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‘I think we live in an unscientific age in which almost all the buffeting of
communications and television - words, books, and so on - are unscientific.
As aresult, there is a considerable amount of intellectual tyranny in the
name of science.’

Richard Phillips Feynman (1918-1988) What is Science?, presented at the 15th annual meeting
of the National Science Teachers Association (1966)



La diversité génétique virale : quel est son
role dans l'interaction du virus Ostreid
herpesvirus 1 avec son hote I’huitre
Crassostrea gigas ?




I Avant-propos

Ce manuscrit de thése présente les résultats scientifiques que j'ai obtenu pendant 3 ans,
d’octobre 2017 a décembre 2020, au sein de 'unité mixte de recherche (UMR5244) Interactions
Hétes Pathogénes Environnements (IHPE, directeur : Guillaume MITTA) - affiliée au Centre
national de la recherche scientifique (CNRS), a l'Institut Francais de Recherche pour
I'Exploitation de la Mer (IFREMER) et a I'Université de Montpellier (UM) -, dans I'équipe
Mécanisme d’Interaction et d’Adaptation en Milieu Marin (MIMM, responsable: Delphine
DESTOUMIEUX-GARZON), sous la direction de Jean-Michel ESCOUBAS (CNRS) et le co-
encadrement de Caroline Montagni (IFREMER). Ce travail a été financé suite a l'attribution
d’'une bourse de I'école doctorale GAIA en 2017, ainsi qu'une partie de deux financements de
projet attribués au laboratoire. Le projet HemoVir soutenu par I'lFREMER et le projet HaploFit
soutenu par le labEx CeMEB. Enfin, ces recherches ont bénéficié de I'appui logistique de 'UM et
de I'lFREMER a travers 'acces aux outils de calcul datarmor.

Les résultats présentés dans ce manuscrit sont séparés en 5 chapitres dont deux articles
scientifique. Le chapitre I correspond a I'introduction générale du sujet en développant le cadre
théorique dans lequel s’inscrit ce travail en détaillant les modeéles utilisés et enfin en
introduisant les questions scientifiques liées a ces recherches, a savoir la caractérisation de la
diversité génétique et génomique du virus Ostreid Herpesvirus 1 (OsHV-1) et I'évaluation de
son role potentiel dans le Syndrome de mortalité des huitres du Pacifique (Pacific Oyster
Mortality Syndrome, POMS). Le chapitre Il correspond a un premier article paru en 2020
(Delmotte et al., 2020). Le chapitre III correspond a un second article en fin d’écriture qui
devrait étre soumis en février 2021. Des sections d’introductions, de discussions et de
conclusions entre les articles sont rédigées en francgais et apportent les connaissances utiles a la
bonne compréhension du chapitre ainsi que le fil conducteur de la thése. Le chapitre IV apporte
une discussion sur I’évolution des connaissances globales grace a mes recherches dans le réle de
la diversité génomique virale dans les interactions entre '’huitre et le virus OsHV-1. Enfin le
chapitre V présente ou illustre les trois grandes perspectives ou approches méthodologiques
pour mettre en évidence le role joué par la diversité génétique du virus OsHV-1 dans les POMS.

Enfin, l'essentiel de l'innovation présente dans mes travaux porte davantage sur
I'amélioration des outils bioinformatiques et des méthodes d’analyses que j'ai pu mettre en
place plutét que sur les expériences que j’ai réalisées. Ainsi, j’ai fait le choix de ne pas mettre en
avant les outils d’analyses dans ce manuscrit mais il m'est apparu raisonnable de les adosser
dans 'annexe en fin de thése ou de renvoyer le lecteur curieux directement vers le dépot de
code afin de préserver I'unité de la démarche plutét que compiler I'ensemble du matériel
additionnel. Pour aider a la lecture de ce manuscrit les termes importants pour la
compréhension sont en gras et leurs traductions anglaise est entre parenthéses en italique.
Enfin, les encarts en gris aideront a préciser certains détails tandis qu'un résumé a la fin de
chaque partie permettra de récapituler les informations importantes.
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Introduction générale

La théorie de I’évolution est a la biologie ce que la relativité générale est a la physique.
C’est une théorie fondamentale difficile a appréhender mais c’est un outil puissant pour poser
des questions sur la Nature. Les théories évolutionnistes ont mis plusieurs siecles a maturer et
ce sont les travaux de Charles Darwin et Alfred Russel Wallace sur la sélection naturelle au XIX®
siécle qui poserent les fondements des cadres conceptuels contemporains (Darwin, 1859).

Cette théorie a constamment évolué avec les nouvelles découvertes en génétique et
d'autres disciplines jusqu’a aujourd’hui. En 1866, le travail du moine autrichien Gregor Mendel
a proposé trois principes d'hérédité qui décrivent la transmission des caractéres génétiques
(Mendel, 1865). En 1942, le biologiste britannique Julian Huxley a décrit ce cadre de travail
émergent dans un livre intitulé Evolution : The Modern Synthesis. Cette synthése arrive a
combiner génétique des populations et génétique mendélienne, sélection naturelle et hérédité
dans une seule et méme théorie de I'évolution (Huxley, 1942). Elle est considérée comme l'une
des réalisations majeures de la biologie et a conduit a l'adoption généralisée de plusieurs
hypothéses de base : (i) Les mutations géniques qui se produisent a basse fréquence
indépendamment de la force et de la direction de la sélection naturelle créent des variations
phénotypiques sur le plan de 1'évolution; (ii) Les mutations qui sont favorables conduisent
généralement a des changements phénotypiques faible se traduisant par de lents changements
phénotypiques progressifs; (iii) 1'hérédité est génétique; (iv) la sélection naturelle est la seule
explication de l'adaptation; (v) la macroévolution est le résultat des différences accumulées
dans le processus de microévolution (Laland et al., 2015).

Les données expérimentales ont remis en question plusieurs hypotheses de cette
synthése, lui permettant d’évoluer et de couvrir un plus large éventail de phénomeénes. Par
exemple, suite au progres de la biologie moléculaire et I'observation que la majorité des
variations génomiques entre deux individus ne sont ni bénéfiques, ni nuisibles a la survie et a la
reproduction de I'organisme qui 1'exprime, mais aussi, que les variations observées dans les
régions fonctionnelles sont bien souvent défavorables a I'organisme. Le cadre conceptuel global
a évolué en incluant la théorie neutraliste de I'évolution (Neutral theory of molecular evolution)
(Kimura, 1983). Celle-ci soutient que la plupart des changements évolutifs au niveau
moléculaire, et la plupart des variations au sein et entre les espeéces, sont dus a une dérive
génétique aléatoire d'alléles mutants qui sont sélectivement neutres (Kimura, 1983; King and
Jukes, 1969).

Aujourd’hui, le cadre conceptuel dominant utilisé est la théorie synthétique de
I’évolution ou théorie moderne de I'évolution (The synthetic theory of evolution) qui incorpore
les découvertes théoriques et empiriques les plus récentes (par exemple, la théorie neutraliste
de I'évolution, théorie de la valeur sélective inclusive). Cette théorie considére 1'évolution et
I'adaptation comme un processus lent, causé par des mutations génétiques aléatoires. La
sélection n’est plus la seule pression évolutive et surtout elle ne se réduit pas a un effet adaptatif
simpliste, ou la survie du plus apte conduit nécessairement a 'adaptation. Ainsi la sélection



naturelle (ou artificielle) peut prendre de nombreuses formes et varie en fonction de
I'environnement conjointement avec des phénomenes de migration et de dérive génétique.

Du fait de tous ces mécanismes, il n’est pas simple de déterminer la proportion de
chaque force évolutive en jeu au sein d'une population et/ou entre des populations d'un
organisme. Or, c’est uniquement au travers de la compréhension de ces forces que nous
pouvons donner du sens a la diversité génétique d’'une population en faisant la différence entre
I'action sous-jacente du hasard ou d’'un processus évolutif complexe ayant un réle important.
Dans le domaine des maladies infectieuses, l'émergence continue de nouveaux agents
pathogénes et I'augmentation de la propagation de la résistance nous rappellent que les micro-
organismes sont fondamentalement soumis a ces forces évolutives (Alizon and Méthot, 2018;
Bordier, 1888). Ainsi, la compréhension des interactions hote-pathogéne (host-pathogen
interactions), c’est-a-dire les méchanismes d’un organisme pathogene pour se maintenir dans
un organism hote lequel utilise des méchanismes pour s’en défaire, sont au coeur des luttes
modernes contre les organismes pathogénes.

C’est au travers de ces théories que la biologie évolutive offre des réponses pertinentes
pour mieux comprendre le role de la diversité génétique dans les interactions hote-pathogéne
au niveau moléculaire, cellulaire, de l'individu ou de la population. Celles-ci sont donc
incontournables pour mieux comprendre le role de la diversité génétique entre un organisme
pathogéne et son hote. Durant les travaux qui vont étre présenté par la suite, 'organisme
pathogéne sera le virus Ostreid Herpesvirus 1 (OsHV-1) et l'organisme héte sera I'huitre
Crassostrea gigas. C’est pourquoi I'introduction générale va permettre de délimiter (i) le cadre
conceptuel des interactions hote-pathogene a travers des concepts fondamentaux de biologie
évolutive. (ii) Décrire quelles sont les stratégies de diversifications chez les organismes
eucaryotes pluricellulaires et les virus a l'aide d’exemples d’immunologie et de microbiologie.
(iii) Nous décrirons le principal protagoniste de ce sujet de thése a savoir le virus Ostreid
Herpesvirus 1 (OsHV-1). (vi) Puis nous décrirons son hote biologique le mieux étudié : I'huitre
Crassostrea gigas. (vi) Enfin, nous présenterons le syndrome de mortalité des huitres du
Pacifique dans lequel I'OsHV-1 et I'huitre interagissent. Ensembles ces descriptions permettront
de mieux comprendre comment les questions scientifiques de ce projet ont émergé et quels sont
les objectifs scientifiques et les enjeux des recherches menées durant ma these.



L’Interaction héte-pathogéne

Les micro-organismes responsables de maladies sont appelés des agents pathogénes
(pathogens), la pathogenése étant le processus par lequel ils déclenchent ces maladies. Ebert et
Fields définissent les parasites (parasites) et leurs hotes comme des organismes (souvent des
pathogénes) qui tirent avantages d'un autre organisme (leurs hétes) suscitant ainsi un
processus de sélection pour lequel un hote se défend contre son parasite. Ainsi lorsqu'un agent
pathogéne rencontre un organisme hote, il s'engage alors une lutte constante. Dans ce combat,
la sélection naturelle favorise, en général, les pathogénes susceptibles de développer des
mécanismes de virulence efficaces tandis qu’a l'inverse, elle favorise 1'héte qui est capable de
mettre en place des stratégies de résistance adéquates (Fig.1. p4). La sélection va agir au niveau
du support de I'information ADN ou ARN des individus au travers de la diversité génétique et
génomique. La diversité génétique! (genetic diversity) est le substrat de cette sélection, elle
peut composer la variation d'une séquence d'ADN entre des individus distincts d'une espéce (ou
population) donnée (Ellegren and Galtier, 2016). Les agents pathogenes et leurs hotes ont des
effets évolutifs les uns sur les autres et ces effets sont réciproques, cela suggere qu'ils
coévoluent. Ainsi la coévolution (coevolution) se définit comme les changements génétiques
adaptatifs et réciproques entre les especes en interaction. La coévolution peut étre étudiée en
termes de traits phénotypiques appariés, tels que la résistance et l'infectiosité, en termes
d'interaction entre les molécules hotes et pathogénes ou en termes de génes ou de séquences
nucléotidiques directement (Janzen, 1980; Woolhouse et al., 2002). Ce processus est peut-étre
I'un des plus importants moteurs de diversité génétique et biologique au cours des 3,5 derniers
milliards d'années (Majerus et al., 1996).

Dans cette premiére partie nous allons décrire (i) le phénomene de coévolution entre un hote et
I'un de ses pathogeénes, (ii) passer en revu les processus évolutifs et écologiques importants
susceptibles d'affecter la dynamique et (iii) les processus de sélection qui vont agir sur la
diversité génétique. (iv) Nous allons voir que la coévolution laisse des signatures génomiques
chez les deux protagonistes. (v) Nous décrirons ces modifications génomiques qui peuvent (vi)
caractériser la diversité génétique.

1 Cette définition est communément acceptée, toutefois, elle va étre redéfinie ultérieurement
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Figure 1. Représentation schématique de la coévolution.
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Le diagramme schématique de la coévolution met l'accent sur la réciprocité, car un changement de
fréquence allélique causé par la sélection dans une espece imposera la sélection d’'un changement de
fréquence allélique chez une autre espece. Les fleches vertes indiquent la sélection intraspécifique; les
fleches jaunes indiquent la sélection interspécifique. Illustration tirée de la figure 1 de (Woolhouse et al.,
2002).

I La coévolution héte-pathogéne

Un phénomeéne de coévolution peut se produire entre toutes les populations qui sont en
interactions. Dans le cadres des processus hote-parasite I'effet sur 1'adaptabilité de I'hote et du
pathogéne est en général oppose : ce qui est bon pour le pathogene est nocif pour I'héte, et vice
versa, on parle alors de coévolution antagoniste (Ebert and Fields, 2020; Janzen, 1980;
Woolhouse et al,, 2002). Le processus de coévolution antagoniste peut étre décrit par deux
types de modeéles : des modeles de coévolution spécifique ou I'h6te interagit avec un parasite
(parfois appelé coévolution par paires) ; et des modeles de coévolution non spécifique, mieux
connus sous le nom de coévolution diffuse ou plusieurs hotes et / ou especes de parasites sont
impliqués dans ce processus. Nous allons maintenant nous intéresser uniquement a la
coévolution antagoniste spécifique car celle-ci est moins complexe et constitue une étape
incontournable vers la seconde. Cette confrontation détermine la coévolution, dans laquelle les
fréquences alléliques d'une espece déterminent 'adéquation des génotypes de l'autre espéce
(Fig.1.p4), entrainant des changements dans la diversité génétique pour la résistance et la
tolérance chez les hotes, et pour l'infectivité et la virulence chez les parasites.
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I Les dynamiques des interactions hétes et pathogenes

On s’attend a ce que la coévolution entre les hotes et leurs parasites suit une gamme de
dynamiques possibles, les deux cas extrémes sont appelés guerre des tranchées (ou reine
rouge) et course aux armements (Tellier et al., 2014) (Fig.2. p6). On les retrouve sous de
nombreux termes dans la littérature, parfois confondu avec le mode de sélection de ces
dynamiques.

« - Ma foi, dans mon pays a moi, répondit Alice, encore un peu essoufflée, on arriverait
généralement a un autre endroit si on courait tres vite pendant longtemps, comme
nous venons de le faire.
- On va bien lentement dans ton pays ! Ici, vois-tu, on est obligé de courir tant qu'on
peut pour rester au méme endroit. Si on veut aller ailleurs, il faut courir au moins deux
fois plus vite que ca ! »

De l'autre cété du miroir, Lewis Carroll, 1871

La guerre des tranchées (trench warfare) (Stahl et al., 1999) est également appelée
«reine rouge» dans la littérature sur les hotes et les parasites. Cette dynamique se produit
lorsque l'adéquation de plusieurs génotypes fonctionnels chez les deux espéces dépend
négativement de leur fréquence dans la population (Retel et al., 2019). L'illustration classique
de la Reine rouge est utile pour comprendre cette dynamique, en effet cette hypothése de la
biologie évolutive proposée par (Van Valen, 1973), un paléontologue évolutionniste américain,
qui est une métaphore issue d'un épisode du roman de Lewis Carroll : « De l'autre cété du

miroir » dont le passage est cité juste avant. Le paysage, c’est I'environnement qui subit des
variations incessantes, la Reine rouge c’est I'espéce, la course c’est I'évolution (Lefevre et al,
2016). L'environnement est constitué par les autres especes en interactions avec la Reine
Rouge. Pour le parasite, I'hote constitue le paysage adaptatif du parasite et inversement
(Lefevre et al,, 2016). Van Valen suppose que l'adaptabilité des organismes a I'environnement
est principalement attribuée a d'autres espéces, qui par leurs changements évolutifs exercent
une nouvelle pression sélective sur les especes avec lesquelles ils interagissent. De nombreux
exemples de cette dynamique ont été observés comme pour les interactions chez Arabidopsis
thaliana avec un géne conférant la capacité de reconnaitre les pathogenes Pseudomonas (Stahl
et al,, 1999), le lin et son pathogene fongique (Thrall et al., 2012) ou encore Daphnia magna et
son endoparasite bactérien Pasteuria ramosa (Decaestecker et al., 2007).

Dans la dynamique de course a 'armement (arms race) la coévolution est motivée par
les augmentations réciproques consécutives de la fréquence des nouveaux génotypes qui
fournissent un avantage évolutif (Ebert, 2008; Retel et al., 2019; Woolhouse et al., 2002) Ce
concept s'illustre facilement avec le développement des armes atomiques entre 1'Union
soviétique et les Etats-Unis pendant la guerre froide ot chaque protagoniste va augmenter son
stock d'armes en réponse au développement d'armes de son antagoniste. Cette dynamique a été
observée dans les interactions géne pour gene (gene for gene) des génes R végétaux avec les
agents pathogenes (Bergelson et al.,, 2001) ou l'on observe des «améliorations» accumulées
dans les deux populations (Woolhouse et al., 2002). D’autres exemples connus de courses aux
armements ont pu étre observés dans la coévolution des phages de Flavobacterium dans les
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fermes piscicoles (Laanto et al.,, 2017; Retel et al., 2019) et la résistance de la drosophile au virus
sigma (Retel et al.,, 2019; Wilfert and Jiggins, 2012).

Pour comprendre quel est le type de dynamique évolutive en jeu, et donc mettre en
place des moyens de luttes efficaces contre les agents infectieux sur le long terme, il est
nécessaire de comprendre quel est le mode et le processus de sélection a I'ceuvre. Ces deux
dynamiques évolutives font intervenir des mécanismes de sélection différents, les recherches
sur les interactions hote-pathogéne se concentrent principalement sur deux de sélection
connue, la sélection d’équilibrage et la sélection directionnelle.

ﬁnteraction hote-pathogéne
Coévolution antagoniste spécifique

® Course a 'armement Guerre des tranchées
© b
o S 17
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Figure 2. Schéma simplifié des modeles d’interactions hote-pathogene.

Les graphes (a) et (b) sont issus de (Woolhouse et al., 2002) et représentent les changements de
fréquence d'allele entrainés par la coévolution au cours des générations (a) Une série de balayages
sélectifs des alléles hote (ligne bleue) et pathogene (rouge) dérivés par mutation. La sélection est
directionnelle, c'est-a-dire que le changement génétique s'accumule dans les deux populations. A
n'importe quel stade donné du processus, il peut y avoir des polymorphismes dans 1'une, les deux ou
aucune des deux populations. (b) Polymorphismes dynamiques a la fois chez I'h6te (bleu) et le pathogéne
(rouge) agissant sur la variation génétique existante. L'évolution n'est pas directionnelle. A toutes les
étapes du processus, les deux populations sont polymorphes.

I Les modes, processus, et mécanismes de sélection

Dans le cas de la dynamique de guerre de tranchées, on observe des polymorphismes
stables a long terme au niveau des loci co évolutifs de I'h6te et du parasite, le mode de sélection
sous-jacent est la sélection équilibrante (Tellier et al.,, 2014). On parle de sélection balancée
(balancing selection), lorsque les alléles impliqués ont, en moyenne, un avantage sélectif qui est
en corrélation négative avec leur fréquence au sein d'une population ou d'une espéce. Ce terme
n'inclut pas les loci qui sont a un équilibre entre les variants gagnants et perdants, telle que la
dérive de mutation et I'équilibre de sélection de mutation (Ebert and Fields, 2020). Ce mode de
sélection fait notamment intervenir des mécanismes de sélection antagonistes dépendante de la
fréquence. La sélection fréquence dépendante (Negative frequency-dependent selection) se
produit lorsque la valeur sélective d'un variant (par rapport a d'autres variants) est fonction de
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son abondance dans la population (par rapport a d'autres variants) de telle sorte que sa valeur
relative augmente avec l'abondance relative, ou la fréquence, des variants (Brisson, 2018; Ebert
and Fields, 2020). La diversité génétique est maintenue et les alléles adaptatifs oscillent en
fréquence a la suite d'une sélection contre le type d'héte ou d'agent pathogene le plus courant
(Papkou et al.,, 2019).

Dans le cas de la dynamique de course a 'armement, les deux antagonistes accumulent
séquentiellement des mutations adaptatives, chacune allant jusqu'a la fixation a travers la
population hdte ou pathogene a travers la sélection directionnelle (Fig.3. p8). La sélection
directionnelle (Directional selection) est un mode de sélection naturelle par lequel un variant
génétique va se fixer et se propager dans la population (également connue sous le nom de
sélection positive) (Ebert and Fields, 2020). Ce mode de sélection fait intervenir plusieurs
processus de sélection dont des balayages sélectifs (selective sweep) récurrents pour lesquels
un alléle avantageux va augmenter en fréquence et se fixer dans une population (Fig.3. p8). Les
alleles liés peuvent également étre fixés par «auto-stop» (Genetic hitch-hiking) (Woolhouse et
al., 2002) et des mutants bénéfiques peuvent apparaitre de novo ou se sont séparés dans la
population avant le balayage et devenir bénéfiques apres un changement de conditions (Ebert
and Fields, 2020).

Les variants génétiques sous sélection balancée ne fournissent un avantage que par
rapport a un variant génétique spécifique correspondant dans I'antagoniste, contrairement au
modele de sélection directionnelle par balayage sélectif, dans lequel les alléles mutants ont un
avantage général sur les alléles de type sauvage. Ainsi, par rapport au reste du génome, les
régions génomiques contenant des genes sous sélection d’équilibrage devraient présenter une
grande diversité génétique et un spectre de fréquences plus uniforme des variants. Pour mettre
en évidence les différents modes évolutifs, il est nécessaire d'observer les différents processus
dont sont sujets les antagonistes, dans notre cas un hote et un pathogéne, afin d’évaluer les
résultats évolutifs de ces interactions ; soit en mesurant empiriquement l'adaptabilité
réciproque de 1'hote et du pathogene au fil du temps dans des populations co évolutionnaires
(Gandon et al,, 2008; Tellier et al.,, 2014; Thrall et al., 2012) ; soit en étudiant les signatures
moléculaires dans les séquences génétiques de 1'hote et du parasite. En effet, d’apres la théorie
synthétique de I'évolution il est défini que les phénomeénes d’adaptation sont des processus
lents, causés par des mutations génétiques aléatoires, on s'attend donc a ce que les deux
dynamiques laissent des traces observables dans les génomes (Woolhouse et al., 2002).
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Figure 3. Représentation schématique de la coévolution sélective par sélection directionnelle avec
un processus de balayage sélectif dans les pools de génes d'une population héte et parasitaire.
Pour chaque antagoniste, les chronologies des alleles a différents loci sont affichées dans différentes
couleurs. Au cours de la période de temps indiquée, chacune des alleles est remplacée au moins une fois
par un mutant, indiquant des balayages sélectifs. La variation génétique au niveau des loci - c'est-a-dire la
présence de plusieurs alléles dans le pool génétique a un moment donné - n'est visible que pendant le
balayage. Les balayages hote et parasite ne sont pas liés. Les locus peuvent étre présents n'importe ou
dans le génome. D'autres loci peuvent subir des balayages en méme temps pour des raisons sans rapport
avec les interactions co évolutives. Illustration tirée de la figure 1 de Ebert et Fields (2020).

I La signature génomique des interactions héte pathogene

La coévolution hoéte-parasite transforme par définition les génomes des deux
protagonistes. On peut donc caractériser des signatures génomiques c’est-a-dire des motifs
caractéristiques de variation génétique, observés dans une région génomique dans un
échantillon de génomes (Ebert and Fields, 2020). L'empreinte de la coévolution et les signatures
génomiques des deux antagonistes partages des contraintes inhérentes dont les deux
protagonistes ne peuvent pas se soustraire pour arriver a se maintenir (Hsu and Du Pasquier,
2015). (i) Investir dans des ressources pour des mécanismes de virulence ou de résistance
signifie que ces ressources ne sont pas redistribuées a la production de progéniture, ce qui
conduit inévitablement a une diminution de la valeur sélective. (ii) Le génome est contraint par
sa taille et son nombre de génes, il est donc nécessaire de coder les informations pour la
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virulence et la défense avec le moins d'informations génétiques possibles sous peine d’avoir un
colit supplémentaire inapproprié. Malgré ces contraintes communes, on ne peut pas s'attendre a
ce que les signatures génomiques de la coévolution chez les hoétes et les parasites se
ressemblent, car les deux antagonistes vivent la sélection de manieres tres différentes.
Premierement, les hotes ont généralement un temps de génération et un temps de vie bien plus
important que les pathogénes (Generation Gap) qui peuvent donc fixer de nouveaux
mécanismes de résistance beaucoup plus rapidement que I'hote ne peut fixer des stratégies de
résistance complémentaires. Deuxiemement, lors de sa réponse immunitaire, ’h6te doit faire en
sorte d’éviter de causer des dégats irréversibles a ses tissus et organes lorsqu’il élimine I'agent
pathogéne. Troisiémement, les agents pathogenes et en particulier certains parasites se doivent
de ne pas étre trop virulents, au risque de tuer leurs hétes et de ne pas pouvoir se maintenir.

Ce n’est qu’en suivant ces traces laissées par la diversité génétique dans les génomes des
organismes en interaction que l'on peut juger de l'importance de cette derniere dans un
processus biologique comme la pathogenése. Et donc par corollaire, c’est au travers des
modeéles de biologie évolutive qu’il sera possible de faire la différence d’'une diversité génétique
effective ou plus simplement d’'une dérive génétique. Des travaux sur les analyses des génomes
d’organismes hote ont révélés de nombreuses signatures de régions sous sélection
d'équilibrage, les plus connues étant les genes majeurs d'histocompatibilité (CMH) (Leffler et al.,
2013) et le systeme de groupe sanguin ABO des primates supérieurs (Bubb et al., 2006). Moins
d'attention est accordée a la sélection chez les parasites que chez les hotes. Toutefois, suite au
développement des outils bioinformatiques, I'exemple des loci ou une sélection ayant lieu a été
observée récemment grace a des études d'association a I'échelle du génome (GWAS, Genome-
Wide Association Study) pour une série de pathogenes comme des bactéries (Andras et al., 2020;
Thomas et al.,, 2012), ou des virus (Bartha et al, 2013; Brackney et al., 2009; Ryabov et al,,
2019). Ces études sur les variations génétiques chez de nombreux individus, déterminent leurs
corrélations avec des traits phénotypiques et mettent en évidence quelles sont les variations
génétiques impliquées dans une pathologie.

I Les différentes modifications du génome

Le maintien de signatures génomiques dans les populations est directement influencé
par la sélection naturelle telles que les interactions hote-pathogéne décrites précédemment
mais il existe également trois autres forces évolutives qui font varier les fréquences alléliques et
génotypiques dans des populations naturelles. Les phénomeénes de flux de génes (ou
migrations), c'est-a-dire le mouvement des alleles entre les populations génétiquement
structurées entrainant un changement de la fréquence des alleles (Wolf and Ellegren, 2017). La
dérive génétique, c'est-a-dire des changements aléatoires de la fréquence des alleles entre les
générations, conséquence d'un échantillonnage stochastique dans une population finie (Wolf
and Ellegren, 2017). Les fréquences alléliques fluctuent d’autant plus que les populations sont
de petite taille. Enfin la mutation, un changement irréversible du matériel génétique (Lefevre et
al,, 2016). Cette derniere est la source fondamentale de variation, mais le devenir des mutations
va dépendre des autres forces évolutives qui agissent en interactions. Les modifications
spontanées d’un état allélique par mutation entraine des formes variantes d'une séquence
génétique sont appelées alléles, et la position a laquelle elles se produisent est appelée locus.
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Les divergences observables sont des polymorphismes et représentent la coexistence de
plusieurs alleles pour un gene ou locus donnés dans une population (Lefevre et al., 2016). Les
mutations fréquemment rencontrées sont (Fig.4. p10), des changements ponctuels d'un
nucléotide on parle de SNP (single-nucleotide polymorphism), des insertions / délétions avec
I'ajout ou la suppression de nucléotide(s), on parle de IN/DEL. D'autres changements sont bien
plus impactants comme les variations structurelles (Structural variations, SV) qui peuvent étre
définies sur le plan opérationnel comme des variantes de séquence d'une taille> 50 pb. Les
formes les plus reconnues de SV incluent les suppressions, les duplications, les inversions, les
insertions et les translocations (Ho et al,, 2019). La plupart du temps, les petites mutations n'ont
aucun effet. Mais, parfois, la combinaison de plusieurs mutations voire un seul acide aminé
manquant ou modifié peut entrainer la production d’'une protéine modifiée, ou pire aucune
protéine du tout, avec de graves conséquences. La caractérisation de ces informations nous
permet de nous renseigner et de trouver les signatures de coévolution d’'une espéce au travers
de l'analyse de la diversité génétique.

Micro /Mutagenic event
DNA ° .GTCGAGTCTAGCGCTATCGCT. . .
. . .CAGCTCAGATCGGCTATCGCT. . .
Deletion Insertion Substitution
B
+ ++ GTCGAGTCTAMCGCTATCGCT : « « + + :GTCGAGTCTA®GCGCTATCGCT. .. ...GTCGAGTCTAGCGCTATCGCT. ..
5 ai CAGCTCAGATCGGCTATCGCT. T « + - CAGCTCAGATCGGCTATCGCT. . . . ..CAGCTCAGATCGGCTATCGCT. ..
p =)
Macro
Deletion Duplication Inversion Substitution Translocation

Figure 4. Différents types de mutations.
En haut les mutations sont de petits changements de séquences, en bas ceux sont des variations
structurelles. Image issue du National Human Genome Research Institute
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I La caractérisation de la diversité génétique

Pour mesurer la diversité génétique il est nécessaire d’obtenir la séquence du matériel
génétique (ADN ou ARN), c’est-a-dire de déterminer la succession des nucléotides d'une
information génétique. Cela peut se faire grace aux méthodes de séquencage, le processus de
détermination de la séquence nucléotidique d'un fragment donné. Avec les progres des
technologies de séquencage a haut débit (HTS) il est maintenant possible d'évaluer la diversité
génétique de populations a un niveau de détails sans précédent. Une fois l'information
génétique séquencée, il est nécessaire de l'analyser pour déterminer la diversité génétique
réelle. Il est important de considérer comment nous allons définir la diversité génétique, car il
s'agit d'un terme complexe avec une gamme de définitions en fonction de la discipline et de la
mesure employée (Avolio et al., 2012). Pour cette these nous la définirons comme “une mesure
quantitative relative, basée sur le génome, qui quantifie I'ampleur des modifications du génome
au niveau moléculaire entre individus d’'une méme espece ou d’especes différentes pour une
séquence d’ADN apparentée”. La variabilité génétique peut étre observée avec une analyse
bioinformatique qui utilise l'alignement de séquences. Ces alignements sont une facon
d'organiser des séquences de I'ADN, ARN, ou protéine pour identifier des régions de similarité.
Ainsi une comparaison de diversité génétique est illustrée (Fig.5. p11) ou les séquences en A
montrent une plus grande diversité génétique que les séquences en B. Les séquences présentées
ici sont simples, mais cet alignement de séquences pourrait étre des génomes entiers, des
portions de séquences codantes ou encore de courtes lectures (reads) d’ADN obtenues par HTS.

A IED ZD BD -EG "Squ
ADN bic d e | f g
—~Y 1 i i o
Seql GTTTTATGACCATTATCATCCCTGTCTCTATTTATTTACAAGCAATTTAA 1Seq3
Seq2 GTETTATGACCGTTAGCATCCCTGTCTCTATTTETTTATAAGCAATTTAA
Seq3  GTCTTATGCCCGTTAGCATCCCTGTETCTATTTETTTACAAGCAATTTAA Sead
: i i -Se
Seqd4 GTCTTATGCCCBTTAGCATCCCTGTTTCTATTTGTTTAGAAGCAATTTAA q
k& kkkkE Kk KhkEk kkkEkEAkhkk dkkkdkkk khEkk Akdkwkkhkdhid
7/50 = 14% -Seq?
10 20 BD 40 -Seqs
h i j H k |
* i | i ) Sl
GTATATGACTATTATCATCCCTGTCTCTAT TTACTTACAAGCAATTTAG b Seg6
GTATATGACCATGATCATCCCTGTCTCTATTTACTTACATGCAATTTAG |
GCATATGACAATGATCATCCCTGTCTCTATTTATTTACAAGCAATTTAG Seq7
i i 4 «Se
GTATATGACGATCATCATCCCTGTCTCTATTTATTTACAAGCAATTTAG ‘ .
kEkkkkkEkEkE kF hEkkkkkEkkERrkEkrkrkhikk KhdEkx & FkKk ‘
5/49 = 10% ———Seq8

Figure 5. Illustration de la diversité génétique.

Les séquences d’ADN comportant le début d'un codon d’initiation de la transcription en 5eme position
(codon start, en bleu) et un codon entrainant un arrét de la transcription pour les 3 derniers nucléotides
(codon stop, en bleu). L’alignement de 8 séquences d’ADN dont les mutations sont mises en évidence avec
des lettres, de a a . L'impact de ces mutations est catégorisé par des couleurs : en marron des mutations
qui se trouvent en dehors de la séquence codante (a, h), en noir des mutations entrainant un changement
d’acide aminée sur la séquence codante (b, ¢, d, f), en orange les mutations n’entrainant pas de
changement d’amino acide, (e, i, j, k, [) en violet la mutation entraine un codon stop (g). L’arbre résultant
de l'alignement a été construit a droite avec I'ensemble des nucléotides dans les quatres séquences. Les
séquences en (A) montrent une plus grande diversité génétique comparées aux séquences en (B).
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( Résumé )

Dans les interactions héte-pathogéne
il y a un phénomeéne de coévolution si
I’héte et le pathogeéne ont des
changements génétiques adaptatifs
et réciproques entre eux.

Il existe plusieurs niveaux de
coévolution, le plus simple est la
coévolution antagoniste spécifique.
Les phénomeénes de co-évolutions ont
des dynamiques différentes, les deux
principales dans l'interaction héte-
pathogene sont la dynamique de
course a l'armement, et celle de
guerre des tranchées.

La dynamique de guerre des
tranchées se fait majoritairement
par la sélection d’équilibrage via des
processus de sélection fréquence

dépendante.

La dynamique de course a
I'armement se produit
majoritairement par la sélection
directionnelle grdce a des processus
de balayages sélectifs.

Ces phénomeénes de coévolution
peuvent étre observés grdce aux
signatures génomiques laissées dans
le génome des protagonistes.

Ces traces peuvent entrainer de
petites modifications, comme de
simples SNP, ou via des variations
structurelles importantes pouvant
avoir un fort impact fonctionnel sur
des protéines.

L’ensemble de ces modifications
forment la diversité génétique et
celle-ci peut étre caractérisée par
I'alignement de séquence

nucléotidique.

Les mécanismes de diversification génétique

Au cours de I'évolution, différents mécanismes ont été sélectionnés pour permettre
d’augmenter, diminuer et ainsi controler la diversité génétique. Ces mécanismes peuvent étre
tres différents selon le type d’organisme. Ainsi nous pouvons conceptualiser différentes
stratégie de diversification génétique en fonction de I'espérance de vie, la reproduction et le
support de I'information génétique des différents organismes. Mieux comprendre ces stratégies
nous éclaire sur I'évolution de la résistance aux médicaments et de la virulence a la conception
des vaccins et a l'émergence de nouvelles maladies. Ici, nous cherchons a présenter des
mécanismes importants chez des organismes relativement proches de nos modeéles. C’est
pourquoi cette partie ne se veut pas exhaustive mais se concentrera sur les organismes
eucaryotes diploides et les virus.
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La diversité génétique chez les organismes eucaryotes pluricellulaire a reproduction
sexuée

Chez les organismes eucaryotes sexués, la diversité génétique se fait principalement lors
de la transmission du patrimoine génétique a la descendance au moment de la méiose des
cellules germinales. Seules les mutations se produisant dans la lignée germinale : ovules et les
spermatozoides peuvent étre transmises a la génération suivante. En plus des modifications du
génome décrit précédemment il y a également des phénomeénes de recombinaisons
homologues ou de ségrégation, qui vont permettre d’augmenter la diversité génétique. Ainsi,
aprés la fin du développement embryonnaire dun organisme, l'ensemble des cellules
somatiques ont un patrimoine génétique presque identique. Des changements génomiques
peuvent apparaitre lorsqu'une cellule se divise, en mitose. Ce processus est trés encadré et
régulé au risque de favoriser I'apparition de cancer. De nombreux mécanismes sont la pour
s’assurer de la bonne intégrité du génome afin de limiter au maximum la variabilité génétique. Il
existe cependant d'autres mécanismes supplémentaires pour générer de la diversité génétique
parmi certaines cellules somatiques d'un individu lorsqu’ils sont pluricellulaire. Ces
mécanismes sont principalement activés dans les cellules impliquées dans la reconnaissance et
le maintien de I'homéostasie, les cellules du systéme immunitaire.

I Chez les vertébrés

Chez les vertébrés, la reconnaissance des agents pathogenes potentiels repose sur un
ensemble de récepteurs immunitaire. Parmi ces récepteurs, certains sont capables de se lier
spécifiquement a des motifs d’'un pathogene particulier, il s’agit des récepteurs des cellules B
(BCR) ou T (TCR). Grace a ces récepteurs, plus grande est la diversité des molécules de
reconnaissance dont un organisme est équipé contribue, plus grandes sont ses chances de
survivre a une maladie infectieuse. Chez la souris et 'hnomme, on pense que le répertoire
TCR/BCR, comprend environ 10e7 et 10e8 récepteurs distincts, respectivement (Haeryfar et al.,
2008). Si on prend I'exemple du BCR et par prolongement des immunoglobulines, ces molécules
font environ 2000 nucléotides, I'information génétique pour en générer 10e7 distinct nécessite
une quantité d'ADN dédiée a tous les récepteurs lymphocytaires qui dépasse la taille du génome
de l'organisme. Il existe donc des mécanismes permettant de dépasser cette contrainte en
générant de la diversité génétique. Pour illustrer ces propos, nous allons nous intéresser aux
recombinaisons V(D)] dans l'ontogénie des lymphocytes et a 'hypermutation somatique des
cellules B lors d'une réponse immunitaire active.

L’une des stratégies de génération de diversité lors du développement des lymphocytes
est la recombinaison V(D)]J (V(D)] recombination) par des enzymes, dont RAG (recombination
activating genes), qui permettent I'association combinatoire de multiples segments de genes
appelés V (variable) et ] (jonction), qui codent ensemble la région variable de la chaine légere de
la molécule d’'Ig, et V, D (diversité) et ] qui codent la région variable de la chaine lourde
permettant la génération d'un répertoire important a partir d’'un pull de gene limité (Hozumi
and Tonegawa, 1976; Tonegawa, 1983). S’ajoute une étape pour augmenter la diversité
génétique en incorporant aléatoirement des nucléotides grace a I'enzyme désoxynucléotidyl-
Transférase Terminale exprimée également lors du développement lymphocytaire (Desiderio et
al, 1984; Tonegawa, 1983), les nucléotides ajoutés le sont dans la région CDR3 (une région
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déterminante pour la complémentarité de la reconnaissance de l'antigéne) pour accroitre la
diversité. Cette génération de diversité a un colit important pour 'organisme car pour ne pas
endommager son propre organisme un processus de sélection positive, par exemple dans le
thymus pour les lymphocytes T, doit avoir lieu et entraine des pertes cellulaires importantes.

Une autre stratégie de génération de diversité intervient dans la maturation des
lymphocytes lors de la réponse immunitaire adaptative dans les centres germinatifs pour
diversifier les récepteurs des cellules B (Weigert et al., 1970). Cela permet une augmentation de
I'affinité des anticorps sécrétés en réponse a un antigéne (Griffiths et al., 1984). Il s’agit de
I’hypermutation somatique (Somatic hypermutation) qui altere les séquences codant le site de
liaison a I'antigene des génes de régions variables d’Ig (Bernard et al, 1978), grace a une
enzyme spécifique appelée AID (Activation-Induced cytidine Deaminase). Cette enzyme
désamine une cytidine dans I'’ADN, ce qui crée un mésappariement uridine-guanosine (U-G). La
réparation erronée de cette lésion introduit une mutation sur le brin complémentaire de celui
portant la cytosine désaminée par AID. Ces mutations surviennent a un rythme 10e-3/paire de
base /génération (Rajewsky et al., 1987). La encore, le mécanisme a un colit pour I'organisme
qui a travers des interactions cellulaires va enclencher une sélection positive dirigée par
I'antigéne induisant, ou non, I'apoptose de ces cellules en fonction de leur affinité.

I Chez les invertébrés

Les invertébrés ne possédent pas le systeme immunitaire adaptatif a base de
lymphocytes, mais des mécanismes de diversification des molécules impliqués dans la défense
immunitaire ont été observés. Des travaux ont révélé que l'escargot Biomphalaria glabrata
possede une famille diversifiée de protéines appelées protéines apparentées au fibrinogéne ou
FREP (Fibrinogen-RElated Proteins) ayant un roéle dans les défenses immunitaires. Ces
polypeptides sont constitués d'un ou deux domaines de la superfamille d'immunoglobulines
(IgSF) amino-terminaux et d'un domaine de fibrinogene carboxyl-terminal (Adema et al., 1997;
Zhang et al,, 2004). Ces molécules ont montré une grande variabilité dans certaines de leurs
régions (Léonard et al, 2001; Zhang et al,, 2001) avec une diversité 3 a 4 fois supérieure a
d’autres genes (Zhang et al.,, 2004). L’analyse des séquences parentales et descendantes ayant
montré une diversité différente, il a été suggéré pour expliquer ce modele que I'ADN de la lignée
germinale contient des séquences sources de FREP qui sont diversifiées dans toutes les cellules
somatiques a une faible fréquence (Portet et al., 2017; Zhang et al., 2004). Cette spécificité de
reconnaissance immunitaire a d’autant plus de sens qu’'un processus co-évolutif impliquant les
FREP a lieu entre B. glabrata et son parasite Schistosoma mansoni appelé polymorphisme de
compatibilité (compatibility polymorphism) (Mitta et al., 2012). La compatibilité réside dans
une concordance de phénotypes génétiquement déterminés dans l'escargot et le schistosome
(Basch, 1976, 1975). Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent le haut niveau de
polymorphisme de compatibilité observé dans ces interactions sont basés sur la formation de
complexes immuns entre les FREPs de B. glabrata et les mucines polymorphes de S. mansoni
(SmPoMucs) (Dheilly et al., 2015; Mitta et al., 2012; Moné et al., 2010; Portet et al., 2017). Chez
B. glabrata plusieurs sous-familles différentes de FREP ont été identifiées, et comprendre la
fonction de telles molécules polymorphes ou diversifiées chez les invertébrés est toujours un
axe de recherche en cours.
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I L’impact de la diversité génétique chez les organismes eucaryotes pluricellulaire a reproduction
sexuée

Ces mécanismes de génération de diversité permettent non seulement de créer un
répertoire immunitaire pour la reconnaissance de I'immense variété des antigenes étrangers
mais également de réagir aux nouveaux variants capables d'échapper au systéme immunitaire
au travers du phénomeéne d’adaptation a la variabilité antigénique. Cette adaptation va
permettre de cibler et d’optimiser une réponse immunitaire. Cela peut entralner soit
I'élimination de 'agent pathogene ou soit la coexistence de nombreux variants au sein d'un
méme hote avec une évolution intra-hote. C’est le cas des infections causées par le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH), ou le virus de 1'hépatite C (VHC), avec une «course aux
armements» co évolutionnaire entre 'hote et 1'agent pathogene intense (Grenfell, 2004).

I Les bases de la diversité génétique chez les virus

Les virus sont de petits fragments d’acides nucléiques protégés par une couche
protéique ou lipoprotéique. Ils utilisent les ressources de leur hote pour se répliquer (Owen et
al.,, 2014). Bien que ce soient des parasites cellulaires absolus, ils ne sont pas toujours nocifs
pour leurs hotes (Gauthier et al., 2018; Roossinck, 2011). Ces entités sont connus comme
présentant une grande diversité génétique et sont pertinents a étudier du fait de leur temps de
génération court.

B Les virus a ARN

Les mécanismes de génération de diversité génétique chez les virus & ARN

Les virus a ARN sont, comme leurs noms l'indiquent, des virus dont le support du
matériel génétique est constitué de molécules d’ARN. Ces virus ont, en général, une réplication
sujette aux erreurs due a I'absence de d’activité de correction de leurs ARN polymérases ARN-
dépendantes (Coffey et al., 2011; Jin et al., 2011; Levi et al., 2010). Ces erreurs peuvent étre
mesurées a travers le taux de mutation (mutation rate), le taux de mauvaise incorporation de
nucléotides par nucléotide copié. L'étude des bactériophages a ARN a permis d'estimer le taux
de mutation avec une 104 mutation par nucléotide copié (Batschelet et al., 1976). Ce taux de
mutation était 104 fois plus élevé que les valeurs qui, a 1'époque, avaient été estimées pour
certains bactériophages a ADN et 106a 108fois plus élevé que les valeurs pour les bactéries et
les champignons (Drake, 1969). Les taux de mutation des virus a ARN mesurés par des
procédures génétiques et biochimiques (Batschelet et al, 1976; Drake and Holland, 1999;
Sanjuan et al, 2010) impliquent que la plupart des ARN matrices copiés dans un brin
complémentaire doivent contenir entre 0,1 et 2 mutations. Ainsi chez de nombreux virus a ARN,
les taux de mutation sont tels qu'il est peu probable qu'il produise a l'intérieur d'une cellule
infectée une molécule d'ARN viral de descendance identique a sa matrice parentale immédiate
(Domingo et al., 2012). Ce taux de mutation élevé conduient a la génération rapide de variants
viraux et a partir d'un faible nombre de virus, un ensemble hétérogéne et dynamique de
mutants apparait tres rapidement (Arias et al., 2001; Carrasco et al., 2007). Pour qualifier cet
ensemble de mutant, les virologues utilisent le terme de quasi-especes virales (viral
quasispecies) pour désigner les distributions de génomes non identiques mais apparentés
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soumis a un processus continu de variation génétique, de compétition et de sélection et qui
agissent comme une unité de sélection, on parle également de «nuages mutants» ou «d’essaim»
(Domingo et al,, 2012; Lauring and Andino, 2010; Perales et al., 2010). L'utilisation de ce terme
est controversée (Fitzsimmons et al., 2018; Holmes, 2010) mais la théorie des quasi-especes est
appuyée par des preuves théoriques et expérimentales (Eigen, 1971). L'organisation génétique
des populations est souvent représentée a l'aide du concept d'espace de séquence (sequence
space), une représentation géométrique de toutes les séquences possibles ou la distance
physique reflete la similitude génétique. Un génome viral donné se répliquera et produira des
centaines de descendants, lesquels généreront une distribution mutante plus complexe avec des
variantes plus éloignées les unes des autres dans I'espace de séquence (Domingo et al,, 2012;
Lauring and Andino, 2010). Les travaux sur la modification de la fidélité de la polymérase virale
agissant sur le taux d'erreur ont montré que le taux de mutation joue un réle clé dans
I'hétérogénéité observée du spectre mutant correspondant. Une hétérogénéité limitée peut
entrainer un désavantage sélectif pour le virus, I'amplitude du spectre mutant peut étre un
caractere stable maintenu apreés plusieurs passages en culture cellulaire (Domingo et al., 2012;
Herr et al, 2011; Levi et al, 2010; Wainberg et al,, 1996; Whitney et al., 2002). Toutefois,
I'hétérogénéité des populations est une arme a double tranchant, les virus a ARN sont soumis a
la mutabilité catastrophique (error catastrophe). Ce phénomene correspond a la fois a la perte
de la supériorité de la séquence majoritaire, et a une dérive dans l'espace des séquences
conduisant a des génomes viraux non fonctionnels, et donc a I'extinction a la suite d'un taux de
mutations excessif (Domingo et al,, 2012).

L’impact de la diversité génétique chez les virus ¢ ARN

L'une des conséquences des quasi-espéces virales est que la compétition et la
complémentation entre les génomes mutants offre un gain de valeur sélective lorsque de
grandes populations de virus a ARN sont autorisées a se répliquer dans un environnement
défini (Arias et al,, 2001). Cela leur confére plusieurs propriétés tel qu'une mémoire moléculaire
des génomes viraux (Arias et al., 2001; Briones et al., 2003) c’est-a-dire un enregistrement du
passage de génomes dominants dans les phases précédentes d'une méme lignée (Ruiz-Jarabo et
al,, 2000); le dépassement de barriére génétique et phénotypique (Domingo et al.,, 2012) ; des
phénomeénes de complémentation sous-tenant le maintien de variants de faible valeur sélective
(Aaskov et al., 2006; Gelderblom et al.,, 2008) ou a l'inverse d’interférence entre les variants
(Roux et al., 1991; Torre and Holland, 1990). Toutes ces propriétés ont des implications
importantes tant dans la biologie des virus que dans les interactions avec leurs hétes (Domingo
et al,, 2012). Les mutations qui conduisent a des substitutions d'acides aminés au niveau des
résidus externes des protéines de surface peuvent entrainer une modification du tropisme de la
cellule hote (Baranowski et al., 2001; Boyd et al., 1993; Matloubian et al.,, 1993; Qi et al., 2009;
Vahlenkamp et al., 1997; Wu et al,, 2006). D’autres variations génétiques peuvent permettre aux
virus d’échapper au systeme immunitaire de ’hote (Emu et al., 2018; Farci, 2011; Fausther-
Bovendo et al., 2009; Mas et al., 2018; Phillips et al., 1991; Richman et al., 2003; Simdes et al,,
2020) ou d’échapper aux mécanismes d’action de molécules antivirales (Feigelstock et al., 2011;
Scheidel et al., 1987; Young et al., 2003). Ces échappements au contréle du systéme immunitaire
sont donc un facteur important pour la virulence des virus. L’exemple classique illustrant
I'importance de la diversité de la population virale coinfectante comme déterminant de la
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virulence concerne un modéle de souris transgénique pour l'infection par le poliovirus (Fig.6.
p17). En inoculant une population génétiquement homogéne de poliovirus mutés avec une
polymérase de plus haute fidélité chez la souris, ils ne sont pas capables d’envahir le systéme
nerveux central contrairement au virus non muté avec une population tres hétérogene
(Vignuzzi et al, 2006). La diversité génétique d'une population fait donc partie des
déterminants de la virulence de certains virus a ARN, facteur qui augmente soit la gravité de
la maladie, soit la propension a provoquer la maladie.

Figure 6. Diversité des populations virales peut étre un déterminant de la virulence.

Les résultats des expériences décrites dans Vignuzzi et al. 2006. Un clone neuro-virulent du poliovirus a
été isolé du cerveau de souris qui avaient été infectées par une souche de type sauvage. Des souris naives
ont ensuite été ré-infectées avec ce clone dans le cadre d'une population soit génétiquement contrainte
(en haut), soit diversifiée (en bas). Bien que toutes les souris aient recu le clone neuro-virulent, seules
celles infectées par une quasi-espéce diverse ont développé la maladie. Des sous-populations au sein des
diverses quasi-especes ont coopéré avec le clone neuro-virulent pour faciliter son entrée dans le SNC.
Figure extraite de (Lauring and Andino, 2010).

I Les virus a ADN

Les mécanismes de génération de diversité génétique chez les virus a ADN et en particulier les
Herpeésvirus

Avec la démocratisation de l'utilisation du séquencage a haut débit, I'évaluation de la
variation des génomes a ADN a été effectuée. Contrairement aux virus a ARN, la plupart des
virus a ADN (DNA virus), pour lesquelle le support du matériel génétique est constitué de
molécules d’ADN, ont des polymérases faisant des erreurs d'incorporation de nucléotides avec
une fréquence plus faible que pour les virus a ARN, ainsi qu'une activité de correction des
erreurs d'incorporation dans le brin néoformé. Au cours de la réplication de I'ADN, les bases
incorporées de maniere erronée sont éliminées par une exonucléase 3'-5 ', une fonction
enzymatique hautement conservée de I'ADN réplicatif mais pas des ARN polymérases (Trimpert
et al,, 2019). Dans le cas particulier des Herpésvirus, des observations suggerent que ces virus
abritent une vaste diversité génétique a la fois au sein d'un seul individu (variation intrahdte)
mais aussi entre plusieurs individus (variation interhote) (Renner and Szpara, 2017; Renzette et
al,, 2017, 2015, 2014, 2013, 2011). Le taux de mutation chez I'herpés simplex de type 1 (HSV-1)
est estimé a 5x10e-8 substitutions par nucléotide par infection cellulaire (Lu et al., 2002;
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Sanjuan et al,, 2010). Un taux faible comparé par exemple au poliovirus, un virus a ARN, qui est
de 9x10e-5 substitutions par nucléotide copié (Drake and Holland, 1999; Sanjuan et al., 2010).
Toutefois des taux de mutations plus élevés ont été observés pour I'HSV-1 avec 10e-5 taux de
mutations en substitutions par nucléotide par an (Firth et al., 2010), les auteurs du papier
soulignant que “Le mécanisme le plus probable par lequel un tel taux de substitution gonflé
pourrait se produire est la sélection positive forte et continue”. Une autre étude basée sur les
transferts de plaques a également montré une fréquence moyenne de mutation de 2,1 x 10e-4
substitutions par nucléotide par transfert de plaque pour la région génomique de 2 genes,
codant pour la glycoprotéine gD et thymidine kinase, de 'HSV-1 alors qu’aucune mutation n’est
observée dans le géne de I'ADN polymérase du virus (Jaramillo et al., 2013). Des recherches sont
toujours en cours pour expliquer la diversité observée chez les virus a ADN, bien que la
littérature offre plusieurs mécanismes non mutuellement exclusifs qui pourraient jouer un roéle.
Des modélisations ont suggéré que la diversité virale chez les hotes infectés résultait d'une
combinaison de sources telles que : la sélection positive ; la réinfection ; la recombinaison entre
souches et dans une moindre mesure, entre espéces ; les goulots d'étranglement (Pokalyuk et
al., 2017; Renner and Szpara, 2017; Renzette et al., 2016, 2015).

L’impact de la diversité génétique chez les virus @ ADN

A T'heure actuelle, nous avons une compréhension limitée du rdle que peut jouer la
diversité génétique des virus a ADN dans I'évolution et la sévérité d’'une maladie. Toutefois,
plusieurs études ont associé la diversité génétique avec une augmentation de la virulence. Des
résultats ont par exemple récemment montré que des facteurs intrinseques de 1'hote ne
suffisaient pas pleinement a expliquer par 1'évolution de maladie invasive a I'herpeés simplex
virus alors qu’en paralléle plusieurs variantes de protéines virales pourraient avoir un impact
sur la virulence (Akhtar et al., 2019). Dans une autre étude, des goulots d’étranglements
génétiques ont été artificiellement produits par des transferts de plaque a plaque de HSV-1, ces
transferts ont conduit a une accumulation de mutations dans les génomes viraux. Apres une
inoculation intracérébrale de souris avec ces génomes viraux, la dose létale était plus élevée
pour les clones soumis a des transferts de plaque a plaque que pour leurs clones parentaux
correspondants (Jaramillo et al., 2013). Il existe deux domaines spécifiques ou la diversité
génétique peut modifier la pathogenese chez les virus a ADN : la dissémination et 1'évasion
immunitaire (Renzette et al, 2014). Par exemple, une meilleure dissémination d’un virus
influencée par la diversité génétique a pu étre observé lors de I’étude sur la distribution et le
tropisme cellulaire de différents types de glycoprotéines virales de 'HCMV (Meyer-Konig et al,,
1998). Pour I'évasion immunitaire, des recherches ont montré que I’évolution de populations de
lymphocyte T réactives de variants du HCMV étaient modelées par les variants majoritaires
chez les individus exposés (Corey et al, 2014). Cependant d'autres résultats sont en
contradictions et montrent que le répertoire des cellules T dirigées contre HCMV ou EBV est
stable dans le temps (Klarenbeek et al., 2012). L'ampleur et les conséquences biologiques de la
variation génétique des virus a ADN complexes sont en grande partie un probléme non résolu
(Jaramillo et al., 2013). Ainsi la maniere dont la variabilité génétique affecte les virus a ADN par
rapport aux virus a ARN est une question non résolue en virologie évolutive (Firth et al., 2010;
Jaramillo et al., 2013).
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( Résumé )

o Chez les organismes eucaryotes a il

existe des moyens d’augmenter la
diversité génétique au travers de
mécanismes spécifiques.

o Ces mécanismes sont induits dans les
cellules immunitaires principalement
pour dépasser la contrainte du

nombre de genes.

étre des déterminants importants de
la virulence.

Le cas extréme de diversité génétique
se retrouve chez les virus a ARN avec
toutes les propriétés des quasi-
especes.

Les recherches sur les mécanismes et

les conséquences d’une forte diversité

o Chez les virus les mécanismes génétique chez les virus a ADN sont
d’augmentation de la diversité encore mal compris.

génétique sont nombreux et peuvent

Le virus Ostreid Herpésvirus 1

Le virus Ostreid Herpésvirus 1 (OsHV-1) est un virus a ADN de l'ordre des
Herpesvirales qui fait partie de la famille des Malacoherpesviridae et de la seule espece du genre
Ostreavirus (Davison et al., 2009). Ce virus est reconnu comme étant impliqué dans des
épisodes de mortalité sporadiques chez plusieurs mollusques bivalves (Moss et al., 2007;
Renault et al., 2001).

I La découverte de 'OsHV-1

Des virus herpetiques semblent avoir été observé pour la premiére fois lors
d’expérience de stress thermique avec l'espece d’huitre C. virginica (Farley et al., 1972). Des
cellules contenaient des corps d'inclusion intranucléaire comparables a ceux associés aux
infections aux Herpesvirus chez d'autres animaux. Ce type de virus a ensuite été suspecté d'étre
la cause d’épisodes de mortalité importantes observées dans des écloseries de larves de
Crassostrea gigas lors de I'année 1991 en Nouvelle-Zélande et en France (Hine et al, 1992;

Nicolas et al.,, 1992). En 2005, la premiere version du génome de 'OsHV-1 chez 'huitre a été

publiée, le seul herpesvirus connu pour infecter des mollusques a cette époque (Davison, 2005).

On le retrouve maintenant a 1'échelle mondiale bien que toutes les zones de productions ne sont

pas concernées par des épidémies massives de mortalité (Fig.7. p20). Il a été détecté en Europe

: en France (Renault et al., 1994a, 1994b), en Espagne (Barbosa Solomieu et al., 2015; da Silva et
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al., 2008; Elandaloussi et al., 2009), en Grece et Irlande du nord (da Silva et al., 2008), en Italie
(Dundon et al,, 2011), en grande Bretagne (“Scientific Opinion on the increased mortality events
in Pacific oysters, Crassostrea gigas,” 2010), aux Pays-Bas (Gittenberger et al.,, 2014), en Suéde
et Norvege (Mortensen et al., 2016). Sur le continent Américains : aux USA (Burge et al., 2006;
Friedman et al., 2005), au Mexique (Vasquez-Yeomans et al., 2010), au Brésil (Mello et al., 2017),
et en Argentine (Barbieri et al,, 2019). En Asie : au Japon (Shimahara et al,, 2012), en Chine
(Renault et al., 2012), en Corée du Sud (Hwang et al., 2013). Enfin il a été détecté en Océanie : en
Nouvelle-Zélande (Hine et al.,, 1992), en Australie (Paul-Pont et al., 2013a).

cantinents

. America
. Asia
. Australia
. Europe
B

Figure 7. Répartition mondiale des lieux ou I'OsHV-1 a été détecté.

Les 17 pays associés a la détection de ’ADN d’herpesvirus chez des mollusques ont été colorier en
function du continents ot ils sont localisés avec le continent Américain (en rouge), l'Europe (en violet),
I'Asie (en vert) et 'Océanie (en bleu).

I La structure de ’OsHV-1

Comme les autres virus de I'ordre des Herpesvirales, le virus OsHV-1 est composé d'un
double brin d’ADN, une capside et d’'une enveloppe (Fig.8. p21). La capside de 1'OsHV-1 est
similaire en apparence générale a celles des autres Herpesvirus avec un diametre estimé entre
70 nm a 140 nm selon le traitement utilisé (Burioli et al., 2018; Chongming et al., 2002; Davison,
2005; Renault 2007). La reconstruction de la capside de 1'OsHV-1 a révélé une structure
icosaédrique constituée de 162 capsomeres de 150 hexons et 12 pentons (Davison, 2005). Dans
cette étude il est fait mention de plusieurs caractéristiques supplémentaires qui sont unique a
I’'OSHV-1. Premiérement une double couche de densité en périphéries de la capside qui differe
des capsides d’autre Herpésvirus, qui ont tendance a avoir des périphéries dentelées générées
par des saillies externes vues en vue latérale. Deuxiéemement, des grands trous aux sommets
(mis en évidence par les fleches sur la Figure 8, marquant 1'absence de pentons de ces sites.
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Figure 8. Illustration de la structure de 'OsHV-1.

(A) Dessin illustrant le virus OsHV-1 dans la thése. Reconstruction au microscope
cryoélectronique de la capside de 1'OsHV-1 vue le long d'un double axe de symétrie: surface
extérieure (B), surface intérieure (C) et section centrale (D). Les fleches indiquent la densité
correspondant aux triplex. Barre, 50 nm. Les images de microscopie électronique sont issues
(Davison, 2005)

I Le génome de I'OsHV-1

Le séquencage du génome de référence OsHV-1 a été réalisé via une méthode de
clonage. Le génome du virus OsHV-1 (GenBank AY509253) est formé d’une molécule d’ADN
double brins linéaire d’'une taille avoisinant 200 kbp avec un 38,7 % de GC. Comme pour

d'autres herpesvirus, le génome de 'OsHV-1 n’est pas un simple ADN double brins mais il est
structuré de régions répétées inversées et de parties uniques non dupliquées. Le génome se
compose de deux régions uniques, désignées par unique long (UL) en rouge, et unique short
(US) en bleu, et trois régions de répétition, appelées répétition longue (RI) en jaune, répéter
court (RS) en violet et région X (X) en orange. Les deux premiéres régions de répétition ont
chacune des copies présentes a un locus terminal (TRL, TRS) et un locus interne (IRL, IRS) dans
le génome (Fig.9. p21). Au moment de sa découverte la structure du génome a été décrite
comme : TRL - UL - IRL - X - IRS - US - TRS correspondant a la forme prédominante. Dans son
article de 2005, Davison et coll. indiquent que des formes minoritaires avec 2 régions X ou sans
X étaient retrouvées. Par la suite, les technologies de séquencage a haut débit ont permit de
mieux caractériser la structure du génome en montrant un profondeur de séquencage deux fois
supérieur au région unique indiquant une structure TRL - UL - IRL - X - IRS - US - TRS - X
(Burioli et al.,, 2017). Méme si le placement des deux copies des régions X n'est pas entierement
compris, la structure ci dessous est celle actuellement admise comme correspondant a
I'organisation génomique du génome de I'OsHV-1.

D Répétition longue (RL, 7.3k pb) I:] Répétition courte (RS, 9.7k pb) I:l Région X (X, 1.5k pb)
unique longue (UL, 164.3k pb) D unique court (US, 3.4k pb)
Génome de I'OsHV-1 @ ﬂ

0 50000 100000 150000 200000

Figure 9. Schéma illustrant la structure du genome actuelle de 'OsHV-1.
Chacune des regions sont représentés avec des couleurs. Entre parenthése la denomination anglaise ainsi
que l'ordre de grandeur de en paire de base (pb) est décrit.
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I L’Héte et le tropisme de I’'OsHV-1

A ce jour le virus OsHV-1 semble avoir été détecté dans plus de 20 especes de
mollusques (Annexe .1 p129). A ce jour, on ne sait pas si les autres espéces ne sont que des
porteurs passifs d'OsHV-1 et / ou sont susceptibles d'étre affectées par des infections virales
entrainant des événements de mortalité élevés (Alfaro et al., 2018). Il est associé a des épisodes
de mortalité chez au moins 7 de ces espéeces (Alfaro et al., 2018) dont I'huitre plate européenne
(Ostrea edulis) (Renault et al., 2000), la palourde de Manille (Ruditapes philippinarum) (Renault
et al, 2001), le grand pétoncle (Pecten maximus)(Arzul et al, 2001b), I'huitre portugaise
(Crassostrea angulata) (Batista et al.,, 2014), la palourde (Scapharca broughtonii) le pétoncle
chinois (Chlamys farrieri) (Bai et al., 2014; Xia et al,, 2015) et I'huitre du pacifique (Crassostrea
gigas). Dans le cas du virus OsHV-1 le tropisme cellulaire n’est pas totalement compris mais
plusieurs résultats ont montré que les hémocytes, des cellules circulantes au sein de
I'hémolymphe siege de la réponse immunitaire, pourraient étre le lieux de réplication pour le
virus (Hine and Thorne, 1997; Martenot et al., 2017; Morga et al., 2017; Renault et al., 2011).

I La diversité génétique de I'OsHV-1

Alors que l'analyse de la diversité génétique a pendant longtemps été réalisée a I'aide de
courts fragments (Encart 1 p24) il existe maintenant 7 génomes apparentés a 'OsHV-1 qui ont
été caractérisés grace aux progres des méthodes de séquencage (Fig.10. p23). Quatre d’entre
eux sont des génomes d’OsHV-1 issus d’extractions de I'huitre C. gigas : le génome de OsHV-1 de
référence (AY509253) (Davison, 2005) , et des génomes d’'un autre génotype : les micro-
variants (pVar). Trois génomes de pVar ont été assemblés : les OsHV-1 pVar A/B (uVar A
KY242785.1 et uVar B_KY271630.1) (Burioli et al, 2017) et dernierement I'OsHV-1-PT
(MG561751.2) (Abbadi et al., 2018). Par rapport au génome de référence la présence de 5
grandes délétions ont été caractérisées dans des échantillons apparentés aux uVar. Une délétion
de 605 bp dans les ORFs 36-37 (Renault et al,, 2012) et une partie de I'ORF 38 ; une délétion de
1385 pb dans 'ORF 11 ; une délétion de 599 bp impactant 'ORF 48 ; une délétion de 3549 bp
qui se trouve dans une région codant pour les ORFs 62-63 (Martenot et al., 2013) et enfin une
délétion de 408 pb (175020-175427) qui impactent I'ORF 114 (Martenot et al.,, 2013). Trois
insertion on également observe chez le pVar : une insertion de 86 pb dans la répétition inversée
TRL / IRL, qui était présente deux fois (1655-181357), et une troisiéme insertion de 2671 pb
située dans I'UL (60740) (Burioli et al.,, 2017). Trois autres virus apparentés a OsHV-1 ont
également étaient séquencés a partir d’autres espéces bivalves : 'OsHV-1-ZK118 (MF509813)
associé a Chlamys farreri (Bai et al., 2018) , 'OsHV-1-SB associé a Scapharca broughtonii
(KY271630) (Xia et al., 2015) et enfin HaHV-1 (KU096999) associé aux mollusques de type
Haliotis (Savin etal., 2010).
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Chlamys Scaplarce: Haliotid molluscs
ea gigas (A ten) farreri broughtonii
Rt
\-;y\,"‘* '1""
%ﬁ:{ F
OsHV-1 OsHV-1 uVar A OsHV-1 uvar B OsHV-1- ZK118 HaHV-1
(Davison et al., 2005) (Burioli et al., 2017) OsHV-1- PT (Bai et al., 2018) OsHV-1-SB (Savin et al., 2010)
(Abbadi et al., 2018) (Xia et al., 2015)

Figure 10. Génomes complets de 'OsHV disponibles dans les bases de données.
L’hote pour lequel le virus a été assemblé est indiqué en haut. Les quatre virus a gauche sont issus de €
.gigas.

Parallelement a ces analyses génomiques, des analyses de transcriptomique ont permis
d’observer des variants du génotype OsHV-1 dans des données de transcriptomique issues de
de Crassostrea gigas (Rosani and Venier, 2017). Les premieres analyses de SNPs dans des
transcrits d’OsHV-1 avaient identifié 664 positions variables en utilisant le génome de
référence, 86 % d’entre elles étaient retrouvées dans des genes et 75% entralnant des
substitutions d'acides aminés (Rosani and Venier, 2017). Les changements d'acides aminés dans
les protéines virales sont connus pour faire évoluer la nature pathogene de certains virus. Si la
plupart des SNP concernaient des différences entre les virus échantillonnés et I'OsHV-1 de
référence, 20 SNPs présentaient une fréquence inférieure a 95% suggérant la présence de plus
d'un variant viral dans et entre les échantillons de séquencage a ARN et donc que I'OsHV-1
pourrait former des populations hétérogenes.

( Résume )

e Levirus Ostreid Herpésvirus 1 (OsHV- .

D’autres virus apparentés a I'OsHV-1
1) est associé a des épisodes de ont été séquencés chez d'autres
mortalité a I'échelle mondiale. mollusques.
e L’OsHV-1 est un herpésvirus composé .

d’un double brin d’ADN, d’une

La diversité génétique des

populations virales d’'OsHV-1 est

capside et d’'une enveloppe.

Ce virus présente une structure
génomique particuliére des
herpésvirus avec des régions répétées

inverses
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Encadré 1: Focus sur 'analyse de la diversité génétique du virus
avant 'utilisation de génome complet

'\

Les premiéres observations de diversité géné-
tique du virus datent de la découverte du variant
OsHV-1 Var, identifié chez Pecten maximus et
Ruditapes philippnarum dans des écloseries
francaises lors d'épidémies de mortalité en 1997
(Arzul et al., 2001). A cette époque et jusque
dans les années 2010, 'analyse et les relations
phylogénétique de la diversité génétique du virus
OsHV-1 étaient caractérisées en séquengant des
amplicons de PCR de la région C (Fig encadré
1). Ce fragment a été caractérisé sur une zone
relativement restreinte du génome (>1000bp) .

Génome complet de 'OsHV-1

suite, d’autres variations associées a ce géno-
type ont pu étre observées (Martenot et al., 2011;
Martenot et al., 2013). Dix-huit ans aprés la mise
au point de la PCR (Renault & lipart 1998) c’est
prés de 91 séquences qui étaient utilisées pour
comprendre les relations entre les isolats
séquenceés (Burioli 2016). L'étude des relations
phylogénétiques semblait montrer une diversite
génétique importante et la coexistence de
plusieurs génotypes au sein d'un méme hote a

D'autres petites variations
de ce fragment ont été I:|>|‘

méme était suggéré (Burioli 2016).
Sl

observées (Friedman et al.,
2005; Arzul et al., 2001c;
Moss et al., 2007; Batista et

6‘<:::::~i____§g§fo

al., 2005; Batista et al.,
2007). En 2008, le génotype

appelé OsHV-1 uVar a été 4436

observé a l'aide de cette
technique lors d'épisodes de
mortalité plus importants. Il
est caractérisé par une
délétion de 12 nucléotides

Austalie 2010

New Zealand 20810
France 2008 pVar
OsHV-1 ref 1997

consécutifs suivis d'une U:A 2007
e i P China 2082
dele?tn.)n d'une adénine dans ;... 5510
la région C (Commission Irland 2009
AVNC

Regulation (EU) No
175/2010, 2010). Par la

4472

France 2003 isolat 1
France 1995 isolat 20 :

100000 150000 200000
Région C ORF4 p |ORF5
178540 178576
ACAGCATCTACTACTACTACT-======-=~-~~ GAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACTACT----=-=-=-=~~ GAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACTACT-~---~ m———————— GAAAAAATGCAGCCTTT

ACAGCATCTACTACTACTACTACTACTACT - - -GAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACTACTACTACTACTACTGAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACTACTACTACTACT - - -GAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACTACTACTACTACTACTGAAAAAATGCAGCCTTT

ACAGCATCTACTACTACTACT---==-=====-~ GAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACTACT == ======-==-- GAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACTACT-=---=---=---~ GAAAAAATGCAGCCTTT
ACAGCATCTACTACTACT - =~ === =~- -~ -GAAAAAATGCAGCCTTT

12 répétitions ACT

Figure encart 1. Représentation de la Région C sur le génome de OsHV. Représentation schématique du

genome pour localiser la position génomigue des amplicons séquencés et la région microsatellite constituée de

la répétition ACT qui définit les micro variants. Illustration de la structure du génome de 'OsHV-1 avec la région

C et ses amorces de PCR (C2 a C15). L'amplicon de PCR fait maximum 892 bp (C13-C8) et il se retrouve dans

les régions repétées longues (en jaune). Enfin en bas, Ia figure est inspirée de la Figure 4 de I'étude de Jenkins

et al. 2013 montrant 'alignement de la région microsatellite de 12 bp (dans la séquence C2 / C8) des séquences
\_de différents variants : OsHV-1 de référence, OsHV-1 pVar, AVNV provenant de différentes zones.

i
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La biologie et écologie de I’huitre

L’huitre Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) (NCBIL:txid29159) est considérée
actuellement comme I'h6te principal du virus OsHV-1. C’est également I'espece la plus sensible
aux épidémies déclenchées par ce virus avec le déclenchement d'événements de mortalité
récurrent. Cette huitre doit initialement son nom taxonomique a sa morphologie avec “crass”
qui signifie “épais” et “ostrea” signifiant “huitre” en latin et du grec “gigas” pour “géant”, on
retrouve également C. gigas sous plusieurs noms communs comme 'huitre creuse du Pacifique
ou encore l'huitre japonaise. Toutefois, on retrouve également cet organisme sous la
dénomination controversée de Magallana gigas (Bayne et al., 2017; Salvi and Mariottini, 2016).
C’est un organisme original pour I'étude des interactions hotes et pathogénes du fait de son
placement phylogénétique et de son mode de vie. En effet, 'huitre C. gigas est un organisme
invertébré marin qui appartient au mollusque de la classe Bivalvia, a la sous classe
Pteriomorphia, et a la famille Ostreidae ; ce qui le place tres loin des modeles vertébrés
classiques. Ainsi, il n’y pas de cellules lymphocytaires chez C. gigas ce qui permet de s’affranchir
de la réponse immunitaire médiée par ces cellules adaptatives et de mieux s’intéresser a des
mécanismes ancestraux de I'immunité innée. L'hultre japonaise est également intéressante dans
d'autres domaines d’étude comme la génétique et I'écologie marine. Enfin, cet animal present un
intérét économique puisque c’est de loin l'espéce d'huitre la plus vendue/produite au monde
(Botta et al.,, 2020). En effet, son élevage, sa production et la vente d'huitres est des activités
dans plus de 40 pays, dont la France. Nous allons maintenant décrire (i) le mode de vie de
I'huitre de creuse C. gigas ; (ii) son cycle de vie et de reproduction; (iii) son anatomie et (iv)
'activité de culture des huitres.

I Le mode de vie de I’huitre

C. gigas est un invertébré qui vit en majorité dans les eaux peu profondes des zones
intertidales des baies, des lagunes et des estuaires. Cette espece vit a 1'état naturel fixée sur un
substrat rocheux mais peut également étre trouvée sur les coquilles d'autres animaux. Les
larves se déposent souvent sur la coquille des adultes et de grandes masses d'huitres peuvent se
développer ensemble pour former des récifs d'huitres. L’huitre se nourrit en filtrant I'eau et
absorbant des microalgues et du phytoplancton. L’huitre a plusieurs prédateurs naturels
comme par exemple I'huitrier pie (ou Pie de mer), différentes especes de crabes et de poissons
(raies, bremes, dorades) et des bigorneaux.

I La reproduction et le cycle de vie de I’huitre

Comme la plupart des bivalves, C. gigas présente un cycle de vie biphasique qui
comprend des stades larvaires pélagiques qui nagent activement et des animaux adultes
benthiques sédentaires. Lorsque les huitres sont fixées, la maturité sexuelle est atteinte entre 3
et 12 mois, selon les conditions de croissance et l'individu. On parle alors d'huitre au stade
juvénile (animaux de plus d'un an et de moins de 18 mois). Les gonades vont alors grossir du
fait de la prolifération des spermatozoides chez le male et des ovocytes matures pédonculés
chez la femelle. En effet, 'huitre est un animal hermaphrodite successif a tendance protandre
(Buroker., 1982). Lorsque la température de l'eau est proche de 18 °C, les gametes sont
finalement libérés dans I’eau pour une fécondation externe (Mann, 1979). Chaque individu est
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capable de rejeter des dizaines de millions de gametes et I'huitre se reproduit une ou plusieurs
fois durant 1'été, c'est a cette période que I'huitre est laiteuse.

Une fois dans I'eau ces gameétes vont se disperser et lors de la fécondation externe
I'union des gameétes males et femelles va entralner une succession de mitose qui aboutiront a la
formation d’une larve trochophore microscopique entre seize et vingt-quatre heures plus tard
apres fécondation. Aprés plusieurs étapes de développement, la larve trochophore va se
transformer en larve véligére capable de nager. Celle-ci va passer par différents stades (larve D,
umbo, oeillée) entre 2 et 14 jours apres fécondation, jusqu’au stade pédivéligere entre 14 et 20
jours apres fécondation. Le développement d'un pied va alors apparaitre, lorsque la larve atteint
une taille comprise entre 300 et 380 pm, et permettre a I'huitre de se fixer sur un substrat.
Apres quelques semaines de vie planctonique, la larve va se fixer sur un substrat et se
métamorphoser progressivement. La larve va alors devenir une « huitre vraie » d'un point de
vue morphologique et entame sa phase benthique ou elle restera fixée a son support le reste de
sa vie. Apreés la transition de la phase planctonique a benthique ou s’effectue une métamorphose
on parle alors de naissain (animaux de plus de 30 jpf et de moins d’'un an) (Fig.11. p26). Une
fois leur premiére maturité sexuelle (entre 3 et 12 mois), les huitres seront considérées comme
étant juvéniles et par la suite on parle d’animaux adultes. Toutefois, le passage du stade naissain
au stade juvénile et adulte est trés influencé par les conditions environnementales et les points
de temps peuvent varier.
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Figure 11. Schéma représentant le cycle de vie de I'huitre creuse.
Les différents stades du cycle de vie sont représentés avec une dichotomie entre les phases pélagique
(haut) et benthique (bas). Figure extraite tirée de la these de (Bagusche, 2013).
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I L’anatomie de I’huitre

D’un point de vue morphologique, I'huitre C.gigas est protégée par une coquille de
carbonate de calcium formée de 2 valves asymétriques, 'une plate (supérieure) et I'autre creuse
(inférieure) qui peuvent atteindre une taille entre 20 et 30 cm (Miossec et al, 2009). A
I'intérieur de cette coquille se trouve un corps mou, composé par plusieurs organes (Fig.12.
p27). Le manteau (Mantle) qui correspond a un tissu conjonctif qui contient des muscles, des
nerfs et des vaisseaux hémolymphatiques. Un muscle adducteur (adductor muscle) reliant les
deux valves qui permet a 'huitre de s’ouvrir et de se fermer hermétiquement pour se protéger
des prédateurs ou préserver I'eau a l'intérieur lorsqu’elle n’est pas immergée. Comme d’autres
animaux marins, 'huitre respire et se nourrit a l'aide de branchies (gills). Les particules
continuent jusqu’a l'estomac (stomach) qui forme un long cacum avec une évagination
tubulaire et l'intestin. La présence de gonade qui recouvre la glande digestive assure les
fonctions de reproduction. C'est un organe non permanent dont la structure varie au cours du
cycle de reproduction (Naimi, 2009). L’huitre a un systeme nerveux réduit avec deux ganglions
et ces animaux ne possédent pas de systeme nerveux central. L’huitre possede également deux
reins, des artéres, des veines et un cceur constitué par deux oreillettes et un ventricule, qui se
situe juste au-dessus du muscle adducteur, permettant faire circuler 1’hémolymphe.
L'hémolymphe comprend des cellules, les haemocytes et des micro-organismes (elle n’est pas
stérile), de l'eau et des sels inorganiques dissous, des protéines, et de I'oxygene dissous dans
I'eau. Ce systeme circulatoire intervient dans les fonctions de transport des nutriments, de
I'oxygene, des déchets du métabolisme et dans la défense immunitaire, il est dit semi-ouvert du
fait qu’il peut s’infiltrer dans I’ensemble des tissus de I'huitre. Enfin les huitres sont des animaux
poikilothermes, c’est-a-dire ayant une température corporelle qui varie avec celle de leur
milieu, elles sont donc obligées de faire face a d'énormes changements dans les conditions
environnementales biotiques (Lokmer and Mathias Wegner, 2015) et abiotiques.

Rectum Pericardium
Anus Gonad
Midgut
Adductor muscle
Digestive diverticula

Oesophagus

Mantle Mouth

Ligament

Kidney
Labial palps

Stomach
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Anatomy of the oyster Crassostrea gigas after removal of the right valve

Figure 12. Représentation schématique de I'anatomie de I'huitre creuse (valve inférieure).
Figure tirée de (Miossec et al., 2009).
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I L’ostréiculture

I L’élevage des huitres

L'huitre joue un réle culturel important dans lequel elle est considérée comme un produit de
luxe (Buestel et al., 2009). Jusqu'au XIXe siecle, la vente des huitres consistait principalement
dans I'extraction des bancs naturels. De nos jours toute I'industrie conchylicole s'est développée
et l'ostréiculture qui est 'activité d'élevage des huitres s'est accrue. En ce qui concerne C. gigas
ses origines sont en Asie de 'est, ou elle a été cultivée pendant des siécles, elle a fait I'objet de
plusieurs introductions notamment aux Etats-Unis dans les années 20 et en France en 1966.
L’ostréiculture est basée sur le captage et 1'élevage avant la vente des huitres (Fig.13. p29).

- L'approvisionnement en naissains d'huitres du Pacifique provient soit de captage
naturel, soit d'écloserie. Dans le cas de captage naturel, les ostréiculteurs utilisent des
collecteurs pour capter les larves apres la ponte. Ce type de captage naturel est
important dans le bassin de Marennes-Oléron grace aux eaux estuariennes issues de
I'embouchure de la Seudre, ou dans le bassin d’Arcachon. Autrement les naissains sont
produits dans des écloseries en conditions contrélées ou I'eau de mer utilisée y est
filtrée et purifiée.

- Plusieurs techniques d'élevage existent selon la nature du sol, et le coefficient des
marées. L'élevage en suspension sous tables d'élevage dii a 'absence de marée (en
Méditerranée); L'élevage « a plat » : au sol émergent, en eau profonde ou surélevée. Les
huitres seront alors gardées dans des poches et seront retournées réguliérement par
I'ostréiculteur afin que toutes les huitres puissent croitre dans de bonnes conditions et
avec une forme réguliére. Dans certain cas, les huitres adultes sont affinées, par
exemple, elles seront placées dans des bassins d'affinage (par exemple, elles peuvent
étre places dans des claires, ou I'iode a tendance a se réduire) pour modifier la taille ou
la couleur, ou les qualités gustatives de I'huitre.
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Figure 13. Cycle de production de Crassostrea gigas.

Figure extraite de “Technical Guidance for the Development of the Growing Area Aspects of Bivalve

Mollusc Sanitation Programmes” (FAO and WHO, 2018). Le terme “graine” de la figure original a été

remplacé par le terme ‘naissains’ plus approprié.

I L’impact économique

Comme pour 'aquaculture en général, la production ostréicole a augmenté rapidement
au cours des derniéres décennies (Fig.14. p30). Actuellement, les mollusques sont la deuxiéme
plus grande catégorie de produits de la mer d'élevage en quantité et en valeur, représentant
21% de toute la production aquacole mondiale en poids en 2016 (“FAO, FAO Online Query
Panels,” 2018). Alors que l'ostréiculture est fortement dominée par I'Asie, qui représentait 95%
de la production mondiale de l'ostréiculture en poids et 88% en valeur en 2016, la France fait
partie des 6 plus grands producteurs d'huitres dans le monde. Elle est le plus grand producteur
ostréicole du monde jusque dans les années 1950 et reste le premier d'Europe (Botta et al,,

2020; “FAO, FAO Online Query Panels,” 2018).
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Figure 14. Production aquacole ostréicole en termes de poids de production.

Chaque couleur représente une région géographique. Figure tirée de (Botta et al., 2020) qui a été
réalisée a partir des données de la FAO.

L’ostréiculture a toujours connu des épisodes de mortalité récurrente (Mori, 1979;
Takeuchi et al., 1960). Plusieurs pathogénes sont connus pour étre responsable de maladie chez
C. gigas : des parasites protozoaires unicellulaires, des bactéries pathogenes et enfin des virus
(Bower et al., 1994). L'une de ces pathologies est responsable de dommages économiques
importants (estimés a 8 millions d’euros par an) a travers le monde : les épisodes de mortalité
dus au syndrome de mortalité des huitres du Pacifique (Pacific Oyster Mortality Syndrome,
POMS) (Paul-Pont et al., 2013b). Cette maladie a conduit, au fil du temps, a des problémes
d’approvisionnement en naissains dans la plupart des bassins conchylicoles. En effet, les deux
sources de naissains, d'écloserie et de captage naturel, sont touchées par ces événements de
mortalité (Bernard and Lapegue, 2012). Du fait des conséquences économiques dramatiques
dans le secteur de 1'ostréiculture, de nombreux projets de recherche ont émergé pour mieux
caractériser la maladie des POMS.
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( Résumé )

e Crassostrea gigas est considérée larvaire jusqu'a se fixer pour étre des
actuellement comme I’héte principal naissains et devenir adultes.
du virus OsHV-1. o L’ostréiculture est I'activité d'élevage

e Cetanimal est un mollusque des huitres, pour s’approvisionner les
invertébré qui vit fixé dans les eaux ostréiculteurs font du captage ou
peu profondes et se nourrit en achétent des naissains directement
filtrant du phytoplancton. dans des écloseries.

o Les huftres ont un cycle de vie o L’industrie ostréicole produit
biphasique, elles vont se plusieurs millions d’euros de bénéfice,
métamorphoser lors de leur stade mais elle est menacée par des

épisodes de mortalité récurrents.

Le syndréme de mortalité des huitres du Pacifique (Pacific Oyster Mortality
Syndrome-POMS)

Les mortalités de masse touchant C. gigas due a une quantité massive de 'OsHV-1 ont
été défini en 2013 par Paul Pont et coll. comme le syndrome de mortalité des huitres du
Pacifique. De nombreux travaux tendrai a montré que cette pathologie est d’origine
multifactorielle. Ces épisodes de mortalité semblent survenir dans toutes les classes d'dge et
de taille (Alfaro et al.,, 2018; Azéma et al., 2017; Hick et al., 2018; Petton et al.,, 2015). Cette
maladie n’est pas zoonotique, c’est a dire qu’elle n’est pas transmissible a '’homme.

I La cause

Ce syndrome est causé par un ensemble de facteurs de I'hote, de I'environnement et des
agents pathogénes. Nous pouvons la conceptualiser a l'aide du concept de «triade
épidémiologique» (Snieszko, 1974) qui fait intervenir des facteurs propres a l'’hote, a
I'environnement, et aux agents pathogenes (Fig.15. p32). Sans l'un des trois composants
principaux, 1'h6te peut rester en bonne santé et asymptomatique. En l'absence d'agents
pathogénes, des conditions environnementales non idéales peuvent provoquer un stress chez
I'hote. Dans des conditions environnementales favorables, les infections par des agents
pathogénes peuvent entrainer des infections subcliniques ou asymptomatiques, ou 1'héte est
porteur du pathogéne mais ne présente pas de symptomes. Enfin, les environnements sans hote
approprié ne peuvent pas entrainer d’hote malade, mais ces conditions posent un
environnement potentiellement infectieux si des hotes appropriés deviennent disponibles.
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Figure 15. Triade épidémiologique
adaptée pour I'huitre.

Chaque ensemble représente 'une des
composantes d'une maladie
multifactorielle. Figure inspirée de
(Gallagher, 2020) qui a illustré le
concept de «la triade
épidémiologique» de Sniezko en 1974.

Nous savons maintenant que le
virus OsHV-1 est l'agent qui
déclenche ces événements de
mortalité (Encart 2 p35). En effet,
une étude holistique récente a
permis de révéler la succession des
événements initiant la pathogenése

(de Lorgeril et al., 2018). Lorsque la température de I’eau dépasse les 16°C mais est inférieure a
24 °C (Pernet et al,, 2012) et que les facteurs de I'hote le permettent, pour une raison encore mal

connue, le virus est capable d'infecter les huitres. Lorsque I'huitre posséde un phénotype

sensible, elle n’est pas en mesure de controler la prolifération du virus OsHV-1 (de lorgeril
2018). Cette prolifération va altérer l'efficacité du systeme immunitaire de son hote. En
I'absence de régulations sur les populations bactériennes il va y avoir une dysbiose qui

permettra a des bactéries opportunistes de proliférer. Cette prolifération va entrainer la mort

de I'animal (Fig.16. p33). Malgré cette avancée significative dans le domaine, de nombreuses
questions sur le role de chacun des facteurs illustrés dans la triade épidémiologique (Fig.15.

p32) sont toujours en cours d’investigation.
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Figure 16. Succession des événements entrainant la mortalité des huitres lors des POMS.

En haut, description des événements entrainant la mort des huitres, en bas une illustration de ces
épisodes de mortalité sur le terrain une fois la température de I'eau de mer supérieure a 16°C cela
entraine la prolifération du virus OsHV-1 et des bactéries opportunistes.

I L’histoire des episodes de mortalité des huitres

La premiére description scientifique d’un épisode de mortalité élevé d’huitres associé a
I'observation du virus OsHV-1 remonte aux années 1990 (Hine et al., 1992; Nicolas et al., 1992).
Depuis de tels événements ont affecté les stocks d'élevage d’huitres de maniere récurrente a
I'échelle mondiale. Dans un premier temps cette pathologie a été dénommée par le terme de
“mortalité estivale” car elle a eu lieu principalement dans les périodes de printemps et d’été.
Depuis les années 2008, un nouveau schéma de mortalité massive des huitres du Pacifique a eu
lieu en France et dans d'autres pays (Fig.17. p34). Ce sont ces épisodes qui sont nommés POMS
(Paul-Pont et al., 2013b), lorsqu’ils surviennent ces événements de surmortalité se distinguent a
la fois par leur généralisation, leur intensité et la détection récurrente d'un nouveau variant du
virus OsHV-1, appelé OsHV-1 uVar (Segarra et al,, 2010).
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Figure 17. Impact de mortalité cumulé sur 1'élevage des huitres.

Pourcentage de mortalité cumulée chez les juvéniles et les naissains d’huitres de C. gigas entre 1993 et
2016. La fléche en rouge met en évidence I'année 2008 avec une hausse des épisodes de mortalité. Source
Ifremer RESCO, 2016

I La manifestation de la maladie

Les signes cliniques de la maladie sont difficiles a observer sur le terrain. Chez les larves
infectées les signes cliniques constatés sont une réduction des activités de la nage et de
l'alimentation (Burge and Friedman, 2011; Hine et al., 1992; Nicolas et al.,, 1992). D’un point de
vue histologique, des auteurs ont signalé des lésions tissulaires avec différents degrés dans les
épithéliums. L’infection virale entraine des lésions infectieuses du naissain ou des larves
observées dans les tissus conjonctifs dans lesquels les cellules de type fibroblastique présentent
des noyaux élargis avec de la chromatine périnucléaire (Hine et al., 1992; Hine and Thorne,
1997; Martenot et al., 2017; Nicolas et al., 1992; Renault et al., 1994a, 1994b). Une architecture
tissulaire anormale et des changements cellulaires y compris la métaplasie cuboidale, la
dilatation des tubules et une diapédese a également été notée au bord du manteau de certaines
huitres (Burge et al.,, 2006). Une hémocytose sévere a été observée dans le tissu conjonctif du
manteau et a la base des filaments branchiaux, avec un degré d'invasion marqué (Burioli et al.,
2018). Celle-ci a été notée a plusieurs reprises comme étant associée au tube digestif, bien
qu'aucune pathologie n'ait été notée dans le tube digestif sus-jacent (Keeling et al., 2014). Enfin
une érosion branchiale a été observée sur et dans des individus lors d'événements de mortalité
associés a 'OsHV-1 au Mexique (Vasquez-Yeomans et al., 2010).
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pondérant des POMS

( Encadré 2: Mise en évidence du virus OsHV-1 comme I'agent pré- b

Lorsque les premieres mortalités estivales ce sont
déclarées, plusieurs micro-organismes ont été
suspectés d'étre responsable du phénoméne. En
plus des facteurs abiotiques comme la tempéra-
ture, le virus OsHV-1 (Hine et al., 1992; Nicolas et
al .,1992) et des bactéries du genre Vibrio (Paillard
et al., 2004) ont rapidement été identifiés comme
suspects. Par la suite une accumulation d’études
ont a confirmé que le virus était un suspect
crédible dans la pathologie:

a. La premiére infection expérimentale sur des
larves d'huitre “axénique”, avec des le développe-
ment du premier filtrats viral (Le Deuff et al., 1994)

b. Les premiéres analyses PCR conventionnelles
ont renforcé I'hypothése (Burge et al., 2006;
Friedman et al., 2005; Renault et al., 2000)

c. L'analyse PCR en temps réel (qPCR) en
dégageant une corrélation suite a I'étude de la
variance de la charge virale avec des animaux
sensibles et résistants (Sauvage et al., 2009).

d. Suivi épidémiologique sur 9 ans qui permet de

mettre en évidence que OsHV est 'agent causal
(Garcia et al,. 2011)

L'apparition des POMS en 2008 qui ont affecté les
naissains et juvéniles en paralléle de la détection
du nouveau variant du virus OsHV-1, appelé
OsHV-1 pVar (Segarra et al., 2010) a encore
renforcé cette hypothése. Par la suite entre
2010-2015 des études ont montré des résultats
contradictoire avec I'observation d'une souche de
Vibrio pathogénique pour les huitres (Roux et al.,
2009), son invalidation (Petton et al., 2015), la
dynamique du microbiote de I'hémolymphe des
huitres du Pacifique (Crassostrea gigas) (Lokmer
and Wegner, 2014), et enfin une réversion du
phénotype de sensibilité par du polyl:C par
T.Green et C.Montagnani (2013). C'est finalement
la démonstration de la succession des événe-
ments initiant la pathogenese qui confirmera le
role prépondérant du virus OsHV-1 dans les
POMS (de Lorgeril et al., 2018).
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Figure encart 2. Représentation schématique des microorganismes suspectés
d’étre les agents responsables de la maladie. En abscisse la taille en pouce des

I Les traitements

A cejour, il n’existe pas de traitement applicable dans le milieu naturel lorsque survient
le syndrome de mortalité des huitres du Pacifique. Toutefois du fait de la forte composante du
fond génétique de 1'hote, plusieurs programmes de sélection pour la résistance des huitres aux
événements de mortalité massive ont été menés en France. Ces programmes ont permis une
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amélioration importante du phénotype de résistance des huitres a l'infection par OsHV-1. La
survie des huitres est passée de 34,5% apres une génération de sélection a 69% sur quatre
générations comparativement a 7,3% du groupe témoin (Degremont et al., 2015). Des études de
transcriptomique ont montré que ces familles d’huitres résistantes présentent des variations
dans I'expression des genes immunitaires (de Lorgeril et al., 2020, 2018; Renault et al., 2011;
Segarra et al., 2014). La question de savoir si le fonds génétique de I'hote est le reflet d'une
évolution par rapport au virus n’est pas encore connue.

( Résumé )

Le syndrome de mortalité des huitres
du Pacifique est une maladie
d’origine multifactorielle touchant
I’huftre Crassostrea gigas.

C’est une maladie multifactorielle
causée par des facteurs de I'héte, des
agents pathogenes, et des facteurs
environnementaux.

Le schéma des épisodes de mortalité

vient d’étre déterminé et lorsque la

virus OsHV-1 uVar initie une
réplication intense qui permet a des
bactéries opportunistes d'entrainer
une septicémie fatale.

La pathologie entraine des signes
cliniques chez l'huitre et des dégdats
tissulaires.

Il n’existe pas de traitement a ce jour,
mais il existe des huftres

sélectionnées pour étre résistantes a

température de I'eau augmente, le la maladie.

Conclusion sur l'introduction générale

L’introduction générale de ce manuscrit a permis de montrer plusieurs points. (i) La
compréhension de la diversité génétique peut se faire a I'aide de cadre conceptuel de la biologie
évolutive comme la théorie synthétique de I'évolution. (ii) Dans le cadre des maladies
infectieuses, l'interaction entre un hote et un agent pathogéne sont capables d’engager un
processus de coévolution. Ces processus possedent des propriétés spécifiques pouvant étre
observées a travers les signatures génomiques dans le génome des protagonistes. (iii) Les
stratégies évolutives sont différentes selon le type d’organisme et ses contraintes et leurs
impacts peuvent étre trés importants. L’état des connaissances sur I'importance de la diversité
génétique comme déterminant de la virulence est encore mal compris chez les virus a ADN, et
plus particulierement les Herpésvirus, contrairement aux virus a ARN. (iv) L'Herpesvirus OsHV-
1 est un virus a ADN associé a plusieurs événements de mortalité chez différentes espéces de
bivalves a travers le monde et sa diversité génétique n’est pas suffisamment caractérisée. (v)
Les huitres sont les hotes les mieux étudiés de ce virus et présentent un intérét économique et
scientifique important. (vi) L'Herpesvirus OsHV-1 est le protagoniste initial du processus de
pathogenese du syndrome de mortalité des huitres juvéniles responsable de mortalité
importante a travers le monde.
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L’objectifs de la thése

Jusqu'a présent, trop peu d'attention a été accordée au role que pourrait jouer la
diversité génétique du virus OsHV-1 dans la mortalité massive qui affecte les huitres juvéniles.
Dans ce contexte, I'objectif de ce projet de thése est de mieux caractériser la diversité génétique
du virus OsHV-1 et commencer a évaluer son réle comme déterminant de la virulence dans les
événements de mortalité qui affectent '’huitre C.gigas.

Pour atteindre ce but, nous allons dans un premier temps nous intéresser a la diversité
virale suite a des expériences d’'infections expérimentales en mésocosme (IEM) effectuées sur
des familles d'huitres ayant des phénotypes contrastés de sensibilités aux POMS. Au cours de
ces expériences nous avons constaté que la sensibilité de certaines familles variait en fonction
de l'origine géographique dont est issue la maladie. Nous avons utilisé les données de dual
transcriptomique (c’est a dire la quantification des transcriptions de I'ARN cellulaire de I'hote et
son pathogene) a notre disposition pour étudier la diversité génétique du virus en fonction des
environnements et dans les différentes familles. Ces résultats nous ont permis de montrer que
les populations virales issues des deux environnements étaient différentes. Dans un second
temps, nous nous sommes attachés a décrire la diversité virale de fagon plus approfondie (au
niveau du génome entier) dans les trois principales zones ostréicoles francaises. Ces résultats
nous ont permis de mieux comprendre la source et la dispersion des populations du virus OsHV-
1 en France.

Chapitre Il Contribution de la diversité génomique virale a la sensibilité des
huitres dans le syndrome de mortalité des huitres du Pacifique

I Le contexte des recherches

Comme nous l'avons vu, le role des variations génétiques des Herpesvirus et leurs
conséquences biologiques restent une question ouverte aujourd’hui. Dans le cas du virus OsHV-
1, trés peu d'études se sont intéressées a ce sujet. Lorsqu’en 2008 un nouveau génotype, 'OsHV-
1 pVar, a été caractérisé simultanément aux événements de surmortalité massive apparus en
France, cela a mis en évidence un manque de connaissance sur la caractérisation de la diversité
génétique du virus (Segarra et al., 2010). Ainsi, des modifications génétiques du virus OsHV-1
puVar ont été caractérisés avec 5 délétions et 3 insertions d’ORFs par rapport au génome de
référence (Abbadi et al,, 2018; Burioli et al., 2017; Martenot et al.,, 2013; Renault et al,, 2012;
Rosani et al, 2014). Ces variations génétiques pouvaient potentiellement expliquer
I'augmentation de la virulence du virus observée en 2008. L’ensemble de ces résultats a révélé
que le virus OsHV-1 présente une diversité génétique non négligeable, mal caractérisée, et dont
la signification biologique est encore mal comprise. Il était donc nécessaire de développer les
outils pour décrire cette diversité a I'échelle du génome et en particulier sur I'impact que
pouvait avoir celle-ci sur la structure des protéines du virus. De cette facon, avec des huitres
ayant des phénotypes au POMS variable il serait possible de mieux appréhender I'impact de la
diversité génétique du virus.
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Au début de ce travail, le laboratoire IHPE était en train de finaliser I’étude sur le projet
DECIPHER ayant démarré en janvier 2015 (“Déchiffrage des maladies multifactorielles,” 2015).
Son objectif visait a contribuer a la compréhension de la dimension multifactorielle (agents
infectieux, microbiote, génétique) des POMS affectant les huitres et de proposer des stratégies
de lutte adéquates et efficaces. Différentes familles d'huitres ayant des sensibilités contrastées a
la maladie ont donc été produites, des IEM ont été mis en place et de nombreuses données de
métatranscriptomique étaient disponibles (Fig.18. p39). Ce projet a permis de mettre en
évidence la succession des événements de la pathogéneése et le role prépondérant du virus
OsHV-1 au début de la maladie (de Lorgeril et al., 2018). L’analyse des données de
métatranscriptomique pouvait donc faire progresser nos connaissances sur la diversité
génétique de 1'OsHV-1. D’'un point de vue plus fondamental, ces recherches permettent
d’améliorer nos connaissances sur les conséquences biologiques de la diversité génétique des
Herpesvirus sur le développement d’'une maladie infectieuse.

| L’objectif de I'étude

L’objectif de ce travail était donc d’utiliser les données de dual métatranscriptomique
obtenues sur plusieurs familles d'huitres présentant des phénotypes de sensibilité au POMS
variable en fonction de l'origine de la maladie pour caractériser la diversité génétique des
populations virales.

I L’illustration du matériel et méthode

Le plan expérimental de I'étude est illustré ci-dessous (Fig.18. p39). Ce matériel
biologique initialement con¢u pour répondre aux problématiques du projet DECIPHER nous a
permis d'explorer l'impact de la diversité génétique d'OsHV-1 pVar sur les résultats de la
maladie pour différents phénotypes contrastés de famille d'huitres. Le pipeline d’analyse
bioinformatique peut étre retrouvé dans l'annexe 2 (p128) et le code a cette adresse
https://github.com/IHPE/DivOsHV .
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Figure 18. Illustration du plan expérimental utilisé dans I'article I.

Dans le cadre du projet DECIPHER cinq familles biparentales d'huitres juvéniles présentant des
phénotypes contrastés vis a vis du POMS ont été produites a partir de géniteurs collectés dans différents
environnements (zones conchylicole et non conchylicoles en Atlantique et en Méditerranée). (1) Un
mélange de 5 familles d’huitres ayant des phénotypes contrastés vis-a-vis des POMS ont été produites et
sont considérées comme les huitres donneuses. (2) Ces huitres donneuses ont été placées dans
I'environnement des fermes ostréicoles de I'Atlantique et de la Méditerranée lors d'événements de
mortalité pour capter la maladie. (3) Ce mélange d’huitre donneuse a été mis en contact de chacune des
familles individuellement, lesquelles sont considérées comme des huitres receveuses, au cours d’une
infection expérimentale. (4) Lors de cette infection expérimentale en mésocosme, le suivi de la mortalité
des huitres a été réalisé. (5) Pour cinq de ces familles, des échantillons de 10 animaux ont été recueillis a
7 temps pour extraire les ARN et faire du séquencgage a haut débit. (6) Enfin, ces données ont permis la
caractérisation de la diversité des populations virales a I'aide d'analyses bioinformatiques.

Article 1 : Contribution of Viral Genomic Diversity to Oyster Susceptibility in the Pacific
Oyster Mortality Syndrome

Article publié dans Frontiers in Microbiology en 2020, doi : 10.3389 /fmicb.2020.01579

Delmotte Jean., Chaparro Cristian, Galinier Richard., De Lorgeril Julien., Petton Bruno., Stenger
Pierre-Louis., Vidal-Dupiol Jérémy., Destoumieux-Garzon Delphine., Gueguen Yannick.,
Montagnani Caroline., Escoubas Jean-Michel., Mitta Guillaume.

Cette publication a également fait 'objet de deux présentations :

- “Role de la diversité génétique de 'Herpesvirus OsHV-1 dans les mortalités de
I’huitre du Pacifique” - présentation poster - Journées Francophones de Virologie en
2019

- “Characterisation of oshv-1 pvar genotypic diversity during poms outbreaks in
two french aquaculture area” - présentation orale - 19th International Conference on
Diseases of Fish and Shellfish en 2019
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Contribution of Viral Genomic
Diversity to Oyster Susceptibility in
the Pacific Oyster Mortality
Syndrome

Jean Delmotte’, Cristian Chaparro’*, Richard Galinier', Julien de Lorgeril’,
Bruno Petton2, Pierre-Louis Stenger', Jeremie Vidal-Dupiol’,

Delphine Destoumieux-Garzon’, Yannick Gueguen’, Caroline Montagnani®,
Jean-Michel Escoubas™ and Guillaume Mitta’

'IHPE, Université de Montpellier, CNRS, lirerer, Université de Perpignan Via Domitia, Montpeliier, France, * LEMAR UMR
6539, Universite de Bretagne Occidentale, CNRS, IRD, Ifremer, Argenton-en-Landunvesz, France

Juvenile Pacific oysters (Crassostrea gigas) are subjected to recurrent episodes of
mass mortalities that constitute a threat for the oyster industry. This mortality syndrome
named "Pacific Oyster Mortality Syndrome" (POMS) is a polymicrobial disease whose
pathogenesis is initiated by a primary infection by a variant of an Ostreid herpes virus
named OsHV-1 pVar. The characterization of the OsHV-1 genome during different
disease outbreaks occurring in different geographic areas has revealed the existence
of a genomic diversity for OsHV-1 pVar. However, the biological significance of this
diversity is still poorly understood. To go further in understanding the consequences of
OsHV-1 diversity on POMS, we challenged five biparental families of oysters to two
different infectious environments on the French coasts (Atlantic and Mediterranean).
We observed that the susceptibility to POMS can be different among families within
the same environment but also for the same family between the two environments.
Viral diversity analysis revealed that Atlantic and Mediterranean POMS are caused by
two distinct viral populations. Moreover, we observed that different oyster families are
infected by distinct viral populations within a same infectious environment. Altogether
these results suggest that the co-evolutionary processes at play between OsHV-1 pVar
and oyster populations have selected a viral diversity that could facilitate the infection
process and the transmission in oyster populations. These new data must be taken into
account in the development of novel selective breeding programs better adapted to the
oyster culture environment.

Keywords: Crassostrea gigas, herpesvirus diversity, genotype-genotype interactions, oyster genetic background,
viral populations

INTRODUCTION

Bivalve mollusk culture is an important sector of world aquaculture, representing approximately
a fifth of the global production with 15.7 million tons harvested in 2017 (FAO and WHO,
2018). Given the economic scale and growing importance as a food source for the human
population of bivalve farming, much interest has been devoted to investigate infectious
diseases, representing a main limitation for aquaculture expansion (Stentiford et al, 2012;
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Pernet et al,, 2016; Burge et al., 2018). Among pathogens, viruses
represent major risks for the sustainable management of this
sector, as some viruses are highly infectious, easily transmissible,
and bear a high extinction potential (Guo and Ford, 2016). In
particular, in the 1970s, an infection with an iridovirus completely
decimated the population of Crassostrea angulata oysters, then
cultivated on all European coasts (Comps et al., 1976; Renault
and Novoa, 2004; Arzul et al, 2017). Currently, the Ostreid-
1 herpesvirus (OsHV-1) is recognized as being responsible for
sporadic mortalities in several bivalve mollusks but it is one of
the main mortality threats for the most cultivated bivalve species,
the Pacific oyster Crassostrea gigas (Arzul et al., 2001a; Renault
et al., 2001; Davison et al.,, 2005; da Silva et al., 2008; Solomieu
et al., 2015; Xia et al., 2015; Burge et al., 2018). In this bivalve
species, OsHV-1 triggers the Pacific oyster mortality syndrome
(POMS) that has plagued the oyster production worldwide, from
Europe to north and south America and Asia, for more than a
decade (Pernet et al, 2012; Hwang et al.,, 2013; Jenkins et al,
2013; Bai et al., 2015; Mortensen et al., 2016; Prado-Alvarez et al.,
2016; Caceres-Martinez et al., 2018). This syndrome, affecting
juveniles, leads to mass mortalities that can reach 100% within
days (Segarra et al, 2010). Research efforts have revealed a
series of factors contributing to the disease, including infectious
agents interacting with seawater temperature and oyster genetics
(Segarra et al,, 2010; Pernet et al., 2012; Petton et al, 2013;
EFSA, 2015; Petton et al., 2015; Le Roux et al, 2016; Azema
et al., 2017). Recently, holistic molecular approaches uncovered
the pathogenis associated to POMS (de Lorgeril et al., 2018).
These studies showed that an infection by a variant of OsHV-
1 (Oyster herpesvirus type 1 variant pVar) is the critical step of
the infectious process leading to an immune-compromised state
followed by a microbiota destabilization that “opens the door”
to bacterial pathogens (e.g., vibrios) that target haemocytes to
induce their lysis (Rubio et al., 2019). The infectious process
is completed with subsequent bacteraemia ultimately leading to
oyster death (de Lorgeril et al., 2018).

Although the first description of herpes-like viral infection
in oyster (Crassostrea virginica) was reported in 1972 by Farley
and collaborators (Farley et al., 1972), it was not until the 2000s
that partial genome characterization allowed the identification
of Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1), a new viral species infecting
Pacific oyster larvae and spats (Le Deuff et al., 1994). The first
variants of the virus identified, called OsHV-1 var, were associated
with mortalities in C. gigas and other mollusks; they notably
carried a deletion of 2.8 kpb as compared to the previous,
not fully assembled, OsHV-1 genome (Arzul et al,, 2001¢). The
genome of OsHV-1 has been fully sequenced from oyster larvae
in 2005 and contains a double strand DNA genome of ~207
kbp encoding approximately 124 open reading frames (ORFs)
(Davison et al,, 2005). Then in 2008, an emergent genotype, called
OsHV-1 pVar, was characterized. It was associated with higher
mortalities (Segarra et al., 2010) and several variants of pVar
genotype have been identified over the last decades (reviewed in
Solomieu et al., 2015).

The OsHV-1 pVar genotype has a 12 bp deletion in a
microsatellite locus upstream of ORF4, indel/substitution in
ORFs 4/42/43, and a complete loss of ORFs 36/37 as well as

partial loss of ORF 38 (Segarra et al., 2010; Renault et al., 2012;
Martenot, 2013). Over the past 5 years, with the increasing
use of sequencing technologies, more and more genotypes were
identified such as OsHV-1-SB (Xia et al.,, 2015) OsHV-1 pVar
A and B genotypes with insertion of 4 ORFs including one
coding a membrane protein (Burioli et al, 2017) OsHV-1-
PT from the North Adriatic Sea (Abbadi et al, 2018) and
OsHV-1 isolate ZK0118 (Bai et al., 2019). In addition, PCR
amplification of a subset of ORFs allowed the screening of
new genotypes (Burioli et al., 2018). This expanding number of
OsHV-1 genotypes and number of carrier species (Arzul et al,
2001a,b, 2002; Batista et al., 2007; Bai et al.,, 2015) raises the
question of the impact of this genetic diversity on spreading and
severity of POMS.

Accumulating research over the past decades have shown
that a large number of viruses exhibit a high level of genetic
diversity. This is especially true for viruses with RNA genomes,
including medically important viruses such as HIV, hepatitis C
virus, and influenza; this is largely due to the low fidelity of
their viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (Drake and
Holland, 1999; Parvez and Parveen, 2017). Extensive study of
this diversity has led to the development of the quasispecies
concept that questioned our current understandings of viral
diseases and their evolution (Batschelet et al., 1976; Vignuzzi
et al,, 2006; Lauring and Andino, 2010). It seems that many
viruses have the ability to produce diverse genetically linked
mutants that can be defined as viral populations or quasispecies
maintained by mutation-selection equilibrium (Perales et al.,
2015; Poirier and Vignuzzi, 2017). This concept hypothesizes
that dynamic viral populations generate beneficial interactions
and cooperation that allows them to rapidly adapt to changing
environments, including various hosts and their different tissues,
relevant for viral fitness and virulence (Xiao et al., 2016; Brooke,
2017). Studies have shown that the level of genetic diversity
within viral populations likely influences viral pathogenicity,
dissemination and host immune evasion (Mao et al, 2007).
Conversely, limited diversity could strongly attenuate virulence
(Pfei