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Introduction générale






L’huitre creuse Crassostrea gigas

A. Sa classification biologique

L’huitre creuse Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) est un mollusque bivalve marin dont la
position phylogénétique a été remise en question récemment par Salvi et al. (2014), Salvi &
Mariottini (2017). Ces auteurs suggerent la création d’un nouveau genre nommé Magallana.
Ainsi I'espece C. gigas serait renommée pour devenir Magallana gigas. Bien que cette
modification taxonomique ait été acceptée dans le « world register of marine species »
(WoRMS), son utilisation est aujourd’hui contestée par de nombreux scientifiques (Bayne et
al., 2017 ; Backeljau, 2018). Approuvant les remarques faites par ce consortium de
scientifiques spécialistes de I'espece quant aux limites des études menées par Salvi &
Mariottini (2017), 'appellation Crassostrea gigas a été gardée dans I'’ensemble des travaux

présentés dans ce manuscrit. Sa classification biologique est définie comme suit :

Regne : Animalia

Sous-regne : Bilateria

Infra-regne : Protostomia
Super-Embranchement : Lophotrochozoa
Embranchement : Mollusca

Classe : Bivalvia

Sous-classe : Pteriomorphia

Ordre : Ostreoida

Super-Famille : Ostreoidea

Famille : Ostreidae

Sous famille : Crassostreinae

Genre : Crassostrea ou Magallana
Espéce : Crassostrea gigas ou Magallana gigas

Cette espece possede également divers noms vernaculaires tels qu’huitre creuse, huitre

japonaise ou huitre creuse du Pacifique.



B. Son anatomie

L’huitre creuse possede les caractéristiques anatomiques des mollusques a savoir un corps
mou recouvert d’un manteau dont les cellules bordantes sécretent du carbonate de calcium
permettant la formation d’une coquille calcaire autour de I'animal. L'espacement entre la
masse viscérale et le manteau est appelé cavité palléale. La présence de terminaisons
nerveuses au niveau du repli médian du manteau confére a I’huitre une perception sensorielle
tactile. Son systéme circulatoire est lacunaire, ainsi ’hémolymphe, fluide incolore, circule dans
les vaisseaux et immerge les divers tissus anatomiques. Cette circulation est permise grace a
la présence d’un coeur composé d’un ventricule unique et de deux oreillettes. L’'hémolymphe
oxygénée aux niveaux des branchies est envoyée vers la masse viscérale et le muscle
adducteur par un réseau artériel, puis une fois désoxygénée, elle est propulsée a nouveau aux
branchies. Le systeme digestif est constitué par un court cesophage, un estomac dans lequel
se trouve le sac du stylet cristallin intervenant dans le broyage mécanique et chimique des

aliments, un intestin et un rectum. Une gonade assure sa reproduction sexuée.

En tant que bivalve, C. gigas possede un corps aplati latéralement et une coquille constituée
de deux valves distinctes reliées au niveau d’une charniere et pouvant s’ouvrir et se fermer
par la contraction d’'un muscle adducteur. Le renflement induit par la soudure des lobes du
manteau au niveau de la charniére est appelé capuchon céphalique. L’huitre creuse ne
possede qu’une bouche et quatre palpes labiaux. Ces derniers ont une fonction de tri des
particules et d’acheminement des nutriments contenus dans |I'eau de mer filtrée vers I'orifice
buccal. Une fois ingérées par la bouche, les particules planctoniques cheminent a travers tout
le systeme digestif c’est-a-dire dans I'cesophage, I'estomac contenant un stylet cristallin
assurant leur broyage, la glande digestive et I'intestin jusqu’a étre éliminées par le rectum. Les
particules a faible valeur nutritionnelle ou toxiques sont écartées du tractus digestif par les
palpes labiaux, s’agregent en pseudoféces puis sont rejetés a I'extérieur de I'animal. Le
systéme nerveux est réduit a trois paires de ganglions regroupés pres de I'cesophage et

difficilement observable.

Ce lamellibranche se nourrit d’algues phytoplanctoniques présentes en suspension dans I'eau

de mer. Pour ce faire, il crée un courant d’eau continu au sein de sa cavité palléale en agitant



les cils présents sur le bord de son manteau, ses palpes labiaux et les cils de sa double paire
de branchies lamellaires, présentes des palpes labiaux jusqu’a I'anus. La filtration de I'eau de
mer permise par les branchies permet la nutrition de I'animal par I'apport de particules
organiques ainsi que sa respiratoire par |'apport d’oxygene dissous. Lorsque l'apport en
nutriments et oxygene par filtration de I'eau de mer environnante n’est pas possible
(fermeture des valves suite a un stress ou a une exondation), I’huitre peut utiliser I'’eau de mer
contenue dans la cavité palléale puis puiser de I'énergie dans les réserves de glycogene

contenues dans les cellules du bord du manteau.

Pour finir, I'appartenance de C. gigas a I'ordre des Ostreida lui confére une valve gauche
(inférieure) creuse et courbe vers la charniére tandis que la valve droite (supérieure) est plane

voire l[égerement convexe.

C. Sareproduction

L’huitre creuse se reproduit par fécondation externe de gamétes femelles par des gametes
males. La production de ces cellules sexuées au sein de I'animal nécessite la présence d’une
gonade. Celle-ci se développe autour de la glande digestive a proximité du coeur et du muscle
adducteur. Elle est composée d’un tissu mixte formé de tubules gonadiques et de tissu
conjonctif vésiculeux appelé également tissu de réserve car les cellules vésiculeuses qui le
constituent sont une source en glycogene (Li et al., 2000). Cette ressource énergétique est
mobilisée lors de la gamétogenése qui a lieu au sein des tubules gonadiques. Ces derniers sont
séparés du tissu de réserve par des cellules myoépithéliales et contiennent les cellules
germinales et les cellules somatiques associées (Franco et al., 2008). Ainsi, la formation des
tubules gonadiques et la gamétogenése se font au dépend du tissu conjonctif vésiculeux qui
régresse proportionnellement (Berthelin et al., 2000 ; Heude-Berthelin et al., 2001 ; Franco et
al., 2008). Les tubules gonadiques s’ouvrent sur des canaux collecteurs composés par un
épithélium germinatif (face interne) et un épithélium cilié (face externe) (Heude-Berthelin et
al., 2001). Par ces canaux, les gametes sont transportés jusqu’aux gonoductes puis sont
expulsés dans le milieu extérieur au niveau du gonopore situé en arriere du muscle adducteur.

Apres la libération des gametes dans le milieu marin (ponte), la gonade subit une forte



modification. En effet, les tubules gonadiques qui occupaient la majorité de son aire
régressent, les cellules germinales différenciées restantes dans les tubules sont phagocytées
par des hémocytes infiltrés et le tissu conjonctif vésiculaire se développe (Berthelin et al., 2000
; Heude-Berthelin et al., 2001 ; Franco et al., 2008). Pendant cette phase de repos sexuel, un
nombre limité de tubules gonadiques se maintient et posséde des cellules, parmi lesquelles
des cellules souches permettant l'initiation d’'une prochaine gamétogenese (Fabioux et al.,

2004).

L'organe reproducteur de I’huitre creuse est ainsi labile, il se développe puis régresse en
fonction de I'avancée de la gamétogenése. Son évolution est cyclique et annuelle (en milieu
naturel). A partir d’observations histologiques, la division de la gamétogenése en stades a été
proposée par Quayle (1969), Marteil (1976), Yakovlev (1977), Mann (1979), Robinson (1992),
Steele (1998), Heude-Berthelin et al. (2001) et Lango-Reynoso et al. (2000). La majorité
d’entre eux s’accordent sur un cycle débutant par le repos sexuel, puis la gamétogenese qui
aboutit a I'expulsion des gameétes. Cependant selon les auteurs, 'ensemble du cycle de
reproduction peut étre découpé en un nombre plus ou moins important de stades. Dans le
cas des travaux présentés dans ce manuscrit, la classification utilisée est celle proposée par

Heude-Berthelin et al. (2001) et définie comme suit :

Stade O : phase de repos sexuel ou I'aire gonadique est trés restreinte, avec un tissu conjonctif
vésiculaire qui commence a se reformer et quelques tubules gonadiques peu volumineux
contenant un nombre limité de cellules, germinales et somatiques associées, probablement

souches. Le sexe de I'huitre n’est pas identifiable a ce stade (Figure 1).

Stade 1 : phase d’initiation de la gamétogeneése, avec la prolifération des gonies. Les tubules
gonadiques se développent et sont enchassés dans le tissu de réserve. A la fin de ce stade, la
différentiation des cellules germinales en spermatogonies ou en ovogonies a eu lieu,

permettant I'identification du sexe de I'animal (Figure 1).

Stade 2: phase de méiose et de maturation des gonies. Elles se différencient alors en
spermatocytes voire certaines en spermatides chez les males ou en ovocytes a divers stades
de mise en réserve chez les femelles. Les tubules gonadiques sont volumineux, le tissu de

réverse régresse et I'aire gonadique s’accroit encore (Figure 1).



Stade 3 : phase de maturité sexuelle ol les spermatozoides et les ovocytes matures sont
majoritaires au sein des tubules gonadiques. La gonade est alors I'organe le plus volumineux
de I'huitre. Le tissu conjonctif vésiculeux est tres limité. S’en suit la libération des gametes par
ponte, qui peut étre partielle ou totale. Les gametes résiduels sont ensuite phagocytés et le
tissu de réserve commence a nouveau a reconstituer des réserves en glycogene avant le début

d’un nouveau cycle de reproduction (Figure 1).

Une fois expulsés, les gametes males et femelles se rencontrent dans I'eau de mer permettant
la fécondation des ovocytes par les spermatozoides. L'embryon qui en résulte passe
rapidement par les stades morula, blastula et gastrula puis entame son développement
larvaire. Lorsque la larve atteint le stade pédivéligere, son pied lui permet de se fixer a un
substrat. La métamorphose qui s’en suit la transforme en naissain/juvénile puis une fois la

premiere maturité sexuelle atteinte, I’huitre est considérée comme adulte.

Chez C. gigas, il est impossible de prédire le sexe d’un animal au cycle gamétogénétique
suivant car cette espéce peut changer de sexe au cours de sa vie. En effet, des suivis individuels
ont permis de valider la présence d’hermaphrodisme séquentiel au sein de I'espéce C. gigas
(Amemiya, 1929 ; Lannan, 1971 ; Guo et al., 1998 ; Lango-Reynoso, 1999 ; Park et al., 2012,
Yasuoka & Yusa, 2016). La période du déterminisme sexuel de I’huitre C. gigas adulte se situe
entre le stade 3 d’un cycle gamétogénétique et le stade 0 du cycle suivant (Naimi et al., 2009a
et b ; Dheillyetal., 2012 ; Santerre et al., 2012, 2014). |l y aurait également en moyenne moins
de 1% d’hermaphrodites simultanés au sein de sa population (Amemiya, 1929 ; Guo et al.,

1998 ; Steele & Mulcahy, 1999 ; Normand et al., 2009 ; Yasuoka & Yusa, 2016).
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Figure 1: Cycle de reproduction de Crassostrea gigas adulte (Photos: AS Martinez)

Stade 0 de repos sexuel ; Stade | de prolifération des gonies ; Stade Il de différenciation des gametes et Stade IlI
de maturité sexuelle. Opv: ovocyte en pré-vitellogenése; Ov: ovocyte en vitellogenese; Ovp: ovocyte
vitellogénique pédonculé ; Sptr : spermatide ronde ; Sptm : spermatide mature ; T : tubule gonadique ; Tr : tissu

de réserve. Barre d’échelle : 20um.



D. Son génome

Crassostrea gigas a été le second mollusque a avoir son génome séquencé (Zhangetal., 2012),
juste apres celui de Pinctada fucata (Takeuchi et al.,, 2012). Cependant, la caractérisation du
génome de |'huitre creuse est toujours en cours et demeure difficile, due d’une part a un
nombre important de régions répétitives (62%), et d’autre part a un niveau élevé de
polymorphisme (Zhang et al., 2012). De trés nombreuses études ont utilisé des approches
transcriptomiques afin d’étudier I'expression des genes dans divers tissus. Ainsi, la base de
données GigaTON, accessible au public, regroupe 114 banques de séquences d’ARN de
Crassostrea gigas. Les transcriptomes ont été réalisés en utilisant tous les stades du
développement embryo-larvaire, les organes adultes, différents facteurs de stress
environnementaux dont les métaux lourds, la température, la salinité et I'exondation (Riviere
et al.,, 2015). Les transcriptomes en lien avec la reproduction de I’huitre creuse C. gigas sont
en nombre plus limité (Dheilly et al., 2012, 2014 ; Zhang et al., 2014 ; Tong et al., 2015 ; Yue
et al., 2018). Crassostrea gigas possede également 10 paires de chromosomes, cependant
aucun chromosome sexuel n’a été identifié (Ahmed & Sparks, 1967 ; Thiriot-Quiévreux, 1984).
De plus, quatre paires de chromosomes (n°1, 5, 9 et 10) peuvent étre affectés par la perte de

I’'un des deux homologues induisant des caryotypes aneuploides (Leitao et al., 2001).

E. Son habitat

L'huitre creuse Crassostrea gigas vit dans les écosystemes marins et estuariens. A |'état
embryonnaire jusqu’a larvaire pédivéligere, elle est planctonique vivant librement dans la
colonne d’eau. Apres la métamorphose de la larve pédivéligere, elle devient benthique en se
fixant a des substrats, de préférence solides, de la zone intertidale a subtidale de faible
profondeur —jusqu’a 40 metres. Cependant, s’adaptant facilement a son environnement, elle
peut également coloniser des fonds vaseux et sablo-vaseux (FAO, 2019). Etant un organisme
marin, elle vit dans une eau de mer dont la salinité varie généralement entre 32 et 35%o, bien
gu’elle supporte des variations plus importantes, faisant d’elle une espéce euryhaline. De plus,

sa capacité a supporter de grandes amplitudes de températures -de 3,5 et 34°C-, la définit



comme une espece eurytherme. Espece poikilotherme, sa température corporelle interne
varie avec celle de son environnement. C. gigas consomme des producteurs primaires par
filtration et est a son tour la proie d’espeéces diverses (téléostéens, crustacés, échinodermes,
gastéropodes, oiseaux et humaine). Sa place au sein de I'écosysteme fait d’elle une espéece
ingénieure. Originaire d’Asie, ces caractéristiques ont permis son introduction dans de
nombreuses régions du monde au cours du XXéme siécle notamment aux Etats-Unis et au
Canada dés 1902, en Australie en 1947, en Nouvelle-Zélande en 1958, en France en 1966 et
au Chili en 1982 (Grizel & Héral, 1991 ; Shatkin et al., 1997 ; Troost, 2010). Au-dela de son
implantation volontaire, des bancs sauvages se sont établis dans divers endroits du globe et
impactent négativement des especes endémiques en induisant une modification des
écosystémes (Ruesink et al.,, 2005 ; Ruesink, 2007 ; Troost, 2010 ; Herbert et al., 2016). Sa
grande capacité de colonisation du milieu et la menace potentielle qu’elle représente lui

valent d’étre inscrite sur la liste des especes invasives (Global Invasive Species Database).

F. Son importance économique

L’huitre creuse Crassostrea gigas est le mollusque le plus utilisé en aquaculture avec une
production mondiale de 639 030 tonnes en 2017 pour un budget de 1,2 milliard de dollars
américains (hors Chine, FAO, 2019). En France, elle était I'espéce aquatique la plus vendue en
2016 avec 118 900 tonnes (FranceAgriMer, 2019). La valeur monétaire des ventes de C. gigas
réalisées en France pour I'année 2016 représente 486 millions d’euros (FranceAgriMer, 2019).
Cela fait d’elle I'espéce aquacole la plus marchande de I’'hexagone cette année-l3, loin devant
la mytiliculture (55 200 tonnes, 149 millions d’euros) et la pisciculture, toutes espéces
confondues (40 730 tonnes vendues pour 168 millions d’euros) (FranceAgriMer, 2019). Ces

données montrent I'importance de C. gigas dans I’économie aquacole mondiale.



Les parametres biologiques importants pour 'élevage de C. gigasen lien

avec le sexe ou le déterminisme sexuel

L'approvisionnement en juvéniles est I'un des piliers de I'ostréiculture. La production francgaise
d’huitres creuses Crassostrea gigas repose majoritairement sur du naissain provenant de
captage naturel (70%) (Robert et al, 2013). Deux aires géographiques constituent les
principales zones de captage francais, le Bassin Marennes-Oléron et le Bassin d’Arcachon
(Robert et al., 2013 ; Muehlbauer et al., 2014). Cependant, le captage comporte des
contraintes techniques pour les ostréiculteurs (possession d’'un parc dans une zone de
captage, adéquation entre le type de collecteur et la concession ostréicole...) ainsi qu’une
instabilité de rendement inhérente a la variabilité de la reproduction de I'espéce dans son
milieu naturel. Ainsi, 30% du naissain utilisé par les exploitations ostréicoles sont produit en

écloserie (Robert et al., 2013).

A. Le sexe-ratio des géniteurs

Les écloseries produisent du naissain d’huitre C. gigas a partir de stocks de géniteurs. Afin de
disposer de géniteurs matures et procéder a des pontes la plus grande partie de I'année, ces
animaux sont souvent maintenus en eau de mer chauffée (favorise la gamétogénese) ou
refroidie (évite la ponte des animaux matures), puis nourrie afin de maintenir I'état
physiologique optimal jusqu’aux croisements. Les croisements nécessitent souvent quelques
dizaines ou centaines et peu de males (1 a quelques dizaines d’individus duploides pour la
production d’huitres diploides, 1 a 5 males tétraploides pour la production d’huitres
triploides). Hors, I’huitre creuse C. gigas étant un hermaphrodite séquentiel (Amemiya, 1929 ;
Lannan, 1971 ; Guo et al., 1998 ; Lango Reynoso, 1999 ; Park et al., 2012 ; Yasuoka & Yusa,
2016), son sexe-ratio est amené a varier chaque année. Ainsi, la maitrise du sexe-ratio des
géniteurs constitue un enjeu pour les écloseries commerciales d’huitres creuses. Il faut aussi
noter la présence d’hermaphrodisme simultané chez cette espece (Amemiya, 1929 ; Guo et

al., 1998 ; Steele & Mulcahy, 1999 ; Normand et al., 2009 ; Yasuoka & Yusa, 2016), cependant



sa fréquence tres limité (<1%) permet de I'exclure des réflexions liées a la profession. Pour
prévenir un sexe-ratio déséquilibré, il faut également une diversité d’age au sein des géniteurs
afin de prendre en compte la tendance protandre (individu méle lors de la 1" maturité et qui
devient femelle au cours de sa vie) observée chez cette espece (Guo et al., 1998 ; Enriquez-
Diaz et al., 2009 ; Yasuoka & Yusa, 2016). Toutefois cette protandrie demeure sujette a
question car d’autres travaux réalisés chez C. gigas indiquent un sexe-ratio a 1 maturité
sexuelle a dominante femelles (Amemiya, 1929 ; Lango Reynoso, 1999 ; Santerre et al., 2013)

ou encore équilibré (Fabioux et al., 2005 ; Park et al., 2012).

La compréhension des facteurs moléculaires, génétiques et environnementaux influencant les
sexe-ratios est nécessaire afin de réaliser les élevages dans des conditions optimales.
Cependant, peu de travaux existent a ce sujet. D’un point de vue moléculaire, des profils
d’expression de genes potentiels du déterminisme sexuel ont été identifiés chez des juvéniles
de C. gigas (Santerre et al., 2013). Les profils d’expression en faveur d’un sexe, mesurés sur
un échantillon de la population, étaient toujours en accord avec le sexe-ratio observé pour la
population, suggérant ainsi une influence de ces facteurs moléculaires sur le déterminisme
sexuel et donc sur le sexe-ratio. D’un point de vue génétique, la ploidie de C. gigas ne semble
pas influencer son sexe-ratio. En effet, les sexe-ratios de populations diploides et triploides -
élevées dans les méme conditions- étaient similaires d’apres Allen & Downing (1990) et
Normand et al. (2009). Néanmoins, Guo et al. (1998) démontrent une forte variation du sexe-
ratio entre des familles d’huitres creuses C. gigas variant de 10% a 71% pour les femelles,
suggérant une base génétique du sexe-ratio. Concernant les facteurs environnementaux, les
travaux de Fabioux et al. (2005) ont mis en évidence une influence de la température et de la
luminosité sur le sexe-ratio de I’huitre creuse C. gigas adulte. En effet dans leur étude, la
population conditionnée a faible température (8°C) et faible luminosité (8 heures par jour)
présentait un sexe-ratio en faveur des males, tandis que les populations élevées en conditions
naturelle ou accélérée (température et luminosité supérieures) présentaient un sexe-ratio
équilibré. Par la suite, I'influence de la température sur le sexe-ratio a également été testée
dans une population d’huitres juvéniles (Santerre et al., 2013). Les résultats ont alors indiqué
un sexe-ratio en faveur des femelles lors d’un conditionnement a 18°C et 22°C et un sexe-ratio
a dominante male pour les températures supérieures (25°C et 28°C). De plus, I'exposition au

nonylphenol induirait une féminisation d’huitres agées de 10 mois, ainsi qu’une augmentation
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du nombre d’hermaphrodites simultanés chez C. gigas (Nice et al., 2003). Précédemment, un
sexe-ratio en faveur des femelles avait également été obtenu lors de I'injection d’estradiol

chez des huitres creuses C. gigas adultes (Mori et al., 1966).

D’autres facteurs environnementaux, telle que la richesse nutritive du milieu, ont été décrits
comme ayant un effet sur la gamétogenese de C. gigas (Soletchnik et al., 1997 ; Lango-

Reynoso, 1999), cependant, leur influence sur le déterminisme du sexe n’a pas été étudiée.

B. La croissance

La croissance est un parametre important dans I'activité ostréicole car elle conditionne la
durée du cycle de production. C'est pourquoi de nombreuses études ont porté sur la
recherche de facteurs améliorant la croissance des espéces ostréicoles dont celle de

Crassostrea gigas.

Il a été démontré dans différentes études que le taux de croissance n’était pas linéaire mais
variait en fonction des saisons et des zones géographiques (Imai & Sakai, 1961 ; Askew, 1972 ;
Malouf & Breese, 1977 ; Sumner, 1980, 1981 ; Brown, 1988 ; Hyun et al., 2001 ; Dégremont et
al., 2005 ; Costil et al., 2005 ; Enriquez-Diaz et al., 2009 ; Mondol et al., 2016). La température
et la photopériode sont également des facteurs influencant les parametres morphologiques
(Fabioux et al., 2005). De plus, dans I’étude réalisée par Sumner (1981), le naissain élevé en
zone subtidale présentait une croissance supérieure a celui de la zone intertidale. L'étude
menée par Azéma et al. (2017a) a confirmé qu’un temps d’exondation plus important (25%
contre 12% et 2%) induisait une meilleure croissance pour du naissain. La richesse nutritive du
milieu, apparentée a la quantité de phytoplancton, a été indiqguée comme étant un autre
facteur environnemental impactant la croissance de C. gigas (Langdon & Waldock, 1981 ;
Brown & Hartwick, 1988 ; Brown, 1988 ; Rico-Villa et al., 2009). Une faible salinité (<20%)
combinée a un milieu pauvre en nutriments ont ralenti la croissance des huitres adultes suivies
par Brown & Hartwick (1988). De plus, I’étude sur la pollution aux métaux dans le milieu
aquatique réalisée par Brereton et al. (1973) a montré un ralentissement de la croissance

larvaire lors d’une exposition au zinc.
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L’ensemble des connaissances acquises ont permis de modéliser la croissance de Crassostrea
gigas en fonction de I'apport alimentaire du milieu (Kobayashi et al., 1997 ; Hyun et al., 2001).
Des modeles de type « bilan dynamique d’énergie » (DEB) ont également été créés
spécialement pour Crassostrea gigas, en tenant compte des connaissances acquises sur sa
physiologie. Ils permettent de décrire la distribution de I’énergie au sein d’'un organisme a
travers ses fonctions physiologiques (reproduction, croissance, nutrition et stockage de
I’énergie). Le premier de ce modéle a été réalisé en prenant comme milieu trophique le Bassin
Marennes Oléron (Bacher et al., 1991). Par la suite, un modeéle a été désigné pour I'étang de
Thau (Gangnery et al., 2003), puis d’autres modeles ont été développés en ajoutant des
données nouvellement acquises sur I'huitre creuse C. gigas (Van der Veer et al., 2006 ;
Pouvreau et al., 2006 ; Ren & Schiel, 2008 ; Bourlés et al., 2009 ; Alunno-Bruscia et al., 2011 ;
Barillé et al., 2011).

Plusieurs estimations des parameétres génétiques (héritabilité et corrélations génétiques)
relatifs a la croissance chez C. gigas ont été réalisées. Ainsi chez les huitres juvéniles,
I"héritabilité calculée pour la croissance était tres faible en conditions contrélées (0,05 £ 0,18 ;
Ernande et al., 2003) ainsi qu’en milieu naturel (entre 0,15 + 0,08 et 0,07 + 0,07 selon le site
Dégremont et al., 2007). Cependant au sein de populations adultes, les héritabilités calculées
étaient de 0,36 + 0,19, 0,49 + 0,25, 0,45 + 0,23 et 0,35 + 0,17 pour la largeur, la longueur,
I’épaisseur de la coquille respectivement et 0,35 + 0,17 pour le poids total (Kong et al., 2015).
De plus leur étude a trouvé une corrélation génétique importante (0,79 + 0,25) entre la

longueur de la coquille et le poids de I'animal.

Plusieurs programmes de sélection génétique sur les caractéres morphologiques de I’huitre
creuse C. gigas ont vu le jour (Dekkers & Hospital, 2002 ; Langdon et al., 2003 ; He et al., 2008 ;
Li et al., 2011 ; Wang et al., 2012 ; Zhang et al., 2019). Ainsi, dans I'étude de Li et al. (2011),
les descendants issus de géniteurs sélectionnés pour leur forte croissance possedaient une
coquille de 7,9% a 12,2% plus grande que les individus de lignées non sélectionnées
(héritabilité calculée entre 0,15 + 0,03 et 0,40 + 0,02 selon la lignée de sélection). Utilisant
cette génération, une seconde sélection génétique a été réalisée par Wang et al. (2012). Elle
a permis de confirmer I'héritabilité modérée pour la longueur de coquille (de 0,31 + 0,07 a

0,46 £ 0,14 selon la lignée).
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La ploidie est également connue comme un facteur impactant la croissance de I’huitre, avec
des individus triploides présentant des parametres morphologiques supérieurs a ceux des
individus diploides (Shpigel et al., 1992 ; Normand et al., 2009 ; Ibarra et al., 2017). Ainsi des
populations d’huitres triploides ont été utilisées dans des programmes de sélection génétique
visant a améliorer la résistance a des agents pathogénes dans le but de réduire le temps

d’exposition a ces agents (Hand et al., 1998 ; Dégremont et al., 2012).

L'étude comparative d’huitres diploides et triploides réalisée par Normand et al. (2009) a
permis de mettre en évidence I'effet de la ploidie —ainsi que de la technique d’induction de la
triploidie- sur le poids frais (masse viscérale sans coquille) d’individus juvéniles. Les huitres
triploides issues d’un croisement de géniteurs diploides avec la rétention du 2" globule
polaire avaient un poids frais supérieur a celui des triploides issues d’un croisement entre un
géniteur diploide et un géniteur tétraploide. Les masses viscérales de ces deux catégories
d’huitres triploides étaient plus lourdes que celles des huitres diploides. Au sein de chaque
catégorie, les femelles présentaient un poids frais significativement plus élevé que celui des
males. L'absence de mesures répétées dans le temps n’a cependant pas permis de calculer

des taux de croissance.

Alors que de nombreuses études se sont intéressées a la croissance chez C. gigas, trés peu
d’entre elles ont étudié l'influence du sexe sur ce parametre. De tels travaux nécessiteraient
le suivi temporel d’individus d’age et d’environnement identiques. Or, des études précédentes
ont étudié le sexe-ratio par catégorie de taille d’individus, sur des populations sauvages et
sans tenir compte de I'age des individus (Buroker, 1983 ; Yasuoka & Yusa, 2016). L'unique
étude ayant pris en compte ces prérequis a démontré I'existence d’un dimorphisme sexuel,
les femelles présentant un poids supérieur ainsi qu’une coquille plus longue que les males
(Baghurst & Mitchell, 2002). Cependant, dans leurs travaux, la croissance a été calculée a
I’échelle de la population et non individuellement, car les biométries ont été réalisées sur des
individus différents. De plus, malgré la connaissance de I’'hermaphrodisme séquentiel chez C.
gigas depuis 90 ans (Amemiya, 1929), a notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée

a lI'influence des changements de sexe sur sa croissance.
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C. Les mortalités

Des mortalités massives affectent régulierement I'huitre creuse Crassostrea gigas et

impactent fortement la filiere ostréicole.

Des études ont permis de mettre en évidence la composante multifactorielle des mortalités
estivales (Elston, 1993 ; Cheney et al., 2000 ; Paul-Pont et al., 2013 ; Pernet et al., 2014). En
effet, la saison, la qualité de I’environnement ainsi que les pratiques culturales et la présence
d’agents pathogénes influencent la survie des populations d’huitres. Aussi, le virus OsHV-1 a
été identifié comme étant la principale cause de mortalité dans les populations d’huitres
juvéniles (Nicolas et al., 1992 ; Sauvage et al.,, 2009 ; Oden et al., 2011). Tandis que les
bactéries du genre Vibrio, et notamment Vibrio aesturianus, ont été détectées lors de
phénoménes de mortalités touchant les huitres adultes (Francois et al., 2013 ; Travers et al.,
2015 ; Barbosa Solomieu et al., 2015). L'incidence de la température a aussi été testé et des
lignées issues de sélection massale a la résistance aux mortalités ont été réalisées sur des
individus adultes (Elston et al., 1987, Friedman et al., 1991). La composition génétique de la
résistance aux mortalités estivales du naissain de C. gigas (Dégremont et al., 2005;
Dégremont et al., 2007) a également été confirmé pour la résistance aux infections par OsHV-
1 (Dégremont, 2011 ; Dégremont et al., 2015 ; Azéma et al., 2017a). Des gains de survie
importants a OsHV-1 ont ainsi pu étre obtenus aprés quatre générations de sélection massale

sur estran au stade naissain (Dégremont et al., 2015).

L'effet de la ploidie sur les mortalités de C. gigas a, quant a lui, été peu évalué. Ainsi, les études
menées par Garnier-Géré et al. (2002) et celles d’lbarra et al. (2017) ont indiqué un taux de
mortalité identique au sein des populations diploides et triploides suivies. Pour OsHV-1, les
deux ploidies présentent des susceptibilités identiques, celles-ci dépendant uniquement du
niveau de sélection des géniteurs utilisés (Dégremont et al., 2016). Au contraire, les taux de
mortalités étaient supérieurs pour les triploides comparativement aux diploides dans le cas

d’infections expérimentales a V. aesturianus (Azéma et al., 2016).

A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a I'effet du sexe et/ou du changement

de sexe sur la capacité de survie de I’huitre creuse C. gigas.
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Facteurs moléculaires du déterminisme sexuel chez |'huitre creuse C.

glgas
A. Les modes de déterminisme du sexe dans le regne animal, chez les

Mollusques et chez Crassostrea gigas

Le déterminisme sexuel est un ensemble de mécanismes moléculaires et cellulaires par
lesquels les cellules germinales souches d’'un organisme vont étre engagées dans la
différenciation cellulaire aboutissant a un organe reproducteur male (testicule) ou femelle
(ovaire). Dans le regne animal, trois modes de déterminisme du sexe ont été définis: le
déterminisme sexuel génétique, le déterminisme sexuel environnemental et le déterminisme
sexuel mixte intégrant des facteurs a la fois génétiques et environnementaux (Ghiselin, 1974 ;
Bell, 1982 ; Bull, 1983 ; Wilkins, 1995 ; Valenzuela et al., 2003 ; Mittwoch, 2005 ; Haag & Doty,
2005 ; Gamble & Zarkower, 2012 ; Bachtrog et al., 2014).

Le déterminisme sexuel génétique...

Ce type de déterminisme du sexe est basé sur I'existence de chromosomes sexuels, dont
I’expression des genes qu’ils portent détermine le sexe de I'animal. Il est le déterminisme
sexuel majeur du regne animal. Il comprend trois sous-catégories : i) le déterminisme basé sur
I’hétérogamétie d’un sexe, ii) le déterminisme « dose-dépendant » et iii) le déterminisme

« haplo-diploide ».

...Basé sur I'hétérogamétie
Ce déterminisme sexuel repose sur la présence d’hétérochromosomes. Cette hétérogamétie
peut induire la voie de différenciation male (XY) ou la voie femelle (ZW). En effet, chez la
plupart des Mammiferes, les organismes possédant une homogamétie XX sont femelles et une
hétérogamétie XY sont males. Tandis que chez les Qiseaux, |I'"hétérogamétie ZW induit des
individus femelles et ’'homogamétie ZZ des individus males. Ce mode de déterminisme sexuel
peut étre étendu a trois chromosomes sexuels, comme c’est le cas par exemple chez le guppy
Xiphophorus maculatus avec des hétérogaméties male (XY) et femelle (WY et WX) (Veith et

al., 2003) ou chez la souris pygmée africaine Mus minutoides qui possede un chromosome X,
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un Y et un X mutant appelé X*, dont la particularité est d'inhiber le chromosome Y (Veyrunes

etal., 2010).

... « Dose-dépendant »
Ce déterminisme sexuel dépend de la valeur du ratio entre le nombre de chromosomes
sexuels (X) et le nombre de chromosomes autosomaux (A). Par exemple chez le nématode
Caenorhabditis elegans, lorsque ce ratio X/A est inférieur a 1 I'individu est male, tandis que

lorsqu’il est égal ou supérieur a 1 I'individu est alors femelle (Madi & Herman, 1979).

... « Haplo-Diploide»
Ce déterminisme sexuel est possible chez un certain nombre d’Insectes (hyménopteres,
coléopteres et thysanoptéres en particulier) (Aron & Passera, 1999). Chez ces especes, telle
que l'abeille, capables de parthénogenese, la détermination du sexe est fonction de la
fécondation (ou non) de I'ceuf (Heimpel & De Boer, 2008). Ainsi I’ceuf non fécondé donnera
un individu male (parthénogenese arrhénotoque) tandis qu’une femelle sera la résultante

d’un ceuf fécondé.

Un second processus aboutit au déterminisme génétique « haplo-diploide » ; il s’agit de
I’élimination du génome paternel post-fécondation induisant des males haploides, retrouvés

chez certains Insectes comme, par exemple, la cochenille (Herrick & Seger, 1999).

Le déterminisme sexuel environnemental

Le déterminisme sexuel peut étre influencé par des facteurs sociaux tel que la densité de
population ou des facteurs physico-chimiques du milieu. Ce type de déterminisme est répandu
chez les Protostomiens mais également chez certains poissons Téléostéens et Squamates ou
Chéloniens (Korpelainen, 1990). Par exemple, chez le ver marin Bonellia viridis, I'identité
sexuelle d’un individu dépend de I'occupation de son habitat : si la niche est vide, la larve
devient femelle tandis que si son habitat est occupé par un congénere femelle, elle devient
male (Leutert, 1975). Chez les tortues Testudo graeca et Emys orbicularis en revanche, c’est la
température d’incubation des ceufs qui détermine le sexe des embryons, une température
élevée étant en faveur des femelles chez ces 2 espéces (supérieure a 30-31°C et 28,5°C

respectivement) (Pieau, 1971).
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Le déterminisme sexuel mixte (génétique + environnemental)

Dans certains cas, bien que des chromosomes sexuels soient présents, |’'environnement
influence également le futur sexe de I'animal dans une période labile, entrainant un sexe
phénotypique qui ne correspond pas au sexe génétique. De nombreux poissons Téléostéens
(Baroiller & D’Cotta, 2001 ; Ospina-Alvarez & Piferrer, 2008 ; Baroiller et al., 2009) ainsi que
certains Amphibiens (Eggert, 2004 ; Manolakou et al., 2006 ; Matsuba et al.,, 2007) et
Squamates et Chéloniens (Shine et al.,, 2002 ; Sarre et al., 2004 ; Quinn et al., 2007 ; Warner
et al., 2008) ont ainsi un déterminisme sexuel thermosensible. Chez le tilapia Oreochromis
niloticus par exemple, une élévation de la température (32°C) provoque une masculinisation
phénotypique d’embryons génétiquement femelles (XX) (Baroiller et al., 1995). A I'inverse,
chez l'iguane australien Pogona vitticeps, une incubation des ceufs a 32°C induit une

féminisation d’embryons génétiquement males (ZZ) (Quinn et al., 2007).

Modes de déterminisme sexuel chez les Mollusques

Les Mollusques présentent des modes de déterminisme du sexe variés et les travaux a ce sujet
sont encore peu nombreux. Ainsi par un exemple, (i) un systéme X/Y est retrouvé chez de
nombreux Gastéropodes (Vitturi et al., 1998) ou chez la mactre naine Mulinia lateralis (Guo &
Allen, 1994), (ii) un systéme X/0 est retrouvé chez les escargots Theodoxus et Littorina sp
(Vitturi & Catalano, 1988 ; Vitturi et al., 1988) ou encore (iii) un systeme dose-dépendant X/A
est retrouvé pour la mye commune Mya arenaria (Allen et al., 1986). Chez Crassostrea
virginica, un systeme multi-loci a été suspecté il y a déja quelques années mais n'a pas fait
I'objet de plus d'études (Haley, 1977, 1979). De nombreux Bivalves, dont les membres des
ordres Mytiloida, Unionoida, Veneroida et Nuculanoida, présentent un systeme inhabituel de
transmission de I'ADN mitochondrial connu sous le nom de ‘doubly uniparental inheritance’
(DUI), qui implique la transmission des génomes mitochondriaux des deux parents
(Kenchington et al., 2002, 2009 ; Breton et al., 2007, 2009, 2011 ; Passamonti & Ghiselli, 2009
; Boyle & Etter, 2013 ; Zouros, 2013). Cependant, chez plus de 150 especes de Bivalves, aucun
chromosome sexuel hétéromorphe n'a été caractérisé en cytogénétique (pour revue, Breton
etal., 2017).

Chez les Mollusques, le déterminisme sexuel pourrait aussi étre influencé par des facteurs

environnementaux abiotiques (température, pollution, acidification des océans, stéroides
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exogénes) ou biotiques (disponibilité de la nourriture) (Breton et al., 2017 ; Boulais et al.,
2017 ; Parker et al., 2018) (Tableau 1). Les travaux qui suggerent cette hypothése sont

essentiellement basés sur des observations de sexe-ratios chez des Bivalves.

Tableau 1 : Facteurs environnementaux biotiques et abiotiques ayant une influence sur le sexe-ratio de Mollusques

Références

Facteurs/espéces Traitement et/ou résultats - .
urs/esp ! /ourésu bibliographiques

Stéroides exogeénes
Pour revue Breton et al.

Crassostrea gigas 17B-estradiol: féminisation 2017
Mulinia lateralis Methyltestostérone: R
S Teaniniuraitemoana et al.
masculinisation 2016

Placopecten magellanicus | 17B-estradiol, testost., progest.
DHEA: masculinisation

Pinctada margaritifera 17B-estradiol: féminisation

Température Chavez-Villalba et al. 2008 ;
Crassostrea corteziensis 3 a18°C; 2a9°C zlj)%ir.lgFu%Z_-laramll}ozegoa;..
Crassostrea gigas & aT° extréme (< 8°C; > 25°C) ; Fabloux et al g
e 5 T° élevé Lango-Reynoso et al. 2006 ;
Crassostrea virginica ? ? ) ? EV(?E . Santerre et al. 2013 ; Coe
Pinctada margaritifera | & aT° élevée de 28°C 1936 ; Teaniniuraitemoana
etal 2016

Acidification des océans

Saccostrea glomerata 16%deQen+/d Boulais et al. 2017;;
Parker et al 2018

Nourriture Sastry 1968 ; Lango-
Argopecten irradians & - peu de nourriture Reynoso 19[99 ; Stenyakina
Crassostrea gigas & - peu de nourriture | etal 2010;
3 d . Teaniniuraitemoana et al.

Mytella charuana - peude nourr!ture 2016 ; Chavez-Villalba et al.

Pinctada margaritifera d - peu de nourriture 2011
Pollution

omphina veneriformis | J& avec tributylétain Pour revue Breton et al.

Mya arenaria d avec tributylétain 2017

Des facteurs sociaux pourraient également jouer un réle dans le déterminisme sexuel, comme
chez la crépidule Crepidula fornicata, chez qui les petits individus qui se fixent sur des gros
deviennent males alors que les solitaires deviennent femelles (Hoagland, 1977). De méme, le
stress induit par les greffes, chez I'huitre perliere Pinctada mazatlanica, pourrait étre

responsable des sexe-ratios biaisés en faveur des femelles (Saucedo et al., 2001).
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Mode de déterminisme du sexe chez I’huitre creuse C. gigas

A la genese de I'étude du déterminisme sexuel chez I'huitre creuse C. gigas, ce mécanisme
physiologique était considéré, chez cette espece, comme dépendant exclusivement de
facteurs environnementaux tels que son alimentation et la température de I'eau de mer (Coe,
1936 ; Quale, 1988). L'influence de facteurs génétiques a longuement été suspectée sans
pouvoir étre démontrée (Coe, 1932 ; Needler, 1942). De plus, jusqu’a présent, aucun
hétérochromosome sexuel n’a pu étre identifié en cytométrie chez Crassostrea gigas (Ahmed
& Sparks, 1967 ; Thiriot-Quievreux, 1984, 2002). L'étude menée par Guo et al. (1998), sur des
populations d’huitres creuses issues de croisements, a permis de mettre en évidence un effet
paternel important sur le sexe des descendants. Ces auteurs ont ainsi pu conclure a I’existence
d’une influence génétique sur le déterminisme sexuel de C. gigas. A l'issue de leurs travaux,
ils ont proposé un modele génétique du déterminisme sexuel basé sur un seul locus avec un
allele male dominant (M) et un allele protandrique (F). Ainsi les huitres présenteraient deux
génotypes possibles : des vrais males (MF) ne changeant pas de sexe et des individus (FF) étant
males a la premiere maturité sexuelle et pouvant évoluer vers des femelles sous |'effet de
genes secondaires ou de I’'environnement (Guo et al., 1998). Ce modele n’expliquant pas toute
I’'hétérogénéité des sex-ratios mentionnés dans la littérature, Hedrick & Hedgecock (2010) ont
formulé un second modele. Dans ce dernier, la population d’huitres C. gigas présenterait 3
génotypes distincts (MM, FM et FF), toujours basés sur un seul locus. Les males présenteraient
toujours deux génotypes ; (MM) pour les vrais males ne changeant pas de sexe et (FM) pour
les males pouvant devenir femelles. Par contre, cette fois, les femelles seraient également
issus de deux génotypes : (FF) pour les vraies femelles ne changeant pas de sexe et (FM) pour
les femelles issus de males ou évoluant vers des males. A nouveau, la capacité d’un individu a

changer de sexe serait également sous l'influence de facteurs externes.

Les deux modeles proposés supposent I'existence d’un gene majeur du déterminisme sexuel

chez Crassostrea gigas. Cependant, a I’heure actuelle, il n’a pas été identifié.
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B. Les genes du déterminisme sexuel chez les Mollusques et chez C gigas :
homologues de facteurs connus des cascades moléculaires et candidats

potentiels issus des approches transcriptomiques globales

Le déterminisme génétique du sexe peut impliquer plusieurs génes (oligogénique ou
polygénique) comme cela a été montré chez le poisson zebre Danio rerio (Liew et al., 2012)
ou le bar Dicentrarchus labrax (Vandeputte et al., 2007). Cependant, il apparait que chez de
nombreuses espéces, c’est un gene majeur qui initie le déterminisme sexuel. Le mode d’action
d’un tel géne est soit binaire (présence/absence) —par exemple le géne Sry chez la souris
(Sinclair et al., 1990)- soit « dose-dépendant » -c’est le cas de Dmrt1 chez le poulet (Smith et
al., 2009). En plus de ce géne principal, la mise en place d’une gonade différenciée nécessite

la présence d’une cascade de facteurs moléculaires activant ou inhibant certains génes.

Les réseaux de génes du déterminisme sexuel dans le regne animal

Parmi les organismes modeles, la souris Mus musculus, le nématode Caenorhabditis elegans
et la drosophile Drosophila melanogaster possédent chacun un géne majeur induisant la
différenciation sexuelle. Il s’agit respectivement des genes Sry (Sex-determining region on Y
chromosome) (Sinclair et al., 1990 ; Koopman et al., 1991), Xol-1 (XO lethal protein 1) (Miller,
1988) et Sx/ (Sex lethal) (Zhu et al., 1997).

...chez la souris Mus musculus
Le gene Sry a été identifié chez la souris par Sinclair et al. (1990). Sa présence chez des souris
génétiques femelles (XX) a induit la mise en place de testicules fonctionnels, donc
phénotypiquement males (Koopman et al., 1991). Ainsi, en partenariat avec le géne SF1
(Steroidogenic Factor 1), le géne Sry active la transcription du facteur Sox9 (Sry-bOX 9) qui a
son tour active I'expression du géne Fgf9 (Fibroblast growth factor-9). Ce dernier agit avec un
rétro-controle positif sur Sox9. De nombreux autres génes et leurs produits géniques, tels que
Gata-4, Fog2, Wti1, Nr5al, Pgsd, Fgfrl, CBX2, Sox8, Amh, Dax1 et Dhhh, sont aussi nécessaires
pour les régulations (positives et négatives) et le maintien de cette voie de détermination du
sexe male. Dmrt1 (Doublesex and Mab3-related transcription factor) est aussi nécessaire pour

le maintien du sexe gonadique male, en particulier pour prévenir la reprogrammation
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féminine (Eggers & Sinclair, 2012). Chez les femelles, deux voies moléculaires indépendantes
permettent la différenciation de la gonade en ovaire, par I'activation de Fst (follistatine) : la
voie Wnt-4/Rspol/B-caténine (Wingless-type MMTV integration site family, member 4/R-
spondin 1/B-caténine) et la voie FoxI2/BMP-2/aromatase (Forkhead bOX L2/Bone
Morphogenetic Protein 2/aromatase) (Nef & Vassalli, 2009 ; Pannetier & Pailhoux, 2010). Ces
deuxvoies inhiberaient I'expression des facteurs de la différenciation testiculaire tels que Sox9
et Fgf9 lors de la différenciation femelle et, a I'inverse, elles seraient inhibées par Sox9, Fgf9
et probablement Sry lors de la différenciation male (Ottolenghi et al., 2007 ; Uhlenhaut et al.,
2009 ; Pannetier & Pailhoux, 2010). Le role de Sry en tant que déterminant de la voie male

serait conservé chez tous les Mammiféres placentaires et marsupiaux (Veyrunes et al., 2008).

... chez le nématode, Caenorhabditis elegans
Chez le nématode, linhibition de I'expression du geéene Xol-1 chez des embryons
génétiguement males (XO) induit leur féminisation (Miller et al., 1988). Quand il est actif, ce
géne permet l'inhibition de I'expression de génes Sdc (Sdc-1, Sdc-2) qui étaient considérés
jusqu’alors comme des genes candidats du déterminisme sexuel male (Nusbaum & Meyer,
1989 ; Villeneuve & Meyer, 1990 ; Meyer, 2005). L'inhibition des protéines Sdc rend possible
I’expression du gene her-1 qui inhibe a son tour I'expression de Tra-2. L'expression de ce
dernier étant inhibée, les genes Fem-1, Fem-2 et Fem-3 peuvent s’exprimer et réguler
négativement le géne Tra-1, conduisant ainsi la différenciation gonadique male (Kuwabara &
Kimble, 1992). Cette différenciation male est rendue possible par I'expression du gene Mab-

3, homologue du géne Dmrt1 des Mammiferes (Yi et al., 2000).

... chez la drosophile Drosophila melanogaster
Chez D. melanogaster, SxI est retrouvé sur le chromosome X et sa transcription est activée
uniquement chez des individus diploides génétiquement femelles (XX) (Zhu et al., 1997). La
protéine Sx|, en plus d’activer I'expression de Sx/ chez la femelle (rétro-contréle positif), induit
I'épissage du gene Tra (Transformer) (Zhu et al., 1997). En découle la production d’une
protéine Tra fonctionnelle qui, avec I'aide de la protéine Tra2 non spécifique du sexe, se lie a
Dsx -géne homologue de Dmrt1- (Boggs et al., 1987 ; Amrein et al., 1988 ; Inoue et al., 1990).
Cette liaison entraine la production, par épissage, d’une protéine Dsx spécifique de la femelle

(Hoshijima et al., 1991).
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Alors que le géne Tra est un facteur d’épissage tardif de la cascade de différenciation chez D.
melanogaster, chez la mouche Ceratitis capitata, il aurait un réle clé dans la détermination du
sexe (Pane et al., 2002). En effet, chez cette derniere, le géne homologue CcTra est retrouvé
naturellement chez des embryons génétiguement femelles (XX) et linhibition de son

expression conduit a des mouches phénotypiquement males (XX) (Pane et al., 2002).

Des homologues de facteurs connus des réseaux de génes du déterminisme sexuel, conservés
chez les Mollusques

Plusieurs genes connus et conservés du déterminisme sexuel des Mammiféres ont été
retrouvés en approches globales, chez les Mollusques Bivalves et Gastéropodes, comme
notamment Gadd45y, MAP3K4, Gata-4, LHX9, Wt1, CBX, Fgf18, Rspol, Wnt-4, 8-Caténine, Fst,
Dax1 ou ATRX mais aussi des génes a domaine DM (dont Dmrt1), des génes de la famille Sox
(dont Sox9 et Sox30) et le géne Foxl2 (Ghiselli et al, 2011; Dheilly et al., 2012 ;
Teaniniuraitemoana et al., 2014, 2015 ; Zhang et al., 2014 ; Shi et al., 2015 ; Tong et al., 2015
; Chen et al.,, 2017 ; Yue et al.,, 2018 ; Mulyana et al., 2018 ; Tableau 2). Quelques génes
conservés des cascades des Protostomiens ont aussi été retrouvés chez des Mollusques,
comme les genes SxI, Tra ou Fem (Zhang et al., 2014 ; Teaniniuraitemoana et al., 2014, 2015 ;

Shi et al., 2015 ; Tong et al., 2015 ; Chen et al., 2017).

Les expressions gonadiques des transcrits des homologues de Sox9/SoxE, Sox30/SoxH, FoxL2
et Dmrtl (et autres Dmrt) ont aussi été mesurées chez certains Mollusques en approches
globales. Pour les homologues de Dmrt1 (et autres Dmrt), une surexpression a été relevée
dans la gonade mature male chez la coquille Saint Jacques (Ns-Dmrta2 ; Galindo-Torres et al.,
2018), I'huitre perliere (Pmag-dmrt ; Teaniniuraitemoana et al., 2014, 2015), le pétoncle
(Pydmrt ; Liet al., 2016), la moule (Dmrt1 ; Shiet al., 2015) et 'ormeau (Hadmrt1 ; Valenzuela-
Munoz et al., 2014). De méme, I'expression des homologues de Sox9/SoxE a été retrouvée
plus élevée dans la gonade male de la coquille Saint Jacques (Galindo-Torres et al., 2018) et
chez la moule (Shi et al., 2015) mais pas chez le pétoncle (Li et al., 2016) et le clam (Chan et
al., 2017). Le géne homologue de Sox30/SoxH était quant a lui fortement exprimé dans les
gonades males et plus limité en expression voire absent des gonades femelles chez le pétoncle
(Li et al., 2016) et le clam (Ghiselli et al., 2011). Enfin, les homologues de Fox/2 ont présenté

une expression dimorphique entre les sexes en faveur des femelles chez P. margaritifera
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(Teaniniuraitemoana et al., 2014, 2015), P. yessoensis (Li et al., 2016), T. granosa (Chen et al.,

2017) et H. schlegelii (Shi et al., 2015). L'expression de ’homologue chez C. hongkongensis

était également supérieure dans la gonade femelle comparativement aux autres tissus -dont

la gonade male- (Tong et al., 2015).

Tableau 2 : Homologues de génes conservés du déterminisme sexuel des Mammiféres retrouvés chez les Mollusques
Bivalves et Gastéropodes

famille Dmrt

Mammiféres Mollusques Références bibliographiques
Chlamys farreri (Cf-dmrt4-like); Pinctada Fengetal., 2010 ; Yu et al., 2009,
martensii (pomDmrt2, pmDmrt5); Haliotis 2011 ; Klinbunga et al., 2009 ;
asinina (dmrt1); P. fucata (Pifuc-Dmrt2, Matsumoto et al., 2013 ; Llera-

. . . . H tal, 2013;
Pifuc-Dm-like A et Pifuc-Dm-like B), ; erreraetat, !
. Teaniniuraitemoana et al., 2014,
Nodipecten subnodorus (Ns-dmrt1, Ns-
2015 ; Lietal., 2016 ; Chen et al.,
dmrta2); P. margaritifera (omargdmrt2,
Dmrt1 et 2017 ; Ip et al.,, 2015 ; Patnaik et al.,

pmargdmrt) ; Patinopecten yessoensis
(Pydmrt); Tegillarca granosa (DmrtA2);

Reishia clavigera (Dmrt); Cristarias plicata

(Dmrt1) ; Hyriopsis schlegelii (Dmrt1/2) ; H.

rufescens (HaDmrt1)

2016 ; Shiet al., 2015 ; Valenzuela-
Munoz et al., 2014 ; Galindo-Torres
etal., 2018 ; Shiet al., 2015 ;

Valenzuela-Munoz et al., 2014

Sox9/SoxE : N. subnodorus ; P.
margaritifera ; P. fucata ; P. yessoensis ; T.

granosa ; C. plicata ; H. schlegelii

Galindo-Torres, 2018 ;
Teaniniuraitemoana et al., 2014 ; Li

etal., 2016 ; Ghiselli et al., 2011 ;

Sox3 et S0x30 Sox30/SoxH : P yessoensis ; Ruditapes Patnaik et al., 2016 ; Shi et al., 2015
philippinarum
C. farreri (Cf-foxI2) ; A. californica ; L. Liu et al., 2012 ; Matsumoto et al.,
gigantea ; P. margaritifera (Pmarg-fox|2) ; 2013 ; Teaniniuraitemoana et al.,
Foxl2 C. honkongensis (ChFoxL2) ; P. yessoensis 2014, 2015 ; Tong et al,, 2015 ; Li et
OX

(PyfoxI2) ; T. granosa (Foxn2 et Foxe) ; C.
plicata (FoxI2) ; H. schlegelii (FoxI2)

al., 2016 ; Chen et al., 2017 ; Patnaik

etal., 2006 ; Shi et al., 2015
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Des candidats potentiels du déterminisme sexuel issus des approches transcriptomiques
globales chez les Mollusques

Chez les Mollusques Bivalves et Gastéropodes, les approches transcriptomiques globales ont
permis de mettre en évidence des facteurs conservés du déterminisme sexuel (cf. § ci-dessus)
et des facteurs de la différenciation gonadique. Parmi ces derniers, certains pourraient
présenter une expression dimorphique entre les sexes, (i) précoce en accord avec un role dans

le déterminisme sexuel ou (ii) plus tardive en accord avec un réle dans le maintien du sexe.

Ainsi, chez des Mollusques gonochoriques des approches ont mis a jour des génes
différentiellement exprimés selon les sexes, comme chez la moule Hyriopsis schlegelii sur des
gonades matures males et femelles (Shi et al., 2015), chez le clam Tegillarca granosa (Chen et
al., 2017) et chez la moule Perumytilus purpuratus (Briones et al., 2018). De méme, ce type
d’études faites chez le clam Ruditapes philippinarum sur des individus entiers males et
femelles ont mis en évidence 35 génes connus pour leur implication dans la reproduction,
dont 'homologue de Sox30 (Ghiselli et al., 2011). Une seconde étude, réalisée en RNA-Seq sur
cette espece, a partir de gonades males et femelles, a permis d’identifier 1,284 génes
exprimés différentiellement entre les sexes, sans analyse plus approfondie de chacun (Ghiselli
et al., 2018). Chez I'ormeau Haliotis rufescens, un séquencage de gonades matures males et
femelles a permis de mettre en évidence |'existence de ‘single nucleotide polymorphism’ (SNP)
associés a certains genes tels que la Vitellogénine (Valenzuela-Munoz et al., 2014). Enfin, chez
le pétoncle japonais Patinopecten yessoensis, |'analyse des transcriptomes de testicules et
d’ovaires, ont mis en évidence 4394 génes s’exprimant différentiellement selon le sexe (Li et

al., 2016).

En ce qui concerne les Mollusques hermaphrodites simultanés, chez le pétoncle Argopecten
purpuratus, une banque d’ADNc de gonades matures males et femelles et immatures a permis
de mettre en évidence 7 génes connus comme étant impliqués dans des processus de la
reproduction chez d’autres organismes, TSSK (Testis-specific serine/threonine-protein
kinase), Vg (vitellogenin), CDA (cytidine deaminase), ADAR (RNA-specific adenosine
deaminase), CNA (calcineurin A), SCA (spermatogenesis and centriole associated 1) et le géne
codant la centrine (Boutet et al., 2008). En RT-qPCR, les transcrits présentaient une expression
plus importante dans la gonade comparativement aux autres tissus et dimorphique entre les

sexes et entre les stades (gonades immatures versus gonades matures), a I'exception de la
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centrine. Chez la coquille Saint-Jacques Nodipecten subnodosus, les génes impliqués dans la
différenciation gonadique ont été étudiés par analyse transcriptomique de gonades males et
femelles a différents stades de gamétogenese (Llera-Herrera et al., 2013). Les auteurs ont
identifié 3 genes possiblement impliqués dans la méiose chez les méales. Une seconde étude
réalisée sur des juvéniles de cette espéce a permis de mettre en relation I'expression de
transcrit dans des gonades indifférenciées, par rapport a d’autres tissus (glande digestive,
muscle adducteur) et aux stades de développement (larvaire, embryonnaire) (Galindo-Torres

etal., 2018).

Enfin, en ce qui concerne les Mollusques hermaphrodites séquentiels, chez I’huitre perliere
Pinctada fucata, Matsumoto et al. (2013) ont recherché dans le génome (Takeuchi et al.,
2012), des homologues de genes connus de la reproduction Ils en ont identifiés plus de 40,
dont des homologues de la vitellogénine (Pifuc-Vtg) et d’ER (Estrogen receptor) (Pifuc-ER).
Chez une autre espece d’huitre perliere (P. margaritifera), I’analyse différentielle a partir de
transcriptomes de gonades males et femelles a différents stades de gamétogeneése, a permis
d’identifier 87 genes impliqués dans le déterminisme sexuel et/ou la différenciation
gonadique (Teaniniuraitemoana et al., 2014). Douze d’entre eux ont été validés en gPCR et
étaient plutot exprimés dans les gonades matures, soit femelles (dont vit-6, fasnl, dicerl,
sodA et dnmtl), soit males (dont tsskl, fbxo39, ccnb3 et dyi3). Une seconde étude
transcriptomique réalisée par Teaniniuraitemoana et al. (2015) a identifié 1 937 contigs
impliqués dans les voies de différenciation gonadique male et femelle. Chez I'huitre
Crassostrea hongkongensis, des transcriptomes de gonades matures males et femelles ont mis
en lumiére plus de 1,910 génes identifiés comme en lien avec la reproduction (lignée

germinale/déterminisme sexuel/différenciation gonadique) (Tong et al., 2015).

Les candidats au déterminisme sexuel chez C. gigas

Lors des premieres études visant la caractérisation de facteurs moléculaires du déterminisme
sexuel chez I'huitre creuse Crassostrea gigas, aucune donnée génomique n’était disponible.
Aussi, I'identification des premiers genes candidats a résulté d’une approche ciblée utilisant
des tissus gonadiques d’huitres adultes prélevés aux différents stades de gamétogeneése
(Naimi et al., 2009a et b). Apres obtention d’ADNc, l'utilisation d’amorces ciblant des

séquences homologues aux génes conservés a permis la caractérisation de deux homologues :
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Cg-DMI et Cg-FoxI2. L’expression ubiquiste de Cg-DMI et son homologie avec Dmrt4/5 plutot
gu’avec Dmrtl ont suggéré un role de ce facteur dans la différenciation sexuelle, mais pas
dans le déterminisme sexuel (Naimi et al., 2009a). Le second gene homologue retrouvé chez
I’huitre creuse, Cg-FoxI2, avait une expression croissante au cours du cycle gamétogénétique
adulte, biaisée en faveur des femelles, ne permettant pas de discriminer un role dans la
vitellogenese, la différenciation gonadique ou le déterminisme sexuel du cycle suivant (Naimi
et al., 2009b). Cependant, I’hypothese de I'existence d’'un ARN anti-sens naturel de Cg-FoxI/2
(Cg-Foxl20s) a été avancée par Naimi et al. (2009b) puis confirmée par Santerre et al. (2012).
Il inhiberait I'expression de Cg-FoxL2 chez les males en stade 3, en formant des duplex
cytoplasmiques avec le transcrit de Cg-FoxL2. Cg-FoxL2 et Cg-FoxL2o0s joueraient ainsi un role
clé dans le déterminisme sexuel femelle chez C. gigas en stade 3 (Santerre et al., 2012). Par
une approche ciblée, deux autres facteurs potentiels du déterminisme sexuel ont été
caractérisés chez C. gigas. L'un (Cg-SoxE) présentait un pic d’expression dans la gonade
indifférenciée, tandis que l'autre (Cg-B8-caténine) présentait une expression élevée et
dimorphique en faveur des femelles, dés le stade 2, surtout marquée en stade 3 (Santerre et
al., 2014). U'ensemble de ces travaux a aussi permis de proposer une fenétre temporelle au
déterminisme sexuel adulte de C. gigas, entre le stade 3 d’'un cycle et le stade 0 du cycle

suivant.

Des approches transcriptomiques globales ont également permis d’apporter des
connaissances nouvelles sur les facteurs moléculaires liés au sexe chez Crassostrea gigas. Une
premiere étude menée en microarray sur des gonades avait pour objectif de mettre en
évidence des transcrits a différents stades de gamétogenese, spécifiques des males et des
femelles (Dheilly et al., 2012). L’analyse de I'expression différentielle des transcrits entre les
sexes a mis en lumiére 77 génes, 68 surexprimés dans les gonades femelles (dont Cg-FoxI2,

déja identifié) et 9 chez les males, certains en stade 0.

Une seconde étude transcriptomique globale (RNA-Seq) menée par Zhang et al. (2014) a
ensuite eu pour objectif d’identifier des génes du déterminisme sexuel chez I'huitre creuse,
dans des gonades matures (stade 3). lls ont retrouvé Cg-fox/2 dans les transcriptomes avec, a
nouveau, une expression marquée dans la gonade mature femelle, non-spécifique de la
gonade comme précédemment mentionné (Naimi et al, 2009b). Un autre facteur de la famille

Fox a été mentionné, FoxN5 ; il a été présenté comme ayant une expression gonadique male-
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spécifiqgue. Ces mémes auteurs ont aussi mis en évidence un homologue du géne Sox30 et de
trois génes a domaine DM, Cg01830, Cg15952 (Cg-DMI - Naimi et al., 2009a) et Cg19568
nommé Cg-Dsx (Dmrtl-like). Les expressions spécifiques de Cg-Dsx/Dmrt1-like et Cg-SoxH,
uniguement gonadiques et uniguement dans les gonades males matures, ont alors été
associées a un réle dans le déterminisme sexuel male. En I'absence de validation par RT-gPCR
et en l'absence de profils d’expression sur I'ensemble du cycle de gamétogenese, cette

information reste une hypothese.

Récemment, une nouvelle étude transcriptomique a été conduite par Yue et al. (2018) sur des
tissus somatiques (manteau, branchie, muscle adducteur et masse viscérale) et sur des
gonades aux différents stades de gamétogeneése. Ces auteurs ont mis en évidence six clusters
regroupant des geénes différentiellement exprimés au cours du cycle de gamétogenése et/ou
selon le sexe. Seuls Cg-Dsx, Cg-SoxH et Cg-FoxI2 ont été identifiés au sein des clusters en tant
gue géne potentiel du déterminisme du sexe. Leurs profils d’expressions au cours du cycle
gamétogénétique n’ont pas été mentionnés. Aucun géne exprimé en stade 0, période partielle

du déterminisme sexuel, n’est ressorti de |’étude.

Ainsi, I'ensemble de ces travaux chez les Mollusques et chez C. gigas ont permis I'identification
de quelques genes conservés du déterminisme sexuel et candidats dont I'expression serait en
accord avec un réle direct ou indirect dans le déterminisme sexuel, mais qui ne sont pas
connus comme tels dans le régne animal. Cependant, ces études présentent des limitent et
les profils d’expression de beaucoup de ces genes sont incomplets, limitant ainsi

I'interprétation sur leur réle possible dans le déterminisme sexuel.

C. Les limites des études du déterminisme sexuel chez les Mollusques et chez

les hermaphrodites séquentiels

Les types d’hermaphrodismes
L’hermaphrodisme caractérise un individu capable de se reproduire en tant que male et
femelle au cours de sa vie. Dans le regne animal, les hermaphrodites sont présents chez des

Protostomiens et Deutérostomiens de divers clades (Atz, 1964 ; Reinboth, 1970 ; Ghiselin,
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1969 ; Charnov, 1979). Dans ce mode de reproduction, deux types d’hermaphrodisme se

distinguent : I’hermaphrodisme simultané et I’'hermaphrodisme séquentiel.

L’'hermaphrodisme simultané, ou hermaphrodisme vrai, caractérise un individu produisant
lors d’un méme cycle de reproduction a la fois des gametes males et femelles. Ce mode de
reproduction est présent chez des espéces phylogénétiquement éloignées telles que le
poisson Téléostéen Serranus tortugarum (Fischer, 1984), les Mollusques Navanax inermis
(Leonard & Lukowiak, 1984) et Argopecten purpuratus (Disalvo et al., 1984) ou I’Arthropode
Malacostracé Lysmata wurdemanni (Bauer & Holt, 1998). Chez les Mollusques qui ont fait
I'objet d’études moléculaires de la différenciation gonadique/du déterminisme sexuel, on
compte par exemple le pétoncle Argopecten purpuratus (Boutet et al., 2008) et la coquille

Saint-Jacques Nodipecten subnodosus (Gallindo-Torres et al., 2018).

L’hermaphrodisme séquentiel ou successif, fait référence a un individu capable de changer au
moins une fois de sexe au cours de sa vie. Ce changement peut étre protandre (male devenant
femelle) comme c’est le cas, par exemple, chez des poissons clown du genre Amphiprion
(Moyer & Nakazono, 1978), des poissons perciformes de la famille des Sparidae (Atz, 1964) ou
chez le pétoncle géant Hinnites giganteus (Lauren, 1982). Ce changement peut aussi étre
protogyne (femelle évoluant en male) comme observé par exemple chez la dorade grise
Spondyliosoma cantharus (Reinboth, 1962) ou les poissons perroquets de la famille des
Scaridae (Reinboth, 1970). Ainsi, la spécificité des espéces hermaphrodites séquentielles est
la détermination du sexe répétée au cours de leurs vies. Chez les Mollusques qui ont fait I'objet
d’études moléculaires de la différenciation gonadique/du déterminisme sexuel, on compte
par exemple les huitres perlieres Pinctada fucata (Matsumoto et al., 2013) et P. margaritifera
(Teaniniuraitemoana et al., 2014, 2015) et I’huitre Crassostrea hongkongensis (Tong et al.,

2015).

L’huitre creuse Crassostrea gigas a été décrite comme une espéce présentant a la fois des
individus hermaphrodites simultanés —en proportion tres limitée (<1%)- (Amemiya, 1929 ;
Guo et al., 1998 ; Steele & Mulcahy, 1999 ; Normand et al., 2009 ; Yasuoka & Yusa, 2016) et
des individus hermaphrodites séquentiels, capables de changer de sexe au cours de leur vie

(Amemiya, 1929 ; Lannan, 1971 ; Guo et al., 1998 ; Lango Reynoso, 1999 ; Park et al., 2012 ;
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Yasuoka & Yusa, 2016). La tendance protandre du changement de sexe a été avancée (Guo et
al., 1998 ; Enriquez-Diaz et al.,, 2009 ; Yasuoka & Yusa, 2016), bien que d’autres études
réalisées sur cette espéce indiquaient un sexe-ratio a 1% maturité sexuelle équilibré ou a
dominante femelle (Amemiya, 1929 ; Lango Reynoso, 1999 ; Fabioux et al., 2005 ; Park et al.,
2012 ; Santerre et al., 2013).

Les limites des études du déterminisme sexuel chez les Mollusques et chez les hermaphrodites
séquentiels

Jusqu’a présent, les travaux sur la reproduction et/ou le déterminisme sexuel chez C. gigas et
chez les Mollusques ont été confrontés a plusieurs limites. Les études ciblées ont certes,
permis une identification précise des homologues, mais elles limitent, de fait, le nombre de
facteurs étudiés. Les approches globales, en séquencant le transcriptome entier, présentent
un plus grand potentiel de découverte. Parmi les études précédentes, peu ont étudié
I’expression de génes sur toute la période du déterminisme sexuel (stade 3 d’un cycle et stade
0 du cycle suivant chez C. gigas par exemple ; Naimi et al., 2009a et b, Santerre et al., 2012,
2014 ; Dheilly et al., 2012 ; Yue et al., 2018). Les approches globales se sont essentiellement
focalisées sur des gonades matures ou sans aucune précision (Shi et al., 2015 ; Chen et al.,
2017 ; Ghiselliet al., 2011, 2018 ; Valenzuela-Munoz et al., 2014 ; Boutet et al., 2008 ; Tong et
al., 2015 ; Zhang et al., 2014). Hors, chez des organismes gonochoriques ou hermaphrodites
simultanés, le déterminisme sexuel a lieu bien avant, au cours du développement, par
exemple chez le juvénile précoce chez I'huitre C. gigas (Naimi et al., 2009b ; Santerre et al.,
2013). Chez des especes hermaphrodites séquentielles, le probleme est tout autre. Quel que
soit le moment d’étude au cours d’un cycle de reproduction, le futur sexe de I'animal est
inconnu car I'animal est susceptible de changer de sexe au cycle de reproduction suivant. Le
lien entre le profil d’expression d’un facteur et le futur phénotype du sexe est doncimpossible,
limitant ainsi I'interprétation des résultats et donc les hypotheéses sur le réle potentiel dudit

facteur dans le déterminisme sexuel.

29



Dans le regne animal, le déterminisme sexuel a été moins étudié chez les espeéces
hermaphrodites, alors que ce mode de reproduction est bien conservé (Ghiselin, 1969),
notamment du fait de limites semblables a celles mentionnées ci-dessus. Les études
moléculaires réalisées ont surtout porté sur les poissons Téléostéens, parmi lesquels on
compte de nombreuses especes hermaphrodites séquentielles protandres ou protogynes
(Bobe et al., 2014). Comme chez les Mollusques, des homologues de genes du déterminisme
sexuel ont cependant été identifiés. Ainsi, Dmrt1 a été retrouvé chez des espéces protandres
comme Acanthopagrus schegeli (He et al., 2003) et protogynes comme Halichoeres
poecilopterus (Miyake et al., 2012). Son expression était alors corrélée a la différenciation ou
a la régression du testicule lors du changement de sexe, respectivement. De méme, des
homologues de Sox9 ont été décrits chez des Téléostéens hermaphrodites séquentiels comme
le mérou Epinephelus coioides (Luo et al., 2010) et chez I'anguille Monopterus albus (Zhou et
al., 2003). Chez le mérou, le profil d’expression de Sox9 a suggéré un réle dans l'initiation de
la différenciation gonadique male, en amont de I'expression de Dmrt1 (Luo et al., 2010). Chez
I'anguille, I'expression des formes dupliquées Sox9al et Sox9a2 dans les testicules et les
ovaires suggere des roles similaires dans la différenciation gonadique au cours du changement
sexuel chez cette espéce (Zhou et al., 2003). Enfin, Fox/2 a également été caractérisé chez
plusieurs espéces hermaphrodites séquentielles, avec des profils d’expression différents selon
les especes. Ainsi, par exemple, son expression lors du changement de sexe augmentait chez
le pagre protandre Acanthopagrus schlegeli (Wu et al., 2010) et diminuait chez le mérou
protogyne Epinephelus merra (Alam et al., 2008). Chez le poisson clown protandre Amphiprion
bicinctus et chez la girelle protogyne Thalassoma bifasciatum, FoxL2 est surexprimé dans les
gonades femelles (Casas et al., 2016 ; Liu et al., 2015). Par contre, aucun dimorphisme
d’expression n’a été observé durant le changement de sexe chez Halichoeres tenuispinis
(Kobayashi et al., 2010). De tels travaux chez des Téléostéens hermaphrodites séquentiels ont
été facilités car ces especes ont un déterminisme sexuel sous influence environnementale et
gue le changement de sexe ainsi provoqué était rapide (par exemple Liu et al, 2015). De fait,
ces études ont permis de mettre en relation des profils d’expressions moléculaires avec des

phénotypes du sexe « induits ».
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Objectifs de la these

Dans ce contexte, afin d’approfondir les connaissances sur le déterminisme du sexe chez

Crassostrea gigas, plusieurs objectifs ont été fixés dans le cadre de cette these :

i) L'identification des phénotypes du sexe et du changement de sexe sur les 6
premieres années de vie de I'huitre

ii) La détermination de l'influence du sexe et du changement de sexe sur les
parameétres morphologiques de I'animal

iii) La caractérisation de facteurs moléculaires exprimés lors du déterminisme sexuel,

chez des individus a phénotypes du sexe et du changement de sexe connus

Pour répondre a ces objectifs, deux cohortes d’huitres creuses ont été produites en écloserie
en mars 2013 et en juin 2014, puis testées dans un site d’élevage du bassin Marennes-Oléron
depuis novembre 2013 et novembre 2014, respectivement. Les huitres ont été marquées
individuellement, puis sexées et mesurées chaque année (poids, longueur, largeur et
épaisseur). Des individus a phénotypes sexuels contrastés ont également été choisis parmiles
individus de I'une des cohortes, a savoir des femelles et des males n’ayant pas changé de sexe
durant les 5 premiéres années de leur vie. Un séquencage en RNA-Seq a ensuite été réalisé
sur des tissus gonadiques de ces individus choisis, a différents stades de gamétogeneése

couvrant toute la période du déterminisme sexuel.

Ces éléments nouveaux permettront d’approfondir les connaissances sur le déterminisme
sexuel et le mode de reproduction de Crassostrea gigas. Une meilleure compréhension de la
physiologie reproductive de cette espéce optimisera les techniques de production en écloserie
et enrichira le savoir relatif a la biologie de la reproduction au sein des Lophotrochozoaires et

des Mollusques
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Chapitre 1

Déterminisme sexuel chez I’huitre creuse Crassostrea gigas -
étude pluriannuelle du sex-ratio et du changement de sexe au sein

de populations a larges effectifs
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Déterminisme sexuel chez I'huitre creuse Crassostrea gigas —
étude pluriannuelle du sexe-ratio et du changement de sexe
au sein de populations a larges effectifs

Questions : Les populations de Crassostrea gigas présentent-elles des sexe-ratios équilibrés ?
Quelles sont les fréquences de changement de sexe au cours de la vie d’'un animal ? L’huitre

privilégie-t-elle un type de changement de sexe ?

Méthode : L’étude repose sur deux populations. La premiere a été produite en écloserie en
2013 a partir d’huitres sauvages prélevées sur le bassin de Marennes-Oléron, zone ou les
stocks d’huitres sauvages sont les plus importants. La seconde a été produite en écloserie en
2014 a partir d’individus issus de la premieére. Les deux populations ont été testées dans le
bassin Marennes-Oléron a partir de novembre 2013 pour la 1°" et de novembre 2014 pour la
2nde |’effectif initial était respectivement de 7488 et 4320 individus. Ces huitres ont été suivies
individuellement dés 2014 pour la 1% population et 2015 pour la 2", Chaque année,
I'identification du sexe a été déterminée par observation des gameétes, soit a I'ceil nu lors de
I'induction de la ponte par chocs thermiques, soit a I'aide d’'une loupe binoculaire lors de
biopsie de la gonade. Les changements de sexe ont été constatés par l'intermédiaire de
I’historique des phénotypes sexuels collectés sur I’'ensemble des 6 années pour la population

1, et des 5 années pour la population 2.

Résultats : Lors de la 1% année de sexage, la majorité des huitres étaient femelles (69% et
54% pour la population 1 et 2 respectivement). Un sexe-ratio biaisé en faveur des femelles a
également été observé lors des sexages suivants (allant de 61% a 71% et de 54% a 67% pour
la 187 et 2"% population respectivement). Entre les deux premiéres années de sexage, 34%
des huitres ont changé de sexe pour la population 1 et 47% pour la population 2. La
proportion d’huitres changeant de sexe entre deux saisons de reproduction a diminué au fil
des années au sein des deux populations, avec seulement 9% entre la 5°™¢ et la 6™ année de
sexage pour la population 1, et 11% entre la 4™ et la 5™ année de sexage pour la population
2. Au sein de la population 1, 1386 huitres ont pu étre sexées chaque année. Parmi elles, 58%
ont changé de sexe au moins une fois entre la 1°™ et la 6°™ année de sexage dont 32% n’ont

effectué qu’un seul changement. Ces changements uniques de sexe ont eu lieu dans les deux
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sens, c'est-a-dire de méle vers femelle (protandre) et de femelle vers méale (protogyne)
concernant respectivement 19% et 13% de la population 1. De plus, au sein des 1386 huitres,
19% ont changé de sexe deux fois, 5% trois fois, 1% quatre fois et 0,1% cinq fois —soit tous les
ans-. Un nombre important (42%) d’huitres n’ont jamais changé de sexe au cours de la
période d’étude, dont 34% étaient toujours femelles et 8% toujours males. Au cours des cing
années de suivi de la population 2, 333 huitres ont pu étre sexées chaque année et parmi
elles 24% n’ont jamais changé de sexe dont 17% étaient toujours femelles et 7% toujours
males. Au sein des huitres ayant changé de sexe au cours de |'étude (76%), 44% ont présenté
un changement unique, 26% ont changé de sexe deux fois, 5% trois fois et 1% quatre fois. A
partir des données collectées dans la population 1, une régression logistique a été réalisée
permettant de prédire le taux d’hermaphrodites chez I'espece d’aprés sa durée de vie. Il
apparait que 95% de la population présenterait au moins un changement de sexe au cours des
19 premieres années de vie, plus précocement chez les huitres nées males que celles nées

femelles (11 ans contre 27 ans respectivement).

Conclusions : Dans le cas de notre étude, I’huitre creuse Crassostrea gigas présente un sexe-
ratio en faveur des femelles. De plus, d’aprés la régression logistique et la durée de vie de
I'huitre, présumée de 20 ans, cette derniére serait bien un hermaphrodite séquentiel, bien
gue sur les six années de suivi, un nombre important d’individus n’ait pas changé de sexe. Elle
est capable de changer plusieurs fois de sexe, cependant la fréquence de changement de sexe
décroit lorsque le nombre des années de vie augmente. Cette espéce ne semble toutefois pas
avoir de tendance a un type de changement en particulier, car la protandrie, tout comme la
protogynie, ont été observées. Toutefois, les huitres identifiées males en premiére année de

sexage auraient tendance a changer de sexe plus précocement.

Ma participation : J’ai participé au sexage des 2 populations en années 4 et 5, effectué le suivi

des lots en mer, créé les bases de données relatives a chaque population et les ai maintenues
ajour. Jai également participé aux traitements statistiques et réalisé I'interprétation ainsi que

la mise en forme des résultats.

Ces travaux ont fait I’objet d’une valorisation par communication orale :

C Broquard, L Dégremont, AS Martinez. 2017 Protandric sex in Crassostrea gigas: myth or
reality? First answers from a large and long-term monitoring of sex changes. Physiomar, 18-
21 Septembre 2017, Cambridge, Royaume Uni.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Understanding sex determination in the Pacific oyster Crassostrea gigas, a sequential hermaphrodite, can provide
sex-ratio prospective on the evolution of sex-determining systems for comparative reproduction from an evolutionary
Sex change perspective. Surprisingly, this mechanism is still poorly understood. To date, sex ratio and sex change have never
Oysters been studied at the individual level for a large size group and long-term monitoring. To this purpose, we per-
Hermaphroditism

formed an ambitious individual long-term follow-up (6 years) on a large population (cohort 1: 7488 oysters)
produced from wild oysters, as well as for a second population produced from the cohort 1 (cohort 2: 4320
oysters). All oysters were individually sexed from 2014 to 2019. For the cohort 1, our results showed a sig-
nificantly female-biased sex ratio each year, ranging from 61 to 73% for the cohort 1. The proportion of oysters
exhibiting sex change between the first two breeding seasons was 34% and decreased each year, ending at 9%
between years 5 and 6. From the initial population, 1386 oysters were sexed six years in a row. Among them,
58% were sequential hermaphrodites, within which 32% changed sex once (19% protandric and 13% proto-
gynic), 19% twice, 5% three times, 1% four times and 0.1% five times. In contrast, 42% never exhibited a sex
change, within which 34% were potentially true females and 8% potentially true males. However, a logistic
regression model indicates that those oysters could experience one sex reversal in subsequent years resulting that
all oysters of our population of C. gigas would be sequential hermaphrodites. Similar results were observed for
the cohort 2, although the proportion of sequential hermaphrodite was higher than the one observed for cohort
1. It is supposed that a genetic basis exist for sex change in C. gigas. Our work participates to unravel the barriers
existing about the sequential hermaphroditism, the protandry and the sexual system in C. gigas, still currently
debated.

Crassostrea gigas

1. Introduction

As sex determination is of major importance to sexual reproduction,
it is the subject of many studies across the animal kingdom. Although
the mechanisms of sex determination are remarkably diverse among
organisms, they can be grouped into three main modes: (i) genotypic
sex determination where sex is established by the genotype (gonosomes
or autosomes), (ii) environmental sex determination where sex is in-
fluenced by environmental cues, and (iii) a mix of genotypic and en-
vironmental sex determination (Bachtrog et al., 2014).

The sex-determining mechanisms observed across the tree of life are
very diverse because they can evolve rapidly (Bachtrog et al., 2014). A
striking example of diversity in sex determination is freshwater

* Corresponding author.
mont@ifremer.fr (L. Dégremont).

https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.734555

crustaceans in the family Limnadiidae (Weeks et al., 2006). Conse-
quently, different modes of sex determination are found among closely
related species or populations of the same species and in contrast, the
same mode may evolve independently in distant clades (Bachtrog et al.,
2014). This diversity of sex-determining mechanisms is associated with
two modes of sexual reproduction in animals: gonochorism (only one
distinct sex in any individual organism) and hermaphroditism (si-
multaneous when individuals function as male and female at the same
time; sequential when individuals first function as one sex and then
switch to the other sex). Gonochorism appears more widespread than
hermaphroditism, which is only observed in approximately 5% of all
animal species (Bachtrog et al., 2014).

Sex determination defines individual sex and is therefore closely
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related to the sex ratio of a population and its variation. Fisher (1930)
theorized that the sex ratio within a population should be balanced
(1:1) under the hypothesis that producing males or females requires an
equal cost. This balance is the “evolutionarily stable strategy” and is
maintained by natural selection, which promotes the rarer sex. How-
ever, in the animal kingdom, biased sex ratios are commonly observed.
This may be induced by differential mortality related to sex (Arendt
et al., 2014), inbreeding and local competition for mates and food
(Hamilton, 1967), endocrine-disrupting environmental pollutants
(Mills and Chichester, 2005), or adaptive maternal effects that result in
differential investment in male or female offspring (Trivers and Willard,
1973).

Mollusca, the phylum to which oysters belong, provides a rich
source of material to better understand the evolution of sex and sex
determination (Breton et al., 2017). Indeed this phylum (i) is the second
largest in the animal kingdom, (ii) belongs to Lophotrochozoa, a clade
poorly understood in terms of reproduction, (iii) provides a richness of
species with highly diverse modes of sexual reproduction ranging from
functional hermaphroditism (simultaneous and sequential) to go-
nochorism, suggesting diverse underlying sex-determining mechanisms,
and (iv) includes species of economic and nutritional importance,
which makes knowledge of their sex determination highly necessary to
provide useful tools for the control of their sex in aquaculture. Within
molluscs, gonochorism appears as the most common sexual system,
occurring in seven of the eight extant classes (Collin, 2013), while ap-
proximately 40% of the 5600 genera are classified as hermaphrodites
(Heller, 1993). Among bivalves, only approximately 4% of the 10,000
extant species have been determined to not be strictly gonochoric (Coe,
1943); indeed, hermaphroditism has been identified in 13 out of the
117 families (Heller, 1993). However, this number of hermaphroditic
bivalve species is probably an underestimation because of (i) its de-
termination based on a limited number of individuals and groups that
sometimes lack sexual dimorphism, (ii) the misidentification of sex in
simultaneous hermaphrodites based on the study of gonad fragments,
and (iii) the misidentification of sex change in sequential hermaphro-
dites observed at a population scale and not at an individual scale
(Yusa, 2007).

Concerning the Pacific oyster Crassostrea gigas, its sex-determination
system has not been established and there are two longstanding para-
digms concerning hermaphroditism in this species:

i) Oysters are sequential hermaphrodites (encountering sex changes at
some point in their lifespan). However, few studies provide direct
observations of individual sex changes, and these observations have
been limited to two years of life in C. gigas (Amemiya, 1929; Lango
Reynoso, 1999; Lannan, 1971; Park et al., 2012; Yasuoka and Yusa,
2016).

ii) Oysters are protandrous hermaphrodites (born male and change sex
to a female) with a striking example provided by Guo et al. (1998),
suggesting a higher proportion of males in younger oysters. Never-
theless, five independent studies reported primary sex ratios that
were biased in favor of females or were well-balanced (1:1)
(Amemiya, 1929; Fabioux et al., 2005; Lango Reynoso, 1999; Park
et al., 2012; Santerre et al., 2013).

None of the above studies has investigated the mode of reproduction
in individual C. gigas for more than two years and/or used a large
number of oysters, leading to a lack of consensus among them. Direct
observations are crucial and are a mandatory component of experi-
mental design for better understanding of sex determination in C. gigas.

In this study, we aimed to assess the temporal variation of the sex
ratio for a C. gigas population (cohort 1) over the six first-years to
identify potentially true males and potentially true females, as well as
sequential hermaphrodites. Thus, 7488 oysters were tagged and then
sexed from 2014 to 2019 to clarify the sex determination in this major
species used in aquaculture. In addition, the sex ratio and the sex
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change from 2015 to 2019 was also recorded for a second cohort using
4320 C. gigas.

2. Materials and methods
2.1. First cohort using wild oysters

2.1.1. Biological material

Twenty half-sib families, each consisting of two full-sib families of
C. gigas, were produced at the Ifremer hatchery in La Tremblade
(France) on 27 March 2013 from a wild oyster population sampled from
the Marennes-Oléron Bay (France). The parents were opened to de-
termine their sex as well as their level of maturity by microscopic ob-
servation of gonad samples spread on a slide (presence of spermatozoa
or oocytes). Twenty males and forty females were kept for mating, each
male being crossed with two females. The gametes were collected from
each parent by stripping the gonad. After fertilization, the larvae were
raised in 30-L tanks at 25 °C in UV-treated, filtered, and aerated sea-
water. All families were raised separately. The water was changed three
times per week. Larvae were fed daily with Isochrysis galbana
(30,000 cells/mL) until they reached 140 pum, after which the diet was
supplemented with Skeletonema costatum (30,000 cells/mL). Two weeks
after fertilization, larvae were placed on cultch in flow-through race-
ways at 20°C supplied with UV-treated seawater enriched with S.
costatum. Oyster spat were reared under standard hatchery conditions
until they reached a size of 2 mm. In May 2013, 5000 oysters per family
were transferred to the Ifremer nursery in Bouin (France) (Baud and
Bacher, 1990). Density was reduced during the nursery period as some
oysters were used in studies to determine the genetic basis for resistance