

Les copépodes pélagiques appartiennent au zooplancton, venant du grec ancien 

« zoion – plagktos » signifiant respectivement animaux et errant. Le physiologiste 

allemand Victor Hensen a été le premier à donner ce nom à la description « des petits 

animaux marins qui ne peuvent pas nager à contre-courant ». Les copépodes 

planctoniques peuvent cependant migrer verticalement, en profondeur. Un tiers des 

espèces de copépodes connues sont des parasites ayant un large spectre d’hôtes, 

notamment des éponges, des mammifères, des reptiles et des poissons (Selden et al. 

2010). 

Les copépodes sont décrits comme les animaux les plus abondants sur Terre, 

suivis par les insectes et les nématodes (Humes 1994). Il est estimé qu'ils sont 

probablement plus nombreux que tous les autres métazoaires combinés. Dr Geoff 

Boxshall et Dr Rony Huys estimé que, avec la présomption d'un copépode unique par 

litre d'eau de mer, plus de 1.347x1021 copépodes sont présents sur la Terre. Cette 

abondance est également illustrée par la présence de copépodes dans tous les milieux 

aquatiques, dans un grand spectre de salinité, température, pH, latitude : de l'eau 

douce aux eaux de mer hypersalines, du glacier à la source d'eau chaude, des fausses 

océaniques (à 10 km de profondeur) aux montagne (jusqu'à 5 km d’altitude) (Kiørboe 

2011 ; Selden et al 2010 ; Huys et Boxshall 1991). Certains copépodes ont également 

été observés dans des environnements atypiques comme des pneus abandonnés, des 

ananas, des broméliacées, des flaques d'eau, des mousses d'arbres et des réservoirs 

d'eau (Huys et Boxshall 1991). Pour l'anecdote, la présence de ce crustacé dans les eaux 

potables était un gros problème dans les communautés juives (les crustacés ne sont pas 

casher) et végétariennes de New York (BBC News 2004). Les copépodes ont adapté 

leurs stratégies de reproduction et d’alimentation à tous ces environnements, ce qui 

expliquent leur distribution cosmopolite. 

La majorité des copépodes ont une taille comprise entre 500 µm et 5 mm. À ce 

jour, les plus petits copépodes connus mesurent quelques micromètres et sont des 

parasites des branchies du plus petit vertébré, Paedocypris progenetica.  Les plus 
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grands copépodes connus (Pennella sp.) font jusqu'à 50 cm avec les sacs d'œufs et sont 

des parasites des baleines à fanons (Balaenoptera musculus) (Selden et al. 2010). Les 

copépodes sont également décrits, par rapport à leur taille, comme les plus forts et les 

plus rapide animaux sur Terre. En effet, les copépodes sont dix à trente fois plus forts 

que tout autre métazoaire mesuré et peuvent se déplacer jusqu'à un demi-mètre 

(environ 500 fois la longueur de leur corps) en moins d'une seconde (Kiørboe et al., 

2010 ; Université technique du Danemark, 2010).  

Certains copépodes peuvent également être des vecteurs de maladies humaines. 

Certains cyclopes d'eau douce portent la larve du ver de Guinée 

(Dracuncula medinensis), l'agent responsable de la dracunculose, une maladie 

débilitante (Huys et Boxshall 1991). Les copépodes abondants Eurytemora affinis et 

Acartia tonsa sont également connus pour être porteurs de la bactérie Vibrio cholerae, 

responsable du choléra (Rawlings, Ruiz et Colwell 2007). 

Les copépodes constituent la majorité du zooplancton : dans les zones 

pélagiques, jusqu'à 88% en termes de biomasse et jusqu'à 99% en termes de nombre 

d’individus (Thompson, Dinofrio et Alder 2013). Ils consomment des 

microorganismes, du phytoplancton et zooplancton de petite taille et sont eux-mêmes 

consommés par les niveaux trophiques supérieurs, dont les larves d’espèces de poisson 

consommées par les humains (le cabillaud, le saumon et l’anchois). La baisse soudaine 

de la biomasse ou la disparition de copépodes peut avoir un impact économique pour 

les pays du Nord et un impact sanitaire important pour les pays où le poisson est la 

principale source de protéines. En mer du Nord, depuis le milieu des années 80, une 

augmentation de la température de l'eau a été observée (Beaugrand et al. 2003). Cette 

augmentation de température a entraîné une migration, vers les eaux plus froides du 

nord, de Calanus finmarchicus le copépode le plus consommé par les larves de 

cabillaud et qui est progressivement remplacé par Calanus helgolandicus. Ce dernier 

ayant une autre phénologie de reproduction, ce remplacement d’espèce a donné lieu à 

une baisse du recrutement des larves morue et donc une baisse importante de la 

biomasse (Beaugrand et al. 2003). 

Les copépodes sont le puits de carbone marin le plus important et les 

transporteurs actifs d'azote et de phosphore vers les profondeurs à travers deux 

phénomènes. (i) Par respiration et excrétion, en particulier pour les espèces qui 

migrent à 200 mètres de profondeur (Kobari et al. 2008). Dans les milieux marins 



froids, plusieurs espèces de calanoïdes aux derniers stades juvénile ou adulte 

accumulent des ressources lipidiques dans leurs sacs d’huile, migrent dans les eaux 

profondes et entrent en diapause, une période d'hibernation de plusieurs mois où les 

individus arrêtent leur développement (croissance et différenciation sexuelle) et 

réduisent au minimum leurs activités physiologiques (Baumgartner et Tarrant 2017). 

(ii) Par la « neige marine » qui désigne la chute et sédimentation des corps en 

décomposition et des pelotes fécales (Boyd et al. 2019). Dans l'Atlantique nord, les 

copépodes constituent de 10% à 25% de la pompe à carbone biologique (Jónasdóttir et 

al. 2015). A cause du dérèglement climatique, une réduction de la période de diapause 

a été observé, ce qui impacte significativement les cycles biogéochimiques, en 

particulier celui du carbone (Baumgartner et Tarrant 2017)  

Grâce à ces mêmes processus, les copépodes sont également essentiels à la vie des 

bactéries marines : certaines se nourrissent des carcasses et des pelotes fécales de 

copépodes, tandis que d'autres communautés vivent directement à la surface ou dans 

l'intestin des copépodes (Tang 2005). Des différences de communauté sont observées 

entre les bactéries attachées aux copépodes et celles vivant librement, mais des 

échanges existent (De Corte et al. 2014). Ainsi, les copépodes fournissent des 

substances organiques et/ou sont les hôtes du bactérioplancton. 

Les copépodes sont utilisés par l'humain pour la pisciculture mais également 

comme source d’acide gras pour les cosmétiques et les aliments (Pedersen, Vang et 

Olsen 2014). Certaines populations asiatiques et scandinaves consomment 

directement des copépodes qu'elles récoltent (un exemple au Laos dans l'étude de 

Kottelat 2007). Comme les insectes, les copépodes peuvent devenir une source de 

protéines et d'acides gras pour répondre au déclin des stocks de poissons et aux 

problèmes écologiques induits par l'élevage conventionnel. 

Les copépodes sont également utilisés comme contrôleurs des ravageurs et des 

maladies. Mesocyclops aspericornis est décrit comme l'espèce la plus efficace en 

Polynésie, en Australie et dans certaines régions d'Asie pour tuer Aedes aegypt, le 

vecteur de Dengue hémorragique. Chaque individu peut tuer jusqu'à 40 larves d'Aedes 

par jour (Brown, Kay et Hendrikz 1991). Des mésocyclopes ont été introduits dans 

certains réservoirs d'eau de villages du Vietnam touchés par la dengue. Un an après 

l'introduction du copépode, A. aegypt a disparu (Marten 2001). 
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Oithona : vierge des vagues  

Le genre Oithona a été décrit pour la première fois par le zoologiste écossais 

William Baird en 1843 dans la revue « The Zoologist » (Baird 1843; WoRMS 2019b). 

Il enquêtait sur les « insectes » marins responsables de la luminescence de l’eau et 

faisait les premières descriptions d'Oithona en observant O. plumifera et O. splendens 

(Zamora Terol 2013 ; Baird 1843). Le nom vient du livre « Les Poèmes d'Ossian » de 

James Macpherson et se compose de « oi - thona », ce qui signifie respectivement 

vierge et vague en gaélique (Zamora Terol 2013). À ce jour, 48 espèces d'Oithona sont 

répertoriées (WoRMS 2019b) dont O. nana Giesbrecht 1892, O. frigida, Giesbrecht 

1902, O. atlantica Farran 1908 et O. davisae Ferrari et Orsi 1984.          

Jusqu'à la fin du XXe siècle, le filet conventionnel utilisé pour l’échantillonnage 

du zooplancton avait un maillage de 200 µm (Gallienne et Robins 2001). En raison de 

l’utilisation de ce filet à grande maille, la fraction de petite taille du zooplancton était 

sous-estimée. Sans ce biais d'échantillonnage, le genre Oithona est décrit comme le 

copépode marin le plus abondant (Gallienne et Robins 2001) et présent dans tous les 

environnements marins (Nishida 1985). En raison de cette forte abondance et sa 

biogéographie cosmopolite, Oithona est l'un des genres clé de l'écologie marine. 

Le cycle de vie des copépodes non parasite est divisé en deux phases. Une 

première phase larvaire, appelée Nauplius, est composée de six étapes (du NI au NVI). 

Au cours de cette phase, les larves vont acquérir de nouveaux appendices par une 

alternance d'étapes de croissance et mue. Cela permet d'atteindre la deuxième phase 

(juvénile) appelée Copépodite. Cette phase est également composée de six étapes (CI à 

CVI) au cours desquelles les juvéniles, par alternance de croissance et de mue, vont 

augmenter leur taille, développer leurs segments et subir une maturation sexuelle. La 

forme adulte définitive est appelée Copépodite VI.   

Malgré la multitude d'espèces occupant diverses niches écologiques, une grande 

majorité des copépodes adultes observés sont de formes ovoïdes, sauf pour les espèces 

parasitaires spécialisées pour l'hôte. Le nombre ou la forme des appendices est 

caractéristique de l'espèce et du sexe des individus. Pour identifier les différentes 



espèces d’Oithona, les descriptions morphologiques de Nishida (1985) et Rose (1933) 

sont actuellement utilisés. Au niveau anatomique, les descriptions de Huys et Boxshall 

(1991), Dussart et Defaye (2001) et Mironova et Pasternak (2017) sont actuellement 

utilisés. 

Le corps d’un copépode adulte non parasite est divisé en deux : le prosome (la 

tête et le thorax) et l'urosome (l'abdomen). Ils sont composés de segments de tailles 

différentes, ne se chevauchant pas et plus ou moins fusionnés selon les espèces. Sur les 

segments du prosome sont observés divers appendices (antennes, antennules, 

mandibules, maxillaire, maxillipèdes, pattes pour la nage) qui ont un rôle sensoriel, de 

moteur, d'adhérence ou de détection des proies. Selon la niche écologique, le 

comportement et la stratégie alimentaire, les appendices peuvent avoir une différence 

dans le nombre de segments, d’épines ou de soies (Huys et Boxshall 1991). L’orifice 

génital est situé sur le premier segment de l'abdomen et l'orifice anal sur le dernier 

segment. Par observation morphologique, Wilhelm Giesbrecht a établi deux 

superordres au sein des copépodes : Gymnoplea (« gymno- » signifiant nu) dû à 

l’absence d’appendices sur l’urosome, contrairement aux Podoplea (« pod- » signifiant 

pied) pour lesquels la cinquième paire de pattes (P5) est située sur le premier segment 

de l'urosome. 

Chez la majorité des copépodes libres, certains appendices présentent des 

caractéristiques dépendantes du sexe. Pendant la différenciation en mâle, les antennes 

acquièrent des géniculations. Ceci permet au mâle de saisir la P4 de la femelle lors de 

l'accouplement. La P5 est également modifié pour permettre le transfert du 

spermatophore vers l'orifice génital de la femelle capturée. À ce jour, aucun 

cyclomorphosis n’a était observé. 

Les copépodes possèdent donc une reproduction sexuelle entre deux individus de 

sexe opposé (mâle et femelle), sauf chez certaines espèces d’harpacticoïdes avec une 

capacité de parthénogenèse. La femelle Oithona, quasi immobile, est détectée par les 

mâles grâce à la traînée créée par leur mouvement. A l’échelle d’un copépode, l'eau est 

d’une haute viscosité : leur mouvement forme donc une trainée (Strickler et Balázsi 

2007). De plus, les femelles Oithona relargue constamment des phéromones qui n'ont 

pas encore été identifiée chimiquement. Ces phéromones sont détectées par un organe 

spécialisé : l'aesthétasc. En général, les mâles possèdent deux aesthétascs par segment 

d’urosome (Huys et Boxshall 1991). Lorsque la femelle est détectée, le mâle essaie de 
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la capturer. La poursuite peut se terminer par l'évasion ou la capture de la femelle. Au 

cours de l'accouplement, le mâle agrippe la femelle à l’aide de son antenne articulée et 

transfère ses deux spermatophores sur l’orifice séminal en utilisant sa P5. La femelle 

stock ce sperme dans sa spermathèque, ce qui permet la fécondation de ces œufs. Avec 

un seul accouplement, la femelle peut féconder tous les œufs produits au cours de sa 

vie. Pour cette raison, le mâle a une préférence pour les femmes « vierges » (Heuschele 

et Kiørboe 2012). Les œufs sont transportés dans des sacs par la femelle jusqu'à leur 

éclosion. 

Les Oithona chassent à l’affût (ambush feeders) (Benedetti, Gasparini et Ayata 

2015), ce qui signifie qu’ils utilisent une stratégie d'attente, sans mouvement, que la 

proie soit à portée. Les longues paires d'antennes (variable selon les espèces) ont une 

fonction sensorielle en raison de leur grand nombre de soies (Strickler et Bal 1973). 

Cela permet de détecter les mouvements des proies (perception hydromécanique), de 

sauter dessus et de les capturer/manger à l'aide des appendices buccaux en quelques 

millisecondes. Cette stratégie limite également le risque d’être détecter par les 

prédateurs, en particulier pour les femelles Oithona avec des œufs. De plus, les 

antennes peuvent aider lors d'un puissant saut d'évasion (Borazjani et al. 2010), et c'est 

l'un des principaux arguments du succès écologique des copépodes (Kiørboe et al. 

2010). 

En raison de sa distribution cosmopolite, de son succès écologique, de son hyper-

abondance, de son rôle essentiel dans le réseau trophique marin et les cycles 

biogéochimiques et de l'absence d'informations moléculaires, nous avons choisi le 

genre Oithona comme modèle potentiel pour le petit zooplancton. Oithona nana 

semble être présente dans la plupart des eaux côtières (Razouls et al.2019 ; Nishida 

1985), notamment dans les eaux polluées et possède un petit génome. Pour toutes ces 

raisons, j'ai utilisé Oithona comme l’organisme modèle de ma thèse. 

 

Objectifs de thèse 

Cette thèse vise à combler les lacunes entre l'écologie comportementale et la 

biologie du copépode Oithona nana à l’aide d’analyses anatomiques et de données 

moléculaires. Dans le premier chapitre, j'analyse la structure du système digestif et de 

reproduction. Cette étude révèle leur constitution en chitine et confirment l'importance 



des copépodes dans la pompe à carbone biologique marine. Dans le deuxième chapitre, 

je souligne l'explosion d'une famille de gènes, appelé gènes codant pour des protéines 

contenant des domaines Lin12 Notch repeat (LNR)(LDPGs) et souligne leur 

importance d’un point de vue évolutif en utilisant les données métagénomiques 

Tara Oceans. Le troisième chapitre confirment, à un niveau moléculaire, la différence 

entre le comportement des mâles par rapport aux autres stades de développement. Les 

transcriptomes des cinq stades de développement d'O. nana ont été construits et les 

gènes spécifiques à chaque stade identifié. En utilisant l'expression et l'analyse 

d'interaction protéine-protéine, j'ai essayé de caractériser le rôle fonctionnel des 

LDPG. Ils sont susceptibles de jouer un rôle dans la modulation de l’auto-protéolyse et 

de la neurogenèse chez le mâle et ainsi ils pourraient participer au comportement 

sacrificiel du mâle lors de la recherche de partenaire, ce qui semble être le premier cas 

observé chez un animal itéropare. Le dernier chapitre prouve le lien entre l'expression 

allèle spécifique (ASE) et la sélection naturelle, à l’échelle de la population, dans les 

populations O. similis des eaux arctiques. Dans ces populations, les gènes impliqués 

dans le système nerveux semblent également être soumis à des processus d'évolution 

à l'échelle de la population. 

 

Données moléculaires d'Oithona 

Pour construire des bibliothèques Illumina, la quantité d'ADN extrait d'un seul 

individu O. nana n'était pas suffisante (<5ng). Il a fallu regrouper plusieurs individus 

(plus de 2 000) pour finalement construire son génome. Par conséquent, l’assemblage 

du génome que nous avons proposé est une mosaïque d'individus de la même 

population de la petite rade de Toulon. Le génome annoté a une taille de 85Mb et est à 

environ 90% complet, avec plus de 15 000 gènes. C'est le premier génome disponible 

pour le genre Oithona, le premier pour l’ordre des cycloïdes et le troisième pour la sous-

classe des copépodes. 

D'autre part, l'extraction de l'ARN à partir d'un seul individu environnemental 

était suffisante pour la construction des bibliothèques Illumina. Grâce à ma thèse, des 

transcriptomes d'individus à différents stades de développement (œuf, larve, juvénile, 

mâle et femelle adulte) sont désormais également disponibles. Les gènes spécifiques 

des différents stages étant identifiés, il est maintenant possible d’utiliser ces gènes 
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comme marqueurs pour effectuer le contrôle moléculaire de la dynamique des 

populations d’Oithona et d'estimer la proportion d’individus aux différents stades dans 

les échantillons environnementaux. De plus, O. nana étant connu pour être 

particulièrement robuste et présent dans les eaux polluées (Richard et Jamet 2001) ; 

cette espèce peut être un biomarqueur de la mauvaise qualité de l'environnement 

lorsque sa population augmente au détriment d'autres espèces. 

Notre objectif initial était également de construire le génome de O. similis et 

O. atlantica et de faire une analyse génomique comparative entre Oithona de trois 

différents écosystèmes (eaux côtières, froides et tropicales). Cependant, le génome de 

O. similis est beaucoup plus important que prévu : entre trois et cinq gigabases (Gb), 

contre 85 Mb pour O. nana (entre 35 fois et 60 fois plus grand). Durant les premières 

extractions d'ADN d’O. nana, l’extraction s’effectuait sur les œufs, mais la construction 

du génome n'a pas été possible en raison de sa grande taille (> 1 Go d’après l’analyse 

du spectre de k- mer). Cette différence de taille entre cellules somatiques et germinales 

a déjà été observé chez d'autres cyclopoïdes d’eaux douces (Cyclops) et peut être 

expliqué par un phénomène appelé réduction chromatique (Grishanin 2014). Une 

ébauche d’assemblage du génome de O. similis a été construite. L’analyse du spectre 

de k-mer semble indiqué une taille supérieure à 3 Gb : l’espèce semble avoir perdu ou 

n’a pas acquis (contrairement à O. nana) la capacité de réduction de la chromatine. La 

première analyse de cet assemblage a montré une incomplétude importante (moins de 

50%) et une fragmentation élevée, ce qui le rendent inutilisable pour la prédiction des 

gènes.  

Cependant, j'ai construit des transcriptomes O. similis à quatre différents stades 

de développement. Malheureusement, je n'ai pas pu isoler de femelles portant des sacs 

à œufs dans les échantillons de la grande rade de Toulon. Au vu de nos analyses, on 

peut également dire que je n'ai pas pu isoler de femelle O. similis. C'est problématique 

car normalement c'est le stade le plus facile à identifier. Sur six individus que j'ai isolés 

pour l'extraction d'ARN et identifiés comme des femelles, aucune n'appartenait à 

l’espèce O. similis (basé sur l'analyse moléculaire des transcriptomes). Cela peut 

s'expliquer par l'une de ces deux raisons : soit je suis un mauvais taxonomiste ayant 

mal identifié les caractères spécifiques à l'espèce ou bien les critères pour désigner 

O. similis correspondent, au niveau moléculaire, à plusieurs espèces avec très peu de 

différences au niveau phénotypique. Pour répondre à cette question, je devrais 



demander à d’autres taxonomistes d'identifier des femelles O. similis, puis de 

construire leur transcriptome.         

À partir des données métagénomiques de Tara et des données de séquence 28S 

disponibles dans les banques publiques, nous avons pu confirmer la présence 

moléculaire du genre Oithona dans toutes les stations d'échantillonnage de l'expédition 

Tara Oceans. Nous avons observé O. nana dans plusieurs stations côtières du nord de 

la Méditerranée. Nous avons observé O. similis dans toutes les stations 

d'échantillonnage situées dans les eaux froides des océans Atlantique, Pacifique, 

Arctique et Antarctique. Dans les eaux tropicales, nous avons observé soit O. atlantica, 

O. plumifera ou O. frigida que nous avons regroupés en une seule unité taxonomique 

opérationnelle (OTU) en raison de leur similitude moléculaire (>98% d'identité 

nucléique moyenne sur la partie variable du 28S). D'autres espèces inconnues 

d'Oithona ont été détectées mais restent non identifiées en raison du manque de 

données moléculaires. Pour cette raison, un atlas de marqueurs moléculaires obtenu 

auprès d'individus bien identifiés par les taxonomistes doit être construit.         

 

Caractérisation structurelle et fonctionnelle des LDPGs 

En effectuant une analyse comparative avec d'autres génomes de copépodes 

disponibles, nous avons observé une explosion du domaine Lin-12 Notch Repeat 

(LNR) dans le protéome d’O. nana. Il semble que cette explosion soit également visible 

dans les transcriptomes O. similis avec moins d'amplitude (une vingtaine de LDPGs). 

Le génome étant incomplet, nous n'avons pas pu faire une analyse exhaustive et donc 

je ne vais pas discuter de ce point. 

Cependant, dans les LDPGs d’O. nana, nous observons une grande diversité de 

structures avec de nouvelles associations de domaines, non décrites dans la littérature, 

ainsi qu’une forte divergence des séquences codant le domaine LNR. En mer 

Méditerranée, 7% des LDPGs sont sous pression de sélection dans les populations 

d'O. nana, dont trois mutations mono-nucléotidiques (SNPs) au sein des domaines 

LNR. Nous avons également observé 24% des 75 LDPGs surexprimés chez le mâle 

O. nana de la petite rade de Toulon. Cependant, dans la littérature, seules trois 

protéines possédant un domaine LNR sont décrites : Notch, dont elle tire son nom, la 

protéine Stealth et la Pappalysin.    
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La protéine Notch contient trois domaines LNR en tandem, jouant un rôle dans 

la protection d’un site de clivage dans la configuration « normale » et ainsi régule 

négativement la voie Notch (Sanchez-Irizarry et al., 2004). La protéine Stealth est 

présente chez certains eucaryotes et quelques procaryotes (Sperisen et al. 2005). Elle 

semble jouer un rôle dans le système immunitaire inné, mais le rôle des domaine LNR 

est encore inconnu. La pappalysine (Pappa) contient trois domaines LNR : deux en N-

terminal et un en C-terminal (Monget et Oxvig 2016). Grace à ces domaines LNR, la 

Pappa peut former un homodimère (deux Pappa en tête-bêche) puis activer son 

domaine métallo-peptidase. Chez l'humain, Pappa peut cliver l'IGFPB 4 et 5, une 

protéine qui peut se lier à un facteur de croissance analogue à l'insuline (IGF). Ce 

clivage a pour conséquence de réguler positivement la quantité d’IGF libre (Monget et 

Oxvig 2016). Chez certains crustacés, l'IAG (Insulin-like Androgenic Gland) est 

l'hormone responsable de la différenciation en mâle et est régulée par une IGFBP 

(Rosen et al.2013 ; Ventura et Sagi 2012). Notre objectif au début de ma thèse était de 

trouver une IAG dans le protéome d'O. nana et de caractériser les LDP en détectant 

leurs partenaires protéiques par PPI avec un a priori qu'un des LDP portant un 

domaine protéase pourrait interagir avec une IGF. Nous avons également essayé 

d'identifier les gènes coexprimés en utilisant la méthode WCGNA, de caractériser la 

fonction des LDPGs par la technique d’extinction de gène (Gene Silencing) et 

également de construire l'arbre évolutif de tous les domaines LNR détectés chez 

O. nana par phylogénie.     

La mise en place de la technique du double hybrides (Y2H) ainsi que les 

vérifications de faux positives et l'interprétation ont été laborieuses, mais nous avons 

finalement obtenu des résultats robustes. Nous avons détecté la formation de 

complexes protéiques contenant des LDP ainsi que des interactions avec des protéases, 

des protéines de la matrice extracellulaire (ECM) et des protéines connues pour être 

impliquées dans la neurogenèse. 

Après une analyse complète de coexpression des gènes, nous avons obtenu 179 

modules comprenant au moins 15 gènes. Parmi eux, 33 étaient significativement 

associés à un stade de développement, dont onze étaient spécifiques aux mâles. L'un 

de ces modules mâles, appelé M3, est composé de 443 gènes et est enrichi en LDPG, 

en gènes sous sélection, et en trypsine. Un autre, appelé M1, est composé de 1 199 

gènes enrichis en récepteurs neuroactifs et transporteurs d'ions. J’ai cherché des 



séquences régulatrices dans les régions en amont des gènes du module M3 et ai trouvé 

une séquence conservée de neuf nucléotides, régulant potentiellement neuf gènes 

comprenant un LDPG et un inhibiteur de protéase ; mais aucun facteur de 

transcription associé à cette séquence n’a été trouvée dans les bases de données. 

Pour la mise en place du gene silencing, nous sommes partis d'un protocole 

développé chez l'harpacticoïde Tigriopus californicus (Barreto, Schoville et Burton 

2015), un organisme modèle pour les études d'écotoxicologie, et nous l'avons adapté 

pour O. nana. Suivant le protocole, nous avons utilisés la technique d'électroporation 

pour insérer l'ARNds . En raison de notre incapacité technique à conserver une culture 

de O. nana pendant plus de deux semaines et de la distance entre la zone 

d'échantillonnage et le laboratoire d'Evry, nous avons eu d’intenses difficultés à 

développer un protocole approprié. Dans les meilleures expérimentations, nous avons 

observé plus du tiers des individus vivants après une séries de de dix impulsions et 

deux individus morts dont l’ARNds marqué a pénétré l'exosquelette chitineux, mais 

nous n'avons pas réussi à faire entrer à l'intérieur des individus vivants de l'ARNds 

marqué. Cette expérience sera probablement mise en place directement dans le 

laboratoire de Toulon où nous régulièrement capturer des individus O. nana. 

Pour l'arbre évolutif des domaines LNR chez O. nana, en raison de leur petite 

taille et de leur forte divergence, nous avons utilisé les séquences nucléotidiques au lieu 

de la protéine pour conserver le plus d'informations possible. Nous avons essayé 

d'effectuer une phylogénie en utilisant les séquences protéiques, mais nous n'avons pas 

observé de signal fort. Sur la base des séquences nucléiques, l'arbre phylogénétique 

n'avait que 17% des nœuds avec un support solide, et 27 divisions de branche 

correspondant à la duplication en tandem impliquant 15 LDPGs (20% du total des 

LDPGs), y compris Notch.  

 

Rôles des LDPGs  

D'après les résultats d'expression différentielles et du Y2H, nos principales 

hypothèses pour la fonction des LDPGs sont la modulation, chez le mâle,(i) de 

l'autolyses et (ii) de la neurogenèse. L'autolyse ou « autodigestion » peut permettre au 

mâle de rechercher une femelle pendant de longues périodes sans nécessiter de prise 

alimentaire en fournissant l'énergie et les acides aminés nécessaires à son métabolisme 
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pour la synthèse du glutamate et le développement du système nerveux. La 

neurogenèse chez les mâles peut participer à leur motilité élevée et à leur capacité à 

capturer des femelles. Pour confirmer ces deux hypothèses, nous sommes en train de 

tester des protocoles de microscopie à fluorescences pour observer le système nerveux 

et le tissu conjonctif chez des individus Oithona mâles et femelles. Selon nos 

hypothèses, nous nous attendons à ce que les mâles présentent un système nerveux 

plus développé avec plus d'axones, de dendrites et de synapses, ainsi qu'une perte de 

tissu notamment pour le tissu conjonctif. Cette analyse microscopique est actuellement 

en cours. 
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Résumé :  

 Les copépodes sont les animaux les plus 

nombreux sur Terre, devant les insectes, et jouent un 

rôle essentiel dans le réseau trophique et les cycles 

biogéochimiques marins. Dans la zone épipélagique, 

Oithona est considéré comme un des genres les plus 

abondants et les plus répandus. Malgré l’importance 

écologique des copépodes, peu d’informations sur 

leur anatomie et peu de données moléculaires sont 

disponibles, particulièrement pour Oithona. Nous 

avons adapté un protocole qui permet d’observer les 

systèmes digestifs et reproducteurs d’Oithona, mais 

également de déterminer, pour la première fois, la 

distribution en chitine au sein de ces systèmes. Nous 

avons aussi rendu disponible le génome de Oithona 

nana ainsi que les transcriptomes aux différents 

stades de développement.  

 L’analyse de génomique comparative entre 

les trois différents génomes de copépodes 

disponibles nous a permis d’observer une explosion 

du domaine protéique Lin-12 Notch Repeat (LNR) 

dans le génome de O. nana. En utilisant les données 

métagénomique de Tara, nous avons identifié la 

structure de la population d’O. nana en mer 

Méditerranéen, ainsi que détecté les loci sous 

sélection naturelle. Parmi eux, cinq sont des gènes 

codant pour une protéine contenant des domaines 

LNR (nommé LDPGs), dont trois gènes contenant 

des mutations au sein même d’un domaine LNR. 

Bien qu’un système ZW de détermination 

sexuelle soit prédit chez O. nana, une série 

temporelle de quinze ans dans la petite rade de 

Toulon montre un sexe-ratio biaisé en faveurs des 

femelles (ratio mâle/femelle < 0.15± 0.11), mettant  

en évidence une plus forte mortalité chez les mâles. 

Ceci peut être expliqué par le « paradoxe du mâle » : 

les mâles Oithona doivent alterner entre des phases 

d’alimentation (immobile) et des phases de 

recherche de partenaire pour s’accoupler (mobile). 

Comme les mécanismes moléculaires de ce 

compromis sont inconnus, nous avons effectué une 

analyse d’expression différentielle. Vingt pourcents 

des LDPGs sont surexprimés chez le mâle. Les males 

montrent également un enrichissement en transcrits 

impliqués dans la protéolyse, la formation de 

nouveaux axones et dendrites, la formation et le 

fonctionnement des synapses, ainsi que la 

conversion d’acides aminées en glutamate, un 

neurotransmetteur excitateur. De plus, plusieurs 

gènes négativement régulés chez le mâle sont 

impliqués dans l’augmentation de la prise 

alimentaire et l’activation de la digestion. La 

formation de complexe protéique contenant des 

domaine LNR a été détectée par double hybride, 

ainsi que des interactions impliquant des protéases, 

des protéines de la matrice extracellulaire et des 

protéines liées à la neurogenèse.  

 L’ensemble de ces résultats montrent que la 

recherche de partenaire chez les mâles O. nana est 

soutenue par une autolyse modulée par des LDP, 

permettant la libération d’acides aminés convertis en 

glutamate, et permettant le développement du 

système nerveux. Ceci soutient un comportement 

sacrificiel à une échelle moléculaire chez le mâle O. 

nana et pourrait constituer le premier cas de 

comportement sacrificiel chez un animal itéropare. 
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Abstract : 

Copepods are the most numerous animals on 

Earth and play an essential role in the marine 

trophic web and biogeochemical cycles. In the 

epipelagic ocean, the genus Oithona is considered 

as one of the most abundant and widespread 

copepods. Despite the ecological importance, few 

internal anatomy and molecular data are available 

for copepods in general, and for Oithona in 

particular. We updated a protocol permitting to 

observe the digestif and reproductive systems of 

Oithona, but also to determine, for the first time, 

the chitin distribution inside these systems. We 

also made available the Oithona nana genome and 

transcriptomes at the different development 

stages.  

After comparative genomic analysis against 

other available copepod genomes, we observe an 

explosion of the Lin-12 Notch Repeat (LNR) 

protein domain in the O. nana genome. Using the 

Tara metagenomic data, we identified the 

population structure of O. nana in the 

Mediterranean Sea, but also detected loci under 

natural selection. Among them, five were LNR 

domain-containing protein-coding genes (LDPGs) 

whose three single-nucleotide mutations within 

LNR domain. 

 

 

While a ZW sex-determination system was 

predicted in O. nana, a fifteen-year time-series in 

the Toulon Little Bay showed a biased sex ratio 

toward females (male / female ratio < 0.15± 0.11) 

highlighting higher mortality in males. This can be 

explained by the “Oithona male paradox”: males 

have to alternate between feeding (immobile) and 

partner research (mobile) phases. As the molecular 

basis of this trade-off is unknown, we make a 

differential expression analysis. Twenty-four per 

cent of LDPGs were up-regulated in males. The 

male also showed enrichment in transcripts 

involved in proteolysis, the formation of new axons 

and dendrites, synapse assembly and functioning 

and even amino acid conversion to glutamate (an 

excitatory neurotransmitter). Moreover, several 

male down-regulated genes were involved in the 

increase of food uptake and digestion. The 

formation of LDP complexes was detected by yeast 

two-hybrid, with interactions involving proteases, 

extracellular matrix proteins and neurogenesis 

related proteins. 

Together, these results showed that the 

mating partner search of O. nana male is sustained 

by LDP-modulated autolysis that releases amino 

acid, convert them to the glutamate and permit a 

nervous system development. This could support a 

molecular-scale sacrificial behaviour in O. nana 

male. 

 
 

 


