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Introduction générale

1. Régulation du développement

1.1. Le développement des Bilatériens

Les Bilatériens regroupent des animaux pluricellulaires présentant une large 

diversité morphologique. Ce groupe monophylétique se définit par des organismes 

présentant une symétrie bilatérale aux stades adultes ou larvaires, mais aussi par la 

présence de trois feuillets cellulaires lors de l’embryogenèse et une concentration des 

organes des sens et de préhension en position antérieure de l’organisme. A ces 

caractéristiques morphologiques s’ajoutent des caractéristiques moléculaires avec, 

par exemple, les gènes homéotiques qui définissent le plan d’organisation des 

animaux bilatériens lors du développement (Baguñà et al., 2008). Ce groupe se divise 

en deux clades les Deutérostomiens et Protostomiens (Figure 1) anciennement définis 

selon que se forme en premier l’anus ou la bouche, respectivement (Martín-Durán et 

al., 2012).

Figure 1 : Arbre phylogénétique simplifié des Métazoaires.

Cet arbre représente la classification des quatre groupes majeurs des Bilatériens à

savoir Chordés qui comprennent les Vertébrés, les Ambulacraires, les Ecdysozoaires 

et les Spiraliens. Modifié d’après Dunn et Ryan, 2015 et Dunn et al., 2014
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Les Deutérostomiens regroupent les Échinodermes, les Hémichordés et les 

Chordés. Ce dernier, caractérisé par la présence d’un tube squelettique le long de 

l’axe antéro-postérieur appelée notochorde, comprend les Vertébrés. Les 

Protostomiens incluent des espèces regroupées sous les termes Spiraliens et 

Ecdysozoaires. Les Ecdysozoaires rassemblent notamment les Arthropodes qui 

possèdent un corps segmenté recouvert d’un exosquelette et les Nématodes. Les 

Spiraliens, dont font partie les Mollusques, sont nommés ainsi car la segmentation des 

cellules de l’embryon se définit par un clivage en spirale (Martín-Durán et Marlétaz, 

2020).

1.1.1. La gamétogenèse et la fécondation 

Chez les Bilatériens, le développement de l’organisme passe par une succession 

d’étapes conservées au cours de l’évolution. En cas de reproduction sexuée, le 

développement des Bilatériens implique la formation de cellules reproductrices ou 

gamètes chez les parents. Ce processus nommé gamétogenèse permet la formation 

de gamètes femelles, les ovocytes, et de gamètes mâles, les spermatozoïdes

(Figure 2).

Figure 2 : Schéma de la gamétogenèse chez les Bilatériens. 

Représentation schématique des étapes de la spermatogenèse et de l’ovogenèse, 

processus globalement conservés chez les Bilatériens. GP : Globule polaire. Modifié d’après 

Le Moigne et Fourcier 2001
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La gamétogenèse est un processus très précoce du développement des 

Bilatériens pendant lequel la différenciation cellulaire résulte en la production des

cellules souches germinales à partir desquelles se forme la lignée germinale (Saffman 

et Lasko, 1999). La mise en place de cette lignée passe par une première phase de 

multiplication des cellules diploïdes. Après une succession de mitoses, les cellules 

entrent dans une phase d’accroissement cellulaire au cours de laquelle le volume de 

la cellule augmente et l’ADN est dupliqué pour préparer la méiose. La première division 

de la méiose, dite réductionnelle, engendre la ségrégation des chromosomes 

homologues. La seconde, dite équationnelle, consiste en une scission des 

centromères et la séparation des chromatides sœurs, qui constitueront les 

chromosomes individuels du gamète haploïde. Pour l’ovocyte, cette seconde division 

méiotique est souvent déclenchée lors de la fécondation, et le matériel surnuméraire 

est expulsé sous forme de globules polaires lors des toutes premières phases de la 

segmentation (Le Moigne et Foucrier, 2001).

C’est lors de l’ovogenèse que l’ovocyte accumule toute la machinerie moléculaire

qui sera nécessaire aux premières étapes de divisions cellulaires de l’embryon. En 

effet, des ARN et des protéines spécifiques, ainsi que des réserves énergétiques 

nommées vitellus, sont synthétisés dans la gonade et accumulés dans l’ovocyte. Ces

réserves constituent les seules ressources métaboliques de l’embryon précoce et 

seront progressivement consommées en parallèle de l’activation du génome 

zygotique. Chez de nombreux Deutérostomiens et Protostomiens, l’ovocyte est 

polarisé au cours de l’ovogenèse en un pôle animal et végétatif selon une association 

asymétrique de l’ovocyte avec les cellules ovariennes voisines. Ces pôles se 

traduisent dans l’embryon par un gradient de ribonucléoprotéines où leur forte 

concentration définit le pôle animal, à l’inverse le pôle végétatif est marqué par une 

forte concentration en réserves vitellines (Picton et al., 1998, Holland, 2000, Matova et 

Cooley, 2001).

La rencontre d’un gamète mâle et d’un gamète femelle matures donne lieu à la 

fécondation qui est l’association d’un spermatozoïde et d’un ovocyte produisant la

cellule œuf ou zygote. Cette association engendre un « réveil » de l’ovocyte qui 

termine sa méiose et favorise la fusion des pronucléi mâle et femelle pour former une 

cellule œuf diploïde. Cette première étape de formation de l’embryon est largement 

conservée au cours de l’évolution. En effet, les principaux mécanismes de la 
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fécondation : la reconnaissance, l’adhérence et la fusion cellulaire sont similaires des 

plantes aux animaux (Stricker, 1999, Sankaranarayanan et Higashiyama, 2018).

1.1.2. La segmentation

Suite à la fécondation, l’embryon unicellulaire met en place un mécanisme de 

division cellulaire grâce à la machinerie stockée lors de l’ovogenèse. Pendant la 

segmentation, l’embryon subit de nombreuses divisions sans augmentation de son 

volume. Différents modes de segmentation existent et sont d’abord classés selon la 

quantité de vitellus accumulée lors de l’ovogenèse. Les deux principaux modes de 

segmentation sont une segmentation holoblastique (ou totale) et méroblastique (ou 

partielle). La segmentation holoblastique est réalisée lorsque les réserves vitellines 

sont relativement pauvres et engendre majoritairement une cytodiérèse inégale 

donnant la formation de cellules de grandes et petites tailles, dites macromères et 

micromères, respectivement. La forte concentration de réserves vitellines freine la 

cytodiérèse qui est alors partielle et définit la segmentation méroblastique. Le mode

de segmentation holoblastique comprend différents types de segmentation selon la 

disposition des cellules filles ou blastomères. La segmentation rotationnelle, présente 

chez les Mammifères, clive l’embryon selon un premier plan de division méridien 

passant par les pôles animal et végétatif et un second plan perpendiculaire au premier. 

La segmentation radiaire est présente chez de nombreux Vertébrés avec des plans de

clivage cellulaire horizontaux qui engendrent une superposition des blastomères. 

Enfin, la segmentation en spirale, constituant un caractère ancestral chez les 

Spiraliens, est observable à partir de la troisième division, où les blastomères suivent 

un clivage en rotation autour d’un axe parallèle à l’axe des pôles animal et végétatif 

(Valentine, 1997, Scholtz et Wolff, 2013, Hasley et al., 2017, Martín-Durán et Marlétaz, 

2020) (Figure 3).

La segmentation aboutit à l’obtention d’une blastula. La forte activité mitotique 

observée en segmentation se poursuit et conduit à la formation d’une cavité centrale, 

appelée blastocèle. Lors de la formation de cet embryon pluricellulaire, deux

processus se déclenchent de façon séquentielle ou simultanée selon les espèces. Le 

premier processus est la transition maternelle à zygotique (MZT) lors de laquelle la 

déplétion en protéines et ARN maternels déclenche l’activation de la transcription du 

génome zygotique. Le second mécanisme est la transition blastuléenne, qui
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correspond à une désynchronisation et à un ralentissement de la division des 

blastomères (Le Moigne et Foucrier, 2001, Vastenhouw et al., 2019).

1.1.3. La gastrulation

La perte de synchronicité des divisions cellulaires et le rallongement de

l’interphase du cycle des blastomères conduit à des modifications du 

microenvironnement local de chaque cellule. Elles résultent d’une part de 

l’établissement de nouvelles interactions de contact et d’autre part de l’intégration de 

signaux reçus au niveau de chaque blastomère. Ces phénomènes conduisent au 

début de leur spécialisation dans l’embryon et favorisent les mouvements entre les 

cellules et leur migration lors de la gastrulation. Ces mouvements morphogénétiques, 

coordonnés dans le temps et dans l’espace, conditionnent cette étape clé de 

l’embryogenèse et résultent en l’apparition d’une cavité, l’archentéron, ouverte vers 

l’extérieur au niveau de l’orifice primordial de l’embryon appelé blastopore (Figure 4).

Les mouvements morphogénétiques lors de la gastrulation aboutissent à la formation 

des trois feuillets cellulaires de l’embryon triploblastique : l’ectoderme, ou feuillet 

externe, le mésoderme médian et l’endoderme qui borde l’archentéron. 

Figure 3 : La segmentation holoblastique.

Représentation schématique des trois types de segmentation holoblastique : radiaire 

(en haut à gauche) chez les Vertébrés, rotationnelle (en bas à gauche) caractéristique 

des Mammifères et en spirale (à droite) caractéristique des Spiraliens. Le schéma de 

la segmentation en spirale est réalisé d’après Martin-Duran et Marletaz, 2020.
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Le devenir du blastopore est crucial chez les Bilatériens car il est à l’origine de la 

définition des Deutérostomiens, dont le blastopore forme l’anus en premier, et des 

Protostomiens dont le devenir du blastopore est plus complexe. En effet, le blastopore 

des Protostomiens a premièrement été décrit pour être à l’origine de la bouche. 

Cependant, cette observation est à nuancer, car chez certains Protostomiens, ce 

blastopore peut aussi devenir l’anus en premier (deutérostomie) ou encore s’allonger

pour donner simultanément la bouche et l’anus (amphistomie) (Holland, 2000, Solnica-

Krezel, 2005, Martín-Durán et al., 2012) (figure 5).

1.1.4. La neurulation, l’organogenèse et la gonadogenèse.

Les mouvements cellulaires de la gastrulation établissent le plan d’organisation 

général de l’organisme et les cellules regroupées selon leur devenir vont former les 

différents organes, c’est l’organogenèse (Nielsen, 2004, 2015). Elle commence par la

neurogenèse caractérisée par la formation du tube neurale dont les modalités 

dépendent du clade observé (Hartenstein et Stollewerk, 2015). Lors des mouvements 

cellulaires, les cellules germinales primordiales migrent vers les territoires somatiques

et vont ainsi se spécialiser en cellules germinales souches (Moore et al., 1998, 

Extavour, 2007a). Les cellules germinales souches, à l’origine de la lignée germinale,

participent à la formation de la gonade se différentiant en une gonade mâle, où se 

déroule la spermatogenèse, ou une gonade femelle, où se produit l’ovogenèse 

(Extavour, 2007b). Cependant, chez certains Bilatériens l’organogenèse ne donne pas 

un individu semblable à l’adulte mais un organisme qui présentera un ou plusieurs 

stades larvaires avant une réorganisation tissulaire, la métamorphose (Bayne, 2017).

Figure 4 : Schéma de la blastula et gastrula 

Illustration de la formation du blastopore et de l’archentéron chez les Bilatériens.
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1.2. Régulation moléculaire du développement

1.2.1. L’émergence de cellules distinctes à partir d’un génome unique

La structure de l’organisme est acquise progressivement lors de l’embryogenèse 

grâce à un ensemble coordonné de proliférations, modifications et morts cellulaires 

chez tous les organismes Métazoaires. Elle repose sur l’engagement des blastomères 

indifférenciés vers les feuillets de l’embryon se différentiant et s’associant pour former 

les organes et tissus de l’organisme adulte. Or, cette variabilité phénotypique au 

niveau cellulaire émerge à partir du génome unique de la cellule œuf, transmis dans 

son intégralité aux cellules filles. Ainsi les cellules différenciées n’expriment qu’une 

partie des gènes et leurs phénotypes reposent sur l’établissement et le maintien de 

transcriptomes spécifiques à partir de l’homogénéité du génome zygotique. La 

Figure 5 : Le devenir du blastopore chez les Bilatériens

Représentation schématique de la formation du blastopore chez les Protostomiens (à 

gauche) et Deutérostomiens (à droite). En rouge est représenté le blastopore au niveau 

de la gastrula et son devenir dans l’embryon. En jaune est le second orifice de l’embryon 

qui se forme dans un second temps. Protostomie : apparition de la bouche en premier, 

Deutérostomie : apparition de l’anus en premier et Amphistomie : formation de la 

bouche et l’anus simultanément. Modifié d’après Martin-Duran et al., 2012
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mosaïque de phénotypes acquise progressivement par les cellules de l’embryon, lors 

de l’ontogenèse, résulte de la régulation différentielle de l’expression des gènes, un 

mécanisme commun à tous les Bilatériens.

Par exemple, les gènes HOX codent des facteurs de transcription, qui contrôlent 

l’expression de gènes déterminant le plan d’organisation général de l’organisme selon 

l’axe antéro-postérieur (Figure 6). Leur expression colinéaire suit un ordre précis dans

l’espace, mais aussi dans le temps chez certains clades (Gaunt, 2018). Ces gènes 

homéotiques ont tout d’abord été décrit chez la drosophile où ils sont organisés en 

deux clusters (Postlethwait et Schneiderman, 1971, Lewis, 1978). Le cluster 

Antennapedia détermine la structure de la tête et du thorax et sa mutation entraîne la 

formation de pattes à la place des antennes. Le cluster Bithorax contrôle la formation 

du troisième segment thoracique et de l’abdomen et sa mutation entraîne la formation 

d’un second métathorax.

Les BMP (Bone morphogenetic proteins) composent un large sous-groupe

d’acteurs de la voie de signalisation TGF- (Transforming growth factor ) largement 

conservés chez les Bilatériens. Ces protéines sécrétées activent les facteurs de 

transcription SMAD (Mother against decapentaplegic) activant ou réprimant 

l’expression de gènes cibles. Elles sont donc impliquées dans une multitude de 

Figure 6 : Contrôle de l’axe antéro-postérieur par l’expression colinéaire des 

gènes HOX

Schéma simplifié de l’expression des gènes HOX chez les Bilatériens contrôlant la 

mise en place de l’axe antéro-postérieur dans l’embryon et donc le plan d’organisation 

de l’organisme. Modifié d’après Swalla, 2006
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fonctions cellulaires telles que la différenciation, l’apoptose, la prolifération et la 

migration cellulaire (Urist, 1965, Zou et Niswander, 1996, Onagbesan et al., 2003, 

Goldstein et al., 2005). Ces acteurs clés du développement embryonnaire s’expriment

en gradient le long de l’axe dorso-ventral et guident la formation de tissus spécifiques.

Chez les Bilatériens, elles guident notamment la localisation du tube neural en position 

dorsale chez les Vertébrés et ventrale chez les Protostomiens (Bier et De Robertis, 

2015).

Le gène vasa code pour une hélicase à ARN comprenant une « DEAD-box » et 

dont l’activité de linéarisation des ARN dépend de l’ATP et favorise la traduction 

d’ARNm (ARN messager) cibles. Chez les Bilatériens, sa présence dans l’embryon est 

soit due à une transmission maternelle via le cytoplasme de l’ovocyte, soit induite par 

l’interaction entre les cellules germinales et les cellules somatiques (Raz, 2000). Les 

délétions de cet acteur chez la drosophile, la souris et le nématode ont permis de 

mettre en évidence son rôle dans la mise en place de la lignée germinale. Cette 

fonction ou son association avec le développement de la lignée germinale sont

largement conservés chez les Bilatériens (Gustafson et Wessel, 2010).

1.2.2. L’eco-evo-devo

Ces quelques exemples mettent en évidence une conservation, au sein des 

Bilatériens, de facteurs de transcriptions et de facteurs paracrines qui régulent de 

nombreux aspects du développement embryonnaire, et notamment les étapes 

précoces. Ces facteurs régulent de manière précise l’expression de gènes conduisant 

à la définition de l’identité des cellules le long des axes de l’organisme. Or, leur 

mutation conduit à des changements morphologiques qui sont potentiellement 

associés à des étapes importantes de la phylogenèse. Ils apparaissent alors comme 

une source de diversité phénotypique via la régulation de transcriptomes spécifiques 

dans le temps et dans l’espace. En effet, ces facteurs sont eux-mêmes régulés par 

des mécanismes influencés par l’environnement au sens large (Raz, 2000, Banreti et 

al., 2014, Huang et al., 2014). La conservation au cours de l’évolution du rôle 

développemental de ces facteurs de régulation du phénotype des organismes, ainsi 

que leur régulation par l’environnement amène à l’« eco-evo-devo » (Gilbert, 2001).
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1.2.3. Régulation moléculaire des transcriptomes développementaux 

Au cours du développement, les transcriptomes sont dictés d’une part par 

l’accessibilité des séquences régulatrices et codantes à la machinerie de transcription 

au niveau du génome, qui dépendent de mécanismes chromatiniens ou 

« épigénétiques ». D’autre part, les transcriptomes à l’origine des phénotypes reposent 

sur le devenir des transcrits contrôlés notamment par la coiffe, la queue polyadénylée 

et des marques « épitranscriptomiques ». Ces transcriptomes sont progressivement 

établis à chaque étape du développement dans chaque cellule. C’est donc sur 

l’évolution des transcriptomes que repose le développement et sur l’évolution des 

mécanismes contrôlant ces transcriptomes que repose la diversité des phénotypes.  

Dans cette partie nous avons fait le choix de ne développer que les mécanismes 

épigénétiques et les mécanismes épitranscriptomiques. 

 

1.2.3.1. Les mécanismes épigénétiques 

Méthylation de l’ADN : 

La méthylation de l’ADN correspond à l’ajout d’un groupement méthyle à la 

séquence nucléotidique. Cette modification prévalente sur le carbone 5 des cytosines 

appelée 5-méthylcytosine (5mC) est la plus étudiée. Elle est très conservée au cours 

de l’évolution où elle est principalement localisée au niveau des dinucléotides CpG 

chez de nombreux Bilatériens (Fallet et al., 2020, de Mendoza et al., 2020). 

Cependant, certaines régions de l’ADN appelées îlots CpG, majoritairement 

retrouvées dans les régions promotrices, sont dépourvues de méthylation (Bird et al., 

1985). La localisation des 5mC dépend d’une machinerie comprenant des 

méthyltransférases de l’ADN, les DNMT (DNA methyl-transferases) qui catalysent la 

méthylation sur le brin d’ADN et la maintiennent à chaque cycle de réplication (Sneider 

et al., 1975). Cette méthylation peut être effacée par dilution réplicative ou par 

déméthylation active. La déméthylation active de l’ADN est un mécanisme complexe 

qui implique plusieurs voies enzymatiques parfois redondantes, ainsi que de nombreux 

intermédiaires métaboliques et des mécanismes de réparation de l’ADN (Bhutani et 

al., 2011).  

La méthylation des îlots CpG dans les promoteurs des gènes est principalement 

associée à la répression de la transcription chez les Mammifères (Suzuki et al., 2007, 
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de Mendoza et al., 2019, Xu et al., 2019). Elle est aussi associée à une expression 

constitutive ou une répression des transposons lorsqu’elle est située dans le corps du 

gène (Bourc’his et Bestor, 2004, Zhang et al., 2006, Suzuki et al., 2007, Rountree et 

Selker, 2010, Law et Jacobsen, 2010, Jones, 2012, Manakov et al., 2015, Gatzmann 

et al., 2018). Bien que les profils précis de 5mC soient divers entre les espèces (de 

Mendoza et al., 2020), il ne semble exister qu’un nombre limité de motifs généraux et 

la 5mC apparaît comme une caractéristique universelle des génomes eucaryotes.

Cette marque de l’ADN est cruciale pour le développement des organismes de par 

son implication dans la différentiation cellulaire (Santos et al., 2002, Ng et al., 2008, 

Huang et Fan, 2010), l’activation du génome zygotique (Potok et al., 2013, Eckersley-

Maslin et al., 2018) et l’inactivation du chromosome X (Mohandas et al., 1981, Weber 

et al., 2007, Nora et Heard, 2010). La 5mC joue aussi un rôle clé dans l’empreinte 

génomique parentale chez les Mammifères. Bien que le génome paternel subisse une 

déméthylation active et le génome maternel une déméthylation passive, certaines 

régions résistent à cette déméthylation et permettent une expression préférentielle 

d’un allèle parental (Bartolomei et al., 1993, Li et al., 1993, Wutz et al., 1997, Fitzpatrick 

et al., 2002) (Figure 7).

Figure 7 : Régulation de l’empreinte parentale régulée par la méthylation de 

l’ADN

Schéma de la régulation de l’expression préférentielle d’un allèle parental contrôlé par 

la méthylation de l’ADN. En orange l’expression d’un gène sans empreinte parentale. 

En vert l’expression du gène allèle paternel est due à une méthylation de l’ADN de 

l’allèle maternel. En bleu, expression du gène allèle femelle car l’allèle mâle est 

méthylé. Modifié d’après Godini et al., 2019
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Modification des histones :

Les extrémités N-terminales des séquences des histones émergent du 

nucléosome, favorisant la liaison de protéines et l’installation de modifications post-

traductionnelles très variées qui constituent le code histone. Celui-ci est mis en place 

par une machinerie comprenant des enzymes qui déposent ou enlèvent ces 

modifications et ainsi modulent l’expression des gènes. Selon le type de modifications

méthylation, acétylation ou phosphorylation, et l’acide aminé modifié, la régulation de

la transcription peut être stimulée ou réprimée (Ramazi et al., 2020).

Chez les Bilatériens, l’expression des gènes HOX suit un ordre précis selon leurs

positions dans le cluster que forment ces gènes. Leur transcription colinéaire délimite

des zones d’expression de gènes contrôlant la mise en place du plan d’organisation 

bilatéral de l’organisme (Le Moigne et Foucrier, 2001). Chez la souris, la transcription 

des gènes HOX est réprimée par la tri-méthylation de l’histone H3 au niveau de la 

lysine 27, la H3K27me3. L’activation progressive de la transcription de ces gènes est 

associée à la modification H3K4me3 qui est tout d’abord installée en 3’ du cluster. La 

modification H3K27me3 en 5’ est éliminée séquentiellement laissant place à la 

H3K4me3 pour activer la transcription des autres gènes (Montavon et Soshnikova, 

2014) (Figure 8).

Figure 8 : Régulation de l’expression colinéaire des gènes HOX régulée par la 

méthylation des histones

La transition de modifications des histones active la transcription du cluster des gènes 

HOX. L’ensemble du cluster est réprimé par la modification H27me3 (gris) qui 

progressivement est effacée et remplacée par la modification activatrice H3K4me3 

(vert). Cette transition active progressivement la transcription des gènes HOX au cours 

du temps (HOX 1 : bleu, HOX 6 : orange, HOX 10 : vert). D’après Montavon et 

Soshnikova, 2014
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En plus de ce rôle dans la régulation de l’expression des gènes HOX, les 

modifications des histones sont impliquées dans de nombreux mécanismes

développementaux comme la différenciation cellulaire (Lee et al., 2004, Hawkins et al.,

2010, Melcer et al., 2012, Nicetto et al., 2019), l’activation du génome zygotique 

(Wasson et al., 2016, Eckersley-Maslin et al., 2018, Sato et al., 2019, Zhu et al., 2019)

ou l’inactivation du chromosome X (Plath et al., 2003, Okamoto et al., 2004, Żylicz et 

al., 2019) et contribuent à l’empreinte parentale (Inoue et al., 2017a).

ARN non-codants :

Les ARN non codants correspondent à des ARN transcrits et non traduits classés 

selon leur taille. Les petits ARN sont des ARN inférieurs à 200 paires de bases 

comprenant les siARN (ARN interférents courts), les miARN (microARN) et les piARN 

(ARN lié à Piwi). Ces petits ARN diffèrent notamment par leur biogenèse. Les miARN 

et les siARN sont issus de la maturation d’ARN non-codants en épingle à cheveux ou 

d’ARN doubles brins, respectivement. Leur maturation s’achève par la complexation 

de l’ARN avec une protéine Argonaute pour former le complexe RISC (RNA-induced 

silencing complexe) (Bartel, 2004). Les piARN, produits à partir d’éléments répétés 

intergéniques, se lient à la sous-classe des protéines Argonautes, les Piwis (Weick et 

Miska, 2014). Ces petits ARN participent à la régulation des gènes en guidant le 

complexe dont ils font partie vers les ARN cibles et sont particulièrement connus pour 

induire la dégradation d’ARNm cibles et la formation de l’hétérochromatine (Olsen et 

Ambros, 1999, Pham et al., 2004, Bagga et al., 2005, Orban et Izaurralde, 2005, Weick 

et Miska, 2014). De par leur fonction de régulation de l’expression des gènes, ces ARN 

non codants jouent un rôle crucial dans le développement des organismes et 

notamment dans la différentiation cellulaire (Giraldez et al., 2005, Watanabe et al.,

2008, Gonzalez et al., 2015).

La classe d’ARN non codants correspondant à des transcrits de longueur 

supérieure à 200 paires de bases est nommée longs ARN non codants ou lncARN. Ils

sont transcrits à partir de diverses régions du génome, notamment de régions 

intergéniques, introniques et éxoniques où ils contrôlent la conformation de la 

chromatine, la transcription des gènes et l’épissage des ARNm (Petruk et al., 2006, 

Khandelwal et al., 2015, Bhat et al., 2016). Bien que la fonction de nombreux lncARN 

soit inconnue, le lncARN XIST (X-inactive specific transcript) constitue un modèle 
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particulièrement étudié pour son rôle dans l’inactivation du chromosome X chez les 

Mammifères. La compensation de l’expression des gènes d’un des deux 

chromosomes X chez la femelle passe par l’inhibition de sa transcription. XIST 

déclenche l’inactivation de ce chromosome en le tapissant et en recrutant des 

complexes protéiques qui vont entraîner son hétérochromatisation et ainsi réprimer

l’expression des gènes portés par ce chromosome (Engreitz et al., 2013) (Figure 9).

1.2.3.2. Les mécanismes épitranscriptomiques

Plus d’une centaine de modifications des ARN sont décrites. Un nombre important 

de modifications sont décrites sur les ARNt (ARN de transfert), les ARNr (ARN 

ribosomique) et en moindre mesure sur les ARNm (Boccaletto et al., 2018).

Cependant, elles sont particulièrement étudiées au niveau des ARNm, car elles sont 

susceptibles d’influencer l’expression des gènes sans affecter la séquence primaire, 

au même titre que les modifications épigénétiques. Contrairement aux marques 

histones et ADN qui affectent les gènes, les marques ARN et la machinerie associée 

affectent les transcrits et sont regroupées sous le terme épitranscriptomique (Saletore 

et al., 2012) (Figure 10).

Figure 9 : Modèle de l’inactivation du chromosome X par le lncARN XIST.

L’expression du lncARN XIST conduit à la condensation de la chromatine du second 

chromosome X chez la femelle. Il entraîne la compaction de l’ADN en recrutant 

différentes protéines telles que hnRNP U et PRC2 qui mettent en place la modification 

répressive H3K27me3. Cette compaction entraine le rapprochement de nouvelles 

régions du chromosome (vert et jaune) à proximité du locus de Xist et permet 

l’expansion de l’inactivation du chromosome. D’après Engreitz et al., 2013
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2’-O-méthylation (2’-O-me ou Nm) :

La 2’-O-méthlylation (Nm) est une modification commune retrouvée principalement 

sur les ARNr, les ARNt, les petits ARN nucléolaires (snoARN) et récemment décrite 

comme modification interne des ARNm (Ayadi et al., 2019, Elliott et al., 2019). En plus 

de sa principale localisation proche de la coiffe, la Nm est également retrouvée au 

niveau de régions codantes (Ayadi et al., 2019). Son dépôt est guidé par un snoARN

couplé à la fibrillarine qui porte l’activité de méthyltransférase  (Ayadi et al., 2019, Elliott 

et al., 2019). Bien que la fonction de la Nm située dans le corps des ARNm reste 

méconnue, Elliot et collaborateurs (2019) suggèrent un rôle dans la stabilité et 

l’inhibition de la traduction.

N1-méthyladénosine (m1A) :

La N1-méthyladénosine (m1A) est une modification de l’ARN qui porte une charge 

positive en conditions physiologiques et engendre un mésappariement des paires de 

bases (Zhang et Jia, 2018). La m1A affecte la structure secondaire des ARNt (Zhang 

et Jia, 2018) et la maturation des ARNr (Waku et al., 2016). Elle est aussi présente sur 

les ARNm et les lncARN (Li et al., 2016b, Dominissini et al., 2016, Safra et al., 2017, 

Schwartz, 2018, Seo et Kleiner, 2019, Zhou et al., 2019a) au niveau de la séquence 

consensus GUUCNA*NNC (A* = m1A) au sein d’une structure en tige-boucle (Safra et 

Figure 10 : Les modifications de l’ARNm 

Schéma des modifications identifiées sur l’ARNm et leurs positions sur le transcrit. Nm 

: 2’-O-methylation, m
6
Am : N

6
,2’-O-diméthyladénosine, m

1
A ; N

1
-méthyladénosine, Ѱ : 

Pseudouridine, m
5
C : 5-méthylcytosine, hm

5
C : 5-hydroxyméthylcytosine, m

7
G : N

7
-

méthylguanosine, m
6
A : N

6
-méthyladénosine, ac4C : N

4
-acétylcytidine. D’après Song 

et Yi, 2020
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al., 2017). La m1A est majoritairement localisée au niveau du 5’ UTR (Untranslated 

region) (Li et al., 2016b, Dominissini et al., 2016, Safra et al., 2017, Schwartz, 2018, 

Zhou et al., 2019a) mais est aussi présente, dans une moindre mesure, dans les 

régions codantes et 3’ UTR des ARNm (Safra et al., 2017, Zhou et al., 2019a).

Cependant, son effet sur la traduction reste controversé (Li et al., 2016b, Dominissini 

et al., 2016, Safra et al., 2017).

5-méthylcytosine (m5C) :

La 5-méthylcytosine (5mC) est une modification de l’ADN largement étudiée et 

retrouvée chez de nombreux organismes. Cependant, la 5-méthylcytosine est aussi

présente sur de nombreux ARN (m5C) permettant une régulation post-

transcriptionnelle de l’expression des gènes. En effet, cette méthylation de la cytosine, 

présente chez les Eucaryotes, module la traduction en affectant notamment la 

biogénèse des ribosomes et la stabilité des ARNt (Kuznetsova et al., 2019). Cette 

méthylation est retrouvée au niveau de structures secondaires en tige-boucle dont 

deux motifs ont été identifiés : le premier, dépendant de la NSUN2 (protéine à domaine 

NOL1/NOP2/Sun), qui méthyle la cytosine au niveau de la tige avec un motif GGG en 

3’ de la cytosine méthylée ; le second, indépendant de la NSUN2, est retrouvé dans la 

boucle et comprend un motif UCCA en 3’ de la m5C (Huang et al., 2019b, Schumann 

et al., 2020). La déméthylation des ARNm, comme pour l’ADN, passe par des 

intermédiaires métaboliques dont la hm5C présente une fonction dans la régulation de 

la traduction des ARNm (Delatte et al., 2016). La m5C est aussi associée à l’export 

nucléaire ou la stabilité des m5C-ARN (Yang et al., 2017a, 2019). De plus, selon sa 

localisation au niveau du 3’ UTR, 5’ UTR ou des régions codantes cette méthylation 

va favoriser ou non la traduction (Trixl et Lusser, 2019).

2. La N6-méthyladénosine

La N6-methyladénosine est une méthylation de l’azote 6 de l’adénosine

(figure 11), découverte dans les années 1970 dans les ARN de Mammifères, de 

drosophile, de plantes et de virus (Desrosiers et al., 1974, 1975, Perry et al., 1975, 

Adams et Cory, 1975, Krug et al., 1976, Wei et al., 1976, Levis et Penman, 1978, 

Nichols, 1979).
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Jusque dans les années 2010, les études sur cette méthylation de l’ARN sont 

restreintes à sa localisation sur l’ARNm de la prolactine bovine, l’ARNsn U6 (petit ARN 

nucléaire) chez les Eucaryotes (Horowitz et al., 1984, Carroll et al., 1990, Narayan et 

al., 1994, Shimba et al., 1995) et à la purification partielle du complexe portant l’activité 

de méthyltransférase (Bokar et al., 1994, 1997). L’arrivée du séquençage haut débit a 

conduit au développement du MeRIP-seq (ou m6A-seq), une technique permettant

d’obtenir la distribution de la méthylation sur les molécules d’ARN (Dominissini et al.,

2012, Meyer et al., 2012). La mise en place de cette technique couplée à la découverte 

d’une déméthylase de la m6A, la FTO (Fat mass and obesity associated gene)

impliquée dans l’obésité chez les Vertébrés (Jia et al., 2011), a permis à cette 

méthylation d’être plus largement explorée ces dernières années (Figure 12).

Figure 11 : La m
6
A, une marque réversible

Représentation schématique de la méthylation de l’adénosine (A) par l’activité 

catalytique de méthyltransférases qui lient un groupement méthyle à l’azote 6 de 

l’adénosine (m
6
A). Cette marque réversible peut être effacée par des déméthylases. 

Modifié d’après Jia et al., 2013
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Figure 12 : Nombre de publications concernant la m
6
A

Graphique représentant le nombre de publications contenant le terme « m
6
A » ou 

« N
6
-méthyladénosine » des années 1970 à 2020. Données PubMed
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2.1.  La machinerie de la N6-méthyladénosine 

La N6-methyladenosine dépend d’une machinerie enzymatique composée 

de writers portant l’activité de méthyltransférase mais aussi de readers reconnaissant 

cette méthylation et médiant ses effets. Enfin, cette machinerie comprend des erasers 

dont l’activité enzymatique enlève les groupes méthyles des adénines. Conjointement 

avec le reste de la machinerie, ils rendent cette méthylation dynamique. Cette 

machinerie est globalement conservée dans l’évolution des Eucaryotes et notamment 

entre les Vertébrés et les Ecdysozoaires bien que certaines différences soient 

observées au sein des Bilatériens.  

 

2.1.1. La machinerie chez les Vertébrés 

Writers : 

 

La m6A-ARN repose sur une activité ARN-méthyltransférase qui catalyse le 

transfert d’un groupement méthyle (CH3) au niveau de l’azote 6 de l’adénosine, à partir 

du donneur de méthyle, la S-adénosylméthionine (SAM) (Bokar et al., 1997). L’activité 

de méthylation est localisée dans le noyau (Ping et al., 2014, Liu et al., 2014a, Schöller 

et al., 2018), où la liaison du groupement méthyle à l’adénosine se fait de manière co-

transcriptionnelle lors de la synthèse de l’ARN (Ke et al., 2017, Slobodin et al., 2017, 

Knuckles et al., 2017). Cette activité catalytique est réalisée par différentes enzymes 

chez les Vertébrés qui fonctionnent ou non en complexe (Tableau 1). 

 
 

 

 

 Le complexe de méthylation : 

Les premières études réalisées par Bokar et collaborateurs (1994) ont permis de 

caractériser deux complexes protéiques, le complexe MT-A de 200 kDa et le complexe 

MT-B de 875 kDa. Néanmoins, seul le complexe MT-A comporte une activité 

catalytique méthyltransférase, qui est portée par une protéine du complexe de 70 kDa, 

la MT-A70, nommée aujourd’hui METTL3 (Methyltransferase-like 3) (Bokar et al., 

1994, 1997). En effet, cette enzyme est la seule sous-unité du complexe à lier la SAM 

et à comporter un domaine catalytique actif (Wang et al., 2016a, Śledź et Jinek, 2016). 

La déplétion en METTL3 conduit à une forte diminution, voire une quasi disparition, de 

la m6A des ARN polyadénylés dans les cellules souches embryonnaires de la souris 
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(Geula et al., 2015). Cependant, METTL3 ne semble pas active seule, puisque l’activité 

de l’hétérodimère formé de METTL3 et METTL14 est bien plus importante (Liu et al.,

2014a, Wang et al., 2014c, Schwartz et al., 2014). Au sein de ce complexe, METTL14 

joue un rôle cruciale en stabilisant la structure de METTL3, ce qui améliore sa liaison 

à l’ARN et favorise son activité catalytique (Wang et al., 2016a, 2016b, Schöller et al.,

2018).

Tableau 1 : « Writers » identifiés chez les Bilatériens

Protéines comportant une activité catalytique méthyltransférase m
6
A chez les

Bilatériens. ? : conservation inconnue, - : protéine potentiellement absente 

Ces caractéristiques biochimiques définissent l’hétérodimère METTL3/METTL14

comme le cœur catalytique du complexe de méthylation (Wang et al., 2016a, Śledź et 

Jinek, 2016), aussi nommé le complexe METTL-m6A (MAC) (Knuckles et al., 2018).

Homo 
sapiens

Mus 
musculus

Danio rerio
Drosophila 

melanogaster
Bombyx 

mori
Caenorhabiditis 

elegans
Apis 

mellifera

M
A

C

METTL3 METTL3 METTL3 Ime4 METTL3 - METTL3

METTL14 METTL14 METTL14 METTL14 METTL14 - METTL14

WTAP WTAP WTAP Fl(2)d WTAP - WTAP

M
A

C
O

M

HAKAI HAKAI HAKAI Hakai ? - ?

VIRMA VIRMA VIRMA Virilizer ? - ?

ZC3H13 ZC3H13 ZC3H13 Flacc ou Xio ? - ?

RBM15/15B RBM15/15B RBM15/15B Nito ? - ?

M
é

th
yl

tr
a

n
sf

é
ra

se
 in

d
ép

e
n

da
nt

e

METTL16 METTL16 METTL16 CG7544 ? MET-10 ?

ZCCHC4 ZCCHC4 ZCCHC4
ZCCHC4 
(activité 

supposée)
? ZCCHC4 ?

METTL4 

(m
6
Am)

METTL4 

(m
6
Am)

METTL4 

(m
6
Am)

CG14906 ? ? ?

A
u

tr
e

 
co

m
p

le
xe

 d
e

 
m

é
th

yl
at

io
n METTL5 METTL5 METTL5 CG9666 ? METL-5

?
TRMT112 TRMT112 TRMT112 TRMT112 ?

TRMT112 
(ne se complexe 
pas à METL-5)
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Le MAC méthyle les ARN cibles au niveau d’une séquence consensus conservée chez 

les Vertébrés, RRA*CH (R=A ou G, H= A, C ou U, A*= m6A) (Ping et al., 2014, Liu et 

al., 2014a, Śledź et Jinek, 2016, Schöller et al., 2018). Or seule une partie de ces 

séquences consensus sur les transcrits est méthylée (Dominissini et al., 2012, Meyer 

et al., 2012), ce qui suggère que d’autres sous-unités régulatrices guident le complexe 

de méthylation au niveau de sites de méthylation spécifiques.

En effet, de nombreuses sous-unités pouvant se lier au cœur catalytique forment 

elles-mêmes un sous-complexe nommé MACOM (Complexe associé aux METTL-

m6A) (Knuckles et al., 2018). Le MACOM comprend cinq protéines qui s’associent aux 

METTLs via la sous-unité régulatrice WTAP (Wilms tumor 1-associating protein) 

(Horiuchi et al., 2013, Schwartz et al., 2014, Schöller et al., 2018). WTAP est une sous-

unité indispensable à l’activité de méthylation du MAC qui facilite sa liaison aux 

transcrits cibles et qui les guide vers des régions nucléaires à forte activité d’épissage 

les « nuclear speckles » (Ping et al., 2014, Liu et al., 2014a, Schwartz et al., 2014, Ke 

et al., 2015, Schöller et al., 2018). VIRMA (Vir-like m6A methyltransferase associated,

ou KIAA1429) est le deuxième composant du MACOM identifié chez les Vertébrés par 

une co-immunoprécipitation de METTL3 (Schwartz et al., 2014) et pour son interaction 

avec WTAP (Horiuchi et al., 2013). Cette sous-unité guide le complexe METTL3-

METTL14-WTAP au niveau du 3’ UTR et autour du codon stop des ARN polyadénylés. 

De plus, cette sous-unité est impliquée dans la régulation du choix du site de 

polyadénylation de l’ARN (Yue et al., 2018b).

Le MACOM comprend aussi les protéines HAKAI (RING finger E3 ubiquitin ligase)

dont la fonction au sein du complexe reste méconnue et ZC3H13 (Zinc finger CCCH-

type containing 13) (Horiuchi et al., 2013, Yue et al., 2018b). ZC3H13 détermine la 

localisation nucléaire du MACOM (Wen et al., 2018) et possède une fonction 

d’adaptateur pour la liaison de RBM15 (RNA-binding motif 15) (Horiuchi et al., 2013, 

Knuckles et al., 2018). RBM15 ainsi que son homologue RBM15B guide le complexe 

de méthylation au niveau de certains motifs « RRACH » spécifiques sur les transcrits 

cibles (Patil et al., 2016).

Le complexe de méthylation est donc formé de deux sous-ensembles, le MAC 

portant l’activité catalytique et le MACOM guidant la localisation de son activité sur le 

transcrit. Il en résulte une méthylation ciblée principalement autour du codon stop et 

du 3’ UTR des ARNm. Il méthyle aussi différents types d’ARN tel que les lncARN et 
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les ARN circulaires (circARN) (Dominissini et al., 2012, Meyer et al., 2012, Zhou et al.,

2017).

METTL16 :

Chez les Vertébrés, METTL16 est la seconde méthyltransférase avec la capacité 

de méthyler les ARN polyadénylés (Warda et al., 2017). Contrairement à METTL3 dont 

l’activité requiert la formation du MAC, METTL16 est indépendante. Son activité cible

principalement des introns ayant une structure en tige-boucle et plus particulièrement 

au niveau de la séquence consensus « UACA*GAGAA », (Pendleton et al., 2017, 

Warda et al., 2017, Mendel et al., 2018).

METTL16 a été particulièrement décrite dans le cadre de son rôle dans la 

régulation du niveau de SAM via la méthylation de l’ARNm de MAT2A, la S-

adénosylméthionine synthétase. Lorsque la cellule présente une forte concentration 

en SAM, METTL16 méthyle le transcrit MAT2A. Cette méthylation engendre la 

rétention d’un intron dans l’ARNm et déclenche sa dégradation, bloquant ainsi la 

synthèse de SAM. À l’inverse, lors de faibles concentrations en SAM, l’ARNm n’est 

pas méthylé par METTL16, il peut alors être épissé et traduit pour donner la protéine 

MAT2A fonctionnelle déclenchant la synthèse de SAM (Pendleton et al., 2017, Warda 

et al., 2017, Shima et al., 2017, Mendel et al., 2018). Le rôle de METTL16 dans la 

régulation du niveau de SAM, le donneur universel de méthyle, lui confère une fonction

primordiale lors du développement des Vertébrés (Mendel et al., 2018).

METTL16 est aussi connu pour méthyler l’ARNsn U6 qui forme le cœur catalytique 

du spliceosome. Bien que la perte de cette méthylation soit létale pour les levures 

(Madhani et al., 1990), son rôle dans le spliceosome des Vertébrés reste à déterminer  

(Pendleton et al., 2017, Warda et al., 2017, Mendel et al., 2018).

ZCCHC4 :

La méthyltransférase ZCCHC4 (Zinc finger CCHC domain containing protein 4) a 

été récemment décrite comme l’enzyme responsable de l’unique m6A sur l’ARNr 28S. 

Cette enzyme n’a qu’un seul transcrit cible connu, l’ARN 28S, qu’elle méthyle au 

niveau de la séquence consensus « AAC ». Cette méthylation, qui a lieu au niveau du

nucléole, est cruciale pour la traduction puisqu’elle est impliquée dans la structure et
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l’assemblage des sous-unités du ribosome (Van Tran et al., 2019, Ma et al., 2019, 

Pinto et al., 2020).

METTL5-TRMT112 :

Une deuxième méthyltransférase ciblant l’ARNr a été identifiée chez les Vertébrés. 

METTL5 est une enzyme permettant la mise en place de la seule m6A détectée de 

l’ARN 18S (Van Tran et al., 2019, Chen et al., 2020, Ignatova et al., 2020, Rong et al.,

2020, Xing et al., 2020). De même que METTL3, METTL5 fonctionne sous forme 

d’hétérodimère. TRMT112 (tRNA methyltransferase subunit 11-2) est une sous-unité 

décrite pour activer des méthyltransférases ARN mettant en place différentes 

modifications principalement sur les ARNt et ARNr. Cette sous-unité se complexe avec 

METTL5 pour stabiliser la méthyltransférase et favoriser la méthylation à l’ARNr 18S 

(Bourgeois et al., 2017, Van Tran et al., 2019, Wang et al., 2020a).

METTL5 est cruciale pour le développement des Vertébrés, car le groupement 

méthyle qu’elle lie au niveau de l’ARN 18S a pour conséquence une régulation de la 

traduction de certains ARNm impliqués dans la différentiation neurale et la réponse au 

stress (Chen et al., 2020, Ignatova et al., 2020, Rong et al., 2020, Xing et al., 2020, 

Wang et al., 2020a).

Erasers :

La m6A est une marque dont les niveaux sont dynamiques sous l’action 

d’enzymes, les erasers, qui convertissent la N6-méthyladénosine des ARN en

adénosine. Deux erasers sont décrits dans le noyau chez les Vertébrés (Jia et al.,

2011, Zheng et al., 2013) faisant partie de la famille des Fe(II)/2-oxoglutarate 

dioxygénases et de la sous famille des AlkB, qui inclue des enzymes avec une activité 

de déméthylase de l’ARN et/ou de l’ADN (Xu et al., 2020) (Tableau 2).

Tableau 2 : « Erasers » identifiés chez les Bilatériens

Protéines comportant une activité catalytique déméthylase m
6
A chez les Bilatériens. ?

: conservation inconnue, - : protéine potentiellement absente 

Homo 
sapiens

Mus 
musculus

Danio rerio
Drosophila 

melanogaster
Bombyx 

mori
Caenorhabiditis 

elegans
Apis 

mellifera

ERASER
FTO FTO FTO - - - -

ALKBH5 ALKBH5 ALKBH5 - - - -
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FTO :

La FTO (Fat mass and obesity associated protein) est la première déméthylase de 

la m6A décrite chez les Vertébrés (Jia et al., 2011). Cependant, sa spécificité envers 

la m6A est aujourd’hui controversée, car la FTO peut agir sur la m3U (3-méthyluridine), 

la m6A et la m6Am (N6,2’-O-diméthyladénosine) (Jia et al., 2008, 2011, Mauer et al.,

2017). En effet, Mauer et collaborateurs (2017) ont mis en évidence que, in vitro, la 

FTO est plus active sur la m6Am que sur la m6A lorsque cette méthylation se situe à

proximité de la coiffe 7-méthylGTP en 5’ de l’ARNm. Bien qu’elle montre une 

préférence de déméthylation pour la m6Am, cela n’exclut pas son activité envers la 

m6A (Mauer et al., 2017, Garcia-Campos et al., 2019, Koh et al., 2019).

ALKBH5 :

ALKBH5 (AlkB homologue 5) est la seconde déméthylase décrite chez les 

Vertébrés. Contrairement à la FTO, sa délétion ou surexpression induit une variation 

du niveau de m6A (Zheng et al., 2013, Garcia-Campos et al., 2019, Koh et al., 2019).

De plus, ALKBH5 possède une activité de déméthylation aussi bien in vivo qu’in vitro

au niveau de la séquence consensus « RRACH » (Zheng et al., 2013, Koh et al., 2019)

et ne montre aucune activité catalytique envers la m6Am (Mauer et al., 2017).

ALKBH5 est impliquée dans l’export des ARN nucléaires et leur stabilité en

maintenant certains sites de méthylation déméthylés, une fonction cruciale pour la 

fertilité chez les souris mâles (Zheng et al., 2013, Tang et al., 2017). Son expression

semble également régulée lors de maladies ou de stress en association avec la 

variation de l’épitranscriptome (Shah et al., 2017, Ma et al., 2018, Zaccara et al., 2019).

Readers :

La m6A-ARN est reconnue par des protéines qui sont les médiateurs de ses effets

biologiques. Ces readers, responsables du devenir des ARN via leur liaison à la m6A, 

sont classés selon leur modalité de liaison à l’ARN méthylé. Certaines de ces protéines 

comprennent des domaines de liaison qui leur permettent d’interagir directement avec 

la m6A. Le second mode de liaison fait appel à une fonction de la N6-methyladénosine

qui favorise la linéarisation de l’ARN. Ce phénomène de linéarisation par la m6A est 

appelé « m6A switch » et régule l’accès des protéines à leurs ARN cibles (Liu et al.,

2015) (Tableau 3).
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Famille des YTH :

La famille des YTH (YT521-B homologue) comprend les principales protéines à 

liaison directe à la N6-méthyladénosine. Chez les Vertébrés, cette famille comprend 

cinq protéines, deux YTHDC (YTH domain containing) et trois YTHDF (YTH domain 

family) dont le domaine YTH renferme la capacité de liaison aux m6A-ARN au niveau 

du motif « RRACH » (Xu et al., 2014a, Patil et al., 2016, Wojtas et al., 2017). Bien que 

ces protéines contiennent toutes un domaine YTH, elles sont associées à des 

fonctions différentes. 

De ces cinq YTH, seul YTHDC1 est localisé dans le noyau, au niveau d’une 

structure nucléaire particulière appelée « YT bodies » proche des « nuclear speckles »

(Nayler et al., 2000, Xiao et al., 2016, Roundtree et al., 2017).

Tableau 3 : « Readers » identifiés chez les Bilatériens

Protéines comportant une fonction de liaison à la m
6
A chez les Bilatériens. ? :

conservation inconnue, - : protéine potentiellement absente 

Homo 
sapiens

Mus 
musculus

Danio rerio
Drosophila 

melanogaster
Bombyx 

mori
Caenorhabiditis 

elegans
Apis 

mellifera

L
ia

is
o

n
 d

ir
ec

te

YTHDC1 YTHDC1 YTHDC1 YT521B YTHDC - YTHDC1

YTHDC2 YTHDC2 YTHDC2
Bgcn 

(sans domaine 
YTH)

? - ?

YTHDF1-3 YTHDF1-3 YTHDF1-3 CG6422 YTHDF - YTHDF

eIF3 eIF3 eIF3 ? ? ? ?

METTL3 METTL3 METTL3 ? ? ? ?

Prrc2a Prrc2a Prrc2a ? ? ? ?

L
ia

is
o

n
 d

ir
ec

te
 

o
u

 in
d

ir
ec

te HNRNPA2B1 HNRNPA2B1 HNRNPA2B1 ? ? ? ?

IGF2BP1-3 IGF2BP1-3 IGF2BP1-3 ? ? ? ?

L
ia

is
o

n
 

in
d

ire
ct

e

HNRNPC et G HNRNPC et G HNRNPC et G ? ? ? ?
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Cette localisation proche des structures d’épissage permet à YTHDC1 d’interagir 

avec le facteur d’épissage SRSF3 (Serine/arginine-rich splicing factor 3) qui induit 

l’inclusion d’exons dans les transcrits matures. De plus, ce complexe YTHDC1-SRSF3 

lié aux m6A-ARN bloque la liaison du facteur d’épissage SRSF10, un facteur 

intervenant dans l’exclusion d’exons, avec lequel YTHDC1 a une affinité plus faible

(Xiao et al., 2016, Kasowitz et al., 2018). La liaison de YTHDC1 à l’adaptateur SRSF3, 

en plus de son implication dans l’épissage, favorise l’export nucléaire des m6A-ARN 

(Roundtree et al., 2017). Une fois l’ARN dans le cytoplasme, celui-ci peut être pris en 

charge par d’autres acteurs de la famille des YTH. 

Le second membre de la famille des YTHDC, YTHDC2, est un reader 

cytoplasmique. La liaison de cette protéine induit une traduction rapide, mais de courte

durée, des ARNm méthylés. En effet, YTHDC2 interagit avec des protéines impliquées 

dans la traduction (Hsu et al., 2017, Kretschmer et al., 2018, Mao et al., 2019) mais 

recrute aussi XRN1 (5'-3' Exoribonuclease 1), la principale 5’-3’ exoribonucléase 

cytoplasmique (Hsu et al., 2017, Wojtas et al., 2017, Kretschmer et al., 2018). Ce 

reader favorise donc une expression protéique transitoire (bursts), indispensable à 

l’initiation de la méiose dans la lignée germinale de murins (Wojtas et al., 2017, Zeng 

et al., 2020).

En parallèle à YTHDC2, les protéines YTHDF1, YTHDF2 et YTHDF3 interviennent 

aussi dans la régulation cytoplasmique des ARN méthylés. Préalablement décrites 

avec des fonctions différentes pour chacun des paralogues dans la traduction ou la 

dégradation (Wang et al., 2014a, 2015, Du et al., 2016, Shi et al., 2017), des indices 

suggèrent que ces trois protéines partagent la même fonction de dégradation des m6A-

ARN (Du et al., 2016, Patil et al., 2017). De plus, une redondance de leur fonction a 

été mise en avant par la triple délétion des YTHDF qui est la seule à être létale chez 

les embryons de Vertébrés (Lasman et al., 2020b, Kontur et al., 2020). De récentes

études confirment cette fonction commune et redondante. En effet, ayant toutes les

trois la possibilité de lier la N6-methyladénosine et de recruter le complexe de 

déadénylation CCR4-NOT (Carbon Catabolite Repression- Negative On TATA-less), 

elles induisent la dégradation des m6A-ARN polyadénylés (Lasman et al., 2020b, Li et 

al., 2020c, Zaccara et Jaffrey, 2020, Kontur et al., 2020). Leur localisation au niveau

de structures cytoplasmiques impliquées dans la dégradation des ARNm, les « P-

bodies », confirme leur implication dans la dégradation des séquences 

ribonucléotidiques (Wang et al., 2014a, Ries et al., 2019). En effet, ces YTH participent 
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à la formation de structures cytoplasmiques comme les « P-bodies », les granules 

neuronaux mais aussi les granules de stress, qui permettent de stocker, dégrader ou 

transporter les m6A-ARN (Ries et al. 2019; Fu and Zhuang 2020).

Cependant, la fonction des YTHDF reste encore mal comprise. Zhou et 

collaborateurs ont mis en évidence une relocalisation nucléaire de YTHDF2 lors d’un 

choc thermique. Cette relocalisation favorise la liaison de YTHDF2 à la m6A en 5’ UTR

pour protéger les m6A-ARNm de la déméthylation et favoriser leur traduction (Zhou et 

al., 2015). Un résultat qui n’est pas observé dans les cellules souches embryonnaires 

de souris sous différentes conditions de stress (Ries et al., 2019). De plus, Shi et 

collaborateurs rapportent que les m6A-ARN cibles diffèrent entre les paralogues, au 

contraire de Patil et collaborateurs qui mettent en évidence des ARN méthylés cibles 

communs (Patil et al., 2016, Shi et al., 2017).

METTL3 :

En plus de son rôle de méthyltransférase nucléaire, METTL3 a un rôle de reader

lorsque celui-ci devient cytoplasmique dans le cas de cellules cancéreuses. En effet, 

sa relocalisation dans le cytoplasme lui permet d’interagir avec eIF3 (eukaryotic 

initiation factor 3) pour initier la traduction des m6A-ARN indépendamment de son 

activité de méthyltransférase et de sa liaison avec les autres acteurs du complexe de 

méthylation (Lin et al., 2016, Coots et al., 2017, Choe et al., 2018). Ce changement de 

localisation de METTL3 dans les cellules cancéreuses induit la traduction de m6A-ARN 

impliqués dans la progression de tumeurs et l’apoptose (Choe et al., 2018).

eIF3 :

La traduction des ARNm passe majoritairement par un mécanisme dépendant de 

la coiffe m7G. Cette coiffe située en 5’ de l’ARN est reconnue par eIF4E (eukaryotic 

initiation factor 4E) induisant la formation du complexe protéique eIF4 qui recrute le

complexe de préinitiation 43S (Jackson et al., 2010). En parallèle, une voie de 

traduction dite coiffe-indépendante permet la traduction d’ARNm sans l’intermédiaire 

eIF4E. Cette voie est privilégiée notamment lors d’un stress et permet de contourner 

la traduction coiffe-dépendante (Sonenberg et Hinnebusch, 2007).

Le complexe multiprotéique eIF3 est un complexe impliqué dans la traduction des 

ARNm par la voie coiffe-dépendante et indépendante (Sonenberg et Hinnebusch, 
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2007, Jackson et al., 2010). Il est recruté par des protéines de liaison à la N6-

méthyladénosine telles que METTL3 ou YTHDF1 (Wang et al., 2015, Zhou et al., 2015, 

Lin et al., 2016, Choe et al., 2018). En plus de favoriser la traduction via d’autres 

readers, Meyer et collaborateurs ont montré que ce complexe peut aussi interagir 

directement avec la m6A localisée en 5’ UTR. Cette interaction conduit à une traduction 

coiffe-indépendante des m6A-ARNm et permet une réponse cellulaire rapide face à un 

stress (Meyer et al., 2015).

Prrc2a :

Prrc2a (Proline rich coiled-coil 2 A) est un nouvel acteur ayant la capacité de lier 

directement la N6-méthyladénosine, important dans le contrôle du développement 

neuronal. En effet, Prrc2a régule la stabilité de m6A-ARN cibles responsables de la 

spécification des oligodendrocytes et la myélinisation des axones (Wu et al., 2018b).

Wu et collaborateur (2018b) proposent un modèle où Prrc2a stabilise les m6A-ARN

dans le cytoplasme en rentrant en compétition avec YTHDF2.

IGF2BP :

IGF2BP1 à 3 (Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein) sont des readers

nucléaires et cytoplasmiques avec une capacité de liaison directe à la N6-

méthyladénosine. Ces protéines ont un rôle dans la stabilisation, le stockage et la 

traduction des m6A-ARN. En effet, Huang et collaborateurs (2018) proposent un 

modèle dans lequel la famille des IGF2BP stabilise des m6A-ARN dans le noyau et le 

cytoplasme par le recrutement de protéines de stabilisation. Dans le cytoplasme, ces

ARN stabilisés sont protégés de la dégradation par les IGF2BP, ce qui favorise leur

traduction. De plus, lors d’un choc thermique les IGF2BP permettent le stockage 

d’ARN cibles dans des granules de stress, qui sont déstockés et traduits lors d’un 

retour aux conditions physiologiques (Huang et al., 2018).

Cependant la liaison directe de cet acteur à la m6A est remise en question car le 

site de liaison des IGF2BP ne correspond ni au motif ni à la localisation de la 

méthylation. Ainsi, il reste à déterminer si les IGF2BP sont des readers à liaison directe 

ou indirecte, un mode de liaison qui peut dépendre du paralogue considéré (Hafner et 

al., 2010, Sun et al., 2019).
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HNRNPA2B1 :

HNRNPA2B1 (Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1) est une protéine 

de liaison à la m6A, dont le mode de liaison direct ou non à la méthylation reste à 

éclaircir du fait de la présence de nombreux domaines de liaison à l’ARN (Alarcón et 

al., 2015, Wu et al., 2018a). HNRPA2B1 est un reader nucléaire important pour la 

maturation des miARN. En effet, il facilite la liaison des m6A-miARN au complexe 

microprocesseur DROSHA (Double-stranded RNA-specific endoribonuclease) et 

DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8) (Alarcón et al., 2015). Cette action 

active l’épissage des miARN et leur interaction avec les protéines Argonautes qui va 

réguler l’expression de gènes (Michlewski et Cáceres, 2019).

Readers à liaison indirecte :

La liaison indirecte de readers est due à la capacité de la N6-méthyladénosine de 

linéariser la séquence d’ARN grâce au « m6A switch » favorisant notamment la 

formation de structures secondaires en tige-boucle dans l’ARN. Cette linéarisation 

autour de la méthylation ouvre un accès à des protéines de liaison à l’ARN 

préférentiellement au niveau des introns des ARNm et des ARN non-codants (Liu et 

al., 2015). HNRNPC et HNRNPG sont des protéines nucléaires dont la liaison à leurs 

cibles est dépendante de cette linéarisation induite par le « m6A switch », qui régule

l’épissage des m6A-ARN (Liu et al., 2015, 2017, Zhou et al., 2019b).

Le nombre croissant d’études concernant la N6-méthyladénosine permet la 

découverte d’un nombre grandissant d’acteurs de cette méthylation et notamment de

readers. Cependant, le mode de liaison de ces médiateurs potentiels des effets 

biologiques de la m6A reste à étudier. Et ce, afin de déterminer s’ils se lient directement

à la m6A ou bien s’ils sont recrutés par l’intermédiaire de readers directs (Edupuganti 

et al., 2017, Youn et al., 2018, Hsu et al., 2019).

2.1.2. La machinerie des Ecdysozoaires

L’étude de la N6-méthyladénosine chez les Vertébrés a mis en évidence une 

machinerie complexe incluant des writers, des erasers et des readers régulant le

devenir des m6A-ARN. L’étude de cette machinerie chez les Ecdysozoaires, 

relativement nouvelle par rapport aux Vertébrés, se limite à quatre espèces, 

Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Bombyx mori et Apis mellifera.
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L’étude de ces quatre espèces a mis en évidence la conservation de la m6A et sa 

machinerie qui cependant présente des différences avec les Vertébrés mais aussi 

entre les Ecdysozoaires.

Writers :

Chez D.melanogaster, le complexe de méthylation, METTL4 et METTL5 sont 

présents. Cependant, chez les B. mori et A. mellifera seul le complexe de méthylation 

est décrit et le génome du nématode C. elegans semble dépourvu de

méthyltransférase active sur les ARNm (Tableau 1).

Le complexe de méthylation :

Le complexe de méthylation est la première méthyltransférase décrite chez les 

Ecdysozoaires. Chez la drosophile, la totalité des acteurs du complexe de méthylation 

décrit chez les Vertébrés présente un orthologue (Lence et al., 2019). Le cœur 

catalytique ou MAC, est formé de Ime4 qui porte l’activité méthyltransférase et 

METTL14 qui stabilise la conformation de Ime4 pour permettre la méthylation de l’ARN 

(Kan et al., 2017, Lence et al., 2017). Tout comme chez les Vertébrés, D. melanogaster

présente un sous-complexe nommé MACOM dont l’ensemble des membres présente

un orthologue chez H. sapiens (Lence et al., 2019). Ce sous-complexe stabilise le

cœur catalytique et le guide pour une méthylation spécifique sur les ARNm au niveau 

du motif conservé « RRACH ». Cependant, contrairement aux Vertébrés, le MAC

méthyle préférentiellement le 5’ UTR des ARNm cibles et non la région 3’ proche du 

codon stop (Dominissini et al., 2012, Kan et al., 2020, Soldano et al., 2020, Wang et 

al., 2020b).

Le MAC conservé chez le ver à soie B. mori présente une méthylation au niveau 

de la séquence consensus « RRACH » des ARNm (Li et al., 2019, Jiang et al., 2019, 

Zhang et al., 2020c). Cependant, à la différence des Vertébrés et de la drosophile, les 

motifs méthylés se trouvent principalement dans la séquence codante des transcrits 

(Li et al., 2019, Zhang et al., 2020c). L’investigation de la conservation du MACOM 

chez B. mori pourrait permettre de mieux appréhender les bases moléculaires de cette 

différence de localisation de la m6A. De plus, la déplétion du cœur catalytique n’abolit

pas totalement la méthylation des ARN chez B. mori (Li et al., 2019) laissant envisager 

la présence d’autres writers.
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Chez A. mellifera trois orthologues du complexe de méthylation, METTL3, 

METTL14 et WTAP, sont responsables de la m6A au niveau de la séquence conservée

« RRACH ». Ce complexe est aussi associé à une répartition dynamique de la 

méthylation au cours du développement, dont la localisation dépend du stade de 

développement. En effet, elle est décrite comme majoritaire en 5’ UTR et autour du 

codon start lors de stades précoces de la différenciation des castes, puis prédominante 

autour du codon stop lors de stades plus tardifs (Wang et al., 2021).

Le complexe de méthylation nucléaire est en effet primordial pour le

développement des insectes examinés (Hongay et Orr-Weaver, 2011, Kan et al., 2017, 

Guo et al., 2018, Li et al., 2019, Jiang et al., 2019), alors qu’il est absent chez C.

elegans (Lence et al., 2019, Sendinc et al., 2020). Cela est cohérent avec la faible

méthylation, voire son absence, au niveau des ARN polyadénylés chez le nématode

(Liberman et al., 2020, Sendinc et al., 2020).

METTL4 :

La seconde méthyltransférase présentée chez D. melanogaster est la METTL4 qui 

méthyle l’ARNsn U2 et est impliquée dans l’épissage des ARN. Bien que l’ARNsn U2 

entre dans la composition du spliceosome, le rôle de METTL4 dans l’épissage via la 

méthylation de ce transcrit reste à confirmer (Gu et al., 2020).

La METTL4 de D. melanogaster est la seule dont l’activité de N6-méthyltransférase 

au niveau de l’adénosine a été démontrée. En effet, son orthologue chez les Vertébrés 

conduit à la mise en place de la m6Am, une modification de l’ARN non-détectée à ce 

jour chez la drosophile (Kan et al., 2017, Goh et al., 2020). Cette situation pose de

nombreuses questions quant à l’évolution de l’implication biologique de ce writer.

METTL5 :

Chez la drosophile, la CG9666 est un orthologue de la METTL5 des Vertébrés, 

dont l’activité de méthylation est conservée. Cette méthyltransférase, en interaction 

avec TRMT112, est responsable de la méthylation de son seul ARN cible, l’ARN 18S. 

Bien que, la fonction moléculaire exacte de cette méthylation et donc de METTL5 reste

à préciser, son rôle dans la neurogenèse semble conservé chez cet Ecdysozoaire. En 

effet, Leismann et collaborateurs (2020) ont montré que l’invalidation de METTL5 
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provoque des altérations comportementales du vol, cohérentes avec les perturbations 

cognitives observées chez les mutant METTL5 chez l’humain.

Une activité similaire est aussi conservée chez C. elegans, via l’orthologue METL-

5 qui méthyle l’ARN 18S (Liberman et al., 2020, Rong et al., 2020, Sendinc et al.,

2020). Contrairement aux Vertébrés et à la drosophile, cet acteur n’agit pas en 

complexe avec l’orthologue TRMT112 (Liberman et al., 2020). Cependant, cette 

méthyltransférase favorise la traduction d’ARN impliqués dans la réponse au stress,

une fonction de régulation de la traduction conservée chez les Vertébrés mais qui n’a 

pas été montrée chez D. melanogaster à ce jour, d’après nos connaissances

(Liberman et al., 2020, Rong et al., 2020).

METTL16 :

La drosophile et le nématode C. elegans présentent un orthologue de METTL16 

(Dorsett et al., 2009, Leismann et al., 2020), cependant leur activité N6-

méthyltransférase reste à démontrer. MET-10, l’orthologue de METTL16 chez le 

nématode, apparaît comme un acteur indispensable au développement, une fonction 

démontrée chez les Vertébrés via la méthylation du transcrit codant pour MAT2A 

(Dorsett et al., 2009, Mendel et al., 2018). Néanmoins, la déplétion de l’orthologue 

chez la drosophile n’engendre pas de diminution significative de la m6A (Leismann et 

al., 2020).

Chez les vertébrés, METTL16 méthyle un nombre restreint de transcrits comme 

MAT2A et l’ARNsn U6. Une étude ciblée sur certains ARN potentiellement méthylés 

par l’orthologue de METTL16 permettrait d’élucider la conservation de son activité 

de N6-méthyltyransférase chez les Ecdysozoaires.

ZCCHC4 :

L’activité enzymatique de ZCCHC4 est conservée chez C. elegans, où elle permet 

la méthylation de l’ARNr 28S. À quoi s’ajoute une conservation de la fonction de ce 

m6A-ARNr dans la biogenèse des ribosomes (Sendinc et al., 2020).
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Erasers :

Aucun orhtologue des erasers de Vertébrés (FTO et ALKBH5) n’a été retrouvé 

chez les Ecdysozoaires examinés. Une analyse phylogénétique de la FTO au sein des 

Eucaryotes montre que celle-ci n’est présente que chez les Vertébrés, à l’exception 

d’algues marines où des homologues ont été identifiés (Robbens et al., 2008, Balacco 

et Soller, 2018). De manière plus générale, aucun membre de la famille des ALKBH,

dont font partie FTO et ALKBH5, ne semble présenter une activité de N6-déméthylase

chez D. melanogaster (Lence et al., 2017) (Tableau 2).

L’aspect dynamique des niveaux de m6A chez les Ecdysozoaires (Kan et al., 2017, 

Knuckles et al., 2018) suggère la présence de voies enzymatiques de déméthylation. 

Cependant, aucun orthologue d’eraser connu n’a pu être identifié dans ce clade à ce 

jour. Ceci pourrait indiquer la présence d’une classe de N6-déméthylase jusqu’alors 

inconnue chez les Ecdysozoaires qui demande de nouvelles investigations.

Readers :

Chez C. elegans, aucune protéine de liaison n’a été mise en évidence à ce jour. 

La famille des YTH, principale famille de readers de Vertébrés, semble absente 

(Sendinc et al., 2020), en cohérence avec le très faible niveau de méthylation des 

ARNm qui sont les cibles principales des YTH.

En revanche, les readers à domaine YTH et leurs fonctions semblent conservés

chez D. melanogaster (Haussmann et al., 2016, Kan et al., 2017, 2020, Lence et al.,

2017, Jiang et al., 2019, Wang et al., 2021). La famille des YTH comprend un 

orthologue des YTHDF (CG6422) et un orthologue des YTHDC (YT521-B). La protéine 

YT521-B est un acteur nucléaire dont la fonction dans l’épissage des m6A-ARN est 

conservée par rapport à YTHDC1 chez les Vertébrés. YT521-B induit l’épissage m6A-

dépendant du transcrit de Sxl (Sex lethal) qui conduit à l’obtention du phénotype 

femelle et dont la déplétion du reader est létale pour la femelle (Haussmann et al.,

2016, Kan et al., 2017, 2020, Lence et al., 2017). La famille des YTH est complétée 

par une YTHDF cytoplasmique qui, contrairement aux YTHDF des Vertébrés, ne

présente qu’un seul orthologue (Kan et al., 2020, Soldano et al., 2020). Chez les 

Vertébrés, la fonction des YTH est ambiguë entre une fonction prédominante dans la 

dégradation des m6A-ARNm ou la stimulation de la traduction. Chez D. melanogaster,
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seul un rôle dans la traduction a été mis en évidence, cohérent avec le rôle de YTHDF2 

dans la traduction des m6A-ARNm lors de stress (Zhou et al., 2015). Cependant, cette 

fonction est modulée par le recrutement de FMR1 (Fragile X mental retardation 1) sur 

certains m6A-ARN cibles pour lesquels le complexe YTHDF-FMR1 bloque la traduction 

(Kan et al., 2020, Soldano et al., 2020) (Tableau 3).

Les études récentes indiquent une conservation partielle de la voie m6A entre les 

Vertébrés et les Ecdysozoaires, où elle est représentée par moins d’acteurs. La 

machinerie de la m6A des Ecdysozoaires présente également des différences 

fonctionnelles se traduisant par des profils de méthylation partiellement conservés. 

Ainsi, chez les Ecdysozoaires, on observe une prédominance de la m6A en 5’, en 

comparaison d’une méthylation dominante en 3’ sur les transcrits des Vertébrés. Par 

ailleurs, aucun eraser n’a été identifié à ce jour chez les espèces « invertébrées », ce 

qui suggère une différence de dynamique de la m6A et donc de son influence sur le 

devenir des transcrits. Plus largement, cette situation interroge sur la conservation des 

effets biologiques de la m6A et de son importance fonctionnelle au sein de fonctions 

physiologiques au cours de l’évolution.

2.2. Régulation des fonctions physiologiques

La m6A détermine le devenir d’un large éventail de transcrits, notamment via les 

readers qui médient ses conséquences sur leur épissage, leur traduction et leur

dégradation. En conséquence, la m6A est impliquée dans de nombreuses voies 

métaboliques qui gouvernent des fonctions physiologiques dans un large éventail 

phylogénétique telles que la nutrition, l’activité neurale, l’immunité et la réponse au 

stress (Figure 13).

La nutrition :

La N6-méthyladénosine intervient dans la régulation des réserves énergétiques et 

peut être modulée par l’apport de nutriments. En effet, une alimentation enrichie en 

curcumine engendre une régulation de l’expression du complexe de méthylation et de 

la déméthylase ALKBH5, conduisant à une augmentation de la méthylation des ARN 

dans le foie. Cette régulation de la méthylation est potentiellement associée à certains

miARN (Wu et al., 2019a).
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En effet, la méthylation de certains ARNm est dépendante des miARN qui facilitent

la liaison du complexe de méthylation à des ARN cibles (Chen et al., 2015). Chez 

l’abeille, A. mellifera, l’alimentation contrôle le devenir de la larve en ouvrière ou reine,

un mécanisme étudié pour son implication de la 5mC-ADN (Elango et al., 2009, Lyko 

et al., 2010, Drewell et al., 2014). Récemment, il a été mis en évidence que la m6A est 

modulée par l’alimentation de la larve et donc participe à la différenciation des castes 

de cette espèce en favorisant potentiellement la traduction de certains acteurs clés de 

cette différenciation (Wang et al., 2021).

La N6-méthyladénosine joue un rôle crucial dans la régulation du métabolisme des 

lipides (Wu et al., 2019a). En effet, Yao et collaborateurs mettent en évidence que le 

complexe de méthylation est impliqué dans l’adipogénèse. La méthylation du transcrit 

JAK1 (Janus kinase 1) recrute YTHDF2 qui conduit à la dégradation du transcrit 

Figure 13 : Schéma de l’implication de la m
6
A dans des fonctions physiologiques

Représentation schématique des mécanismes de régulation des transcrits contrôlés 

par la m
6
A. En contrôlant ces mécanismes, la m

6
A régule des fonctions physiologiques 

tel que l’horloge circadienne, l’adipogenèse, les processus neuronaux, l’immunité, la 

réponse aux stress, la différenciation des castes chez l’abeille et la diapause chez le 

ver à soie.



Introduction générale

51

méthylé et inhibe l’activation de la voie JAK/STAT (Janus kinase / signal transducer 

and activator of transcription). L’inactivation de cette voie de signalisation inhibe la 

différenciation des cellules souches de la moelle osseuse porcine en adipocytes (Yao 

et al., 2019).

En plus d’une régulation de l’adipogenèse porcine, la m6A est aussi impliquée dans 

la régulation de PPaRα (Peroxisome proliferator-activator α), un acteur de la 

dynamique circadienne du métabolisme des lipides (Oishi et al., 2005). En effet, la 

délétion de Bmal1 (Brain and Muscle ARNT-Like 1) engendre une augmentation de 

l’expression de METTL3, d’YTHDF2 et du niveau de méthylation du transcrit PPaRα. 

L’ARNm de PPaRα sur-méthylé est alors envoyé en dégradation par YTHDF2, ce qui 

diminue l’expression du récepteur et engendre l’accumulation des lipides (Zhong et al.,

2018). De manière intéressante, Bmal1 est également un régulateur important de 

l’horloge circadienne. Cette voie de régulation du rythme journalier de l’adipogénèse 

reflète donc le rôle de la m6A dans la régulation de l’horloge circadienne.

L’horloge circadienne :

L’horloge circadienne endogène permet d’anticiper les cycles journaliers de 

lumière et d’obscurité chez de très nombreux organismes. Elle participe à la régulation 

de la physiologie et du comportement des organismes via une boucle de régulation de 

la transcription et de la traduction conduisant à l’oscillation de l’expression des gènes 

de l’horloge (Cox et Takahashi, 2019). Cette oscillation implique la N6-

méthyladénosine où l’inhibition de la méthylation des ARNm favorise la traduction de 

ces transcrits (Fustin et al., 2013, 2018) et engendre un allongement des périodes 

d’oscillation des gènes de l’horloge. Par ailleurs, ce rythme est sous l’influence du 

contenu cellulaire en SAM, le donneur universel de méthyl, chez de nombreux 

Métazoaires (Fustin et al., 2020). De plus, l’expression de la SAM synthétase MAT2A 

dépend de la méthylation de son ARNm (Pendleton et al., 2017, Warda et al., 2017, 

Shima et al., 2017, Zhang et al., 2018b, Mendel et al., 2018). Cette boucle de 

rétrocontrôle suggère une implication générale de la m6A dans le contrôle du rythme 

circadien. En revanche, bien que MAT2A soit une cible de METTL16, les variations

circadiennes de cette méthyltransférase n’ont à ce jour pas été étudiées, à notre 

connaissance.
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Les processus neuronaux :

La conservation de la participation de la m6A à divers processus neuronaux 

comme la mémoire et l’apprentissage a été démontrée via les readers YTHDF1 chez 

la souris (Livneh et al., 2019) et YTHDF chez la drosophile (Kan et al., 2020). Chez les 

Vertébrés, ce rôle est associé à la régénération et à la différentiation des cellules 

neuronales ainsi qu’à la transmission synaptique (Livneh et al., 2019). Chez D.

melanogaster, les déplétions des méthyltransférases Ime4 ou METTL5 engendrent 

une perturbation des capacités de marche et de vol due à une diminution de la 

méthylation des ARN cibles (Haussmann et al., 2016, Lence et al., 2016, Kan et al.,

2017, Leismann et al., 2020). Le contrôle de ces activités locomotrices est 

potentiellement lié à la régulation de l’expression de gènes de la croissance axonale 

via la m6A (Lence et al., 2016), une fonction conservée chez les Vertébrés (Livneh et 

al., 2019).

La réponse immunitaire :

Chez les Vertébrés, la N6-méthyladénosine est impliquée dans la réponse 

immunitaire. En effet, la réaction immunitaire déclenche la prolifération et la 

différenciation des lymphocytes T via l’activation de la voie IL-7 (Interleukine 7).

L’activation de cette voie est sous le contrôle de la dégradation m6A-dépendante du

transcrit de la protéine SOCS (Suppressor of cytokine signaling), qui inhibe cette voie 

cytokine (Zhang et al., 2019a). La m6A via le contrôle de SOCS régule donc 

l’homéostasie des cellules T. Elle est aussi impliquée dans la production d’interférons 

lors d’une infection virale (Zhang et al., 2019a). Chez B. mori, la m6A sur les transcrits 

viraux aboutit à leur dégradation médiée par YTHDF et permet une protection contre 

les infections (Zhang et al., 2020c). Cependant, certains virus comme l’herpès virus

KSHV (Kaposi′s sarcoma-associated herpes virus) ou le SV40 (Simian virus 40)

détournent ce mécanisme de défense et utilisent à leur avantage la machinerie de la 

m6A des Vertébrés pour permettre leur réplication (Zhang et al., 2019a).

Comme illustré précédemment, la m6A intervient généralement dans la 

reconnaissance du « soi » et du « non-soi ». En effet, les circARN viraux engendrent 

une forte réponse immunitaire et confèrent une protection contre les infections virales

(Chen et al., 2017b). Or, de nombreux circARN endogènes persistent dans les cellules 
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et sont reconnus comme des ARN appartenant à l’hôte grâce à la m6A (Zhang et al.,

2020a). Ces circARN ont de nombreuses caractéristiques telles qu’éponge à miARN, 

capacité de liaison aux protéines et rôle de régulateur cis de la transcription. Ils 

apparaissent alors comme un élément important dans la réponse immunitaire où leur 

reconnaissance est cruciale (Yang et al., 2018a). Leur méthylation est impliquée dans 

la biogénèse, la traduction et la stabilité des circARN dans le cadre de la réponse 

immunitaire mais aussi lors de conditions physiologiques normales (Di Timoteo et al.,

2020, Zhang et al., 2020a).

La réponse au stress :

La m6A est fortement impliquée dans la réponse à des stress abiotiques 

notamment en régulant l’expression des HSP (Heat shock proteins). Les HSP sont des 

protéines chaperonnes très conservées au cours de l’évolution qui préviennent

l’accumulation de protéines dénaturées et facilitent la réparation des dommages dus

au stress. Les HSP permettent alors à l’organisme de résister au stress auquel il est 

exposé (Zhao et Jones, 2012), et leur niveau d’expression est contrôlé par la 

méthylation de leurs transcrits chez de nombreux Vertébrés (Zhou et al., 2015, Meyer 

et al., 2015, Yu et al., 2018, Lu et al., 2019).

Lors d’un choc thermique, on observe une augmentation importante du niveau de 

m6A en 5’ UTR des transcrits HSP, peu abondante en condition physiologique

(Dominissini et al., 2012, Meyer et al., 2012). À cela s’ajoute la relocalisation de 

YTHDF2 dans le noyau, qui protège les 5’ UTR de la déméthylation. Enfin, une fois le 

m6A-ARNm HSP dans le cytoplasme, celui-ci peut être pris en charge par eIF3 pour 

une traduction coiffe-indépendante (Zhou et al., 2015, Meyer et al., 2015, Yu et al.,

2018). Par ailleurs, lors d’un retour aux conditions physiologiques les m6A-ARN 

stockés au niveau des granules de stress par les readers IGF2BP sont relocalisés au

niveau de la machinerie de traduction (Huang et al., 2018). Cette régulation de la 

traduction des transcrits pendant et après le stress thermique permet une 

acclimatation rapide aux changements environnementaux. 

Cette adaptation aux conditions est aussi observée chez les Ecdysozoaires où la 

m6A est impliquée dans la diapause du ver à soie qui est déclenchée lors de 

changements environnementaux (Jiang et al., 2019). Chez C. elegans, la m6A favorise 

la traduction de CYP-29A3 (Cytochrome P450 family) lors d’un stress thermique ou 
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d’une exposition aux ultraviolets. En effet, la méthylation de l’ARNr 18S par METL-5

améliore la liaison ribosomique et donc la traduction de transcrits spécifiques tels que

CYP-29A3, qui code la machinerie de signalisation des eicosanoïdes, des molécules 

clés de la signalisation du stress. Bien que les animaux déficients en METL-5 se 

développent normalement dans des conditions homéostatiques, ils sont résistants à 

divers stress. Mais la supplémentation en eicosanoïdes rétablit la sensibilité au stress 

des vers mutants METL-5, indiquant que la m6A peut faciliter la traduction sélective et 

ainsi améliorer la réponse au stress (Liberman et al., 2020).

La tumorigenèse :

La N6-méthyladénosine est impactée par de nombreux facteurs abiotiques chez 

les Vertébrés menant à la formation de cancers. En effet, l’exposition de l’organisme 

à la fumée de cigarette engendre une perturbation de la méthylation de l’ADN 5mC au 

niveau des promoteurs des gènes de la machinerie de la m6A. Cette dérégulation de 

la méthylation de l’ADN induit des changements dans l’expression des acteurs de la 

N6-méthyladénosine conduisant à des perturbation de la m6A de miARN et lncARN 

menant à la formation de cancers (Li et al., 2020b).

La N6-méthyladénosine est donc cruciale à de nombreuses fonctions 

physiologiques des organismes et particulièrement à l’adaptation aux changements

environnementaux. La m6A-ARN permet de moduler le transcriptome des cellules et 

ainsi adapte leur métabolisme en réponse aux modifications des paramètres 

rencontrés. Néanmoins, l’implication de la m6A dans la modulation des transcriptomes 

dans un large panel de contextes biologiques illustre un rôle dans la différenciation 

cellulaire au sens large. En effet, la létalité embryonnaire précoce induite par 

l’invalidation des acteurs de la machinerie épitranscriptomique atteste que la 

méthylation de l’ARN est un régulateur capital du développement (Hongay et Orr-

Weaver, 2011, Geula et al., 2015, Kan et al., 2017, Guo et al., 2018, Kasowitz et al.,

2018, Mendel et al., 2018, Kontur et al., 2020).
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2.3. Régulation du développement 

2.3.1. La gamétogenèse

La gamétogenèse est un processus de différentiation cellulaire qui permet la mise 

en place de la lignée germinale et l’obtention de gamètes matures chez des individus 

adultes capables de se reproduire. Lors de la gamétogenèse, des cellules subissent 

tout d’abord la méiose puis la différentiation cellulaire menant à l’obtention des 

ovocytes et spermatozoïdes. La N6-méthyladénosine est impliquée dans le bon 

déroulement de la gamétogenèse et plus particulièrement contrôle la transition entre 

la méiose et la mitose (Qi et al., 2016, Lasman et al., 2020a, Zeng et al., 2020). Bien 

que le rôle de la voie épitranscriptomique soit conservé chez de nombreux Vertébrés,

cette régulation s’exerce selon différentes modalités en fonction des acteurs mis en 

jeu.

La première implication de la m6A dans la gamétogenèse a été mise en évidence 

par l’étude d’ALKBH5. Sa déplétion perturbe la méiose des spermatocytes induisant 

un processus apoptotique dans les testicules et une infertilité chez le mâle (Zheng et 

al., 2013). Celle-ci passe notamment par une altération de la stabilité de transcrits dans

les spermatocytes et les spermatides rondes, via le contrôle de leur épissage en 3’

UTR (Tang et al., 2017).

Le reader YTHDC2 intervient dans la méiose des spermatocytes et des ovocytes,

via la régulation de l’expression des gènes permettant la transition entre les phases 

mitotiques et méiotiques de la formation des gamètes (Lasman et al., 2020a, Zeng et 

al., 2020). Cependant, l’action de YTHDC2 dans la lignée germinale peut dépendre de 

son domaine YTH, indispensable pour la liaison à la m6A, ou de son activité hélicase, 

ce qui reste à déterminer. Néanmoins, l’implication du domaine YTH est favorisée par 

les observations de Kontur et collaborateurs qui mettent en évidence la redondance 

fonctionnelle des YTHDF dans l’ovogenèse chez le poisson zèbre. En effet, alors que 

l’invalidation de YTHDF2 ou YTHDF3 reste sans effet mesurable, la double déplétion 

affecte spécifiquement la lignée germinale femelle et inhibe l’ovogenèse (Lasman et 

al., 2020a, Kontur et al., 2020).

Enfin, le reader YT521-B, l’orthologue de YTHDC1 chez la drosophile, est impliqué 

dans l’épissage de Sxl (Haussmann et al., 2016, Kan et al., 2017, 2020, Lence et al.,

2017), un régulateur majeur du déterminisme du sexe. Chez le mâle, l’épissage de Sxl 

retient un intron, absent chez la femelle, qui engendre une protéine tronquée et inactive 
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et accélère la dégradation de l’ARNm. En revanche chez la femelle, l’élimination de 

l’intron mâle-spécifique permet l’obtention d’une protéine qui active une voie 

d’épissage en cascade aboutissant au phénotype femelle (Schütt et Nöthiger, 2000, 

Salz, 2011).

2.3.2. La transition maternelle à zygotique

La transition maternelle à zygotique (MZT), un des processus majeurs du 

développement embryonnaire, comprend la dégradation des ARNm et des protéines 

maternels et l’activation du génome zygotique (Le Moigne et Foucrier, 2001, 

Vastenhouw et al., 2019).

Chez les Vertébrés, la MZT est contrôlée par la méthylation de l’adénosine des 

ARN maternels qui conduit à leur dégradation (Zhao et al., 2017, Ivanova et al., 2017, 

Sui et al., 2020, Kontur et al., 2020). Elle est médiée par YTHDF2 dont la déplétion 

dans l’embryon retarde l’élimination des transcrits maternels et entraîne un 

ralentissement du développement ainsi qu’une létalité dans la descendance chez 

Danio rerio (Zhao et al., 2017). Cependant, le rôle exclusif d’YTHDF2 dans le contrôle 

de la MZT est contredit par la redondance des membres de la famille YTHDF dans le 

remaniement du transcriptome embryonnaire chez le poisson zèbre (Kontur et al.,

2020).

2.3.3. L’inactivation du chromosome X

L’inactivation du chromosome X est un mécanisme de compensation du dosage 

chromosomique chez les Mammifères. Un des deux chromosomes X est mis sous 

silence chez la femelle (XX) et compense un déséquilibre dans l’expression des gènes 

du chromosome X entre les sexes (mâle : XY).

Chez les Mammifères, l’inactivation d’un des deux chromosomes X chez la femelle 

résulte de son recouvrement par le lncARN XIST (Kay et al., 1993, Penny et al., 1996).

XIST est fortement méthylé par le complexe de méthylation recruté par RBM15 et dont 

l’invalidation de RBM15 ou de METTL3 altère la mise sous silence de gènes par XIST. 

Cette inactivation transcriptionnelle est potentiellement médiée par YTHDC1 dont la 

liaison à XIST non-méthylé permet la restauration de son activité répressive (Patil et 

al., 2016). Le rôle de XIST dans l’inactivation du X serait ainsi dépendant de sa 

méthylation en 5’ qui déclencherait l’hétérochromatinisation du X inactif (Coker et al.,
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2020). Cependant, le rôle de sa méthylation en 3’, également présente, reste à 

éclaircir.

Chez D. melanogaster, la compensation du second X chez la femelle dépend de 

l’acteur du déterminisme du sexe Sxl. Son épissage spécifique chez la femelle donne 

une protéine Sxl fonctionnelle. Cette protéine contrôle l’épissage de TRA

(Transformer), impliqué dans le déterminisme du sexe, et de MSL-2 (male-specific 

lethal 2) impliqué dans l’hyper-transcription du chromosome X chez le mâle. 

L’inhibition de l’épissage du transcrit MSL-2 médié par Sxl conduit à la répression de 

sa traduction et une faible transcription des chromosomes X chez la femelle (Schütt et 

Nöthiger, 2000, Penalva et Sánchez, 2003, Salz, 2011). Comme décrit précédemment, 

l’épissage du transcrit Sxl est dépendant de la m6A via YT521-B, ce qui reflète une 

certaine continuité de la régulation du développement et de la reproduction au niveau 

épitranscriptomique chez la drosophile.

2.3.4. La différenciation cellulaire

Les cellules souches embryonnaires représentent l’unique type cellulaire ayant la 

capacité de donner l’ensemble des tissus de l’embryon. Ces cellules sont divisées en 

deux catégories selon leur état de pluripotence. Un état « naïf » et un état « amorcé »

où les changements phénotypiques ne sont pas encore observables bien que les 

modifications moléculaires indiquent les prémices d’une différentiation. Ces deux états 

de pluripotence sont contrôlés par une expression équilibrée entre différents facteurs, 

notamment des facteurs de pluripotence ou de différenciation (Weinberger et al.,

2016). La N6-méthyladénosine permet de maintenir les cellules dans un état équilibré 

où elles ont la capacité de s’auto-renouveler mais aussi de se différencier. En effet, la 

perte de la m6A, suite à une déplétion d’acteurs du complexe de méthylation, perturbe 

cet équilibre et oriente les cellules soit vers l’état naïf avec pour seule possibilité l’auto-

renouvellement, soit vers l’état engagé dans un processus de différentiation (Heck et 

Wilusz, 2019).  

Cette méthylation de l’ARN, qui régule la balance des cellules « naïves » et 

« amorcées », induit une différentiation rapide des cellules. La modulation de 

l’expression de régulateurs majeurs pour la pluripotence fait pencher la balance, 

notamment pour la mise en place du système nerveux chez les Bilatériens (Lence et 

al., 2016, Rockwell et Hongay, 2019, Heck et Wilusz, 2019, Soldano et al., 2020). Chez 
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les Vertébrés, Bertero et collaborateurs (2018) mettent en évidence l’implication de la 

m6A dans la différentiation du neuroectoderme via la voie de signalisation TGF-β. Cette 

voie de signalisation fait intervenir les facteurs de transcription SMAD2/3 qui recrutent

le complexe de méthylation. Ce complexe va déposer la m6A sur des transcrits cibles 

comprenant NANOG, un facteur de pluripotence, dont la méthylation engendre la

dégradation. La dégradation de NANOG conduit à l’inhibition de la voie Activin-NODAL 

et à la différenciation cellulaire (Bertero et al., 2018). Cette régulation des facteurs de 

pluripotence fait notamment intervenir des modifications épigénétiques, telles que la 

modification de l’histone H3K36me3. Cette triméthylation de l’histone guide le dépôt 

de la m6A sur des transcrits cibles, ce qui déstabilise ces ARNm et permet la 

différentiation (Huang et al., 2019a). Cependant, l’importance de l’interaction entre les 

marques épigénétiques et épitranscriptomiques dans la mise en place du 

neuroectoderme requiert des études plus approfondies.

Néanmoins, la m6A est particulièrement enrichie dans le neuroectoderme de la 

drosophile, où l’acteur Spenito appartenant au MACOM promeut la neurogenèse via

YT521-B (Lence et al., 2016). Cette régulation de la neurogenèse passe notamment 

par le contrôle de la croissance axonale via la méthylation des transcrits de la profiline

(Rockwell et Hongay, 2019) et FMR1, l’homologue de FMRP (Fragile-X mental 

retardation RNA binding protein) (Soldano et al., 2020). Cependant, bien que cette 

boucle de régulation fasse intervenir l’homologue du reader YTHDC1 pour l’inhibition 

de la traduction de m6A-ARNm réprimant la croissance axonale, son implication plus 

précoce dans la différenciation des cellules neuronales reste encore inconnue

(Soldano et al., 2020).

3. Le modèle biologique Crassostrea gigas

3.1. Un modèle d’intérêt

3.1.1. La position phylogénétique

Crassostrea gigas (Thunberg, 1793 ; Magallana gigas, Salvi & Mariottini, 2016) ou

l’huître creuse du pacifique est un Mollusque Bivalve qui appartient au super-

embranchement des Lophotrochozoaires. Les Lophotrochozoaires sont des animaux 

Spiraliens et se caractérisent généralement par une segmentation de l’œuf en spirale 

et par la présence d’un stade trochophore lors du développement. Au sein des 
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Bilatériens, les Lophotrochozoaires sont perçus comme le groupe frère des 

Ecdysozoaires, mais ils restent en comparaison encore peu décrits dans la littérature. 

En effet, les Ecdysozoaires comprennent les deux espèces modèles historiques, D.

melanogaster et C. elegans, qui font l’objet de la majorité des études chez les 

« Invertébrés », bien que le super-embranchement des Lophotrochozoaires 

comprenne le plus grand nombre de phylums chez les Bilatériens. L’huître creuse fait 

partie de l’embranchement des Mollusques, qui avec les Annélides, représente la plus 

grande diversité morphologique du règne animal. Reflétant cette large biodiversité, la 

classe des Bivalves comprend 20 000 espèces qui sont retrouvées dans un panel 

d’habitats variés (Haszprunar et Wanninger, 2012). Néanmoins, la caractérisation de 

voies moléculaires dans ce clade depuis les années 2000 semble indiquer, de manière 

surprenante, une proximité plus importante avec les Vertébrés, qu’entre 

Lophotrochozoaires et Ecdysozoaires, pourtant les deux branches sœurs du groupe 

des Protostomiens (Dheilly et al., 2011, Zhang et al., 2012, Riviere et al., 2013, 2015, 

Penaloza et al., 2020). Parmi les Bivalves, Crassostrea gigas est une espèce 

emblématique de l’ordre des Ostréoidés et de la famille des Ostréidés (Figure 14).

Figure 14 : Positionnement de Crassostrea gigas au sein des Spiraliens.

Cet arbre phylogénétique simplifié illustre la position de l’huître creuse, Crassostrea 

gigas, au sein du clade des Spiraliens. D’après Marletaz et al., 2019 et Haszprunar et 

Wanninger, 2012.
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Sa position phylogénétique en fait une espèce d’intérêt pour l’étude de l’évolution 

des mécanismes biologiques notamment les mécanismes épigénétiques et 

épitranscriptomiques.

3.1.2. L’écologie de l’huître creuse

L’huître creuse est une espèce qui comprend une large zone de répartition au 

niveau des zones côtières, notamment de par ses capacités euryhaline et eurytherme, 

c’est-à-dire capable de tolérer de larges variations de salinités et de températures de 

la zone intertidale. Au cours de son développement, l’huître creuse change de biotope.

Son développement comprend deux phases, une première phase pélagique avec une 

vie larvaire planctonique, suivi de la métamorphose qui conduit à la seconde phase 

dite benthique où l’animal devient sessile en créant un ciment pour s’attacher à des 

substrats meubles ou durs. L’huître adulte est un filtreur et représente de ce fait un 

bioaccumulateur de polluants. Sa présence dans de nombreux habitats marins 

anthropisés amène à la considérer comme une espèce sentinelle (His et al., 1999, 

Thomas et al., 2018), utilisée comme un standard dans les tests d’embryotoxicité 

(norme ISO17244 : 2015).

3.1.3. L’intérêt économique

C. gigas une espèce introduite au début des années 70 en France. Celle-ci a été

importée d’Asie, suite à de fortes mortalités de l’espèce endémique Ostrea edulis, et 

de l’huître portugaise Crassostrea angulata, pour relancer la filière ostréicole française 

(Grizel et Heral, 1991). En effet, la France appartient aux cinq pays, qui après la Chine, 

sont les plus gros producteurs d’huître creuse et le premier pays en Europe (Botta et 

al., 2020). Avec 92 947 tonnes vendues en 2018, l’ostréiculture représente la première 

production conchylicole en France et la Normandie est la deuxième région produisant 

le plus important tonnage d’huître (Agreste, 2020). La production d’huître repose sur 

deux techniques d’obtention de juvéniles appelés naissains. Une première technique 

consiste en un captage naturel des larves, qui lors de la métamorphose vont se fixer 

sur les collecteurs. Le taux de recrutement du captage, qui peut varier grandement 

d’une année à l’autre car il est soumis aux pressions environnementales (Fleury et al.,

2020). La seconde technique, réalisée en écloserie, consiste en un conditionnement 

d’individus adultes qui repose sur un apport alimentaire en phytoplancton ad libitum,
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dans une eau à une température comprise entre 15 et 18°C. Ce conditionnement 

permet l’obtention des géniteurs indépendamment de la saisonnalité du cycle de 

reproduction, et permet la production de naissain tout au long de l’année en 

s’affranchissant des conditions extérieures. Cependant, cette technique requiert des 

connaissances notamment sur les stades de développement embryonnaires et 

larvaires afin de mieux maîtriser le développement précoce de l’huître creuse. 

3.2. Le cycle de vie

L’huître creuse est un animal hermaphrodite irrégulier, dont la capacité de

changement de sexe repose sur la régénération de la lignée germinale qui a lieu 

chaque année au sein de l’aire gonadique. Cette aire gonadique se compose d’un tissu 

conjonctif de réserve, qui est une source énergétique, et d’un tissu gonadique dont le 

développement se fait au détriment du tissu de réserve. Cette variation tissulaire de 

l’aire gonadique suit un cycle annuel saisonnier divisé en quatre stades. Le premier 

stade de la gamétogenèse est le stade 0 ou stade de repos sexuel qui a lieu de 

l’automne au début de l’hiver. Il se caractérise par des tubules gonadiques peu 

développés et un tissu de réserve en restructuration. Durant l’hiver, les tubules 

gonadiques se différencient en spermatogonies ou ovogonies et prolifèrent grâce à de

nombreuses mitoses, c’est le stade 1 ou stade de proliférations goniales. À ce stade 

le tissu de réserve est entièrement reformé et occupe la majorité de l’aire gonadique.

Le stade 2 est le stade de différentiation cellulaire qui se déroule au printemps. Lors 

de ce stade, la réserve énergétique est consommée au profit du tissu gonadique. Les 

cellules germinales entrent en méiose pour donner des ovocytes en prophase I, qui 

vont accumuler des réserves maternelles, et des spermatozoïdes. Le stade 3 a lieu en

été où le tissu gonadique devient majoritaire dans l’aire gonadique. Ce stade de 

maturité sexuelle se termine par la ponte des gamètes matures à la fin de l’été

(Berthelin et al., 2000, Cherif-feildel, 2019) (Figure 15).

Au contact de l’eau de mer, l’ovocyte termine sa maturation avec la disparition de 

la vésicule germinative, environ 1 heure après la ponte. Suite à cette maturation,

l’ovocyte est compétent pour la fécondation qui se déroule dans le milieu extérieur. 
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Chez les Bivalves, cette fécondation se réalise en 5 étapes (Bayne, 2017) :

1. Attraction des spermatozoïdes grâce à un gradient de concentration de

molécules chimioattractantes sécrétées par l’ovocyte ;

2. Reconnaissance spermatozoïde-ovocyte via des protéines qui

permettent l’interaction entre les gamètes

3. Libération du contenu de l’acrosome du spermatozoïde permettant la

dissolution locale du chorion de l’ovocyte

4. Pénétration du spermatozoïde grâce au trou formé par le contenu

acrosomique 

5. Fusion des membranes du spermatozoïde et de l’ovocyte et transfert du

contenu génétique mâle dans le cytoplasme ovocytaire.

Après la fécondation, le développement précoce de l’huître commence par une 

phase embryo-larvaire grâce à la consommation des réserves maternelles de 

l’ovocyte. Elle est suivie par une phase planctonique nageuse au cours de laquelle 

Figure 15 : Schéma du cycle de reproduction de l’huître creuse.

Représentation schématique du cycle de gamétogenèse de l’huître creuse selon le 

stade et le sexe. Les coupes histologiques d’aires gonadiques de C. gigas sont 

colorées au trichrome de Prenant-Gabe. TR : tissus de réserve, TG : tubule gonadique, 

O : ovocyte, Spz : spermatozoïdes (Cherif-Feildel communication personnelle).
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l’alimentation devient exogène et une phase de métamorphose où la larve pélagique 

se fixe au substrat et acquiert la morphologie de l’huître adulte (Figure 16).

Suite à la fécondation, l’œuf procède rapidement à une méiose complète, induisant

une expulsion rapide du second globule polaire (Longwell et Stiles, 1968). Les 

mécanismes de la caryogamie ne sont pas documentés chez C. gigas mais diffèrent 

probablement peu de ce qui est observé chez les autres Mollusques. Le pronucléus

mâle chemine dans le cytoplasme ovocytaire pendant la formation des globules 

polaires qui est déclenchée par la séparation de la membrane de fécondation (Galtsoff, 

1964). Comme l’ensemble des Mollusques hors Céphalopodes, l’huître creuse 

présente une segmentation spiralée qui est rapidement inégale et asynchrone chez 

les Bivalves. La première division engendre un stade deux cellules où l’embryon 

comprend un petit blastomère dit micromère AB et un grand blastomère dit macromère 

CD. La seconde division permet l’obtention d’un embryon comprenant 4 cellules avec

3 micromères (A, B, C) et 1 macromère (D) (Dohmen, 1992). La synthèse d’ARN est 

active chez C. gigas dès la fin du stade 16 cellules (McLean et Whiteley, 1974) et la 

Figure 16 : Le cycle de de vie de l’huître creuse.

Représentation schématique du cycle de vie de l’huître creuse simplifié. hpf : heure 

post-fécondation, jpf : jour pos-fécondation, mpf : mois post-fécondationModifié 

d’après Vogeler et al., 2016 



Introduction générale

64

segmentation en spirale s’achève au stade morula atteint environ 4 heures post-

fécondation (hpf), suivi du stade blastula environ 6 hpf à 21°C. C’est au stade blastula 

que l’embryon commence à être mobile avec des mouvements de rotation dus à

l’apparition de cils au niveau des cellules de l’ectoderme. L’embryon acquiert ensuite 

une mobilité en « tire-bouchon » environ 10 hpf, qui marque le stade gastrula, 

caractérisé par la formation de deux dépressions opposées, le blastopore et un repli 

dorsal, ainsi que par la différentiation des cellules germinales primordiales (Fabioux et 

al., 2004a).

Le premier stade larvaire est la larve trochophore atteint environ 16 hpf à 21°C. 

Cette larve en forme de toupie est caractéristique et porte des cils regroupés en 

position apicale (touffe apicale), d’une part, et d’autre part, en couronne en périphérie 

(prototroche) qui lui permettent de se déplacer librement dans la colonne d’eau. C’est 

aussi lors de ce stade que commence à se mettre en place la coquille primoridale. 

L’ébauche de la prodissoconque est produite par des cellules ectodermiques dorso-

postérieurs, appelées champs coquilliers, qui sécrètent le périostracum. C’est à partir 

du stade suivant, la larve D, que l’organogenèse est considérée comme complète 24 

hpf avec la coquille appelée prodissoconque qui prend une forme de « D ». C’est au 

stade larve D que l’huître creuse démarre une alimentation exogène strictement 

planctotrophe environ 48 hpf. En effet, à partir de ce stade la larve est dite véligère car

le prototroche se structure en velum, un organe cilié aux fonctions multiples liées aux 

déplacements, à la respiration et l’alimentation. Le développement de la larve se 

poursuit avec le stade pédivéligère marqué par la formation d’un pied fonctionnel utilisé 

pour se déplacer sur le substrat, et qui permet à la larve de devenir compétente pour 

la métamorphose. Ce stade pédivéligère est obtenu environ 14 jours après la 

fécondation et marque le début de la vie benthique de l’huître. Une fois immobile la 

larve sécrète un ciment pour se fixer au substrat grâce à son pied (Cranfield, 1975, 

Foulon et al., 2018) et la métamorphose à lieu. La métamorphose se manifeste par la 

perte du velum et du pied qui laissent place aux branchies et palpes labiaux impliqués 

dans l’alimentation et par la calcification de la coquille pour donner la dissoconque

(Bayne, 2017). Cette métamorphose induit une réorganisation des tissus pour donner 

place aux juvéniles ou naissains qui ont une morphologie proche de celle des adultes 

(Figure 17).
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3.3. Mécanismes moléculaires de régulation du

développement de l’huître creuse

3.3.1. Contrôle moléculaire du développement 

L’acquisition de données moléculaires chez l’huître a mis en évidence la 

conservation de gènes de régulation du développement (Fabioux et al., 2004b, Herpin 

et al., 2005b, Dheilly et al., 2011, Zhang et al., 2012, Riviere et al., 2013, Paps et al.,

2015, Riviere et al., 2015, Xu et al., 2018). Ces données ont permis d’alimenter les 

connaissances sur l’évolution du développement chez les Protostomiens et plus 

particulièrement chez les Lophotrochozoaires. En effet, ces gènes ont tout d’abord été 

identifiés chez la drosophile via l’études de phénotypes mutants tels que Antennapedia

et Bithorax. Des éléments importants pour l’organisation du plan général de 

l’organisme sont conservés chez l’huître comme les gènes HOX, certaines voies de 

signalisation, par exemple la voie BMP, ou encore des acteurs de l’élaboration de la 

lignée germinale tels que VASA. 

Figure 17 : Anatomie interne de l’huître creuse

Représentation schématique des principaux organes internes de l’huître creuse. 

Modifié d’après Howard et al., 2004  
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Les gènes HOX conservés chez C. gigas montrent une répartition en quatre 

clusters de gènes conservés chez les Bilatériens auxquels s’ajoutent des gènes 

spécifiques aux Lophotrochozoaires (Zhang et al., 2012, Paps et al., 2015) (Figure 

18). Bien que l’expression colinéaire spatiale n’ait pas été explorée, l’expression 

colinéaire temporelle semble absente chez l’huître creuse (Zhang et al., 2012, Paps et 

al., 2015). En effet, l’expression colinéaire temporelle est restreinte aux clades des 

Vertébrés, Céphalocordés, quelques Arthropodes, Annélides et Polyplacophores 

(Barucca et al., 2016, Gaunt, 2018).

L’étude de la voie BMP chez l’huître creuse montre une conservation de 

l’ensemble de la voie guidant la différenciation cellulaire selon l’axe dorso-ventral 

(Lelong et al., 2000, Herpin et al., 2005b, 2005a, 2007, Tan et al., 2017, 2018). En 

effet, BMP2/4 est fortement exprimée en position dorsale formant un gradient opposé 

à l’expression ventrale de la chordine, au stade gastrula. Ces gradients guident

potentiellement la formation de la coquille et de la lignée germinale selon l’axe dorso-

ventral (Tan et al., 2017) (Figure 19). Une observation confirmée par l’utilisation de 

l’inhibiteur de la voie BMP, la dorsomorphine, induisant notamment une perturbation 

de l’expression de gènes à l’origine de la mise en place de la coquille chez l’huître 

(Tan et al., 2018).

Figure 18 : Conservation des gènes HOX chez C. gigas.

Représentation des clusters des gènes HOX chez l’huître creuse C. gigas, l’annélide 

polychète C. teleta, la drosophile D. melanogaster, l’amphioxus B. floridae et l’Homme 

H. sapiens. Modifié d’après Zhang et al., 2012
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VASA est un acteur de la différentiation cellulaire responsable de la formation des 

cellules germinales dans l’embryon des Bilatériens. Cet acteur conservé chez l’huître 

creuse est transmis par le matériel maternel accumulé dans l’ovocyte. Il est 

potentiellement à l’origine de la formation des cellules germinales primordiales 

observées dès le stade gastrula (Fabioux et al., 2004b, 2004a) (Figure 20). Fabioux 

et collaborateurs (2009) ont également démontré la conservation de son rôle dans la 

formation de la lignée germinale chez l’adulte. En effet, l’injection d’un ARN 

interférence visant VASA dans la gonade conduit à un arrêt de la prolifération et 

potentiellement de la différentiation des cellules germinales.

3.3.2. Régulation épigénétique chez l’huître creuse

L’étude des mécanismes épigénétiques chez C. gigas a permis de mettre en 

évidence la conservation des trois grands mécanismes contrôlant la transcription des 

gènes.

La 5mC des dinucléotides CpG et la machinerie enzymatique associée sont 

conservées chez l’huître creuse avec une méthylation en « mosaïque » typique des 

« Invertébrés » (Gavery et Roberts, 2010, Riviere et al., 2013, Wang et al., 2014b, 

Sussarellu et al., 2018, Fallet et al., 2020).

Figure 19 : Contrôle de l’axe dorso-ventral par BMP chez l’huître creuse.

À droite : double hybridation de bmp2/4 et de la chordine au stade gastrula chez l’huître 

creuse. À gauche : Représentation schématique de l’expression de gènes impliqués 

dans la mise en place du champ coquiller (gata2/3, engrailed 1 (eng1) et engrailed 2 

(eng2)) et de la lignée germinale (vasa) au stade gastrula chez C. gigas. La flèche 

indique le repli dorsal et le triangle le blastopore. A : antérieur, P : postérieur, D : dorsal, 

V : ventral. Modifié d’après Tan et al., 2017  
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La majorité des 5mC est retrouvée dans les unité transcriptionnelles, ou« gene 

bodies », où le niveau de méthylation est corrélé avec le niveau de transcription 

(Gavery et Roberts, 2013, Riviere et al., 2013, 2017, Wang et al., 2014b). Néanmoins, 

comme chez les Mammifères, les promoteurs peuvent également être méthylés et 

réprimer la transcription (Rivière, 2014, Saint-carlier et Riviere, 2015). De par le 

contrôle de l’expression des gènes, cette marque épigénétique est cruciale au

développement de l’huître. En effet, elle contrôle l’expression des gènes homéotiques

et est associée à l’activation du génome zygotique, à la métamorphose et à la 

gamétogenèse (Riviere et al., 2013, 2017, Saint-carlier et Riviere, 2015, Zhang et al.,

2018a).

Les modifications des histones sont largement décrites pour leurs implications

dans la régulation du développement. Chez l’huître, les histones sont méthylées et 

certains éléments de la machinerie enzymatique associée, comme les histones 

déméthylases Jumonjis, sont conservés. La méthylation des histones, modifiée au

Figure 20 : Schéma de la localisation de vasa au cours du développement de 

l’huître creuse.

En rouge ou orange est représenté la localisation de l’orthologue de vasa au cours de 

l’embryogenèse. Les flèches représentent le sens de migration des cellules. D’après 

Fabioux et al., 2004



Introduction générale

69

cours de l’embryogenèse, et l’expression des Jumonjis coïncident avec les étapes du 

développement et de la gamétogenèse (Fellous et al., 2014a, 2019). L’inhibition des 

déméthylases Jumonji, au cours du développement de C. gigas, induit une 

hyperméthylation des histones et conduit à d’importantes altérations 

développementales, associées à une modification de l’expression de gènes. Ces 

altérations mettent en évidence le rôle majeur de ces modifications au cours du 

développement de l’huître (Fellous et al., 2019).

Par ailleurs, seul les ARN non codants lncARN, miARN et piARN sont décrits chez 

les bivalves (Rosani et al., 2016, Hongkuan et al., 2020). Bien que récemment mis en 

évidence chez l’huître, ces ARN semblent impliqués dans la régulation de nombreux 

processus biologiques comme le développement, la reproduction et l’immunité (Xu et 

al., 2014b, Yu et al., 2016, Yue et al., 2018a, Sun et Feng, 2018, Hongkuan et al.,

2020, Rosani et al., 2020).

4. Objectifs

Le développement des organismes Bilatériens consiste en l’apparition de types

cellulaires différenciés, à partir de la cellule œuf du zygote, qui s’associent pour former 

les tissus et organes de l’individu adulte. Le phénotype spécialisé de l’adulte repose 

alors sur l’hétérogénéité cellulaire qui provient d’un large panel de mécanismes 

moléculaires basés sur le génome zygotique transmis intégralement au travers des 

divisions cellulaires. La différenciation est donc fondée sur l’établissement et la 

régulation de transcriptomes spécifiques permettant l’obtention et le maintien de types 

cellulaires différenciés.

La régulation des transcriptomes dépend de mécanismes qui agissent aux niveaux

pré-transcriptionnel, transcriptionnel et post-transcriptionnel. Récemment, il a été 

démontré un mécanisme post-transcriptionnel, l’épitranscriptomique. La N6-

méthyladénosine est capable d’influencer le devenir des transcrits sans modifier la 

séquence de l’ARN et repose sur une machinerie enzymatique complexe. L’activité de 

cette machinerie est sous l’influence de paramètres environnementaux au sens large 

et constitue un composant crucial du développement chez les Vertébrés et les 

Ecdysozoaires. Cependant, des différences existent et interrogent la présence, la 

conservation fonctionnelle et la sensibilité à l’environnement de la voie 

épitranscriptomique m6A au cours de l’évolution.
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L’huître creuse C. gigas présente un développement qui se déroule en une phase 

précoce pélagique et une phase tardive et une vie adulte benthique en milieu intertidal.

Il implique des mécanismes épigénétiques tels que la méthylation de l’ADN et des 

histones qui sont sous l’influence de l’environnement. Les nombreuses données 

génomiques, transcriptomiques et épigénétiques acquises chez l’huître, ainsi que sa 

position phylogénétique en font un modèle au sein des Protostomiens. Néanmoins, le 

groupe des Lophotrochozoaires, auquel elle appartient, reste largement sous-décrit 

dans la littérature, notamment en regard de la diversité de formes et d’écologies qu’il 

abrite. Bien que des résultats préliminaires au laboratoire indiquaient la présence de 

m6A chez C. gigas, l’existence d’une voie épitranscriptomique chez les 

Lophotrochozoaires était inexplorée au début de ce travail. Cependant, l’étude d’une 

telle voie chez un Lophotrochozoaire est cruciale pour la compréhension de la 

régulation du développement et de son évolution.

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail de thèse est de répondre aux questions 

suivantes :

Existe-t-il une voie épitranscriptomiques chez C. gigas ? Dans quelle mesure

ses composants sont-ils conservés ?

Le premier objectif de cette thèse est d’étudier la conservation de cette méthylation 

et de sa machinerie associée au cours du développement de l’huître creuse. La 

conservation de cette méthylation est étudiée par une mesure de la m6A-ARN aux 

différents stades embryo-larvaires et par une étude in silico des différents acteurs de 

la machinerie. Cette analyse in silico est complétée par une étude en spectrométrie de 

masse couplée à la technique du « RNA pull-down » pour identifier de 

potentiels readers. Leurs fonctions sont appréhendées grâce à l’analyse de 

transcriptomes développementaux et de l’étude de l’ontologie de gènes identifiés. Ces 

résultats sont développés dans le chapitre 1 sous la forme d’un article publié.

Quelle est la signification biologique d’une voie m6A-ARN putative au cours du

développement de l’huître ?

Dans la mesure où la voie épitranscriptomique est conservée et active dès les 

stades précoces, elle est susceptible de moduler les transcriptomes 

développementaux et de participer à l’élaboration des phénotypes via la régulation de 

transcrits spécifiques. Afin de comprendre comment cette méthylation régule les 
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transcriptomes développementaux de l’huître, les m6A-méthylomes sont caractérisés

à différents stades du développement grâce à l’immunoprécipitation et séquençage 

des m6A-ARN (MeRIP-seq). Ces résultats permettent d’identifier les transcrits ciblés 

par la m6A mais aussi de suivre le niveau et la localisation de la méthylation sur les 

transcrits. Cette analyse apporte des indices sur les fonctions de contrôle du devenir 

des ARN par la m6A, et plus largement de la régulation épitranscriptomique des

processus développementaux. Sa caractérisation chez un Lophotrochozoaire permet 

également d’envisager l’évolution de tels mécanismes. Ce travail correspond au 

chapitre 2 qui est développé sous la forme d’un article en cours de prépration.

Les épitranscriptomes peuvent-ils constituer un vecteur de transmission

intergénérationnelle de traits de vie parentaux chez l’huître ?

Les ARN maternels accumulés pendant l’ovogenèse constituent la seule 

ressource pour la traduction avant l’activation du génome zygotique dans l’embryon. 

Comme les épitranscriptomes sont sous l’influence d’acteurs enzymatiques, il est 

possible que les conditions environnementales lors de la gamétogenèse soient 

reflétées dans les épitranscriptomes et transmis à la génération suivante via les 

gamètes. Par ailleurs, il est démontré que l’exposition de géniteurs à des stress 

environnementaux a des effets néfastes sur la descendance. Le chapitre 3 est dédié 

à l’examen de l’hypothèse de la participation de la m6A à la transmission de traits de 

vie environnementaux par effet maternel.
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 Chapitre I : Caractérisation d’une voie 

épitranscriptomique au cours du 

développement 
 

1. Préambule 

La N6-méthyladénosine est une modification de l’ARN prépondérante chez les 

Eucaryotes avec un rôle crucial dans le développement des Bilatériens. Ce rôle est 

porté en partie par la machinerie associée qui comporte trois classes de protéines : 

Les writers qui portent l’activité catalytique de méthylation, les erasers, qui sont les 

déméthylases et les readers qui ont la capacité de se lier à la m6A sont les médiateurs 

de ses effets biologiques. En effet, cette méthylation et donc la machinerie associée 

contrôle notamment l’épissage, la traduction et la stabilité des m6A-ARN (Meyer et al., 

2015, Lence et al., 2016, Huang et al., 2018, Kasowitz et al., 2018, Kan et al., 2020). 

De par le contrôle du devenir des m6A-ARN cette voie épitranscriptomique est 

impliquée dans la régulation de processus clé du développement comme la MZT (Zhao 

et al., 2017), la compensation du second chromosome X chez la femelle (Patil et al., 

2016, Kan et al., 2017), la différenciation cellulaire et la gamétogenèse (Lence et al., 

2016, Tang et al., 2017, Lasman et al., 2020a). 

Bien que cette voie épitranscriptomique semble conservée au sein des Bilatériens, 

seuls les groupes des Vertébrés et des Ecdysozoaires ont été explorés et montrent 

des spécificités. Ce chapitre rapporte les résultats de l’étude de la conservation de la 

m6A et de la machinerie enzymatique chez C. gigas. La conservation de cette 

méthylation est explorée par les techniques de dotblot et par spectrométrie de masse. 

La machinerie associée est identifiée par une recherche in silico, dont la fonction de 

liaison à la m6A de certains readers est validée par capture à l’aide d’un m6A-oligo 

couplé à la spectrométrie de masse. L’étude de cette voie épitranscriptomique et en 

particulier de la machinerie chez l’huître creuse met en évidence, pour la première fois 

à notre connaissance, sa conservation chez un Lophotrochozoaire. De plus, l’analyse 

de la variation de la m6A et de l’expression des acteurs de sa machinerie révèle pour 

la première fois l’implication de cette voie épitranscriptomique dans la régulation de 

processus développementaux chez l’huître creuse. L’ensemble de ces résultats 
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apporte de nouvelles connaissances sur l’évolution et le rôle développemental de cette 

voie de régulation du devenir des ARN.
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N6-methyladenosine (m6A) is a prevalent epitranscriptomic mark in eukary-

otic RNA, with crucial roles for mammalian and ecdysozoan development.

Indeed, m6A-RNA and the related protein machinery are important for

splicing, translation, maternal-to-zygotic transition and cell differentiation.

However, to date, the presence of an m6A-RNA pathway remains unknown

in more distant animals, questioning the evolution and significance of the

epitranscriptomic regulation. Therefore, we investigated the m6A-RNA

pathway in the oyster Crassostrea gigas, a lophotrochozoan model whose

development was demonstrated under strong epigenetic influence. Using

mass spectrometry and dot blot assays, we demonstrated that m6A-RNA is

actually present in the oyster and displays variations throughout early oyster

development, with the lowest levels at the end of cleavage. In parallel, by

in silico analyses, we were able to characterize at the molecular level a com-

plete and conserved putative m6A machinery. The expression levels of the

identified putative m6A writers, erasers and readers were strongly regulated

across oyster development. Finally, RNA pull-down coupled to LC-MS/MS

allowed us to prove the actual presence of readers able to bind m6A-RNA

and exhibiting specific developmental patterns. Altogether, our results

demonstrate the conservation of a complete m6A-RNA pathway in the oys-

ter and strongly suggest its implication in early developmental processes

including MZT. This first demonstration and characterization of an epitran-

scriptomic regulation in a lophotrochozoan model, potentially involved in

the embryogenesis, bring new insights into our understanding of develop-

mental epigenetic processes and their evolution.
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rich coiled-coil 2a; RBM15, RNA-binding motif 15; SAM, S-adenosyl-methionine; SPRI, solid-phase reversible immobilization; SSW, sterile

sea water; TPM, transcripts per kilobase per million reads; WTAP, Wilms’ tumour 1-associated protein; YTHDC, YTH domain-containing

protein; YTHDF, YTH domain family protein; ZC3H13, zinc finger CCCH-type containing 13.
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Introduction

The N6-methyladenosine (m6A) is the prevalent chemi-

cal RNA modification in all eukaryotic coding and non-

coding RNAs [1]. Messenger RNAs are the most

heavily m6A-methylated RNAs, with m6A bases lying

mostly in their 3’ UTRs, at the vicinity of their stop

codon [2-4] and also in 50 UTRs and long internal exons

[4,5]. N6 methylation of RNA adenosines is responsible

for RNA processing and, like DNA methylation or his-

tone modifications, contributes to the regulation of gene

expression without changing the DNA or mRNA

sequence. Therefore, m6A constitutes a new layer of

post-transcriptional gene regulation, which is emerging

or has been proven critical in various biological pro-

cesses, and is referred to as epitranscriptomic [2].

The dynamics and biological outcomes of m6A levels

are the results of the activity of a complex protein

machinery comprising writers, erasers and readers. The

addition of a methyl group to the 6th nitrogen of RNA

adenosines is catalysed by m6A writers with distinct

properties. Methyltransferase-like 16 (METTL16) is a

’stand-alone’ class I methyltransferase that recognizes

the UACA*GAGAA consensus sequence (with * indi-

cating the target adenosine) [6]. By contrast, METTL3

transfers methyl groups to adenosines within the

RRA*CH motif [2,3,7]. METTL3 is only active within a

tripartite ‘core complex’ [8] comprising METTL3,

METTL14 which enhances the methyltransferase activ-

ity supported by the MTA-70 domain of METTL3

[9,10] and the regulator protein Wilms’ tumour 1-associ-

ated protein (WTAP) [4,9,11]. This core complex can

interact with virilizer-like (or KIAA1429) [12], RING

finger E3 ubiquitin ligase (HAKAI) [12,13], zinc finger

CCCH-type containing 13 (ZC3H13) [12,14], RNA-

binding motif 15 (RBM15) and RBM15B [7,15] which

are suspected to intervene in the core complex activity

and target specificity. The demethylation of adenosines

has been demonstrated to be an active process catalysed

by eraser enzymes belonging to the Fe(II)/2-oxoglu-

tarate dioxygenase family: AlkB homologue 5

(ALKBH5) [16,17] and the fat mass and obesity-associ-

ated protein (FTO) [17,18].

A growing number of reader proteins which recognize

the m6A-RNA mark are being described. They may be

divided into two classes depending on the presence of a

YT521-B homology (YTH) domain in their primary

sequence. The YTH protein family includes YTH

domain family protein 1-3 (YTHDF1-3) and YTH

domain-containing protein 2 (YTHDC2), which are

cytosolic m6A readers involved in m6A-RNA stability

and translation [19-22]. The fifth YTH member is

YTHDC1, which is present in the nucleus and controls

splicing [23] and nuclear export [24] of m6A-RNA. The

second class of readers comprises proteins without YTH

domain which are involved in several molecular mecha-

nisms. For example, the heterogeneous nuclear ribonu-

cleoprotein A2/B1 (HNRNPA2B1) is important for

miRNA processing [25]. Insulin-like growth factor 2

mRNA-binding proteins 1-3 (IGF2BP1-3) [26] and pro-

line-rich coiled-coil 2a (Prrc2a) [27] participate in RNA

stability, while eukaryotic initiation factor 3 (eIF3)

guides cap-independent translation [5].

The m6A epitranscriptomes underlie important bio-

logical functions, most of which being related to devel-

opmental processes, including the control of cell

differentiation [27-32], maternal-to-zygotic transition

(MZT) [33], sex determination [7,34] and gametogene-

sis [16,21,35,36]. Such critical epitransriptomic out-

comes are conserved in the animal evolution and were

characterized in both vertebrates and ecdysozoans,

that is mammals and drosophila.

However, such conserved biological significance

originates in diverse epitranscriptomic mechanisms.

Indeed, not all ecdysozoans bear a complete m6A-

RNA machinery, such as C. elegans whose genome is

devoid of the related protein machinery with the

exception of a putative orthologue of METTL16

[37,38]. In addition, no m6A eraser has been described

to date in nonvertebrate models, and especially ecdyso-

zoans such as the drosophila or C. elegans [38-40],

where it cannot be excluded that m6A-RNA methyla-

tion could be removed by the activity of characterized

6mA-DNA demethylases [41,42]. This situation may

illustrate a growing complexity of epitranscriptomic

mechanisms during the animal phylogeny and raises

fundamental questions about its evolution and its pres-

ence in organisms distant from mammals and ecdyso-

zoans. However, to date, no data about a possible

epitranscriptomic regulation are available to our

knowledge in lophotrochozoans, the understudied sis-

ter group of ecdysozoans within protostomes, although

representing an important range of metazoan biodiver-

sity.

The Pacific oyster Crassostrea gigas (i.e. Magallana

gigas) is a bivalve mollusc whose great ecological and

economical significance allowed its emergence as a

model species within lophotrochozoan organisms. As

such, an important amount of genetic, transcriptomic

and epigenetic data has been generated in this model.

Interestingly, the embryo-larval development of C. gi-

gas is described to be under the strong epigenetic influ-

ence of DNA methylation [43-47] and histone marks

[48-50]. Besides, oyster develop exposed to external

environmental conditions, and in other models, the
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m6A methylation of RNA and/or the expression of its

machinery can be induced by heat stress, UV exposure

or endocrine disruptors [5,51-54], questioning the pres-

ence of an m6A pathway in C. gigas and its signifi-

cance in oyster early development.

To investigate this, we measured m6A levels in RNA

across the entire embryo-larval life of the oyster using

mass spectrometry and dot blot. We also searched the

available in silico resources for putative conserved

m6A-related proteins in C. gigas genomic data as well

as their cognate expression kinetics using RNA-Seq

assembly analyses. We also performed RNA pull-down

with a synthetic m6A-RNA oligonucleotide coupled to

liquid chromatography and mass spectrometry (LC-

MS/MS) to characterize potential oyster m6A-binding

proteins. To our knowledge, this study is the first

report unravelling epitranscriptomic mechanisms out-

side vertebrate and ecdysozoan animal models.

Results

m6A is present in oyster RNA, differentially

affects distinct RNA populations and displays

variations during embryonic life

Mass spectrometry measurements revealed that m6A is

present in oyster RNA, with global m6A/A levels of

ca. 0.3%, a value comparable to what has been found

in the human and the fruit fly (Fig. 1A). Immunoblot

assays indicate that total and polyA + RNA present

variable amounts of m6A during oyster development

and that these variations display distinct profiles sug-

gesting specific methylation patterns between RNA

populations. Indeed, N6A methylation in total RNA is

the highest in the early stages (oocytes and fertilized

oocytes) then gradually decreases until the morula

stage before gradually increasing again up to the tro-

chophore stage when it recovers its maximum

(Fig. 1B). In contrast, m6A levels in polyA + RNA are

hardly detected in early stages but display a peak in

the gastrula and trochophore stages (Fig. 1C).

m6A machinery is conserved at the molecular

level in the oyster

In silico analyses led to the identification of oyster

sequences encoding putative orthologues of m6A writ-

ers, erasers and readers that are present in the human

and/or in the human and the fruit fly.

All the eight m6A-RNA writers characterized in the

human and/or drosophila at the time of the study,

namely METTL3, METTL14, WTAP, virilizer-like,

HAKAI, ZC3H13, RBM15/15B and METTL16, were

present in the oyster at the gene level. The encoded

protein primary sequences all display the specific

domains required for enzymatic activity and/or bind-

ing. They include MT-A70 and AdoMetMtases SF

domains for METTL3, METTL14 and METTL16,

respectively, that bear the methyltransferase activity.

Oyster WTAP and virilizer-like orthologues exhibit

WTAP and VIR_N domains, respectively, that are

required in their human counterparts to bind and

Fig. 1. m6A levels across oyster development. (A) m6A level quantified by LC-MS/MS in Crassostrea gigas embryo-larval stages pooled

from oocytes to D-larvae (n = 3) is compared to the m6A level in Homo sapiens and Drosophila melanogaster; (B) dot blot quantification of

m6A in total RNA throughout oyster development (n = 3); (C) dot blot quantification of m6A in polyA + RNAs throughout oyster development

(n = 3), Kruskal–Wallis test, a < 0.05. E, egg; F E, fertilized egg; 2/8C: two- to eight-cell embryos; M, morula; B, blastula; G, gastrula; T,

trochophore; D, D-larvae. Chemiluminescence (B) and fluorescence (C) are measured as a ratio between dot intensity of development

stages and their respective controls for each amount of RNA (120, 60 and 30 ng). Data are presented as mean � SD (n = 3).

3The FEBS Journal (2020) ª 2020 Federation of European Biochemical Societies

L. Le Franc et al. m6A-RNA methylation pathway in oyster development



activate the catalytic subunit of the m6A-RNA methyl-

transferase complex. Oyster Hakai and RBM15/15B

present RHHL, RHF-Zn-BS and specific RRM

domains, respectively, similar to human and fruit fly

orthologues. Besides, the oyster ZC3H13 bears the

Rho SF domain present in the human, but not in the

fruit fly orthologue (Fig. 2A).

Crassostrea gigas also presents a putative m6A-RNA

eraser, ALKBH5, which is present in the human but

has not been characterized in drosophila. The oyster

ALKBH5 exhibits a 2OG-FeII_Oxy domain suggestive

of a presumably conserved catalytic functionality

through Fe2+-dependent oxoglutarate oxidation. Of

note, no orthologue of the human FTO eraser could

be identified in the oyster genomic or transcriptomic

databases available to date (Fig. 2B).

Many m6A reader orthologues have also been found

in the oyster, including proteins containing a YTH

domain, such as YTHDF, YTHDC1 and YTHDC2.

An oyster Prrc2a-like protein produces homology with

the human Prrc2a, especially within the m6A-binding

GRE-rich domain. Oyster readers also include a

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein-coding gene,

hnRNPA2B1, with greater sequence similarity with the

drosophila counterpart than with the human ortho-

logue. Similarly, the IGF2BP-coding sequence has also

been found in C. gigas (Fig. 2C). Five oyster

sequences display homologies with eIF3a which is able

to bind m6A-RNA [5], but it was not possible to dis-

criminate whether a unique oyster predicted protein

was an eIF3a orthologue.

Overall, these results indicate the conservation of a

complete m6A-RNA machinery in the oyster. The

complete list of the identified genes encoding the con-

served m6A machinery actors and their isoforms, as

well as the related information, is given in the Data

S1.

Oyster putative m6A actors display expression

level variations across development

RNA-Seq data analyses showed that all the oyster

m6A-related genes were expressed during the early life

(Fig. 3). Their expression level displayed gene-specific

profiles, most of them being variable throughout oys-

ter development.

Fig. 2. The putative conserved m6A machinery in Crassostrea gigas. Domain architecture of actors of the m6A machinery identified by

in silico analyses in the oyster compared to the fruit fly and human, (A) writer proteins; (B) eraser protein; (C) reader proteins. Putative

domains involved in m6A processes are coloured (writers, green; eraser, red; readers, blue). Other domains identified but not involved in

m6A processes are indicated in grey. Only one isoform is represented for each protein and each species for clarity (see Fig. S2 for other

isoforms).
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The expression of writers belonging to the core methy-

lation complex is weak overall. METTL3 and WTAP

share similar profiles with little expression increasing up

to the gastrulation and remaining stable afterwards. In

contrast, METTL14 displays a weak expression level

across the embryo-larval life. The expression profile of

virilizer-like resembles WTAP, while HAKAI, RBM15/

15B and METTL16 seem to have mRNA levels which

decrease after cleavage, whereas those of ZC3H13 tran-

script variants seem to drop at the D larva stage. Interest-

ingly, METTL16 mRNA levels display an opposite

developmental profile when compared to METTL3

expression, with the highest values during cleavage which

decrease later on (Fig. 3A).

ALKBH5 transcripts are weakly represented within

oyster early embryos, and the higher TPM values are

found in gastrulas. However, maximum levels are

observed after metamorphosis in juveniles (Fig. 3B).

Regarding m6A putative readers, the expression of

YTH family genes during development showed differ-

ent patterns. In fact, YTHDF is the most represented

YTH domain-bearing actor and YTHDF TPM values

are ca. fivefold higher than all the other oyster YTH

readers. YTHDF is strongly expressed at the beginning

of development until a peak at the morula stage.

Prrc2a is the most represented reader at the mRNA

level in oyster embryos, and the sum of the TPM of

the two Prrc2a oyster isoforms is at most ca. 20-fold

higher than that of YTH family. However, Prrc2a and

YTHDF transcript content profiles are similar across

oyster development and also remind of the IGF2BP

mRNA levels.

By contrast, the two isoforms of YTHDC1 identi-

fied by in silico analysis, YTHDC1.1 and YTHDC1.2,

display similar patterns together with YTHDC2, with

a maximum representation in gastrulas. The

Fig. 3. Gene expression of the putative m6A machinery throughout oyster development. Expression levels of writers (A), eraser (B) and

readers (C) identified by in silico analysis at each development stage were inferred from the GigaTON database. Expression levels are given

in transcripts per kilobase per million reads (TPM) as the mean of the GigaTON values according to the Table S2. E, egg; 2/8C, two- to

eight-cells; M, morula; B, blastula; G, gastrula; T, trochophore; D, D-larvae; S, spat; J, juvenile.
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expression of hnRNPA2B1 isoforms has likewise pat-

terns except for a marked drop at the D-larvae stage

(Fig. 3C).

Oyster orthologues of m6A-RNA-interacting

proteins bind m6A RNA in vitro

To determine whether oyster proteins can bind m6A-

RNA, we performed RNA pull-down of cytoplasmic

and nuclear embryonic cell extracts using a methylated

versus a nonmethylated oligonucleotide, followed by

LC/MS-MS characterization and identification of the

captured proteins with the Mascot software.

In nuclear extracts, we detected 591 proteins able to

bind both the methylated and unmethylated oligos.

We identified 43 proteins specific to unmethylated

RNA, while 131 proteins specifically bind the m6A-

methylated oligo. In cytosolic extracts, there were 646,

436 and 36 of such proteins, respectively. Regardless

of the methylation status, more proteins in the cyto-

plasmic extracts can bind to the RNA oligonucleotides

than in the nuclear extracts (1118 vs. 765 proteins,

respectively). However, more nuclear proteins are

found exclusively bound to the m6A-containing oligo

than cytoplasmic proteins (131 vs. 36, i.e. 17% vs. 3%,

respectively). In addition, many nuclear and cytoplas-

mic proteins can bind both the methylated and the

nonmethylated oligo (591 vs. 646, i.e. 77% vs. 58%).

An important number of proteins in the cytoplasmic

extract were found exclusively bound to the nonmethy-

lated oligo, whereas only a limited number of nuclear

proteins display such a specificity (436 vs. 43, i.e. 39%

vs. 6%). Among the 167 m6A-specific proteins in oys-

ter extracts, only 5 were found in both the nuclear and

cytoplasmic extracts. These results show that oyster

proteins can directly or indirectly bind m6A-RNA, and

suggest an important compartmentalization of m6A-re-

lated processes.

Among the identified proteins in this assay, four of

the putative oyster m6A readers are found, YTHDC1,

hnRNPA2B1, IGF2BP and eIF3. In the nuclear

extracts, YTHDC1 is uncovered as m6A-specific

whereas hnRNPA2B1 and IGF2BP were present com-

plexed with both the m6A- and A-oligos. In the cyto-

plasmic extracts, YTHDC1 and eIF3a are m6A-

specific while hnRNPA2B1 and IGF2BP were pulled

down by both methylated and unmethylated oligos

(Fig. 4A).

These results demonstrate that some proteins in the

oyster can specifically bind m6A-RNA and that the

putative m6A reader orthologues in the oyster are con-

served at the protein level and are able to interact with

m6A-RNA.

The m6A-interacting protein-coding genes

display clustered expression regulation and

functional annotation during oyster development

The mRNA expression level of the genes encoding the

162 oyster m6A-interacting protein (Cg-m6A-BPs) was

examined using RNA-Seq databases. Most of them

display a specific and regulated expression level across

oyster developmental stages. However, three main

expression clusters could be distinguished according to

their developmental mRNA expression level profile.

Cluster 1 includes genes that show high expression at

the beginning of the embryo life (i.e. cleavage) and

strongly decrease after gastrulation; the cluster 2 con-

tains weakly expressed genes except in the latest exam-

ined larval phases, after gastrulation (i.e. trochophore

and D-larvae); and cluster 3 groups genes that show

an expression peak during gastrulation (Fig. 4B).

The Gene Ontology annotation of the Cg-m6A-BP

genes reveals that the distinct clusters are related to

distinct functional pathways as indicated by the little

—if any—common GO terms between them (Fig. 4C).

However, the functional pathways of all three gene

clusters point out to their implication in translation

and its regulation, although the terms enriched in each

cluster illustrate different aspects of translation, such

as translation initiation (cluster 1), splicing and nuclear

export (cluster 2) and ribosomal and mitochondrial

processes (cluster 3), respectively (Fig. 4D).

Discussion

This work demonstrates that m6A-RNA is present and

variable during the embryo-larval life of the oyster

and that C. gigas exhibits putative conserved and func-

tional m6A-RNA writers, eraser and readers. The

dynamics of such mark and of its actors strongly sug-

gest a biological significance of the epitranscriptomic

pathway in the control of development of a lophotro-

chozoan species, which has, to date, never been

demonstrated to our knowledge.

m6A-RNA levels vary across oyster development

Using mass spectrometry and immunological measure-

ments, we showed that oyster RNA is m6A-methy-

lated. The global proportion of N6-methyladenosine in

RNA in the developing oyster (0.28%) is similar to

those observed elsewhere in the animal kingdom, such

as in the fruit fly (0.24%) [34] or the human (0.11–

0.23%) [55] (Fig. 1A), despite those values are difficult

to compare because they were not measured within the

same developmental phase (adult flies and human cell
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lines vs. oyster embryos). However, the comparable

magnitude of m6A-RNA amounts between taxa, in

contrast to DNA methylation [46], may indicate con-

served biological significance of epitranscriptomic pro-

cesses between groups. The amount of m6A in total

RNA displays a striking decrease during cleavage and

then recovers its maximum levels at the end of the gas-

trulation (Fig. 1B). Therefore, the m6A decrease in

total RNA during cleavage, that is before the tran-

scription of the zygotic genome starts, reflects a degra-

dation of maternal m6A-RNAs or their demethylation.

However, all RNA populations do not exhibit the

same pattern; indeed, polyA + RNAs are m6A methy-

lated only after cleavage. The extent of polyadenyla-

tion of oyster maternal messenger RNAs accumulating

during vitellogenesis is unknown. Therefore, which

maternal RNA population(s) is methylated in oyster

oocytes is unclear. Nevertheless, the observation that

m6A-RNA levels are variable and affecting distinct

RNA populations across embryonic stages strongly

favours an important biological significance of m6A-

RNA in oyster development. We hypothesize that oys-

ter maternal messenger RNAs are poorly polyadeny-

lated and that m6A, aside polyadenylation, might play

a role in the stability of quiescent maternal mRNAs.

Alternatively, other maternal RNA populations such

as snRNA, miRNA, rRNA or lncRNA might be

methylated [6,15,25,56], which become demethylated

or degraded up to the morula stage. The later increase

in m6A RNA after cleavage could therefore be the

result of the methylation of the increasingly tran-

scribed RNAs from the blastula stage, including

polyadenylated mRNAs.

The m6A-RNA machinery is conserved in the

oyster and regulated during development

The important regulation of m6A levels during oyster

development assumes the presence of a related protein

machinery. We identified in silico cDNA sequences

encoding conserved putatively functional orthologues

of m6A-RNA writers, eraser and readers in the oyster,

Fig. 4. Characterization of m6A-RNA-binding proteins in oyster development. (A) Venn diagram representation of proteins bound to the A-

and/or m6A-oligos in nuclear and cytosolic fractions of oyster embryo-larval stages. The number of proteins identified is indicated. Some

actors characterized in this study are highlighted: eIF3, YTHC1, hnRNPA2B1 and IGF2BP. (B) Heatmap of gene expression levels of the

proteins that bind specifically to the m6A-oligo throughout oyster development. The expression level is normalized regarding the maximum

value for each gene according to the GigaTON database. (C) GO term distribution among the three expression clusters in B. (D) Examples

of GO term enrichment within the expression clusters of the m6A-bound proteins. The –log10(P-value) associated with each term is given.

E, egg; 2/8C: two- to eight-cells; M, morula; B, blastula; G, gastrula; T, trochophore; D, D-larvae; S, spat; J, juvenile.
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with great confidence (homologies ranging from ca.

30% to 65% with their human counterpart, see Data

S1). The writers include all the members of the methy-

lation complex (METTL3, METTL14, WTAP, viril-

izer-like, Hakai, ZC3H13, RBM15/15B) identified to

date in the human and the fruit fly [7,8,11,12,14,15].

We also identified an orthologue of the stand-alone

METTL16 m6A methyltransferase. Each orthologue

bears the conserved domain(s) demonstrated to be

implicated in the catalytic and/or binding activity of

their cognate counterpart in other species, such as the

MT-A70 domain which transfers methyl groups from

the S-adenosyl-methionine (SAM) to the N6 nitrogen

of RNA adenines [8]. Of the two proteins that can

erase RNA methylation, only ALKBH5, which is

important for mouse spermatogenesis [16], was identi-

fied at the cDNA level in the oyster. Indeed, no C. gi-

gas sequence displayed significant homology with the

mammalian FTO protein, whose functional signifi-

cance remains controversial [17]. Most of the charac-

terized m6A-RNA readers are also present at the

molecular level in the oyster and are putatively able to

bind m6A regarding their primary sequence, such as

the YTHDC and YTHDF family members

[19,21,23,57], Prrc2A [27], HnRNPA2B1 [25] and

IGF2BP [26]. Of note, some of these readers have not

been characterized to date in D. melanogaster but dis-

play strong homologies between humans and oysters.

In mammals, eIF3a has important functional outcomes

in cap-independent translational stress response [5].

However, it was not possible to ascribe a single oyster

sequence as a unique eIF3a orthologue (Data S1),

although its presence was demonstrated by RNA pull-

down (see below) (see Data S2). Altogether, in silico

results show the conservation of a complete m6A-

RNA machinery in the oyster. To date to our

knowledge, this is the first demonstration in a lophotro-

chozoan organism of an epitranscriptomic pathway. Its

presence suggests its ancestral origin and questions its

biological significance in oyster development.

To investigate this, we analysed the expression level

of the m6A machinery genes using RNA-Seq data.

Our results indicate that the core methylation complex

(METTL3, METTL14 and WTAP) would not be

active during cleavage because of the absence of

METTL3 and little WTAP expression. METTL16

catalyses the downregulation of SAM methyl donor

availability in mammals [58]. If METTL16 function is

conserved in the oyster as suggested by the high

sequence homology, the peak in METTL16 expression,

together with the weak expression of the core complex

in 2/8 cell embryos, is consistent with an absence of

m6A-RNA up to the blastula stage. Then, the core

complex would likely be active as soon as the end of

cleavage (i.e. since the blastula stage), in line with the

increase in m6A levels observed at the same time. The

correlation between the increasing METTL3 expres-

sion and m6A-RNA levels after cleavage strongly

favours the conservation of the methyltransferase

activity of the oyster MT-A70 domain. Interpreting

the regulation of the m6A activity by the other methyl-

transferase complex members (i.e. virilizer-like,

HAKAI, ZC3H13 and RBM15/15B) is difficult

because how—or even if—oyster orthologues act

within the complex is not known. Nevertheless, their

specific expression profiles may reflect their implication

in the regulation of distinct biological contexts. There

might be little functional significance of active m6A-

RNA erasure during oyster development, consistent

with the normal embryonic phenotype of ALKBH5

knockdown mice [16]. Overall, the m6A readers display

distinct developmental expression patterns. While

YTHDF and Prrc2a peak during cleavage, YTHDC1,

YTHDC2, IGF2BP and hnRNPA2B1 mRNA levels

gradually increase up to the gastrulation and remain

mostly highly expressed afterwards (except for

hnRNPA2B1 and IGF2BP). These profiles evoke the

mediation of distinct biological functions depending

on the reader and the developmental phases. There-

fore, we hypothesized that YTHDF and Prrc2a might

participate in the blastulean transition in the oyster.

Indeed, in the zebrafish, a YTHDF reader triggers the

maternal-to-zygotic transition through the decay of the

maternal m6A RNAs during cleavage [33]. The role in

the axon myelination and specification of mouse oligo-

dendrocytes [27] is unlikely conserved for Prrc2a

because the oyster orthologue is expressed before the

neurogenesis is detected in trochophore stages [59].

Alternatively, the early expression of Prrc2a suggests

that it might rather compete with YTHDF for m6A-

RNA targets [27], thereby possibly acting in oyster

MZT, bringing new perspectives into this process

which remains poorly understood in lophotro-

chozoans. In mammals, m6A is implicated in the

embryonic cell fate [30,31] notably via the regulation

of cell differentiation by YTHDC2 [32] or

hnRNPA2B1 [29]. In the oyster, YTHDC1, YTHDC2,

IGF2BP and hnRNPA2B1 have their maximum

expression during gastrulation correlated to the second

m6A peak, suggesting similar implications.

Putative oyster m6A readers actually bind m6A-

RNA in vitro

To better approach the developmental processes

involving m6A in the oyster, we characterized the
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proteins that can interact with m6A-RNA using a

methylated RNA pull-down/mass spectrometry assay.

We identified 162 proteins able to specifically bind the

m6A-RNA oligo in embryonic cell extracts, demon-

strating the actual presence of genuine m6A readers in

the oyster. Most (ca. 75%) of these proteins were

found in nuclear extracts and only 5 were found in

both the cytoplasmic and nuclear fractions, showing

an important compartmentalization of the epitran-

scriptomic pathway. Regarding the little number of

m6A readers in other animals, and because the assay

conditions do not discriminate between direct and

indirect interactions, we hypothesize that most of these

proteins indirectly bind m6A via a limited number of

’scaffold’ m6A readers. Such authentic readers that

only bind the m6A-RNA oligo in our assay likely

include YTHDC1 and eIF3a, which have been demon-

strated to directly bind m6A in other species, demon-

strating the conservation of the m6A-binding capacity

and specificity of the YTH domain in the oyster.

Besides, YTHDC1 is found in both cell fractions, sug-

gesting its implication in the trafficking of m6A-RNA

across the nuclear envelope [24], and reinforcing the

hypothesis that YTH proteins could participate in oys-

ter MZT and cell differentiation. The presence of the

oyster eiF3a in the cytoplasm is consistent with a con-

served role in m6A-mediated translation processes,

such as cap-independent translation [5].

Possible functions of m6A-RNA in oyster

development

We investigated the expression level and the functional

annotation of the 162 genes encoding the m6A-inter-

acting proteins across oyster early life. These genes can

be clustered into three successive expression phases

corresponding to three distinct functional pathways,

which are independent albeit all mostly related to

translation regulation. The cluster 1 is mostly

expressed during the cleavage and the associated GO

terms are related to the initiation of translation, con-

sistent with maternal RNA consumption before MZT

is complete and the zygotic genome becomes fully acti-

vated. The genes within cluster 3 show an expression

peak during gastrulation. Their ontology terms evoke

ribosomal and mitochondrial processes, the latter

being required for energy supply and signalling inte-

gration during gastrulation [60-63]. The cluster 2 con-

tains genes that peak after gastrulation and which are

related to splicing and nuclear export. Such functional

annotations are in line with a fine regulation of tran-

script variant translation within the distinct cell lin-

eages in the three cell layers of the late embryos.

Taken together, our findings bring to light a possible

implication of m6A in oyster development. First, dur-

ing cleavage the decrease in m6A-RNA, the weak

expression of methyltransferase complex genes, the

maximum of YTHDF gene expression and the expres-

sion of Cg-m6A-BPs related to the initiation of the

translation strongly suggest the implication of m6A in

MZT in C. gigas. Second, the increasing m6A level

during gastrula stage is correlated to the increase in

methyltransferase complex gene expression. In addi-

tion, the increased RNA level of readers putatively

related to cell differentiation and the peak of gene

expression of Cg-m6A-BPs associated with ribosomal

and mitochondrial processes support the hypothesize

of a m6A implication in gastrulation. Finally, the high-

est m6A level at the trochophore stage, the gene

expression of the methyltransferase complex and of

readers associated with cell differentiation, as well as

high RNA level of Cg-m6A-BPs related to splicing and

nuclear export, are correlated with the fine cell differ-

entiation taking place at this stage. However, inferring

the biological significance of m6A in development from

the indirect and incomplete functional annotation of

the oyster genome is only limited. Characterization of

the precise targets of m6A and how their individual

methylation is regulated across development, for exam-

ple, using high-throughput sequencing of precipitated

m6A-RNA (MeRIP-seq), could be extremely relevant

to better understand this issue. In addition, despite

sequence conservation and binding ability of oyster

actor orthologues strongly suggest functional conserva-

tion, future dedicated studies such as biochemical inhi-

bition or gene inactivation could help demonstrate

their genuine biological function. Besides, there seems

to be an inverse correlation between m6A-RNA and

5mC-DNA levels during the considered oyster devel-

opmental window [46]. This may suggest an interplay

between epigenetic and epitranscriptomic marks, possi-

bly competing for methyl donor availability [58] or

linked by histone epigenetic pathways [64,65].

Regarding the potential influence of the environment

on m6A and the accumulation of RNA in oocytes, we

are at present investigating our hypothesis that m6A

may convey intergenerational epitranscriptomic inheri-

tance of maternal life traits in the oyster. On an evolu-

tionary perspective, the presence of a putatively fully

conserved epitranscriptomic pathway in the oyster sug-

gests that it was already present in the bilaterian com-

mon ancestor thereby favouring an important

biological significance. Why Drosophila and

Caenorhabditis seem to have lost specific m6A-RNA

erasers could be related to a subfunctionalization of

the DMAD [41] and NMAD-1 [42]. N6-methyladenine
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DNA demethylase activity broadened towards RNA.

However, more work is required to better understand

the evo-devo implications of our results.

To conclude, in this work we report the discovery

and characterization of a putatively complete epitran-

scriptomic pathway in a lophotrochozoan organism,

the oyster Crassostrea gigas. This pathway includes the

m6A mark in RNA and the actors of all the aspects of

its regulation (writers, eraser and readers) which are

conserved at the molecular level and putatively func-

tional. We show that m6A levels are variable across

oyster development and that m6A differentially affects

distinct RNA populations. Expression levels of the

related enzymatic machinery are consistent with the

observed m6A level variations. We demonstrate the

m6A binding capacity and specificity of putative oyster

m6A readers in the cytoplasm and nucleus of embryo-

larval cells. These readers mediate distinct putative

biological outcomes depending on the development

stage considered. From these results, we hypothesize

that early decay of maternal m6A RNA participates in

maternal-to-zygotic transition during cleavage and that

later de novo zygotic m6A methylation contributes to

gastrulation and cell differentiation. This first charac-

terization of an m6A-epitranscriptomic pathway in a

lophotrochozoan organism, together with its potential

implication in development, opens new perspectives on

the evolution of epigenetic mechanisms and on the

potential epitranscriptomic inheritance of environmen-

tally induced life traits.

Methods

Animals

Broodstock oysters [66] and oyster embryos [46] were

obtained at the IFREMER marine facilities (Argenton,

France) as previously described. Briefly, gametes of mature

broodstock oysters were obtained by stripping the gonads

and filtering the recovered material on a 60-µm mesh to

remove large debris. Oocytes were collected as the remain-

ing fraction on a 20-µm mesh and spermatozoa as the pass-

ing fraction on a 20-µm mesh. Oocytes were pre-incubated

in 5 L of UV-treated and 1-µm-filtered sterile sea water

(SSW) at 21 °C until germinal vesicle breakdown. Fertiliza-

tion was triggered by the addition of ca. 10 spermatozoids

per oocyte. After the expulsion of the second polar body

was assessed by light microscopy, embryos were transferred

into 150-L tanks of oxygenated SSW at 21 °C. The devel-

opment stages were determined by light microscopy obser-

vation. The stages collected were oocytes (E, immediately

before sperm addition), fertilized oocytes (F E, immediately

before transfer to 150-L tanks), two- to eight-cell embryos

(2/8C, ca. 1.5 h postfertilization (hpf)), morula (M, ca. 4

hpf), blastula (B, ca. 6 hpf), gastrula (G, ca. 10 hpf), tro-

chophore (T, ca 16 hpf) and D-larvae (D, ca. 24 hpf). For

each development stage, 3 million embryos were collected

as the remaining fraction on a 20-µm mesh and centrifuged

at 123 g for 5 min at room temperature. Supernatant was

discarded, and samples of 1 million embryos were then

snap-frozen in liquid nitrogen directly after resuspension in

Tri-Reagent (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) (1 mL/

106 embryos) and stored at �80 °C. Three distinct experi-

ments were realized (February to May 2019) using the

gametes of 126 to 140 broodstock animals, respectively.

RNA extraction

Total RNA extraction

RNA was extracted using phenol–chloroform followed by

affinity chromatography as previously described [67].

Briefly, embryos were ground in Tri-Reagent (Sigma-

Aldrich) and RNA was purified using affinity chromatogra-

phy (NucleoSpin RNA II Kit, Macherey-Nagel, Duren,

Germany). Potential contaminating DNA was removed by

digestion with rDNase (Macherey-Nagel) according to the

manufacturer’s instructions for 15 min at 37 °C; then,

RNA was purified using Beckman Coulter’s solid-phase

reversible immobilization (SPRI) paramagnetic beads

(Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter, Brea, CA,

USA) according to the manufacturer’s instructions. Briefly,

paramagnetic beads and RNAs were mixed slowly and

incubated for 5 min at room temperature followed by

2 min on a magnetic rack. Cleared supernatant was

removed, and beads were washed three times with 70%

ethanol. After 4 min of drying at room temperature, RNAs

were mixed slowly with RNase-free water and incubated

for 1 min at room temperature on the magnetic rack.

Eluted total RNA was stored at �80 °C.

PolyA RNA enrichment

PolyA RNA was extracted from total RNA by oligo-dT

affinity chromatography (NucleoTrap mRNA Kit,

Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instruc-

tions. Briefly, up to 130 µg of total RNAs was mixed with

oligo-dT latex beads and incubated for 5 min at 68 °C then

for 10 min at room temperature. After centrifugation

(2000 g and then 11 000 g), the pellets were washed three

times on the microfilter and dried by centrifugation at

11 000 g for 1 min. Finally, polyA + RNA was incubated

with RNase-free water for 7 min at 68 °C then centrifuged

at 11 000 g for 1 min. Eluted polyA + RNA was stored at

�80 °C until needed.

Total and polyA-enriched RNA purity and concentra-

tions were assayed by spectrophotometry (NanoDrop,

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
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m6A quantification by LC-MS/MS

RNA hydrolysis

To generate nucleosides for quantification against standard

curves, 5 µg of total RNA was denatured for 10 min at

70 °C followed by 10 min on ice and hydrolysed with

100 U nuclease S1 (50 U�µL�1, Promega, Madison, WI,

USA) in nuclease S1 buffer (Promega) in a final reaction

volume of 25 µL for 2 h at 37 °C under gentle shaking.

Samples were then incubated with alkaline phosphatase

buffer (Promega) for 5 min at room temperature, before

10 U alkaline phosphatase (Promega) was added and incu-

bated further for 2 h at 37 °C under gentle shaking. Ten

extra units of alkaline phosphatase was added after 1 h of

incubation to complete the reaction. Finally, samples were

centrifuged at 20 000 g for 10 min at 4 °C, and the super-

natant containing digested total RNA was collected and

kept at �20 °C before quantification.

m6A quantification

The apparatus was composed of a NexeraX2 UHPLC sys-

tem coupled with LCMS-8030 Plus (Shimadzu, Kyoto,

Japan) mass spectrometer using an electrospray interface in

positive mode. The column (1.7 µm, 100 9 3 mm) was a

HILIC ACQUITY� Amide (Waters, Milford, MA, USA)

maintained at 35 °C. The injection volume and run-to-run

time were 3 lL and 10 min, respectively. The flow rate was

set to 1 mL�min�1. Mobile phase was initially composed of

a mixture of ammonium formate solution (10 mM) contain-

ing 0.2% (v/v) formic acid and 95% acetonitrile (ACN),

and it was maintained for 1 min. Then, a linear gradient

was applied to reach 83% ACN for 6 min. The composi-

tion returned to the initial conditions, and the column was

equilibrated for 3 min.

The mass spectrometer was running in the multiple reac-

tion monitoring (MRM) acquisition mode. LABSOLUTIONS

5.86 SP1 software (Shimadzu, Kyoto, Japan) was used to

process the data. The desolvation temperature was 230 °C,

source temperature was 400 °C, and nitrogen flows were

2.5 L�min�1 for the cone and 15 L�min�1 for the desolva-

tion. The capillary voltage was +4.5 kV. For each com-

pound, two transitions were monitored from the

fragmentation of the [M + H]+ ion. The first transition (A

in Table S1) was used for quantification and the second

one (B in Table S1) for confirmation of the compound

according to European Commission Decision 2002/657/EC

(Table S1).

Blank plasma samples were analysed to check specificity.

Calibrators were prepared using diluted solutions of A

(Toronto Research Chemical, Toronto, Canada) and m6A

(Carbosynth, Berkshire, UK) in water at 1, 2, 5, 10, 20, 50

and 100 ng�mL�1. The calibration curves were drawn by

plotting the ratio of the peak area of A and m6A. For both

nucleosides, a quadratic regression with 1/C weighting

resulted in standard curves with R2 > 0.998 and more than

75% of standards with back-calculated concentrations

within 15% of their nominal values as recommended for by

the European Medicines Agency for bioanalytical methods

[68]. The limits of quantifications for both compounds were

considered as the lowest concentrations of the calibration

curve.

m6A/A ratios were calculated for each single sample

using the determined concentrations. Final results are the

average of three technical replicates.

m6A quantification by immunoblotting

Immunological quantification of m6A was performed by

dot blot using total and polyA + RNAs. Dogfish total

RNA (A. Gautier, personal communication) and a syn-

thetic unmethylated RNA oligo (Eurogentec, Liege, Bel-

gium) were used as positive and negative controls,

respectively. RNA samples were denatured for 15 min at

55 °C with gentle shaking in denaturing solution (2.2 M

formaldehyde, 50% formamide, 0.5X MOPS, DEPC water)

followed by 2 min on ice. Blotting was performed on a vac-

uum manifold as follows: a nylon membrane (Amersham

Hybond-N+, GE Healthcare life Sciences, Chicago, IL,

USA) was prehydrated in DEPC water for 5 min; then,

each well was washed twice with 10X SSC (Sigma-Aldrich)

before RNA was spotted onto the membrane and incu-

bated for 15 min at room temperature. Then, vacuum aspi-

ration was applied and each well was washed twice with

10X SSC. After heat cross-linking for 2 h at 70 °C, the

membrane was rehydrated with DEPC water for 5 min,

washed with PBS and then PBST (PBS, 0.1% Tween-20)

for 5 min each and blocked with two 5-min incubations

with blocking buffer (PBS, 0.1% Tween-20, 10% dry milk,

1% BSA) at room temperature. The blocked membrane

was incubated overnight at 4 °C under gentle shaking with

the anti-m6A primary antibody (Total RNA: Millipore

(Burlington, MA, USA) ABE572, 1: 1000 dilution in block-

ing buffer; polyA + RNA: Diagenode (Liege, Belgium)

C15200082, 1: 500 dilution in blocking buffer) followed by

four washes of PBST for 5 min. The secondary antibody

(Total RNA: Dako (Santa Clara, CA, USA) P0447 goat

anti-mouse HRP antibody, 1: 10 000 dilution;

polyA + RNA: Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) A21202

donkey anti-mouse Alexa 488, 1: 250 dilution) was diluted

in PBST supplemented with 5% dry milk and added onto

the membrane for 1 h 30 min (total RNA) or 1 h

(polyA + RNA) at room temperature under gentle shaking.

Membranes were extensively washed in PBST (at least 4

washes of 5 min for total RNA and 5 min and then 1 h for

polyA + RNA); then, total and polyA + RNA immuno-

blots were visualized using chemiluminescence (ECL kit,

Promega) or fluorescence scanning at 480–530 nm (ProX-

PRESS, PerkinElmer, Waltham, MA, USA), respectively.

The amount of m6A was inferred from dot intensity
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measurements using IMAGEJ (v.1.49) (https://Imagej.net).

Signal intensities were determined as ‘integrated densities as

a percentage of the total’ which corresponds to the area

under the curve of the signal of each dot after membrane

background and negative control signal subtraction.

In silico analyses

All protein and RNA sequences of the m6A machinery of

Homo sapiens and Drosophila melanogaster (Data S1) were

recovered by their published designation (i.e. ‘METTL3’ or

‘YTHDF’) and their identified protein sequence (i.e. RefSeq

accession number NP) collected from NCBI and used as

query sequences to search for putative homologue

sequences in Crassostrea gigas databases. The presence of

oyster orthologue RNA and protein sequences was investi-

gated by reciprocal BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi) on the Crassostrea gigas GigaTON [69] and

NCBI databases, and results were compared between the

two oyster databases. Domain prediction was performed

with CD search software (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Structure/cdd/wrpsb.cgi) with default settings on protein

sequences of Homo sapiens, Drosophila melanogaster and

Crassostrea gigas. The GRE-rich domain identified in verte-

brate Prrc2a sequence [27] was performed with ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam).

Protein machinery mRNA expression analyses

The transcriptome data of the different development stages

are available on the GigaTON database [69,70]. The corre-

spondence between development stages in our study and

the GigaTON database were assessed using light micro-

scopy based on the morphological description by Zhang

et al. [70] (Table S2). Expression data were expressed in

TPM (transcripts per kilobase per million reads) [71] to

provide a normalized comparison of gene expression

between all samples. The actual presence of some tran-

scripts that display unclear or chimeric sequences within

available oyster databases was assessed using RT-PCR

(Data S1).

Protein m6A RNA pull-down

Protein extraction and RNA affinity chromatography

Protein extraction and RNA affinity chromatography were

performed as described previously [27] with some modifica-

tions as follows. Equal amounts (1 million individuals) of

each developmental stage (oocyte to D-larvae) were pooled

together then homogenized in 3.5 volumes of buffer A

(10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH 7.9,

DEPC water, 1X protease inhibitor cocktail, DTT 0.5 mM)

by extensive pipetting (ca. 30 times) and incubated for

10 min at 4 °C. Embryos were ground with 10 slow 23-G

needle syringe strokes and centrifuged at 500 g for 10 min

at 4 °C. The supernatant was diluted in 0.11 volume of

buffer B (1.4 M KCl, 0.03 M MgCl2, HEPES 0.3 M, pH 7.9,

DEPC water), centrifuged at 10 000 g for 1 h at 4 °C, and

the supernatant containing cytosolic proteins was stored at

�80 °C. The pellet of the first centrifugation, containing

nuclei, was resuspended in two volumes of buffer C (0.42 M

NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 25% glycerol,

20 mM HEPES, pH 7.9, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT,

water DEPC). Nuclei were then lysed with a 23-G needle

(10 vigorous syringe strokes) followed by centrifugation at

25 000 g for 30 min at 4 °C, and the supernatant contain-

ing nuclear proteins was stored at �80 °C.

To identify putative proteins able to bind m6A-RNA,

the cytosolic and nuclear fractions were submitted to affin-

ity chromatography using 5’-biotin-labelled RNA oligonu-

cleotides either bearing N6-methylated adenosines or not.

The methylated adenosines were designed to lie within

RRACH motifs, according to the conserved methylated

consensus sequence in other organisms [2,3,7,33,72] (oligo-

m6A: 50Biotin-AGAAAAGACAACCAACGAGRR-m6A-

CWCAUCAU-30; oligo-A: 50Biotin-AGAAAAGACAAC-

CAACGAGRRACWCAUCAU-30, R = A or G, W = A or

U, Eurogentec).

For RNA pull-down, streptavidin-conjugated magnetic

beads (Dynabeads MyOne Streptavidin, Invitrogen) were

preblocked with 0.2 mg�mL�1 tRNA (Sigma-Aldrich) and

0.2 mg�mL�1 BSA for 1 h at 4 °C under gentle rotation

followed by three washes with 0.1 M NaCl. To avoid the

identification of nontarget proteins, cytosolic and nuclear

protein extracts were cleared with preblocked magnetic

beads in binding buffer (50 mM Tris/HCl, 250 mM NaCl,

0.4 mM EDTA, 0.1% NP-40, DEPC water, 1 mM DTT, 0.4

U�µL�1 RNAsin) for 1 h at 4 °C under gentle rotation.

After incubation on magnetic rack, the supernatants con-

taining putative target proteins were collected and mixed

with preblocked magnetic beads and oligo-m6A or oligo-A

for 2 h at 4 °C under gentle rotation. The beads binding

putative target proteins were washed three times with bind-

ing buffer and diluted in 50 mM ammonium bicarbonate.

Identification of m6A-binding proteins by LC-MS/MS

Protein samples were first reduced, alkylated and digested

with trypsin then desalted and concentrated onto a µC18

Omix (Agilent, Santa Clara, CA, USA) before analysis.

The chromatography step was performed on a nanoElute

(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) ultra-high-pressure

nanoflow chromatography system. Peptides were concen-

trated onto a C18 PepMap 100 (5 mm 9 300 µm i.d.) pre-

column (Thermo Scientific) and separated at 50 °C onto a

reversed-phase Reprosil column (25 cm 9 75 lm i.d.)

packed with 1.6 lm C18-coated porous silica beads (Ionop-

ticks, Parkville, Vic., Australia). Mobile phases consisted of

0.1% formic acid, 99.9% water (v/v) (A) and 0.1% formic
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acid in 99.9% ACN (v/v) (B). The nanoflow rate was set at

400 nL�min�1, and the gradient profile was as follows: from

2% to 15% B within 60 min, followed by an increase to

25% B within 30 min and further to 37% within 10 min,

followed by a washing step at 95% B and re-equilibration.

MS experiments were carried out on an TIMS-TOF Pro

mass spectrometer (Bruker Daltonics) with a modified

nano-electrospray ion source (CaptiveSpray, Bruker Dal-

tonics). The system was calibrated each week, and mass

precision was better than 1 ppm. A 1600 spray voltage with

a capillary temperature of 180 °C was typically employed

for ionizing. MS spectra were acquired in the positive mode

in the mass range from 100 to 1700 m/z. In the experiments

described here, the mass spectrometer was operated in

PASEF mode with exclusion of single-charged peptides. A

number of 10 PASEF MS/MS scans were performed during

1.16 s from charge range 2–5.

The fragmentation pattern was used to determine the

sequence of the peptide. Database searching was performed

using the MASCOT 2.6.1 program (Matrix Science, London,

UK) with a Crassostrea gigas UniProt database (including

25 982 entries). The variable modifications allowed were as

follows: C-carbamidomethylation, K-acetylation, methion-

ine oxidation and deamidation (NQ). The ‘Trypsin’ param-

eter was set to ‘Semispecific’. Mass accuracy was set to

30 ppm and 0.05 Da for MS and MS/MS mode, respec-

tively. Mascot data were then transferred to Proline valida-

tion software (http://www.profiproteomics.fr/proline/) for

data filtering according to a significance threshold of < 0.05

and the elimination of protein redundancy on the basis of

proteins being evidenced by the same set or a subset of

peptides (Data S2).

Gene ontology analysis

The mRNA sequences of the characterized m6A-binding

proteins were identified using TBLASTN [73-75] against the

GigaTON database [69] with default settings. Gene ontol-

ogy (GO) analyses were carried out with the GO annota-

tions obtained from GigaTON database gene universe [69].

GO term enrichment tests were performed using the GOSEQ

(V1.22.0) R package [76] with P-values calculated by the

Wallenius method and filtered using REVIGO [77]. GO

terms with a P-value < 0.05 were considered significantly

enriched (Data S3).

Statistical analyses and graph production

Results are given as the mean � SD of three independent

experiments unless otherwise stated. They were analysed

using one-way ANOVA or Kruskal–Wallis tests when

required, depending on the normality of result distribution.

The normality was tested using the Shapiro–Wilk test and

homoscedasticity of variances with Bartlett’s tests. Statistics

and graphics were computed with PRISM v.6 (GraphPad), R

(v.3.6.1) and RSTUDIO (v.1.0.153) softwares. The R packages

eulerr [78] and Complexheatmap [79] were used for produc-

tion of specific figures.
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Data S1: Complete list of in silico identified putative m6A machinery proteins and their respective BLAST results

Probable assembly artefact highlighted in grey
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NCBI gi|762097205 (XP_011431161.1) 374

gi|72534750 (NP_001026902.1) 727

gi|94536805 (NP_588611.2) 709

gi|1061213987 (NP_001317627.1) 735

gi|24656811 (NP_647811.2) 721

gi|24656816 (NP_728876.1) 710

CHOYP_YTDC1.2.2 636

CHOYP_LOC586835.1.1 545

NCBI gi|762070401 (XP_011447601.1) 636

gi|269847874 (NP_073739.3) 1430

gi|1066536696 (NP_001332904.1) 1268

gi|1066546270 (NP_001332905.1) 1130

Drosophila melanogaster 

GIGATON CHOYP_YTDC2.1.1 1572

NCBI gi|762086858 (XP_011425711.1) 1572

GIGATON

Crassostrea gigas

Crassostrea gigas

Crassostrea gigas

YTHDC1

ALKBH5

NCBIDrosophila melanogaster ( YT521)

NCBIHomo sapiens

NCBI

YTHDC2

NCBIHomo sapiens

Crassostrea gigas

AdoMet Mtases SF S-adenosylmethionine binding site

2OG-FeII_Oxy

2OG-FeII_Oxy

2OG-FeII_Oxy

YTH

YTH

YTH

YTH CDC27

YTH CDC27

YTH CDC27

YTH HrpA DEAD-like_helicase_N SF ANKYR

YTH R3H_DEXH_helicaseHrpA

YTH HrpA R3H super family Ank_2

YTH HrpA R3H super family Ank_2

AdoMet Mtases SF S-adenosylmethionine binding site

YTH

YTH

DEXHc_YTHDC2 OB_NTP_bind

YTH HrpA DEXHc_YTHDC2 OB_NTP_bind

OB_NTP_bind



gi|29791407 (AAH50284.1) 559

gi| 12803469 (AAH02559.1) 579

gi|31419299 (AAH52970.1) 585

gi|21356147 (NP_651322.1) 700

gi|24649883 (NP_733067.1) 699

gi|161078590 (NP_001097905.1) 694

CHOYP_COX1.6.15 532

CHOYP_LOC100371022.1.1 531

NCBI gi|762146089 (XP_011456337.1) 522

gi|4504447 (NP_002128.1) 341

gi|14043072 (NP_112533.1) 353

gi|24650831 (NP_733249.1) 364

gi|17738267 (NP_524543.1) 365

gi|24650838 (NP_733252.1) 361

gi|24650833 (NP_733250.1) 360

CHOYP_LOC100748395.1.7 229

CHOYP_LOC100748395.2.7 394

CHOYP_LOC100748395.3.7 315

CHOYP_LOC100748395.4.7 372

CHOYP_LOC100748395.6.7 315

CHOYP_AGAP_AGAP002374.1.1 236

NCBIHomo sapiens

Drosophila melanogaster  (CG6422)

YTHDF

Crassostrea gigas

GIGATON

Crassostrea gigas

hnRNPA2B1

NCBI

NCBI

GIGATON

Homo sapiens

Drosophila melanogaster (hrb98DE)

RPA_2b-aaRSs_OBF_likeYTH

YTH

YTH

YTH

YTH

YTH

YTH

YTH

YTH

RRM1_hA2B1 RRM2_hA2B1 Putative DNA binding site hnRNPA1

RRM1_hA2B1 RRM2_hA2B1 Putative DNA binding site hnRNPA1

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM_SF

PHA03247 super family



CHOYP_LOC100748395.5.7 205

gi|762104361 (XP_011434715.1) 370

gi|762104364 (XP_011434716.1) 369

gi|762104366 (XP_011434717.1) 363

gi|762104368 (XP_011434718.1) 353

Homo sapiens NCBI gi|314122241 (NP_004629.3) 2157

Drosophila melanogaster

CHOYP_LOC100559941.1.2 2578

CHOYP_LOC100559941.2.2 2554

gi|1139830093 (XP_019928978.1) 2922

gi|56237027 (NP_006537.3) 577

gi|238624257 (NP_001153895.1) 438

gi|64085377 (NP_006539.3) 599

gi|56118219 (NP_001007226.1) 556

gi|631226390 (NP_001278798.1) 605

gi|631226392 (NP_001278801.1) 542

gi|631226396 (NP_001278802.1) 536

gi|631226394 (NP_001278803.1) 493

gi|631226398 (NP_001278804.1) 463

gi|30795212 (NP_006538.2) 579

gi|386764188 (NP_001036268.2) 631

Crassostrea gigas

GIGATON

IGF2BP

Homo sapiens NCBI

Prrc2a

NCBI

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM_SF

GRE-rich domain BAT2_N

GRE-rich domain BAT2_N PTZ00121 PTZ00449

KH-I KH-1 RRM1_IGF2BP1 RRM2_IGF2BP1

KH-I KH-1 RRM1_IGF2BP2 RRM2_IGF2BP2PCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM1_IGF2BP1 RRM_SF super family

KH-I KH-1 RRM1_IGF2BP2 RRM2_IGF2BP2PCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM1_IGF2BP2 RRM_SF super familyPCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM_SF super familyPCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM2_IGF2BP2PCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM2_IGF2BP2PCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM_SF super familyPCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM2_VICKZ

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

RRM1_hA_like RRM_SF Putative DNA binding site

GRE-rich domain BAT2_N PTZ00121 PTZ00449

GRE-rich domain BAT2_N PTZ00121 PTZ00449

KH-I KH-1 RRM1_IGF2BP3 RRM2_IGF2BP3PCBP_like_KH



gi|386764191 (NP_001245616.1) 638

gi|17530887 (NP_511111.1) 566

gi|24641097 (NP_727451.1) 573

gi|281360685 (NP_001162717.1) 580

GIGATON CHOYP_LOC100114171.1.1 607

gi|762079091 (XP_011412002.1) 611

gi|762079093 (XP_011412008.1) 607

gi|762079095 (XP_011412017.1) 590

Homo sapiens NCBI gi|4503509(NP_003741.1) 1382

gi|665393171 (NP_730838.3) 1140

gi|24643988 (NP_649470.2) 1140

CHOYP_BRAFLDRAFT_75590.1.1 155

CHOYP_UBP47.2.2 1253

CHOYP_MROH1.1.1 1046

gi|762160635 (XP_011418535.1) 759

gi|762122193 (XP_011444042.1 ) 1252

Drosophila melanogaster (IGF-II binding protein) NCBI

Crassostrea gigas

NCBI

NCBI

GIGATON

Crassostrea gigas

eIF3a

Drosophila melanogaster (IGF-II binding protein) NCBI

KH-I KH-1 RRM2_VICKZ

KH-I KH-1

KH-I KH-1

KH-I KH-1

KH-I KH-1 RRM1_VICKZ RRM_SF super familyPCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM1_VICKZ RRM_SF super familyPCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM1_VICKZ RRM_SF super familyPCBP_like_KH

KH-I KH-1 RRM1_VICKZ RRM_SF super familyPCBP_like_KH

PINT Smc super family U2AF_Ig super family dnaA super family Rho SF

PINT DUF5401 Rho SF

PINT DUF5401 Rho SF

PAM DUF5401

PAM DUF5401

PAM DUF5401

PAM DUF5401



Data S1: Complete list of in silico identified putative m6A machinery proteins and their respective BLAST results

Crassostrea gigas

gi|21361827 

(NP_062826.2)

gi|21355141 

(NP_651204.1)

CHOYP_PHUM_PHUM423190.1.1 52.3% 73.26%

gi|762092209 (XP_011428532.1) 52.81% 73.96%

gi|24308265 

(NP_066012.1)

gi|19920926 

(NP_609205.1)

CHOYP_MET14.1.1 62.03% 58.05%

CHOYP_LOC100743733.1.1 60.88% 57.76%

gi|762082967 (XP_011424173.1) 61.58% 58.05%

gi|395455090 

(NP_001257460.1)

gi|23199974 

(NP_690596.1)

gi|395455092 

(NP_001257461.

1)

gi|24653459 

(NP_523732.2)

gi|24653461 

(NP_725327.1)

CHOYP_FL2D.1.1 52.68%  47.55%  47.55% 56.16% 58.42%

CHOYP_SODM.1.2 47.55%  47.92%  47.65% 60.40% 60.40%

CHOYP_LOC100121674.1.1 52.68%  47.55%  47.55% 56.16% 58.42%

gi|762078268 (XP_011453082.1) 51.06%  47.55%  47.55% 53.49% 58.42%

gi|33946282 

(NP_056311.2)

gi|33946280 

(NP_892121.1)

gi|17864576 

(NP_524900.1)

CHOYP_VIR.1.1 30.70%  29.59% 25.49%

gi|762120202 (XP_011443024.1) 30.85%  30.17% 25.49%

gi|762120200 (XP_011443023.1) 30.85%  30.17% 25.49%

gi|1139822239 (XP_019927346.1) 30.89%  30.17% 25.49%

gi|1139822241 (XP_019927347.1) 30.95%  30.24% 25.49%

gi|1139822243 (XP_019927348.1) 30.62%  30.35% 26.04%

gi|209180481 

(NP_079090.2)

gi|546230945 

(NP_001271220.1

)

gi|19921556 

(NP_609993.1)

gi|24585301 

(NP_724217.1)

gi|442628448 

(NP_788075.2)

gi|442628450 

(NP_001260593.

1)

CHOYP_LOC100864501.1.1 43.27%  43.96% 60.45% 60.45% 60.45% 60.45%

gi|762140345 (XP_011453340.1) 29.43%  29.68% 56.29% 60.45% 56.29% 60.45%

gi|762140347 (XP_011453341.1) 29.28%  29.68% 57.14% 60.45% 57.14% 60.45%

gi|1060099240 

(NP_001317493.1)

gi|1060099108 

(NP_001317496.1

)

gi|116008442 

(NP_055885.3)

gi|24643154 

(NP_573339.1)

gi|665392303 

(NP_001285418.1)

gi|665392305 

(NP_001285419.1)

CHOYP_BRAFLDRAFT_120702.1.1 37.11%  37.11%  37.11% N/A N/A N/A

CHOYP_LOC100568158.1.1 37.11%  37.11%  37.11% N/A N/A N/A

gi|762096734 (XP_011430912.1) 31.48%  31.48%  40.00% N/A N/A N/A

gi|762096736 (XP_011430913.1) 31.48%  31.48%  40.00% N/A N/A N/A

gi|762096738 (XP_011430914.1) 31.48%  31.48%  40.00% N/A N/A N/A

gi|762096740 (XP_011430915.1) 31.68%  31.68%  40.58% N/A N/A N/A

gi|47933339 

(NP_073605)

gi|319996623 

(NP_001188474)

gi|54607124 

(NP_037418)

gi|24586450 

(NP_724633)

gi|19921778 

(NP_610339)

gi|665399388 

(NP_001286174)

CHOYP_LOC663518.1.1 56.73% 56.73% 61.59% 59.22% 59.22% 59.22%

gi|762129377 (XP_011447812) 41.64% 41.64% 34.94% 42.75% 42.75% 42.75%

gi|122114654 

(NP_076991.3)

gi|19922302 

(NP_611015.1)

CHOYP_LOC100561572.1.1 38.05% 38.81%

gi|762141911 (XP_011454156.1) 37.68% 39.16%

gi|762141913 (XP_011454157.1) 37.68% 39.16%

gi|148539642 

(NP_060228.3)

CHOYP_BRAFLDRAFT_126925.1.1 72.43% 

gi|762097205 (XP_011431161.1) 72.43% 

gi|72534750 

(NP_001026902.1)

gi|94536805 

(NP_588611.2)

gi|1061213987 

(NP_001317627.

1)

gi|24656811 

(NP_647811.2)

gi|24656816 

(NP_728876.1)

CHOYP_YTDC1.2.2 46.61%  46.61%  45.30% 57.74% 57.74%

CHOYP_LOC586835.1.1 51.52%  51.52%  52.27% 57.74% 57.74%

gi|762070401 (XP_011447601.1) 43.92%  44.52%  42.86% 46.53% 46.53%

gi|269847874 

(NP_073739.3)

gi|1066536696 

(NP_001332904.1

)

gi|1066546270 

(NP_001332905.

1)

CHOYP_YTDC2.1.1 52.99% 53.66% 51.83%

gi|762086858 (XP_011425711.1) 53.09%  53.77%  52.05%

gi|29791407 

(AAH50284.1)

gi| 12803469 

(AAH02559.1)

gi|31419299 

(AAH52970.1)

gi|21356147 

(NP_651322.1)

gi|24649883 

(NP_733067.1)

gi|161078590 

(NP_001097905.1)

CHOYP_COX1.6.15 53.09%  53.77%  52.05% 71.51% 71.51% 71.51%

CHOYP_LOC100371022.1.1 53.09%  53.77%  52.05% 71.51% 71.51% 71.51%

gi|762146089 (XP_011456337.1) 43.49%  71.21%  71.72% 71.20% 71.20% 71.20%

gi|4504447 

(NP_002128.1)

gi|14043072 

(NP_112533.1)

gi|24650831 

(NP_733249.1)

gi|17738267 

(NP_524543.1)

gi|24650838 

(NP_733252.1)

gi|24650833 

(NP_733250.1) 

CHOYP_LOC100748395.1.7 55.37%  54.71% 58.14% 58.14% 58.14% 58.14%

CHOYP_LOC100748395.2.7 55.37% 54.71% 58.14% 58.14% 58.14% 58.14%

CHOYP_LOC100748395.3.7 55.37% 54.71% 58.14% 57.71% 58.14% 58.14%

CHOYP_LOC100748395.4.7 55.37% 54.71% 58.14% 58.14% 58.14% 58.14%

CHOYP_LOC100748395.6.7 55.37%  54.71% 58.14% 57.71% 58.14% 58.14%

CHOYP_AGAP_AGAP002374.1.1 54.24%  53.53% 58.72% 58.29% 58.29% 56.83%

CHOYP_LOC100748395.5.7 55.37%  54.71% 58.14% 58.14% 58.14% 58.14%

gi|762104361 (XP_011434715.1) 55.37%  55.37% 58.14% 58.14% 58.14% 58.14%

gi|762104364 (XP_011434716.1) 54.80%  54.80% 58.72% 58.72% 58.72% 58.72%

gi|762104366 (XP_011434717.1) 55.37%  55.37% 58.14% 58.14% 58.14% 58.14%

gi|762104368 (XP_011434718.1) 55.37%  55.37% 50.63% 50.63% 50.63% 50.63%

gi|314122241 

(NP_004629.3)

CHOYP_LOC100559941.1.2 46.02%

CHOYP_LOC100559941.2.2 46.02%

gi|1139830093 (XP_019928978.1) 34.66%

gi|56237027 

(NP_006537.3)

gi|238624257 

(NP_001153895.1

)

gi|64085377 

(NP_006539.3)

gi|56118219 

(NP_001007226.

1)

gi|631226390 

(NP_001278798.1)

gi|631226392 

(NP_001278801.1)

gi|631226396 

(NP_001278802.

1)

gi|631226394 

(NP_001278803.1)

gi|631226398 

(NP_001278804

.1)

gi|30795212 

(NP_006538.2)

gi|386764188 

(NP_001036268.2

)

gi|386764191 

(NP_001245616.1)

gi|17530887 

(NP_511111.1)

gi|24641097 

(NP_727451.1)

gi|281360685 

(NP_001162717.

1)

CHOYP_LOC100114171.1.1 34.87% 35.71% 35.86%  N/A 35.50% 34.93% 35.34% 35.85% 38.61% 33.16% 42.72% 42.26% 44.89% 44.89% 44.20%

gi|762079091 (XP_011412002.1) 34.80%  36.39%  35.96%  36.52%  35.61%  35.53%  35.93%  36.38%  39.76%  33.78% 42.83% 42.83% 45.07% 45.07% 44.37%

gi|762079093 (XP_011412008.1) 35.04%  36.39%  36.20%  36.77%  36.11%  35.83%  35.93%  36.38%  39.76%  34.01% 42.77% 42.45% 45.07% 45.07% 44.52%

gi|762079095 (XP_011412017.1) 34.80%  36.39%  35.96%  36.52%  35.88%  35.53%  36.24%  36.38%  39.76%  33.78% 42.83% 42.83% 45.07% 45.07% 44.37%

gi|4503509(NP_003

741.1)

gi|665393171 

(NP_730838.3)

gi|24643988 

(NP_649470.2)

CHOYP_BRAFLDRAFT_75590.1.1 40.86% 45.97% 45.97%

CHOYP_UBP47.2.2 63.83% 50.89% 50.89%

CHOYP_MROH1.1.1 63.71% 50.89% 50.89%

gi|762160635 (XP_011418535.1) 54.20% 44.99% 44.99%

gi|762122193 (XP_011444042.1 ) 58.13% 48.45% 48.45%

METTL3

eIF3a

Homo sapiens Drosophila melanogaster

Prrc2a

IGF2BP

YTHDC1

YTHDC2

YTHDF

hnRNPA2B1

VIRILIZER-like

HAKAI

ZC3H13

METTL16

ALKBH5

WTAP

METTL14

RBM15/15B

































Data S3: Complete list of GO terms of clustered genes of m6A interacting proteins (p-value<0,05)

Cluster term_ID description log10 p-value Class

cluster1 GO:0006172 ADP biosynthetic process -2,848 Biological process

cluster1 GO:0006886 intracellular protein transport -6,1176 Biological process

cluster1 GO:0015031 protein transport -1,6944 Biological process

cluster1 GO:0006511 ubiquitin-dependent protein catabolic process -1,8071 Biological process

cluster1 GO:0030833 regulation of actin filament polymerization -2,5256 Biological process

cluster1 GO:0006563 L-serine metabolic process -2,3716 Biological process

cluster1 GO:0006544 glycine metabolic process -2,0706 Biological process

cluster1 GO:0016192 vesicle-mediated transport -3,119 Biological process

cluster1 GO:0006429 leucyl-tRNA aminoacylation -2,1763 Biological process

cluster1 GO:0006413 translational initiation -1,3708 Biological process

cluster1 GO:0006122 mitochondrial electron transport, ubiquinol to cytochrome c -1,9328 Biological process

cluster1 GO:0048280 vesicle fusion with Golgi apparatus -2,3699 Biological process

cluster1 GO:0006888 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,4737 Biological process

cluster1 GO:0030117 membrane coat -3,0546 Cellular component

cluster1 GO:0030127 COPII vesicle coat -1,6994 Cellular component

cluster1 GO:0030131 clathrin adaptor complex -1,5595 Cellular component

cluster1 GO:0005737 cytoplasm -2,3551 Cellular component

cluster1 GO:0031105 septin complex -2,0349 Cellular component

cluster1 GO:0005850 eukaryotic translation initiation factor 2 complex -2,6924 Cellular component

cluster1 GO:0005856 cytoskeleton -1,6967 Cellular component

cluster1 GO:0005750 mitochondrial respiratory chain complex III -1,9328 Cellular component

cluster1 GO:0000139 Golgi membrane -1,4267 Cellular component

cluster1 GO:0003743 translation initiation factor activity -2,6564 Molecular function

cluster1 GO:0004372 glycine hydroxymethyltransferase activity -2,3716 Molecular function

cluster1 GO:0005488 binding -1,66 Molecular function

cluster1 GO:0008565 protein transporter activity -2,7964 Molecular function

cluster1 GO:0004823 leucine-tRNA ligase activity -2,1763 Molecular function

cluster1 GO:0008242 omega peptidase activity -2,0158 Molecular function

cluster1 GO:0008536 Ran GTPase binding -1,4396 Molecular function

cluster1 GO:0005525 GTP binding -1,9855 Molecular function

cluster1 GO:0016813
hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) 

bonds, in linear amidines
-1,9675 Molecular function

cluster1 GO:0002161 aminoacyl-tRNA editing activity -1,4387 Molecular function

cluster1 GO:0016776 phosphotransferase activity, phosphate group as acceptor -2,0567 Molecular function

cluster1 GO:0005543 phospholipid binding -1,3689 Molecular function

cluster1 GO:0004017 adenylate kinase activity -2,2504 Molecular function

cluster1 GO:0019205 nucleobase-containing compound kinase activity -1,9387 Molecular function

cluster1 GO:0019904 protein domain specific binding -1,4245 Molecular function

cluster1 GO:0004843 thiol-dependent ubiquitin-specific protease activity -1,6596 Molecular function

cluster1 GO:0003779 actin binding -1,33 Molecular function

cluster 2 GO:0006376 mRNA splice site selection -2,2802 Biological process

cluster 2 GO:0016192 vesicle-mediated transport -1,9467 Biological process

cluster 2 GO:0006511 ubiquitin-dependent protein catabolic process -1,895 Biological process

cluster 2 GO:0051603 proteolysis involved in cellular protein catabolic process -1,4434 Biological process

cluster 2 GO:0006281 DNA repair -1,946 Biological process

cluster 2 GO:0006164 purine nucleotide biosynthetic process -1,9132 Biological process

cluster 2 GO:0006606 protein import into nucleus -1,6687 Biological process

cluster 2 GO:0006367 transcription initiation from RNA polymerase II promoter -1,8729 Biological process

cluster 2 GO:0045893 positive regulation of transcription, DNA-templated -1,8902 Biological process

cluster 2 GO:0051276 chromosome organization -1,9322 Biological process

cluster 2 GO:0005685 U1 snRNP -2,0889 Cellular component

cluster 2 GO:0005694 chromosome -1,6569 Cellular component

cluster 2 GO:0019773 proteasome core complex, alpha-subunit complex -1,7608 Cellular component

cluster 2 GO:0005839 proteasome core complex -1,4434 Cellular component



cluster 2 GO:0005643 nuclear pore -1,5471 Cellular component

cluster 2 GO:0003938 IMP dehydrogenase activity -2,5964 Molecular function

cluster 2 GO:0005488 binding -5,6024 Molecular function

cluster 2 GO:0008536 Ran GTPase binding -3,3815 Molecular function

cluster 2 GO:0008565 protein transporter activity -1,3099 Molecular function

cluster 2 GO:0017056 structural constituent of nuclear pore -2,5981 Molecular function

cluster 2 GO:0016844 strictosidine synthase activity -2,4472 Molecular function

cluster 2 GO:0042578 phosphoric ester hydrolase activity -2,0068 Molecular function

cluster 2 GO:0008641 small protein activating enzyme activity -1,8257 Molecular function

cluster 2 GO:0003729 mRNA binding -1,9507 Molecular function

cluster 2 GO:0000166 nucleotide binding -1,9175 Molecular function

cluster 2 GO:0030554 adenyl nucleotide binding -1,4276 Molecular function

cluster 2 GO:0004175 endopeptidase activity -1,4434 Molecular function

cluster 2 GO:0004298 threonine-type endopeptidase activity -1,4434 Molecular function

cluster 3 GO:0006184 (obsolete) GTP catabolic process -1,3497 Biological process

cluster 3 GO:0007156
homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion 

molecules
-1,6645 Biological process

cluster 3 GO:0008152 metabolic process -1,9382 Biological process

cluster 3 GO:0015986 ATP synthesis coupled proton transport -4,8627 Biological process

cluster 3 GO:0006096 glycolytic process -1,4156 Biological process

cluster 3 GO:0051258 protein polymerization -2,6757 Biological process

cluster 3 GO:0044262 cellular carbohydrate metabolic process -2,0966 Biological process

cluster 3 GO:0006388 tRNA splicing, via endonucleolytic cleavage and ligation -1,523 Biological process

cluster 3 GO:0006879 cellular iron ion homeostasis -1,4857 Biological process

cluster 3 GO:0007017 microtubule-based process -2,4915 Biological process

cluster 3 GO:0006412 translation -2,0331 Biological process

cluster 3 GO:0006122 mitochondrial electron transport, ubiquinol to cytochrome c -2,0662 Biological process

cluster 3 GO:0000276
mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex, coupling 

factor F(o)
-4,1068 Cellular component

cluster 3 GO:0005750 mitochondrial respiratory chain complex III -2,0662 Cellular component

cluster 3 GO:0045261 proton-transporting ATP synthase complex, catalytic core F(1) -2,0025 Cellular component

cluster 3 GO:0005874 microtubule -2,2282 Cellular component

cluster 3 GO:0005882 intermediate filament -1,9067 Cellular component

cluster 3 GO:0043231 intracellular membrane-bounded organelle -2,1492 Cellular component

cluster 3 GO:0005852 eukaryotic translation initiation factor 3 complex -1,6821 Cellular component

cluster 3 GO:0005737 cytoplasm -1,9776 Cellular component

cluster 3 GO:0005840 ribosome -2,0503 Cellular component

cluster 3 GO:0043234 protein complex -2,6757 Cellular component

cluster 3 GO:0004739 pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring) activity -2,8179 Molecular function

cluster 3 GO:0016624
oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of 

donors, disulfide as acceptor
-2,0554 Molecular function

cluster 3 GO:0005200 structural constituent of cytoskeleton -2,3865 Molecular function

cluster 3 GO:0005525 GTP binding -1,9304 Molecular function

cluster 3 GO:0015078 hydrogen ion transmembrane transporter activity -3,0193 Molecular function

cluster 3 GO:0046961 proton-transporting ATPase activity, rotational mechanism -1,6263 Molecular function

cluster 3 GO:0046933 proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism -1,7326 Molecular function

cluster 3 GO:0004775 succinate-CoA ligase (ADP-forming) activity -2,3995 Molecular function

cluster 3 GO:0046912
transferase activity, transferring acyl groups, acyl groups converted 

into alkyl on transfer
-2,3982 Molecular function

cluster 3 GO:0016874 ligase activity -1,4798 Molecular function

cluster 3 GO:0048037 cofactor binding -1,6628 Molecular function

cluster 3 GO:0008199 ferric iron binding -1,4607 Molecular function

cluster 3 GO:0005544 calcium-dependent phospholipid binding -1,6049 Molecular function

cluster 3 GO:0003878 ATP citrate synthase activity -2,3995 Molecular function

cluster 3 GO:0003735 structural constituent of ribosome -1,9881 Molecular function



Table S1: Transitions used for each compound. A: first transition, B: second transition 

Nucleoside Retention 

time (min) 

MRM 

precursor 

(m/z)  

MRM  product 

(m/z)  

Collision Energy 

(V)     

A B A B 

A 3.07 268.0 135.9 119.0 -30 -12 

m6A  2.12 282.0 150.1 123.1 -17  -46 

 



Table S2: Correspondence between development stages in our study, and the GigaTON 
database. 

Development stages : This Study Development stages : GigaTON [52] 

Oocytes E (Eggs) 

2/8 Cells 

TC (Two Cell embryos) 

FC (Four Cell embryos) 

EM (Early Morula) 

Morula M (Morula) 

Blastula 
B (Blastula) 

RM (Rotary Movement) 

Gastrula 

FS (Free Swimming) 

EG (Early Gastrula) 

G (Gastrula) 

T (Trochophore) 1 

Trochophore 

T2 

T3 

T4 

T5 

ED (Early D larvae) 1 

D larvae 

ED2 

D (D larvae)1 

D2 

D3 

D4 

D5 

Spat S (Spat) 

Juvenile J (Juvenile) 
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4. Bilan du chapitre I 

 

Figure 21 : Schéma bilan du chapitre I 

L’étude de la conservation de la m6A et de sa machinerie met en évidence la 

conservation de cette marque épitranscriptomique et une dynamique spécifique sur 

les ARN polyadénylés différente de celle observée sur les ARN totaux, au cours du 

développement de C. gigas. Les trois classes de protéines qui composent la 

machinerie (writers, erasers et readers) sont potentiellement conservées et régulées 

lors du développement embryo-larvaire de l’huître creuse. De plus, nous avons 

confirmé la liaison de protéines à un m6A-oligonucléotide. Ces potentiels readers sont 

impliqués dans l’initiation de la traduction lors de la segmentation, l’apport d’énergie et 

l’intégration de signaux lors de la gastrulation, et l’épissage et l’export nucléaire après 

la gastrulation. L’ensemble de ces résultats évoque un rôle de la m6A dans le 

développement embryo-larvaire de C. gigas et plus particulièrement dans la MZT, la 

gastrulation et la différenciation cellulaire. 
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 Chapitre II : Caractérisation des profils 

développementaux de la N6-

methyladenosine 
1. Préambule 

Le développement des Bilatériens passe par une succession d’étapes et la 

formation de transcriptomes spécifiques qui sont contrôlés par une machinerie 

moléculaire complexe. Cette machinerie comprend des acteurs de régulation pré-

transcriptionnelle, qui influencent notamment la formation de l’hétérochromatine, et 

transcriptionnelle en régulant la liaison du complexe de transcription à un gène cible. 

À cela s’ajoute une voie de régulation post-transcriptionnelle basée sur le devenir des 

ARN. Récemment, il a été mis en évidence la présence d’une voie post-

transcriptionnelle via les modifications de l’ARN. La N6-méthyladénosine est un des 

composants de cette machinerie qui contrôle notamment la MZT et la différenciation 

cellulaire, des étapes clés du développement (Zhao et al., 2017, Heck et Wilusz, 2019).  

Bien que, dans le chapitre précédent nous ayons démontré la conservation d’une 

voie épitranscriptomique chez C. gigas, le rôle de la m6A reste inconnu. Grâce à la 

technique du MeRIP-seq nous avons générés les méthylomes de 10 stades de 

développement allant de l’ovocyte jusqu’au naissain. L’analyse de ces méthylomes a 

permis de mettre en évidence une méthylation sur différents types d’ARN codants et 

non-codants dont le niveau mais aussi la localisation sont dynamiques au cours du 

développement de l’huître creuse. Cette dynamique divise le développement en quatre 

étapes qui sont la segmentation, la gastrulation, la différentiation tissulaire et la 

métamorphose pendant lesquelles la m6A semble jouer un rôle crucial. En effet, 

l’analyse des fonctions associées aux ARNm différentiellement méthylés montre une 

potentielle régulation de la division cellulaire, la transduction de signaux, la 

morphogenèse et la différenciation cellulaire par la m6A. L’ensemble de ces résultats 

montre pour la première fois, à notre connaissance, un rôle de la m6A conservé dans 

le développement d’un Lophotrochozoaire et apporte de nouvelles données sur le 

contrôle et l’évolution du développement des Bilatériens. 
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Abstract 

The N6-methylation of RNA adenosines (N6-methyladenosine, m6A) has recently 

emerged as an important layer of the gene expression regulatory network with critical 

implications in vertebrate and insect development. However, despite an m6A-RNA 

pathway is present in the pacific oyster Crassostrea gigas, the developmental 

significance of epitranscriptomes in lophotrochozoan organisms remains unknown.  

Using MeRIP-seq, we generated transcriptome-wide m6A-RNA methylomes of 10 

embryo-larval to post-metamorphosis stages covering the whole development of the 

pacific oyster from oocytes to juvenile animals. We found that oyster RNA classes 

display specific m6A signatures, with mRNAs and lncRNAs exhibiting distinct profiles 

and being highly methylated compared to DNA transposon transcripts. 

Epitranscriptomes are dynamic and correspond to chronological steps of oyster 

development (cleavage, gastrulation, tissues differentiation and metamorphosis). They 

are marked with an overall drop of mRNA and lncRNA methylation at the morula stage 

followed by a global increase up to pre-metamorphosis. Messenger RNA m6A levels 

are correlated to transcript content and shifts in methyladenine profiles correspond to 

expression kinetics. Differentially methylated transcripts cluster according to embryo-

larval stages and bear the corresponding developmental functions including the 

regulation of cell division, signal transduction, morphogenesis and cell differentiation 

processes. The m6A of TE transcripts is also regulated and peaks during the 

gastrulation.  
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Altogether our results indicate that m6A epitranscriptomes are an important regulator 

of oyster development, potentially involved in the cleavage, maternal-to-zygotic 

transition and cell differentiation. This first epitranscriptome profiling across the 

development of a lophotrochozoan model brings new insights into the epigenetic 

control of developmental processes and their evolution. 

 

Keywords: Epitranscriptomes, m6A, RNA, development, oyster. 
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2. Introduction 

The success of development of metazoan organisms is conditioned by precise 

temporo-spatial regulation of gene expression. The N6-methylation of RNA adenosines 

(N6-methyladenosine, m6A) has recently emerged as a critical layer of the gene 

expression regulatory network. Indeed, in vertebrates m6A-RNA methylation is a 

required for the proper regulation of developmental processes such as cell 

differentiation (Ping et al., 2014, Zhang et al., 2017, 2020b), X chromosome 

inactivation (Patil et al., 2016, Coker et al., 2020), maternal-to-zygotic transition (MZT) 

(Zhao et al., 2017, Sui et al., 2020), neurogenesis (Yoon et al., 2017, Wu et al., 2018b, 

Edens et al., 2019), gametogenesis (Ivanova et al., 2017, Lasman et al., 2020a, Zeng 

et al., 2020) and the invalidation of enzymes which deposit m6A on RNA is lethal during 

the early development (Wang et al., 2014c, Geula et al., 2015). 

The m6A-RNA methylation is regulated by an enzymatic machinery composed 

of writers and erasers. Writers include the methyltransferase core complex METTL3, 

METTL14 and WTAP and its associated proteins (Yang et al., 2018b), which catalyze 

the deposition of methyl marks at the consensus sequence DRACH (D=A/G/T, R=A/G, 

H=A/C/T) (Meyer et al., 2012, Batista et al., 2014, Ke et al., 2015, Meyer et al., 2015, 

Xiao et al., 2019). Erasers as ALKBH5 (Zheng et al., 2013, Mauer et al., 2017) and the 

controversial FTO (Jia et al., 2011, Mauer et al., 2017) remove the methylation. The 

combined action of m6A writers and erasers make m6A profiles highly dynamic during 

the development of investigated species (Zhao et al., 2017, Knuckles et al., 2018, Sui 

et al., 2020, Wang et al., 2021).The biological effects of RNA methylation are mediated 

by reader proteins able to bind m6A. For example, the YTH protein family of readers is 

involved in RNA stability, translation (Wang et al., 2014a, 2015, Shi et al., 2017, Hsu 

et al., 2017), splicing (Xiao et al., 2016) and nuclear export (Roundtree et al., 2017). 

Other readers are involved in RNA maturation like hnRNPA2B1 (Alarcón et al., 2015), 

in m6A-RNA stability as IGF2BP (Huang et al., 2018) and Prrc2a (Wu et al., 2018b) 

and eIF3a which guides cap-independent translation of m6A-RNAs (Meyer et al., 

2015). This machinery allows guiding the methylation on specific RNA targets to 

modulate their cellular fate. As a result, m6A is a chemical modification that influences 

gene expression without modifying the associated transcript nucleic acid sequence 

and is therefore referred to as ‘epitranscriptomic’ (Saletore et al., 2012).  
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Many RNA species are subjected to m6A methylation, which is the most 

abundant internal modification in eukaryotic messenger RNAs (mRNAs). Up to date, 

elucidation of m6A distribution in RNA mostly relies on m6A-RNA immunoprecipitation 

combined with next generation sequencing. MeRIP-seq (or m6A-seq) (Dominissini et 

al., 2012, Meyer et al., 2012) and miCLIP (Linder et al., 2015, Ke et al., 2015) are the 

two major techniques. While miCLIP includes a crosslinking step before m6A-RNA 

immunoprecipitation that allows a better resolution, both methodologies revealed that 

N6-methyladenosines in mRNAs were mostly found in the 3’ untranslated transcribed 

region (UTR) at the vicinity of the stop codon (Dominissini et al., 2012, Meyer et al., 

2012, Linder et al., 2015, Ke et al., 2015). However, m6A is also present at lower levels 

in 5’-UTRs (Meyer et al., 2015, Coots et al., 2017), long internal exons (Dominissini et 

al., 2012, Batista et al., 2014) and introns (Louloupi et al., 2018, Xiao et al., 2019).  

While the N6-methyladenosine pattern is well described on mRNA targets, this 

epitranscriptomic mark is also found in non-coding RNAs (ncRNAs). The m6A-

methylation modulates the microRNAs (miRNAs) maturation (Alarcón et al., 2015), the 

translation (Yang et al., 2017b) and stability (Park et al., 2019) of circular RNAs 

(circRNAs), and the mRNA stability (Zhou et al., 2017). The N6-methyladenosine 

content controls the conformation of small nuclear RNAs (snRNAs) such as splicing 

factors U6 snRNA (Warda et al., 2017) and of small nucleolar RNAs (snoRNAs (Huang 

et al., 2017). In vertebrates more than 300 lncRNAs were demonstrated as m6A-

methylated (Meyer et al., 2012), a modification that alters the RNA structure towards 

an increased accessibility thereby protein interaction (Liu et al., 2017). In lncRNAs, 

m6A also affects their subcellular localization (Wu et al., 2019c) and stability (Ni et al., 

2019). In addition, the m6A-modification of lncRNAs can have functional outcomes, as 

indicated by the requirement of m6A-methylation of the XIST lncRNA for the 

transcriptional silencing of the inactivated X chromosome (Patil et al., 2016). The m6A 

in RNA encoded by transposable element genes (repeat RNAs) (Wan et al., 2015, Liu 

et al., 2020c) increases their stability and promotes chromatin compaction (Liu et al., 

2020c).  

Aside Vertebrates, the N6-methyladenosine modification of RNA was described 

in a wide diversity of organisms, such as insects (Lence et al., 2016, Kan et al., 2017, 

2020, Jiang et al., 2019), yeast (Schwartz et al., 2013) and plants (Chmielowska-Bąk 

et al., 2019). However, despite the developmental significance of m6A is conserved 

across evolution, several differences exist between animal groups. Indeed, in the fruit 
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fly, m6A is mostly present in the 5’UTR of mRNAs throughout head and embryo 

development (Kan et al., 2017, 2020, Soldano et al., 2020, Wang et al., 2020b) 

whereas methylation enrichment at 5’UTRs promotes cap-independent translation for 

transcript selection during stress response in Vertebrates (Zhou et al., 2015, Meyer et 

al., 2015, Coots et al., 2017). In Bombyx mori, mRNA is mostly m6A-methylated in 

coding sequences (CDS) and not UTRs, and is associated to the diapause (Li et al., 

2019) and a higher m6A content and gene expression regulation is found upstream the  

diapause (Jiang et al., 2019). Finally, in C.elegans, only few actors of the m6A 

machinery are present and methylation is mostly found in rRNAs (Sendinc et al., 2020). 

This situation opens crucial questions about the evolution of m6A-related molecular 

pathways, target genes and developmental significance that require investigations in 

divergent models. However, despite being of upmost importance for our understanding 

of the evolution of the molecular control of developmental processes, there is a critical 

lack of knowledge in lophotrochozoan organisms where epitranscriptomes were not 

investigated to date to our knowledge. 

The Pacific oyster Crassostrea gigas (i.e. Magallana gigas) is a bivalve mollusc 

whose great ecological and economical significance allowed its emergence as a model 

species within lophotrochozoan organisms. As such, an important amount of genetic, 

transcriptomic and epigenetic data has been generated in this model. Besides, the 

embryo-larval development of C.gigas is under the strong epigenetic influence of DNA 

methylation (Riviere et al., 2013, 2017, Saint-carlier et Riviere, 2015, Rondon et al., 

2017, Sussarellu et al., 2018) and histone marks (Fellous et al., 2014b, 2014a, 2019). 

Moreover, it has recently been demonstrated that m6A and its complete associated 

machinery are present in the oyster. This conservation exhibits features that strongly 

suggest of an epitranscriptomic regulation of early development up to the 

organogenesis completion (Le Franc et al., 2020). Oysters develop as pelagic larvae 

in sea water before they settle and metamorphose into fixed adult specimen. Therefore 

oyster early life stages are directly subjected to the variations of external environmental 

conditions such as temperature changes, UV exposure or endocrine disruptor 

contamination, that are described to influence m6A-RNA methylation (Zhou et al., 2015, 

Meyer et al., 2015, Xiang et al., 2017, Lu et al., 2019, Cayir et al., 2019, Liu et al., 

2020a). These features are highly suggestive of a functional significance of m6A-RNA 

methylation in oyster development., which remains unknown to date.  
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To answer these questions, we characterized the transcriptome-wide dynamics 

of m6A-methylomes across the entire development of the pacific oyster from the 

oocytes to the completion of the organogenesis.  We used MeRIP-seq to investigate 

the dynamics of m6A levels, localization, target RNA subsets and functional 

implications in a distant model to provide a better understanding of the evolution of 

developmental mechanisms and their epigenetic regulation. 

3. Results

Oyster RNA classes display specific developmental m6A signatures

In developing oysters, m6A methylation affects a vast majority of RNA classes, 

and is detected in 91.0% of mRNAs, 65,7% of lncRNAs, 87.0% of RNA TEs and 99.4% 

of DNA TEs. In contrast, oyster tRNA are mostly unmethylated (rRNA were not 

investigated here). In addition, 35.8% of mRNAs and 11.1% of lncRNAs display a 

significant m6A enrichment regarding the level of the input background (Figure 22A).

The methylation pattern depends on the RNA species considered. While m6A in mRNA 

is found from the 5’UTR to the 3’UTR, but more abundant around the stop codon, it is 

more randomly spread along lncRNAs (Figure 22B). m6A-methylation affects 

adenosines located within the ‘AGUGA*C’ sequence (where * marks the modified 

adenosine) which contains the conserved consensus motif ‘DRA*CH’ (Figure 22C)

(Meyer et al., 2012, Batista et al., 2014, Ke et al., 2015, Meyer et al., 2015, Xiao et al.,

2019). The mean methylation level differs between RNA classes and whereas mRNAs, 

lncRNAs and RNA TE RNAs display high methylation levels, DNA TE RNAs are 

significantly less methylated than mRNAs and lncRNAs (Figure 22D). The MeRIP–

seq procedure was validated by investigation of the status of five transcripts exhibiting 

contrasted m6A vs. mRNA profiles in other species (c-Myc, KLF, METTL3,

hnRNPA2B1 and Oct4) by targeted MeRIP-qPCR. All the examined candidates 

displayed similar patterns between the two techniques. For example, c-Myc and 

METTL3 showed important and minimum methylation levels respectively (Figure S1).
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Figure 22 : N
6
-methyladenosine signatures of oyster RNA classes.

A: m
6
A distribution among RNA classes (mRNA, messenger RNA, lncRNA, long non-coding RNA; DNA TE, DNA transposable 

element RNA; RNA TE, RNA transposable element RNA; misc. RNA, miscellaneous RNA; tRNA, transfer RNA). Diagram diameter 

was normalized between RNA classes. B. m
6
A localization along mRNAs and ncRNAs. UTR, untranslated region; CDS, coding 

sequence; kb, kilobase. C. Consensus sequence of the m
6
A motif in the oyster identified by HOMER. D. Violin plot of the mean 

methylation level of the methylated transcripts of mRNA, lncRNA, DNA and RNA (n=) TE classes during oyster development. Letters 
discriminate significantly different methylation levels (ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test, p<0,05).. E: Egg, FE: Fertilized 
egg, 2/8C: Two to eight cells, M: Morula, B: Blastula, G: Gastrula, T: Trochophore, D: D-larva, P: Pedeveliger, S: Spat. mRNA 
(messenger RNA), lncRNA (long non coding RNA), DNA TE (DNA transposable element), RNA TE (RNA transposable element), misc.
RNA (miscellaneous RNA), tRNA (transfer RNA).
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Oyster m6A epitranscriptomes are dynamic and correspond to defined steps of 

development chronology. 

The Principal Component Analysis (PCA) of MeRIP-seq data indicates that the 

samples group together according to the embryo-larval stages irrespective of the 

sampling experiment (Figure 23A). The PC1 and PC2 explain 16.7% and 8.5% of the 

variability, respectively, and the samples are overall ordered chronologically along the 

X-axis (PC1). The PCA plot can be divided into four areas defining four developmental

phases: cleavage (from oocytes to 2-8 cell-stage), gastrulation (blastula and gastrula 

stages), tissue differentiation (trochophore and D-larvae stages) and metamorphosis 

(pediveliger and spat stages). The morula stage is clearly individualized along the PC2, 

suggesting peculiar m6A-methylation and development features. This segregation is 

further confirmed by the pairwise correlation matrix, which also indicated a surprising 

proximity of cleavage and metamorphosis epitranscriptomic profiles (Figure 23B). The 

chronological segregation of developmental stages according to m6A methylation 

indicates that m6A-RNA epitranscriptomes are an important component of the 

developmental process. The m6A epitranscriptomes are dynamic during oyster 

development and also RNA class-specific. There is an important drop in the number of 

methylated transcripts at the morula stage followed by a general shift towards 

increased m6A-methylated mRNAs and lncRNAs onwards, which is especially marked 

at the late development stages (i.e. pediveliger and spat stages) (Figure 23C). The 

same tendency is also observed, although less importantly, for TE RNAs which 

unmethylated population becomes reduced in the late developmental phases (Figure 

23D). These results show that oyster development is associated to m6A

epitranscriptome dynamics. 

mRNA m6A profiles are regulated and associated to expression level and 

dynamics throughout oyster development

The mRNA m6A profile is highly dynamic during oyster development. Indeed, 

among the significantly methylated mRNAs (n= 8404), 17.8% of m6A-mRNA (n=1494) 

display a significant variation in their m6A level (Figure 24A), and their methylation 

level is significantly correlated to their expression level (Figure 24B). The differentially 

methylated m6A-mRNAs define 4 clusters according to their methylation (and 

expression) profiles, according to the developmental steps defined previously. 
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Figure 23 : Epitranscriptome dynamics during oyster development.
A. Principal component analysis of MeRIP-seq results. PCA plot of the first two
principal components of the MeRIP-seq results for each developmental sample of the 

two distinct experiments. B. Similarity (pairwise Pearson’s correlation matrix) of m
6
A-

methylation between samples based on IP/Input signal (see methods). C. Dynamics of

the m
6
A-methylation level of the mRNA (purple) and lncRNA (blue) transcripts. All the 

transcripts found m
6
A-enriched over background using MetPeak are represented.

Areas under the curve are normalized for each RNA class. Undetectable methylation 

was arbitrarily affected a -5 value for representation purpose. D. Dynamics of the m
6
A-

methylation level of the DNA TE (green) and RNA TE (yellow) transcripts. All the 
transcripts whose methylation was detected in at least one stage are represented on 
the density plots. Areas under the curve are normalized for each RNA class. 
Undetectable methylation was arbitrarily affected a -5 value for representation purpose. 
E: Egg, F E: Fertilized egg, 2/8C: Two to eight cells, M: Morula, B: Blastula, G: Gastrula, 
T: Trochophore, D: D larvae, P: Pediveliger, S: Spat.
 E: Egg (oocyte), FE: Fertilized egg, 2/8C: Two to eight cell-stage, M: Morula, B: 
Blastula, G: Gastrula, T: Trochophore, D: D-larva, P: Pedeveliger, S: Spat. mRNA 
(messenger RNA), lncRNA (long non coding RNA), DNA TE (DNA transposable 
element), RNA TE (RNA transposable element).
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The cluster 1 includes mRNAs with a strong methylation and transcript content 

in the early stages (up to the morula stage) which decreases afterwards. By contrast, 

the mRNAs within the three other clusters display poor methylation during early stages 

which strongly increases from the gastrulation (cluster 2), the trochophore stage 

(cluster 3) and the pediveliger stage (cluster4), and remain strongly methylated 

afterwards. Overall, there is a marked decrease of m6A methylation at the morula 

stage. 

Besides the level of methylation, the localization of m6A within mRNAs can also 

depend on the cluster considered. Indeed, cluster 1 mRNAs, that are mostly maternal

mRNAs, are methylated mostly around their stop codon and this localization remains 

unchanged. By contrast, mRNAs within the three other clusters, that are mostly 

expressed from the zygotic genome, display a marked biphasic profile with a relative 

increase in their 5’-m6A content at the vicinity of the CDS start and start codon when 

little expressed (Figure 24C). However, this pattern shifts towards a less biphasic, 

dominant around the stop codon in the later development stages when their 

methylation and expression levels increase. Furthermore, these m6A-mRNAs have 

their methylation and expression dynamics strongly correlated, whereas early 

expressed and methylated mRNAs without 5’-CDS methylation do not (Figure 24D). 

This indicates that mRNA expression dynamics are correlated to m6A profile dynamics 

after, but not before, the zygotic genome activation. Together these results bring to 

light a regulation of gene expression by both the level and localization of m6A

methylation across oyster developmental stages.

mRNAs differentially m6A-methylated during oyster development bear the 

corresponding developmental functions.

The gene ontology (GO) analysis of differentially methylated m6A-mRNAs 

shows term enrichment overall related to developmental processes like 

morphogenesis and mesoderm development, with more specific functions 

corresponding to each methylation cluster (Figure 25). The cluster 1 (cleavage) is 

enriched in terms related to the cell division whereas later clusters (gastrulation, tissue 

differentiation and metamorphosis) bear terms more reflecting signal transduction 

associated to cell differentiation such as the SMAD pathway. These results show a 

functional implication of the m6A in the regulation of oyster developmental processes. 
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Figure 24 : Dynamics of mRNA expression and m
6
A methylation during oyster 

development. 

A. Heat map of normalized expression (blue) and m
6
A content (purple) of significantly 

methylated mRNA genes during oyster development. Transcript variants were pooled 
for each gene. Values are log-centered reduced (n=1494). The development stages 
are indicated below. B. Correlation between expression (Y axis) and methylation (X 
axis) levels. The methylation level was divided into twelve quantiles. C. Methylation 
profiles of mRNAs displaying high (pink) or low (grey) expression within each cluster. 
The development stages constitutive of high and low expression groups within each 
cluster are indicated. D. Correlation plot of expression vs. methylation dynamics 
throughout development. The linear correlation of the methylation vs. expression 
variation was assessed for each gene across oyster development per cluster and the 
results are given as surface plots (R-square, X-axis; p-value, Y axis, density of genes, 
Z axis). E: Egg (oocyte), FE: Fertilized egg, 2/8C: Two to eight cell-stage, M: Morula, 
B: Blastula, G: Gastrula, T: Trochophore, D: D-larva, P: Pedeveliger, S: Spat.   



Chapitre II : Caractérisation des profils développementaux de la N6-méthyladénosine 

137 
 

 

Non-coding RNA expression is also associated to m6A-methylation profiles.  

In a similar fashion to mRNAs, lncRNA can be grouped into clusters according 

to the developmental chronology of their m6A methylation dynamics, with the highest 

methylation levels during the early stages for a cleavage cluster (cluster 1), during the 

gastrulation and tissue type differentiation (cluster 2), and at the pediveliger and spat 

stages for a metamorphosis cluster (cluster 3), respectively. Like for mRNAs, a marked 

decrease of m6A levels at the morula stage is also observed for lncRNAs (Figure 26A). 

The methylation and expression levels are positively correlated overall (Figure 26B), 

although the methylation and expression dynamics are correlated only for the ‘late’ 

clusters 2 and 3, but not for the ‘early’ cluster 1 (Figure 26C).  

Figure 25 : Functional annotation of differentially methylated mRNAs during 
oyster development 
Enriched Gene Ontology terms (hypergeometric test, FDR<0.05) associated to 

differential m
6
A mRNA methylation across oyster development. Enriched terms 

corresponding to specific clusters are coloured, common terms between clusters are 
black. Colour intensity is relative to cluster specificity, with colour limit set to 51% of 
genes inside the respective cluster. Circle diameter corresponds to the pvalue of the 
enrichment.    
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Transposon RNA m6A-methylation is regulated across oyster development 

The methylation of RNA TEs is mostly represented by the methylation of LTR 

and LINE groups with 62.9% and 31.5% respectively. These two major classes of RNA 

TEs display a peak of m6A-methylation level at the blastula and trochophore stages for 

LTR and LINE respectively (Figure 27A). TIR (37.1%), Helitron (32.5%) and Crypton 

(20.2%) are the three main DNA TEs types which transcripts are the most methylated. 

Their m6A levels are the highest around the gastrulation, and Helitron TEs display an 

additional peak in pediveliger larvae (Figure 27B). These results show that the m6A-

methylation of transposon transcripts display class-specific dynamics during oyster 

development that are different from mRNAs and lncRNAs. 

 

 

 

Figure 26 : Dynamics of lncRNA expression and m
6
A methylation during oyster 

development. 

A. Heat map of normalized expression (blue) and m
6
A content (light blue) of 

significantly methylated lncRNA genes during oyster development. Transcript variants 
were pooled for each gene. Values are log-centered reduced. B. Correlation between 
expression (Y axis) and methylation (X axis) levels. The methylation level was divided 
into ten quantiles. C. Correlation plot of expression vs. methylation dynamics 
throughout development. The linear correlation of the methylation vs. expression 
variation was assessed for each gene across oyster development per cluster and the 
results are given as surface plots (R-square, X-axis; p-value, Y axis, density of genes, 
Z axis). E: Egg (oocyte), FE: Fertilized egg, 2/8C: Two to eight cell-stage, M: Morula, 
B: Blastula, G: Gastrula, T: Trochophore, D: D-larva, P: Pedeveliger, S: Spat.    
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4. Discussion 

This work presents the profiling of m6A epitranscriptomes during the 

development of the oyster Crassostrea gigas from the egg to the completion of 

organogenesis. We bring evidence that m6A-methylation of RNA is dynamic 

throughout the oyster early life and specific to the RNA population considered. The 

methylation kinetics of mRNAs define clusters corresponding to the chronology of 

development, is correlated to gene expression level and dynamics, and the genes 

which transcripts display m6A-methylation regulation bear developmental functions. 

LncRNAs display similar profiles while transposable element transcripts have a specific 

signature with a peak in m6A levels during gastrulation. Our present work provides 

evidence for a conserved developmental significance of m6A-epitranscriptomes at 

various levels in the oyster.    

Figure 27 : m
6
A dynamics of transposable element RNA classes 

during oyster development.  
A. Relative representation of RNA TE transcripts (top) and methylation level 
variation during oyster development. B. Relative representation of DNA TE 
transcripts (top) and methylation level variation during oyster development. 
The methylation variation of only TEs representing more than 20% of their 
class are represented for clarity. Values are the mean of the two independent 
experiments. 
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We show that the distinct RNA classes in the oyster present specific m6A 

signatures and vary in terms of methylation level and location. Indeed, while mRNAs 

are m6A-modified from the CDS start but mostly around the stop codon, lncRNAs do 

not present a biased methylation enrichment at their 3’ end. This result, suspected from 

our previous measurements of global m6A content in polyA vs. total RNAs (Le Franc 

et al., 2020), is more consistent with what is observed in human embryonic cell types 

(Xiao et al., 2019) than in insects where methylated adenosines are mostly lying in the 

5’UTR and CDS (Kan et al., 2017, Li et al., 2019, Wang et al., 2021). This finding is 

rather surprising when considering that insects are ecdysozoans which are considered 

the ‘sister clade’ of lophotrochozoans within protostomes. Nevertheless, this 

assumption is increasingly moderated by the closer resemblance of molecular features 

between mollusks and annelids to vertebrates, ie. deuterostomes, rather than to 

ecdysozoan features (Prud’homme et al., 2002, Sánchez Alvarado et al., 2002, 

Nederbragt et al., 2002, Saint-carlier et Riviere, 2015). Overall, RNA methyladenosines 

in the oyster are found within the motif ‘DRA*C’ which contains the GAC consensus 

sequence which is widely conserved across the evolution (Bodi et al., 2010, Meyer et 

al., 2012, Luo et al., 2014, Lence et al., 2016, Zhao et al., 2017, Wang et al., 2021). 

The repetitive nature of TE sequences only allows less precise analysis of their m6A 

features compared to other RNA classes. However, we could demonstrate that oyster 

TE transcripts are m6A methylated and that their methylation level depends on the TE 

type considered, with DNA TE transcripts being significantly less methylated than RNA 

TEs, in line with observations in Arabidopsis where transposons display lower 

methylation levels than other RNA types (Wan et al., 2015).   

We generated 20 transcriptome-wide m6A-RNA methylomes of 10 embryo-

larval to post-metamorphosis stages covering the whole development of the pacific 

oyster from oocytes to juvenile animals. Our results indicate that epitranscriptomes are 

dynamic and associated to defined successive developmental steps, namely cleavage 

(oocyte to morula stages), gastrulation (blastula and gastrula stages), tissue 

differentiation (trochophore and D-larvae stages) and metamorphosis (pediveliger and 

spat stages). The similarity of m6A profiles in eggs before and after fertilization 

assesses poor contribution of sperm to embryonic m6A méthylomes, consistent with 

the sperm scarce RNA content, especially regarding the oocyte stock. 

Epitranscriptomes clearly shift during the developmental chronology, with a marked 

decrease of m6A levels in mRNA and lncRNA transcripts at the end of cleavage 
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followed by a gradual increase, with maximum a methylation reached at the pre-

metamorphosis stage that remains high in juveniles after development completion. The 

morula stage constitutes a pivot point where the methylation of mRNA and lncRNA, 

but not of TEs RNA, is strongly depleted. Interestingly, based on transcriptomic (Riviere 

et al., 2015) and DNA 5mC-methylation data (Riviere et al., 2017), this stage is 

considered the main window of maternal-to-zygotic transition (MZT) in the oyster, 

where most maternal RNA resources are consumed and where early transcriptional 

event may occur, as in the leech Helobdella (Bissen et Weisblat, 1991). Intriguingly, 

pairwise correlation between samples indicates a greater similarity between cleavage 

and metamorphosis m6A-RNA methylomes rather than a strict chronological 

sequence. This parallels our findings about DNA 5mC methylome developmental 

dynamics (Riviere et al., 2017) and suggests interplay between epigenetic layers in the 

regulation of developmental processes in the oyster, possibly through competition for 

methyl donor availability (Shima et al., 2017) or histone-related pathways (Wang et al., 

2018, Huang et al., 2019a). This is, to our knowledge, the first such observation in a 

lophotrochozoan organism. Interestingly, it is reminiscent of the crosstalk between the 

5mC DNA methylation status of the Pou5f1 pioneer stem cell factor promoter and the 

m6A methylation of its transcript (Xiao et al., 2019), raising the question of the 

molecular functions of m6A epitranscriptomes during oyster development. 

To gain more insights into this question, we investigated the targets subjected 

to significant differential methylation (DM) across developmental stages, the 

relationship between their m6A and transcript content levels and dynamics, as well as 

their functional annotation. There is an overall positive correlation between the m6A 

content and transcript abundance of DM mRNAs across oyster development, 

surprisingly contrasting with the situation in the honeybee where transcripts with high 

m6A modification tend to preferentially exhibit downregulated transcription levels 

(Wang et al., 2021). Overall, oyster DM mRNAs have functions related to 

developmental processes, further confirming the general importance of the 

epitranscriptomic regulation during oyster development. More precisely, DM mRNA 

transcripts group into 4 clusters that match the development steps described above 

(cluster 1, cleavage; cluster 2, gastrulation; cluster 3, tissue differentiation; cluster 4, 

metamorphosis). Their Gene Ontology annotation assess their functional significance 

in the cognate developmental processes. However, these clusters do not display 
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similar methylation profiles neither similar correlations between m6A and expression 

level dynamics.  

The cluster 1 encompasses messenger transcripts highly methylated and 

abundant during the cleavage. They are present from the oocyte stage, and therefore 

correspond to the maternal transcripts accumulated during oogenesis. While their 

expression and methylation levels are dramatically reduced at the onset of MZT 

(morula stage), their m6A and transcript abundance dynamics are not correlated. The 

m6A profile of cluster 1 DM mRNAs remains the same throughout development with 

predominant methylation close to the stop codon. Such m6A profiles are described in 

other species to promote mRNA degradation via interaction with readers such as 

YTHDF proteins (Zhao et al., 2017, Lee et al., 2020), and we showed that an oyster 

YTHDF orthologue is present at high levels during cleavage and putatively binds m6A-

RNA in the DRACH context (Le Franc et al., 2020). Cluster 1 DM mRNA transcripts 

bear functions in the cytoskeleton processes of cytokinesis. Therefore, our results 

indicate that MZT in the oyster is triggered by YTHDF-mediated decay of maternal 

mRNAs which translation is important for cell proliferation during cleavage. We 

hypothesize that the depletion of the cytokinesis machinery mRNA templates of 

maternal origin below a certain threshold, and/or the putative associated slowdown of 

cell divisions, may constitute a triggering signal promoting zygotic genome activation. 

It remains to be deciphered whether and how such signals could be interpreted in terms 

of cell fate decisions in the oyster.   

The clusters 2, 3 and 4 respectively correspond to the gastrulation, the setting 

up of differentiated tissues and the metamorphosis. In contrast to cluster 1, their 

methylated adenosine pattern is dynamic and shifts from a bimodal distribution, with 

m6A peaks located at the 5’-end of CDS in addition to the 3’-end peaks around the stop 

codon, to a mostly unimodal m6A content around the CDS stop codon resembling that 

of cluster 1. Such 5’-enriched m6A profiles are observed in plants (Wan et al., 2015, 

Shen et al., 2016), Xenopus (Sai et al., 2020), chicken (Fan et al., 2019), mice (Chang 

et al., 2017) and  fruit flies (Soldano et al., 2020), but in various extents regarding the 

positioning of methylation in the CDS or 5’UTR. These 3’-enriched m6A patterns are 

associated to the recruitment of readers such as YTHDC1 (Xu et al., 2014a, Xiao et 

al., 2016, Kasowitz et al., 2018), IGF2BP  (Huang et al., 2018), or Prrc2a (Wu et al., 

2018b), and mediates translation initiation during gastrulation, as well as splicing and 

RNA trafficking during cell type differentiation. In developing oysters, the bimodal m6A 
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distribution is associated with a low transcript abundance. The shift of this distribution 

towards a more 3’-dominant methylation is correlated to an increased expression level 

of the DM mRNA transcripts of clusters 2, 3 and 4 during oyster gastrulation, tissue 

differentiation and metamorphosis, respectively. Furthermore, the DM mRNAs in these 

clusters have cognate developmental functions related to mesoderm specification, 

morphogenesis, as well as signal transduction involved in cell differentiation such as 

the SMAD pathway. In addition, we formerly demonstrated that readers including 

YTHDC1 and 2, IGF2BP, and Prrc2a are functional in the oyster and expressed in 

stage-specific sets after the MZT (Le Franc et al., 2020), and that the writer METTL3 

expression is dramatically increased after the MZT and sustained later on. Together, 

this indicates that m6A-RNA modification regulates gene expression during oyster cell 

type differentiation upon the zygotic genome activation, possibly by promoting 

translation via transcript selection and increased mRNA stability. As suggested by GO 

annotation, m6A-RNA modification likely participates in mesoderm formation during 

oyster gastrulation via the METTL3-dependent regulation of epithelial to mesenchymal 

transition, as described in human cancer cells (Chen et al., 2017a, Lin et al., 2019). 

Our findings are also consistent with the METTL3/YTHDF2-dependent triggering of 

osteoblast differentiation by SMAD inhibitor down-regulation in mammalian cells 

(Zhang et al., 2020e, Li et al., 2020a). Regarding the functional implication of the TGFβ 

signaling in oyster development (Herpin et al., 2005b, 2007, Le Quéré et al., 2009), 

these results may also suggest feedback loops between TGFβ signaling and m6A 

regulation in the control of (pluri)potency during differentiation (Bertero et al., 2018). 

LncRNAs display similar developmental dynamics to mRNAs, although their 

methylation profile is different and methylated adenosines are not being preferentially 

located at the transcript 3’-end. Methylation levels in lncRNAs are also correlated to 

expression level and dynamics, except for DM lncRNAs present before the MZT. How 

lncRNA epitranscriptomes might participate in oyster development regulation is less 

clear because oyster lncRNAs are poorly conserved and annotated, and their limited 

number compared to mRNAs in addition to the limited resolution of MeRIP-seq does 

not allow a reliable determination of m6A peak localization shifts. However, the 

vertebrate epitranscriptomic processes are overall conserved in the oyster, and so are 

the writer complex cofactor RBM15/15B and the hnRNP2AB1 nuclear (Le Franc et al., 

2020). Therefore, we speculate that oyster lncRNA epitranscriptomes could regulate 

chromatin state and transcription in an m6A-dependent manner somewhat reminiscent 
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of the Xist-mediated silencing (Patil et al., 2016, Coker et al., 2020), MALAT1-mediated 

stimulation (Liu et al., 2013, Brown et al., 2016, Ruszkowska et al., 2018, Coker et al., 

2019) and/or carRNA (chromosome-associated regulatory RNAs) switches in 

mammals (Liu et al., 2020c). However, Xist is not conserved in the oyster and more 

work is required to test this hypothesis. Transposon transcripts display class-specific 

dynamics during oyster development that are different from mRNAs and lncRNAs. 

Both RNA and DNA TEs which are little if any m6A modified during cleavage display 

overall maximum methylation during gastrulation and cell differentiation. Although the 

role of m6A in transposon transcripts and the underlying mechanisms remain largely 

unknown. These dynamics may suggest an m6A-dependent TE transcript degradation 

in the oyster, complementary to other pathways of transposon silencing required for 

cell differentiation, which widely imply RNA-associated mechanisms throughout the 

evolution (van der Heijden et Bortvin, 2009, Gerdes et al., 2016, Shibata et al., 2016, 

Inoue et al., 2017b, Jankovics et al., 2018).  

Altogether, our results indicate that m6A-RNA epitranscriptome dynamics 

regulate oyster development by at least two different mechanisms. First, the decrease 

in maternal mRNA transcripts associated to cell division triggers the maternal-to-

zygotic transition. Then, after the MZT, successive de novo m6A epitranscriptomes 

regulate the sequential expression of genes required for gastrulation, cell 

differentiation and metamorphosis. Although functional studies would be required to 

determine the relative importance of such regulation within the epigenetic network and 

the precise underlying mechanisms. This work brings the first evidence of an 

epitranscriptomic regulation of development in a lophotrochozoan species and allows 

better understanding of the epigenetic processes of development and their evolution.  

  

5. Materials & Methods 

Animals: 

 

Broodstock oysters, embryos, larvae and spat were obtained at the IFREMER 

marine facilities (Argenton, France) as previously described (Petton et al., 2015, 

Riviere et al., 2017). Briefly, gametes of mature broodstock oysters were obtained by 

stripping the gonads and filtering the recovered material on a 60 μm mesh to remove 

large debris. Oocytes were collected as the remaining fraction on a 20 μm mesh and 

spermatozoa as the passing fraction on a 20 μm mesh. Oocytes were pre-incubated 
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in 5 L of UV-treated and 1 μm filtered sterile sea water (SSW) at 21 °C until germinal 

vesicle breakdown. Fertilization was triggered by the addition of ca.10 spermatozoids 

per oocyte. After the expulsion of the second polar body was assessed by light 

microscopy, embryos were transferred in 150 L tanks of oxygenated SSW at 21 °C. 

The embryonic stages were determined by light microscopy observation. The 

embryonic stages collected were oocytes (E, immediately before sperm addition), 

fertilized oocytes (F E, immediately before transfer to 150 L tanks), two to eight cell 

embryos (2/8 C, ca. 1.5 hours post fertilization (hpf)), morula (M, ca. 4 hpf), blastula 

(B, ca. 6 hpf), gastrula (G, ca. 10 hpf), trochophore (T, ca 16 hpf) and D larvae (D, ca. 

24 hpf). For pediveliger and spat stages, the D-larvae which not sampled were 

collected and reared in flow-through rearing system at 25 °C in SSW. At the end of the 

pelagic stage, competent larvae were collected on a 225 m to allow the larval 

settlement. At 20 day post fertilization (dpf) the pediveliger stage was sampled as the 

remaining fraction on a 400 m mesh. The post-larvae were maintained in downwelling 

system then at 25 dpf the spat stage is sampled as the remaining fraction on a 400 m 

mesh. 

For each embryonic stage, 3 million embryos were collected as the remaining 

fraction on a 20 μm mesh and centrifuged at 123 g for 5 min at room temperature. 

Supernatant was discarded and samples of 1 million embryos were then snap-frozen 

in liquid nitrogen directly of after resuspension in Tri-Reagent (Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, USA) (1 mL/106 embryos). For pediveliger and spat samples, 100 mg of each 

stage were resuspended in Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) (1 mL/100 mg of oyster) and 

snap-frozen in liquid nitrogen. All samples were stored at -80 °C. 

Two distinct experiments were realized (February and March 2019) using the gametes 

of 126 to 140 broodstock animals, respectively. 

 

RNA extraction: 

 

RNA of each development stages was extracted using phenol-chloroform 

followed by affinity chromatography as previously described (Riviere et al., 2011). 

Briefly, embryos were ground in Tri-Reagent and RNA was purified using affinity 

chromatography (Nucleospin RNA Clean up kit, Macherey-Nagel, Duren, Germany). 

Potential contaminating DNA was removed by digestion with rDNase (Macherey-

Nagel) according to the manufacturer’s instructions for 15 min at 37 °C then RNA was 
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purified using Beckman Coulter’s solid-phase reversible immobilization (SPRI) 

paramagnetic beads (AgencourtAMPure XP, Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 

according to the manufacturer’s instructions. Briefly, paramagnetic beads and RNAs 

were mixed slowly and incubated 5 min at room temperature followed by 2 min on a 

magnetic rack. Cleared supernatant was removed, and beads were washed three 

times with 70 % ethanol. After 4 min of drying at room temperature, RNAs were mixed 

slowly with RNase free water and incubated for 1 min at room temperature on the 

magnetic rack. Eluted total RNA was stored at -80 °C. 

 

RNA fragmentation: 

 

 The fragmentation was conducted on RNAs of each developmental stages and 

on RNAs pools of the two development experiments. The pools were composed of 1 

μg of RNA of each developmental stages for the two distinct experiments. 

The RNA fragmentation was performed as previously described (Zeng et al., 

2018). Briefly, for each RNA samples (development stages and pools), 5 μg of total 

RNA was adjusted to 18 μl in RNase free water. The RNA was fragmented by the 

addition of 2 μl of fragmentation buffer (100 mM Tris-HCl pH 7.0, 100 mM ZnCl2, DEPC 

water) and incubation for 2 min at 70 °C. After the incubation 2 μl of EDTA 0.5 M was 

immediately added and RNAs were incubated on ice for 2 min to stop the reaction. 

Then, RNAs were purified using Beckman Coulter’s SPRI paramagnetic beads 

(AgencourtAMPure XP, Beckman Coulter) as previously described and the fragment 

size was verified with the Agilent RNA 6000 pico kit on Agilent 2100 Bioanalyzer 

(Agilent, Santa Clara, CA, USA) according to manufacturer’s instruction. The total RNA 

was chemically fragmented at approximatively 100 nucleotides and corresponds to the 

input fraction (Input). 

 

MeRIP: 

 

The MeRIP-seq of total RNA was performed on 5 μl of fragmented RNA as 

previously described  by Zeng and collaborators (Zeng et al., 2018). For each sample, 

30 μl of protein A and 30 μl of protein G magnetic beads (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) were incubated on magnetic rack and washed twice with IP buffer 

(150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, IGEPAL 0.1 %, DEPC water) and resuspended 
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in 500 μl of IP buffer. The magnetic beads were incubated overnight at 4 °C under 

gentle shaking with 5 μg of antibody anti-m6A (ABE572, Millipore, Burlington, MA, 

USA). Then magnetic beads were washed twice with IP buffer and resuspended in 

RNA mixture composed of 100 μl of 5X IP buffer, 44 μl of fragmented RNAs and 5 μl 

of RNasin Plus Ribonuclease inhibitor (Promega, Madison, WI, USA) and the mixture 

was completed to 500 μl with IP buffer. The 500 μl with magnetics beads coupled to 

antibody and fragmented RNAs were incubated for 2 h at 4 °C with gentle shaking. 

After incubation, RNA was incubated on magnetic rack and washed twice in IP buffer, 

twice in low salt buffer (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 % IGEPAL, DEPC 

water) and twice in high salt buffer (500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 % 

IGEPAL, DEPC water) for 10 min at 4 °C under gentle shaking for each washing. After 

extensive washing with IP buffer, RNAs coupled to antibody were resuspended in 200 

μl of RA1 buffer supplied in Nucleospin RNA Clean up kit (Macherey-Nagel) and 

incubated 2 min at RT then 1 min on magnetic rack. The supernatant containing 

immunoprecipitated RNA was collected and mixed with 400 μl of 100 % ethanol. Then 

the collected RNA was purified using affinity chromatography column supplied in 

Nucleospin RNA Clean up kit and centrifuged at 13000 g for 1 min 4 °C. The column 

was washed with 500 μl of RA3 buffer of Nucleospin RNA Clean up kit then 80 % 

ethanol with a centrifugation of 13000 g 1 min 4 °C after each washing. Finally, the 

column was centrifuged at full speed for 5 min at 4 °C and the immunoprecipitated 

RNA was eluted twice with 14 μl of RNase free water. These immunoprecipitated RNAs 

correspond to the immunoprecipitated fraction (IP). 

 

MeRIP-RT-qPCR:  

 

To validate the immunoprecipitation of m6A methylated RNA a RT-qPCR was 

performed on RNA pools. The pools were composed of 1 μg of RNA of each 

developmental stages for the two distinct experiment. To obtain the Input and IP 

fraction, 5 μg of the two RNA pools followed the RNA fragmentation and MeRIP 

procedures described above.  

The equivalent amount of 1,75 ng of Input and IP RNAs were used to start the 

RT-qPCR previously described (Riviere et al., 2011). Briefly, RNAs were reverse-

transcribed using 200 U of M-MLV RT (Promega, Madison, WI, USA) and 100 ng 

random hexamers. Resulting cDNAs were diluted to 100 μl in RNase free water and 5 
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μl of theses diluted cDNAs were assayed for target gene expression in Input and IP 

using the Input expression as reference. SYBR-green quantitative PCR was performed 

on a CFX96 apparatus (Bio-Rad, France). Gotaq qPCR master mix (Promega) was 

used in 40 cycles (95 °C/15 s, 60 °C/15 s) reactions with the following primers: Cg-

EF1 (forward: 5’-ACCACCCTGGTGAGATCAAG-3’, reverse: 5’-

ACGACGATCGCATTTCTCTT-3’) as reference transcript of gene expression in 

C.gigas (Dheilly et al., 2011), genes described as methylated in vertebrate: Cg-C-MYC

(forward: 5’-CGGTCTCTCCCAAATTCTCCC -3’, reverse: 5’-

TGCTACTTCCACTTGCCCTG -3’) (Batista et al., 2014, Huang et al., 2018) , Cg-KLF 

(forward: 5’-GAAATCTCCGATGTTGCTGG-3’, reverse: 5’-

CTTTCCACGGTATTTGCGAG-3’) (Batista et al., 2014), Cg-METTL3 (forward: 5’-

TGGAACCAAAGAAGAGTGTCAGA-3’, reverse: 5’-

AGAAATGAACAGTCTCCAAGGGA -3’) (Coots et al., 2017) and Cg-hnRNPA2B1 

(forward: 5’-CCAGGGAGGCTACAATGAAGG -3’, reverse: 5’-

ACACCACCACCAAAGCTGTT -3’) (Kwon et al., 2019) and gene described as not 

methylated in vertebrate: Cg-OCT4 (forward: 5’-GTGAAAGGTGCGCTAGAAAA-3’, 

reverse: 5’-GGACCACTTCTTTCTCCAGT-3’) (Batista et al., 2014). The methylation 

level was calculated as a normalization of the IP on the Input by the formulae: 2^(- (Ct 

IP-Ct Input)). 

Library preparation:

The amount of 3.5 μl of IP and the equivalent amount of 50 ng of Input RNAs 

were used for the library construction according to the manufacturer’s protocol without 

fragmentation option of the SMARTer Stranded Total RNA-Seq Kit v.2 (634418, Pico 

Input Mammalian, Takara/Clontech, Japan). The protocol was rigorously followed with 

a final cDNA amplification of 16 cycles. Paired-end 150-bp sequencing of Input and IP 

cDNAs of each sample were conducted on Illumina HiSeq 4000 platform at the 

Genome Quebec innovation Center (McGill University, Montréal, Canada).

MeRIP-seq Data analyses:

Read quality was evaluated using FastQC (v.0.11.7) and MultiQC (v.1.7) and 

adaptor sequences and low-quality reads were removed using Trimmommatic (v.0.38) 
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in Input and IP sequencing data. The remaining reads were aligned to oyster genome 

v.9 (GCF_000297895.1) and uniquely mapped reads per gene were counted using

STAR (v.2.7.3a; -quantMode GeneCounts) (Dobin et al., 2013). To identified mRNAs, 

ncRNAs the gene annotation was used and TEs were identified using the 

RepeatMasker annotation output provided with assembly data.

The expression level in all Input samples was expression in TPM (Transcripts 

per Million) (Li et al., 2010).

The identification of m6A-enriched peaks were performed on uniquely mapped 

reads of mRNA using Samtools (v.1.9) and MeTPeak R package (Cui et al., 2016a)

(FDR < 5%) on all developmental stages of IP and Input samples serving as control. 

The methylation levels of these m6A-enriched methylated RNAs correspond to the fold-

change of IP/Input provide by MeTPeak. The methylation level of TEs was assessed 

as the ratio of IP/Input with reads per gene expressed in TPM. Only transcripts present 

in the two distinct developments were considered expressed or methylated in Input 

and IP data, respectively.

The motif was researched in the 1000 best m6A peaks selected on a FDR <5% 

and the 1000 best first fold change using Homer (v.4.10.4). The motif length was 

restricted to 5, 6 nucleotides. All peaks mapped on mRNAs and ncRNAs were used as 

the target sequences and the background sequences were constituted of 5% of the 

Input pool of February development selected using Samtools (v.1.9).

Gene ontology analysis:

The RNA sequences identified as differentially methylated across oyster 

development were identified using BlastN (Altschul et al., 1997, Camacho et al., 2009, 

Cock et al., 2015) against the GigaTON database (Riviere et al., 2015) with default 

settings. Gene ontology (GO) analyses were carried out with the GO annotations 

obtained from GigaTON database gene universe (Riviere et al., 2015). GO-term 

enrichment tests were performed using ClueGO plugin (v.2.5.7) (Bindea et al., 2009)

on Cytoscape (v.3.8.0). The hypergeometric test with a FDR <5 % was used to 

considered GO terms significantly enriched. 
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Statistical analyses and graph production:

The variation of the methylation level was analyzed using ANOVA test with a p-

value <5 % were considered as a significant methylation variation across oyster 

development. 

All bioinformatics analyses (unless stated otherwise) were performed using R (v.3.6.3) 

and RStudio (v.1.0.153) softwares. The R packages eulerr (Larsson, 2019),

Complexheatmap (Gu et al., 2016), ggplot2 (Gómez-Rubio, 2017), Guitar (Cui et al.,

2016b), PCATools (Blighe et Lewis, 2019), corrplot (Wei et Simko, 2017) and Prism 

v.6 (Graphpad) software were used for production of specific figures.
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6. Supporting information

Data S1: Complete list of significant GO terms in each of clustered genes for m6A-

mRNAs (FDR<0,05)

Figure S1: Validation of m6A immunoprecipitation transcripts 



Data S1: Complete list of significant GO terms in each cluster for m6A-mRNAs (FDR < 0,05)

Cluster GOID GOTerm
Ontology 

Source
FDR

% Associated 

Genes
Nr. Genes

None Specific 

Cluster
GO:0007548 sex differentiation

BP 0,02 11,78 41,00

None Specific 

Cluster
GO:0008092 cytoskeletal protein binding

MF 0,00 14,29 35,00

None Specific 

Cluster
GO:0016358 dendrite development

BP 0,04 14,42 15,00

None Specific 

Cluster
GO:0060627

regulation of vesicle-mediated 

transport BP 0,02 18,33 11,00

None Specific 

Cluster
GO:0097193 intrinsic apoptotic signaling pathway

BP 0,05 18,60 8,00

None Specific 

Cluster

GO:0008630
intrinsic apoptotic signaling pathway in 

response to DNA damage
BP 0,03 26,09 6,00

None Specific 

Cluster
GO:0098858 actin-based cell projection

CC 0,01 22,92 11,00

None Specific 

Cluster
GO:0007391 dorsal closure

BP 0,01 37,50 6,00

None Specific 

Cluster
GO:0120031

plasma membrane bounded cell 

projection assembly BP 0,01 16,98 18,00

None Specific 

Cluster
GO:0051489 regulation of filopodium assembly

BP 0,01 30,43 7,00

None Specific 

Cluster
GO:0071363

cellular response to growth factor 

stimulus BP 0,03 11,38 43,00

None Specific 

Cluster
GO:0071560

cellular response to transforming 

growth factor beta stimulus BP 0,01 12,89 33,00

None Specific 

Cluster

GO:0007178

transmembrane receptor protein 

serine/threonine kinase signaling 

pathway BP 0,04 11,66 33,00

None Specific 

Cluster
GO:0007179

transforming growth factor beta 

receptor signaling pathway BP 0,02 12,40 31,00

None Specific 

Cluster
GO:0045944

positive regulation of transcription by 

RNA polymerase II BP 0,02 11,29 49,00

None Specific 

Cluster
GO:0000775 chromosome, centromeric region

CC 0,00 15,23 37,00

None Specific 

Cluster
GO:0000792 heterochromatin

CC 0,01 13,92 27,00

None Specific 

Cluster
GO:0000793 condensed chromosome

CC 0,03 12,24 30,00

None Specific 

Cluster
GO:0005819 spindle

CC 0,03 14,18 19,00

None Specific 

Cluster
GO:0045815

positive regulation of gene expression, 

epigenetic BP 0,05 12,72 22,00

None Specific 

Cluster
GO:0005721 pericentric heterochromatin

CC 0,01 14,12 25,00

None Specific 

Cluster
GO:0034401

chromatin organization involved in 

regulation of transcription BP 0,05 12,50 23,00

None Specific 

Cluster
GO:0001501 skeletal system development

BP 0,01 14,29 26,00

None Specific 

Cluster
GO:0051216 cartilage development

BP 0,01 16,96 19,00

None Specific 

Cluster
GO:0072657 protein localization to membrane

BP 0,03 15,46 15,00

None Specific 

Cluster
GO:0002062 chondrocyte differentiation

BP 0,01 18,48 17,00

None Specific 

Cluster
GO:0032330

regulation of chondrocyte 

differentiation BP 0,00 20,73 17,00



None Specific 

Cluster
GO:0006605 protein targeting

BP 0,00 16,20 23,00

None Specific 

Cluster
GO:0006612 protein targeting to membrane

BP 0,00 23,53 12,00

None Specific 

Cluster
GO:0006607

NLS-bearing protein import into 

nucleus BP 0,01 19,74 15,00

None Specific 

Cluster
GO:0007389 pattern specification process

BP 0,02 13,07 26,00

None Specific 

Cluster
GO:0048736 appendage development

BP 0,03 15,56 14,00

None Specific 

Cluster
GO:0007498 mesoderm development

BP 0,00 28,89 13,00

None Specific 

Cluster
GO:0048332 mesoderm morphogenesis

BP 0,00 33,33 8,00

None Specific 

Cluster
GO:0045669

positive regulation of osteoblast 

differentiation BP 0,00 46,15 6,00

None Specific 

Cluster

GO:0090100

positive regulation of transmembrane 

receptor protein serine/threonine 

kinase signaling pathway
BP 0,03 23,33 7,00

None Specific 

Cluster
GO:0032507 maintenance of protein location in cell

BP 0,00 20,90 14,00

None Specific 

Cluster
GO:0000775 chromosome, centromeric region

CC 0,00 15,23 37,00

None Specific 

Cluster
GO:0005819 spindle

CC 0,03 14,18 19,00

None Specific 

Cluster
GO:0015630 microtubule cytoskeleton

CC 0,01 12,28 48,00

None Specific 

Cluster
GO:0099513 polymeric cytoskeletal fiber

CC 0,02 13,21 28,00

None Specific 

Cluster
GO:0005874 microtubule

CC 0,01 14,20 25,00

None Specific 

Cluster
GO:0051258 protein polymerization

BP 0,00 18,02 20,00

None Specific 

Cluster
GO:0045202 synapse

CC 0,00 14,59 34,00

None Specific 

Cluster
GO:0005911 cell-cell junction

CC 0,00 14,94 39,00

None Specific 

Cluster
GO:0032507 maintenance of protein location in cell

BP 0,00 20,90 14,00

None Specific 

Cluster
GO:0044304 main axon

CC 0,00 21,21 14,00

None Specific 

Cluster
GO:0045211 postsynaptic membrane

CC 0,01 17,65 18,00

None Specific 

Cluster
GO:0072657 protein localization to membrane

BP 0,03 15,46 15,00

None Specific 

Cluster
GO:0006605 protein targeting

BP 0,00 16,20 23,00

None Specific 

Cluster
GO:0006612 protein targeting to membrane

BP 0,00 23,53 12,00

None Specific 

Cluster
GO:0007389 pattern specification process

BP 0,02 13,07 26,00

None Specific 

Cluster
GO:0009791 post-embryonic development

BP 0,00 21,92 16,00

None Specific 

Cluster
GO:0007552 metamorphosis

BP 0,00 26,83 11,00

None Specific 

Cluster
GO:0048729 tissue morphogenesis

BP 0,00 14,89 42,00

None Specific 

Cluster
GO:0048736 appendage development

BP 0,03 15,56 14,00

None Specific 

Cluster
GO:0002165 instar larval or pupal development

BP 0,00 28,57 12,00



None Specific 

Cluster
GO:0007498 mesoderm development

BP 0,00 28,89 13,00

None Specific 

Cluster
GO:0001655 urogenital system development

BP 0,03 13,73 21,00

None Specific 

Cluster
GO:0002009 morphogenesis of an epithelium

BP 0,00 15,56 40,00

None Specific 

Cluster
GO:0060541 respiratory system development

BP 0,00 18,10 19,00

None Specific 

Cluster
GO:0007444 imaginal disc development

BP 0,01 22,73 10,00

None Specific 

Cluster
GO:0016331

morphogenesis of embryonic 

epithelium BP 0,02 18,64 11,00

None Specific 

Cluster
GO:0043296 apical junction complex

CC 0,01 24,32 9,00

None Specific 

Cluster
GO:0048732 gland development

BP 0,01 13,76 26,00

None Specific 

Cluster
GO:0060562 epithelial tube morphogenesis

BP 0,00 17,39 24,00

None Specific 

Cluster
GO:0007424 open tracheal system development

BP 0,02 21,62 8,00

None Specific 

Cluster
GO:0022612 gland morphogenesis

BP 0,01 17,12 19,00

None Specific 

Cluster
GO:0030324 lung development

BP 0,03 17,86 10,00

None Specific 

Cluster
GO:0007043 cell-cell junction assembly

BP 0,03 15,91 14,00

None Specific 

Cluster
GO:0007391 dorsal closure

BP 0,01 37,50 6,00

None Specific 

Cluster
GO:0007560 imaginal disc morphogenesis

BP 0,01 24,24 8,00

None Specific 

Cluster
GO:0120031

plasma membrane bounded cell 

projection assembly BP 0,01 16,98 18,00

None Specific 

Cluster
GO:0007435 salivary gland morphogenesis

BP 0,00 34,62 9,00

None Specific 

Cluster
GO:0061333 renal tubule morphogenesis

BP 0,00 34,48 10,00

None Specific 

Cluster
GO:0072073 kidney epithelium development

BP 0,03 19,15 9,00

None Specific 

Cluster
GO:0051258 protein polymerization

BP 0,00 18,02 20,00

None Specific 

Cluster
GO:0051489 regulation of filopodium assembly

BP 0,01 30,43 7,00

None Specific 

Cluster
GO:0007476

imaginal disc-derived wing 

morphogenesis BP 0,02 25,00 7,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0005758 mitochondrial intermembrane space

CC 0,00 50,00 5,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0007367 segment polarity determination

BP 0,03 50,00 3,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0032011 ARF protein signal transduction

BP 0,00 47,06 8,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0032012

regulation of ARF protein signal 

transduction BP 0,00 47,06 8,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0072331

signal transduction by p53 class 

mediator BP 0,01 25,81 8,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0031571 mitotic G1 DNA damage checkpoint

BP 0,05 30,77 4,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0046847 filopodium assembly

BP 0,00 34,21 13,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0030507 spectrin binding

MF 0,00 58,33 7,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0072659

protein localization to plasma 

membrane BP 0,00 27,78 10,00



Specific for 

Cluster #1
GO:0008154

actin polymerization or 

depolymerization BP 0,02 17,91 12,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0000910 cytokinesis

BP 0,01 19,67 12,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0030315 T-tubule

CC 0,00 43,75 7,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0030507 spectrin binding

MF 0,00 58,33 7,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0001508 action potential

BP 0,05 15,94 11,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0033268 node of Ranvier

CC 0,03 17,86 10,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0042383 sarcolemma

CC 0,01 21,74 10,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0045838

positive regulation of membrane 

potential BP 0,00 42,86 6,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0000281 mitotic cytokinesis

BP 0,00 61,54 8,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0006892 post-Golgi vesicle-mediated transport

BP 0,03 19,57 9,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0071709 membrane assembly

BP 0,01 30,00 6,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0086001 cardiac muscle cell action potential

BP 0,00 43,75 7,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0014704 intercalated disc

CC 0,01 30,00 6,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0032414

positive regulation of ion 

transmembrane transporter activity BP 0,02 25,93 7,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0072659

protein localization to plasma 

membrane BP 0,00 27,78 10,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0072660

maintenance of protein location in 

plasma membrane BP 0,00 66,67 6,00

Specific for 

Cluster #1

GO:1900827

positive regulation of membrane 

depolarization during cardiac muscle 

cell action potential BP 0,00 85,71 6,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0043001

Golgi to plasma membrane protein 

transport BP 0,00 54,55 6,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0006813 potassium ion transport

BP 0,03 17,86 10,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0071498 cellular response to fluid shear stress

BP 0,00 83,33 5,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0003785 actin monomer binding

MF 0,00 71,43 5,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0048286 lung alveolus development

BP 0,00 42,86 6,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0061005

cell differentiation involved in kidney 

development BP 0,01 31,82 7,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0008154

actin polymerization or 

depolymerization BP 0,02 17,91 12,00

Specific for 

Cluster #1
GO:2001013

epithelial cell proliferation involved in 

renal tubule morphogenesis BP 0,00 66,67 6,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0046847 filopodium assembly

BP 0,00 34,21 13,00

Specific for 

Cluster #1
GO:0072080 nephron tubule development

BP 0,02 22,22 8,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0045740 positive regulation of DNA replication

BP 0,03 33,33 4,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0010369 chromocenter

CC 0,00 80,00 4,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0001939 female pronucleus

CC 0,00 66,67 4,00



Specific for 

Cluster #2
GO:0001940 male pronucleus

CC 0,00 80,00 4,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0060389

pathway-restricted SMAD protein 

phosphorylation BP 0,01 38,46 5,00

Specific for 

Cluster #2

GO:0010862

positive regulation of pathway-

restricted SMAD protein 

phosphorylation BP 0,00 62,50 5,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0018210 peptidyl-threonine modification

BP 0,01 33,33 6,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0007527 adult somatic muscle development

BP 0,00 100,00 3,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0009954 proximal/distal pattern formation

BP 0,01 38,46 5,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0070160 tight junction

CC 0,01 24,24 8,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0008362

chitin-based embryonic cuticle 

biosynthetic process BP 0,03 50,00 3,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0005918 septate junction

CC 0,00 62,50 5,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0035151

regulation of tube size, open tracheal 

system BP 0,01 35,71 5,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0005920 smooth septate junction

CC 0,01 75,00 3,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0043297 apical junction assembly

BP 0,00 42,86 6,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0120192 tight junction assembly

BP 0,00 42,86 6,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0060857

establishment of glial blood-brain 

barrier BP 0,00 80,00 4,00

Specific for 

Cluster #2
GO:0035317

imaginal disc-derived wing hair 

organization BP 0,05 30,77 4,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0038032

termination of G protein-coupled 

receptor signaling pathway BP 0,04 42,86 3,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0010921 regulation of phosphatase activity

BP 0,02 22,22 8,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0010923

negative regulation of phosphatase 

activity BP 0,02 27,27 6,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0016776

phosphotransferase activity, phosphate 

group as acceptor MF 0,02 33,33 5,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0004550 nucleoside diphosphate kinase activity

BP 0,03 50,00 3,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0006183 GTP biosynthetic process

BP 0,03 50,00 3,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0006228 UTP biosynthetic process

BP 0,03 50,00 3,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0031109

microtubule polymerization or 

depolymerization BP 0,01 27,59 8,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0034453 microtubule anchoring

BP 0,00 61,54 8,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0007020 microtubule nucleation

BP 0,00 60,00 6,00

Specific for 

Cluster #3
GO:0034453 microtubule anchoring

BP 0,00 61,54 8,00

Specific for 

Cluster #4
GO:0004360

glutamine-fructose-6-phosphate 

transaminase (isomerizing) activity MF 0,00 100,00 3,00

Specific for 

Cluster #4
GO:0009226 nucleotide-sugar biosynthetic process

BP 0,01 44,44 4,00

Specific for 

Cluster #4
GO:0060395 SMAD protein signal transduction

BP 0,01 57,14 4,00



Figure S1: Validation of m6A immunoprecipitation transcripts 
A. Relative methylation (left) and expression level (right) of targeted 
transcripts c-Myc, KLF, METTL3, hnRNPA2B1 and Oct4 quantified by 
MeRIP-qPCR (left) and qPCR (right) on a pool of oyster development. The 
dotted line represents the minimal value to considered an enrichment of
m6A-RNA. B. Methylation (left) and expression level in TPM (right) of 
targeted transcripts c-Myc, KLF, METTL3, hnRNPA2B1 and Oct4 quantified 
by MeRIP-seq (left) and RNA-seq (right) on a pool of oyster development. 
Error bars represent the standard deviation.
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7. Bilan du chapitre II 

  

Figure 28 : Schéma bilan du chapitre II 

L’étude des m6A-méthylomes développementaux de C. gigas met en évidence la 

conservation d’une méthylation au niveau du motif « DRACH » avec un pic autour du 

codon stop. Le niveau et la localisation de la m6A de certains ARNm est dynamique et 

divise le développement en quatre parties : la segmentation avec des m6A-ARNm 

impliqués dans la division cellulaire dont seul le niveau de méthylation varie ; la 

gastrulation, la mise en place des tissus et la métamorphose où le niveau et la 

localisation de la m6A, impliqués dans la régulation de la différenciation cellulaire, 

varient. De plus, la variation de la méthylation est corrélée au niveau d’expression des 

ARNm et lncARN et met en évidence une régulation du contenu en transcrits par la 

m6A. En effet, cette méthylation est détectée sur différents types d’ARN (ARNm, 

lncARN, TE) dont la dynamique de méthylation est spécifique à chaque type. 
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 Chapitre III : La m6A : un vecteur de 

transmission de traits de vie 

environnementaux par effet maternel ? 
 

1. Introduction 

1.1. L’effet maternel 

Le développement d’un organisme passe par différentes étapes où les 

transcriptomes successifs permettent l’obtention des phénotypes des cellules 

différenciées. Cependant, la régulation de ces transcriptomes est sous le contrôle 

d’activités enzymatiques et donc de l’environnement. Ainsi, les transcriptomes 

embryonnaires précoces, constitués principalement lors de la gamétogenèse, vont 

refléter l’environnement parental. Cet effet du milieu de la génération précédente sur 

le développement du phénotype de la descendance est nommé effet parental et 

correspond à une source importante de variabilité phénotypique (Badyaev et Uller, 

2009, Bonduriansky et Day, 2009). Lorsque cet effet parental n’est transmis que par 

la mère, on parle d’effet maternel. Cette influence de la mère sur le développement a 

été classée en quatre catégories par Marshall et Uller (2007).  

La première catégorie est appelée effet d’anticipation ou « anticipatory maternal 

effect ». Elle correspond à un effet adaptatif du phénotype de la descendance à 

l’environnement maternel qui va favoriser la survie de la descendance dans les 

conditions environnementales futures. Par exemple, l’exposition de la drosophile 

femelle à un stress thermique engendre une meilleure tolérance de la descendance à 

une température élevée (Lockwood et al., 2017). Cet effet est observé lorsque 

l’environnement maternel varie dans une direction qui permet de prédire 

l’environnement de la descendance. La sélection va donc favoriser des femelles 

produisant un certain phénotype adapté à ce futur environnement hétérogène. Cette 

plasticité phénotypique est favorisée lorsque les conditions environnementales 

changent entre les générations, qu’elles sont facilement prédictibles, que ce système 

de détection et de transmission est peu coûteux pour la mère et que la descendance 

en tire un avantage.  
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L’effet égoïste ou « selfish maternal effect » est le deuxième type d’effet maternel. 

Il s’observe lorsque la mère va privilégier sa survie aux dépens de la performance ou 

de la qualité de sa descendance. Chez le poisson-demoiselle, une forte densité de 

population induit un stress qui se manifeste notamment par une augmentation de 

l’agressivité envers ses congénères. Il se traduit par une réduction de la taille des 

larves qui affecte la survie de la descendance (McCormick, 2006). L’effet égoïste est 

en quelque sorte le contraire de l’effet d’anticipation. Il est observé d’autant plus 

fréquemment que les femelles sont susceptibles de rencontrer des conditions 

favorables lors des cycles de reproduction suivants et que la variabilité phénotypique, 

et donc le potentiel d’adaptation, de la descendance est faible. 

La troisième catégorie d’effet maternel correspond au « bet-hedging » ou 

minimisation des risques. Il se manifeste lorsque l’évolution des conditions 

environnementales n’est pas prédictible.  Une plus grande variété de phénotypes dans 

la descendance sera alors favorisée pour maximiser l’éventail de possibilités 

adaptatives et ainsi la survie d’au moins une partie de sa progéniture. Cette stratégie 

est observée chez le ver tubicole Hydroides dianthus dont le polymorphisme des larves 

planctoniques va permettre de coloniser des habitats différents (Toonen et Pawlik, 

2001).  

La quatrième catégorie correspond à un effet maternel qui n’entraîne de bénéfice 

ni pour la mère ni pour sa progéniture, c’est l’effet transmissif ou « Transmissive 

maternal effect ». Cet effet est observé chez les daphnies suite à une exposition aux 

microplastiques qui engendre une diminution du succès reproductif de l’espèce (Lee 

et al., 2013). Il s’agit de la transmission, à la descendance, d’un trait de vie associé à 

l’environnement subi par la mère.  

Bien que les effets maternels soient séparés en quatre classes, ils peuvent entrer 

en interaction. En effet, chez les poissons de roche du genre Sebastes, les effets 

maternels varient selon l’âge de la mère. Les mères jeunes, de petites tailles, 

produisent des larves de moins bonne qualité (effet égoïste) que les mères plus âgées. 

Ces femelles de grande taille peuvent donc allouer une plus grande énergie à la 

reproduction, se traduisant dans la descendance par des larves de meilleure qualité 

(effet d’anticipation). À cela s’ajoute une répartition de l’effort de reproduction des 

femelles au cours de la période de frai qui est dépendante de l’âge. Elle peut être 

perçue comme un effet de minimisation des risques en dispersant dans le temps les 

différents phénotypes de larves, qui vont donc être soumises à des conditions 
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environnementales différentes (Sogard et al., 2008). L’environnement maternel est 

donc un élément clé du développement qui peut moduler le phénotype de l’embryon 

de manière positive ou négative.  

 

1.2. Effet maternel chez l’huître creuse  : Cas des 

microplastiques et microalgues toxiques 

L’huître creuse, C. gigas, est une espèce présente dans les écosystèmes littoraux 

et donc soumise à un environnement anthropisé très hétérogène en termes de 

conditions thermiques, de salinité et de sécheresse. Le cycle de vie de l’huître se 

déroule également en présence de microalgues toxiques et de microplastiques dont la 

gamme de taille correspond à celle des particules alimentaires ingérées par l’huître 

(Miossec et al., 2009, Haberkorn et al., 2010a, Cole et Galloway, 2015). En effet, les 

cils vibratiles de l’épithélium branchial créent un courant qui permet la filtration et la 

capture des particules alimentaires. Ces particules sont ensuite dirigées vers les 

palpes labiaux pour être triées en deux parties. Une partie est rejetée sous forme de 

pseudo-fèces et une autre partie est ingérée et broyée dans l’estomac par un stylet 

cristallin. Les nutriments seront ensuite dirigés et absorbés dans la glande digestive. 

Les restes de particules non-absorbées sont rejetées sous forme de fèces par l’anus. 

(Figure 29)  

 

 

Figure 29 : Schéma du système digestif de C. gigas 

Schéma de l’anatomie interne de l’huître creuse dont les organes en couleur 

correspondent aux organes du système digestif. Modifié d’après Howard et al., 2004 
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1.2.1. Microalgue toxique : Alexandrium minutum 

L’anthropisation croissante du littoral due à l’urbanisation, l’agriculture et 

l’industrialisation entraîne l’eutrophisation du milieu marin via un apport important en 

azote et phosphore dans l’écosystème qui favorise la production de microalgues 

(Manivasagan et Kim, 2015). Ce contexte favorable au développement 

phytoplanctonique promeut des développements rapides de microalgues à de fortes 

concentrations. Ces efflorescences phytoplanctoniques peuvent être nuisibles en 

entraînant une hypoxie, une privation de lumière pour les organismes marins, ou 

encore en produisant des toxines qui ont un impact sur la chaîne alimentaire pouvant 

aller jusqu’à l’Homme (Sellner et al., 2003, Manivasagan et Kim, 2015). Ces 

efflorescences nuisibles, aussi appelées « Harmful algal blooms » (HAB), sont 

fréquemment causées par des dinoflagellés (Smayda, 1997). Parmi eux, le genre 

Alexandrium est l’un des plus importants en termes de distribution et de sévérité des 

efflorescences toxiques, à l’origine de la production de saxitonine et de ses dérivés 

(Anderson et al., 2012). Ces PST (Paralytic Shellfish Toxins), à l’origine de paralysie 

neuromusculaire, inhibent la formation du potentiel d’action en se fixant aux canaux 

sodiques voltage-dépendant. Leur accumulation dans les Bivalves provoque chez 

l’Homme les symptômes d’une intoxication allant de picotements au niveau de la 

bouche et des extrémités jusqu’à la mort (Bricelj et al., 2005, Manfrin et al., 2012). 

L’apparition d’efflorescences d’espèces toxiques entraîne donc des pertes 

économiques avec l’arrêt de la pêche et de la vente de Bivalves susceptibles 

d’accumuler ces toxines (Murray et al., 2009). 

Au sein du genre Alexandrium, Alexandrium minutum (figure 30) est une espèce 

présentant une large aire de répartition avec une grande tolérance aux variations de 

température et de salinité (Lewis et al., 2018). Des efflorescences annuelles sur les 

côtes françaises (Manche et Atlantique Nord-Est) sont observées avec une incidence 

de plus en plus importante (Guallar et al., 2017). Ce dinoflagellé synthétise des PST 

et des composés extracellulaires bioactifs (BEC) nocifs pour de nombreuses espèces 

marines et particulièrement les organismes filtreurs (Haberkorn et al., 2010a, Borcier 

et al., 2017). En effet, l’exposition de Bivalves à cette microalgue entraîne un 

changement d’activité des valves, du taux de filtration et/ou une réaction inflammatoire 

pouvant conduire à une diminution de la croissance (Manfrin et al., 2012, Coquereau 

et al., 2016, Borcier et al., 2017, Comeau et al., 2019).  
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Chez C. gigas, A. minitum perturbe également le rythme biologique et induit une 

réaction inflammatoire au niveau de la glande digestive chez l’adulte (Haberkorn et al., 

2010a, 2010b, 2011, Tran et al., 2010, 2015, Mat et al., 2013, Payton et al., 2017, 

Castrec et al., 2018). Cette microalgue impacte aussi le développement larvaire en 

engendrant de nombreuses malformations, une réduction de la croissance et, pour les 

larves œillées capables d’ingérer la mircoalgue, une réduction de la prise alimentaire. 

De façon plus globale cette exposition affecte la survie des stades larvaires (Castrec 

et al., 2020). 

De plus, Castrec et collaborateurs (2019) mettent en évidence un effet parental lié 

à l’exposition d’A. minutum. En effet, cette exposition lors de la gamétogenèse 

engendre une augmentation de la consommation algale qui minimise potentiellement 

l’impact négatif d’A. minutum sur la gamétogenèse. Bien que le déroulement de la 

gamétogenèse ne soit pas affecté, l’exposition à A. minutum affecte la qualité des 

gamètes. En effet, la motilité des spermatozoïdes est affectée et une accumulation de 

PST est observée dans les gonades mâles et femelles. La descendance obtenue à 

partir de gamètes issus de géniteurs exposés présente une taille et une survie réduites. 

En revanche, ces larves sont moins sensibles à l’effet toxique d’A. minutum. Cet effet 

parental est potentiellement dû à l’accumulation des toxines dans les gonades, voire 

dans les gamètes (Rolton et al., 2016), qui pourraient être transmises à la 

descendance, notamment via le cytoplasme ovocytaire. 

 

 

Figure 30 : Alexandrium minutum 

Observation d’A. minutum libre (gauche, banque de photo) et dans l’intestin de C. 

gigas au stade de larve œillée (droite, Castrec et al., 2019) par microscopie optique. 

Dans l’intestin, A. minutum est localisé par une flèche. 
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1.2.2. Microplastiques 

Les microplastiques (MP) sont des fragments de polymères synthétiques dont la 

taille est comprise entre 1μm et 5mm (Arthur et al., 2009, Gigault et al., 2018) 

(figure 31). Ces polluants émergents sont présents dans les océans du monde entier 

et sont classés en deux groupes : primaire et secondaire selon leur origine. Les MP 

primaires sont produits directement à ces dimensions pour de nombreuses 

applications industrielles et sont présents dans des produits cosmétiques et médicaux. 

Les MP dits secondaires sont formés à partir de la dégradation de déchets plastiques 

de plus grande taille par des processus chimiques, mécaniques ou biologiques (Duis 

et Coors, 2016, Auta et al., 2017). 

 

Du fait de leur petite taille, les MP sont facilement ingérés par de très nombreuses 

espèces marines. Ils peuvent s’accumuler à différents niveaux trophiques et être 

transportés le long de la chaîne alimentaire (Auta et al., 2017). Les Mollusques filtreurs 

comme C. gigas sont les consommateurs primaires qui ingèrent la plus grande quantité 

de MP, bien que ceux-ci ne semblent pas s’accumuler dans ces organismes (Miller et 

al., 2020). Cependant, ils ont de nombreux impacts sur ces consommateurs en 

engendrant une réduction de la prise alimentaire, une dérégulation de l’immunité, une 

inflammation et une altération des tissus intestinaux et branchiaux, (Von Moos et al., 

2012, Besseling et al., 2013, Paul-Pont et al., 2016, Rist et al., 2017, Green et al., 

2019, Zhang et al., 2019b). Un impact sur la gamétogenèse a été rapporté chez l’huître 

perlière et la daphnie où la réduction de l’effort de reproduction est une conséquence 

d’une altération de la balance énergétique due aux MP (Rist et al., 2017, Gardon et 

al., 2018).  

Figure 31 : Microplastiques ingérés par un copépode et par l’huître creuse 
Observation de MP de polystyrène (7,3 μm) ingérés par Centropages typicus 
(gauche, Cole et al., 2013) et dans l’intestin de C. gigas (droite, Sussarellu et al., 
2016). 6μm : billes de 6μm, 2μm : billes de 2μm, lu : lumen, e : épithélium 
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Chez l’huître creuse ces MP impactent aussi bien les larves que les adultes et 

l’exposition des larves engendre l’apparition de malformations allant jusqu’à des arrêts 

développementaux (Bringer et al., 2020b, 2020a). Chez l’adulte, les MP engendrent 

des altérations tissulaires observées au niveau de la glande digestive et des branchies, 

des perturbations du métabolisme et des réponses inflammatoires pouvant mener à 

une augmentation de la mortalité lors d’une exposition chronique à de fortes 

concentrations de MP (Teng et al., 2020, Thomas et al., 2020). En plus de ces 

altérations physiologiques, Sussarellu et collaborateurs (2016) ont mis en évidence 

qu’une exposition de deux mois pendant la gamétogenèse impacte la reproduction de 

C. gigas. En effet, cette exposition induit un changement dans l’allocation énergétique 

vers la croissance au détriment de la reproduction, entraînant une réduction de la 

qualité des gamètes femelles. Cela se traduit par une diminution du nombre et de la 

taille des larves dont l’étape de fixation est retardée. Cette étude met en avant un effet 

maternel de l’exposition aux MP chez l’huître creuse. Un effet confirmé par l’analyse 

du transcriptome ovocytaire mettant en avant une altération de l’expression des ARNm 

maternels dans l’ovocyte, ce qui suggère leur potentielle fonction comme vecteur de 

cet effet environnemental (Sussarellu et al., 2016). 

 

1.3. ARN maternels et N6-méthyladénosine 

La transmission des effets maternels peut être réalisée par différents moyens lors 

de l’ovogenèse. En effet, le cytoplasme de l’ovocyte mature est constitué d’organites 

tels que les mitochondries, mais aussi de réserves vitellines, de protéines et d’ARN 

qui sont transmis à l’embryon. Ils forment les seules ressources pour les étapes 

précoces du développement (Byrne et al., 1989, Picton et al., 1998, Dumollard et al., 

2007).   

Le génome zygotique est inactif au niveau transcriptionnel avant la MZT et ce sont 

les ARNm transmis via l’ovocyte qui représentent le premier transcriptome de 

l’embryon. Ces transcrits sont donc les seuls supports de la traduction permettant la 

synthèse de nouvelles protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, la 

structuration de l’embryon, la morphogenèse mais aussi dans la dégradation des 

transcrits maternels conduisant à l’activation du génome zygotique (Horner et Wolfner, 

2008, Tadros et Lipshitz, 2009, Clift et Schuh, 2013, Liu et al., 2014b, Vastenhouw et 
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al., 2019). La régulation de ces ARNm, transmis par la mère, est donc un élément clé 

des premières phases du développement, associé aux phénotypes de l’embryon.    

La régulation de ces ARNm fait notamment intervenir la N6-méthyladénosine. En 

effet, la m6A participe à la régulation de l’ovogenèse et plus particulièrement à la 

maturation des ovocytes lorsque la machinerie nécessaire à l’embryogenèse précoce 

est accumulée dans les gamètes femelles (Ivanova et al., 2017, Lasman et al., 2020a, 

Sui et al., 2020). Ivanova et collaborateurs (2017) mettent en évidence le rôle du reader 

YTHDF2 dans la maturation ovocytaire chez la souris, où celui-ci régule le dosage des 

transcrits par la dégradation des ARNm. Ce dosage des ARNm maternels est essentiel 

au développement embryonnaire, puisque la déplétion d’YTHDF2 ou de la 

méthyltransférase METTL3 perturbe le transcriptome ovocytaire et conduit à un arrêt 

du développement au stade deux cellules (Ivanova et al., 2017, Sui et al., 2020). De 

plus, la m6A induit la dégradation des ARNm maternels via la famille des YTHDF, ce 

qui déclenche l’activation du génome zygotique (Zhao et al., 2017, Kontur et al., 2020). 

Ainsi, ces ARNm transmis par la mère sont cruciaux pour les premières étapes du 

développement et leur méthylation conditionne d’une part la sélection des transcrits 

pendant la vitellogenèse, et d’autre part leur devenir lors des premières divisions 

cellulaires.  

L’accumulation d’ARN dans l’ovocyte est un processus influencé par de nombreux 

paramètres environnementaux maternels comme l’alimentation, la température ou la 

domestication. Ces conditions environnementales vont définir le microenvironnement 

cellulaire responsable du dosage et de la traduction des transcrits dans les gamètes 

femelles modulant ainsi le développement de l’embryon (Chen et al., 2013, Lockwood 

et al., 2017, Crofton et al., 2018, De Almeida et al., 2019). Par ailleurs, une alimentation 

riche en graisses chez la souris femelle induit une variation de la m6A chez la 

progéniture qui conduit à des changements dans le développement de leurs tissus 

adipeux (Li et al., 2016a). La m6A apparaît alors comme un vecteur potentiel de 

transmission de traits de vie parentaux à la descendance et représenterait une 

composante de l’adaptation des organismes à l’environnement. 

 

Dans les chapitres précédents de cette thèse, les analyses de la N6-

méthyladénosine et de sa machinerie associée ont permis de mettre en évidence leur 

importance dans le développement de l’huître creuse. En effet, cette méthylation 

présente dès l’ovocyte et jusqu’au stade juvénile est potentiellement impliquée dans 
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la MZT, la gastrulation, la différenciation cellulaire et la métamorphose, des étapes 

critiques de son développement. La présence de la m6A dans les ovocytes met en 

avant une méthylation des ARN maternels de C. gigas pouvant potentiellement être 

modulée par l’environnement maternel. L’exposition de géniteurs aux MP ou à la 

microalgue toxique A. minutum engendre une diminution de la taille des larves 

(Sussarellu et al., 2016, Castrec et al., 2019). L’étude des méthylomes ovocytaires 

suite à l’exposition des géniteurs femelles aux MP ou à la microalgue toxique A. 

minutum permettra d’appréhender le rôle de la m6A comme vecteur d’effet maternel 

chez C. gigas (Figure 32).  

L’étude décrite dans ce chapitre a été réalisée dans le cadre du projet HERITAGe 

(CNRS EC2CO ECODYN, coord. G. Rivière), dédié à l’analyse de la m6A en tant que 

vecteur d’héritabilité épitranscriptomique chez l’huître. Cette étude a bénéficié 

d’échantillons obtenus précédemment en amont du projet dans le cadre de 

conditionnements réalisés par Castrec et collaborateurs (2019) pour le 

conditionnement avec A. minutum, et Sussarellu et collaborateurs (2016) pour 

l’exposition aux MP.  

  

2. Matériels et Méthodes 

2.1. Exposition Alexandrium minutum 
2.1.1. Conditionnement 

Les huîtres adultes sont produites et élevées dans un environnement contrôlé à la 

station marine Ifremer d’Argenton selon le protocole de Petton et collaborateurs 

(2015). Le stade de gamétogenèse des huîtres (12 mois) n’ayant jamais été en contact 

avec des microalgues toxiques, est vérifié par histologie et indique que ces huîtres 

sont à un stade précoce de gamétogenèse correspondant au stade 1, avant le 

conditionnement. Suite à une acclimatation, les huîtres sont réparties dans des 

bassins de 50 L (46 animaux par bassins) alimentés en eau de mer courante, filtrée à 

1 μm et traitée aux UV (17 °C ± 0,1 °C, pH 8,3 ± 0,1, 35,1 ± 0,1 PSU). Elles sont 

nourries en continu pendant tout le conditionnement avec un mélange des microalgues 

Tisochrysis lutea (souche CCAP 927/14) et Chaetoceros sp (souche CCAP 1010-3) à 

volume égal (Petton et al., 2015). 

L’exposition à A. minutum (HAB) est réalisée dans trois bassins, en ajoutant à 

l’alimentation continue la microalgue produisant des PST et BEC (souche AM89BM).  
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Figure 32 : Conditionnement des animaux  

A. Conditionnement HAB en présence d’A. minutum en condition exposée et de H. 

triquetra en condition contrôle. B. Conditionnement MP en présence de MP en 

condition exposée (billes de polystyrène de 2 μm et 6 μm) et sans en condition 

contrôle. À la suite du conditionnement de 12 et 18 mois pour les conditionnement 

HAB et MP, respectivement, les ARN ovocytaires extraits sont utilisés pour étudier les 

méthylomes. 
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À la suite de six semaines à une concentration de 102 cellules/mL, la concentration 

en A. minutum est progressivement augmentée sur quatre jours, pour atteindre 103 

cellules/mL jusqu’à la fin du conditionnement. Cette augmentation de la concentration 

permet de mimer une efflorescence d’A. minutum, dont les concentrations et le temps 

d’exposition correspondent à son efflorescence sur les côtes françaises (Chapelle et 

al., 2015). Les conditions contrôles sont réalisées dans trois bassins où la souche 

toxique est remplacée par Heterocapse triquetra (souche AM89BM), un dinoflagellé 

non-toxique, qui est ajouté aux mêmes concentrations qu’A. minutum. 

Ce conditionnement alimentaire permet d’obtenir des géniteurs matures contrôles 

(échantillons T) et exposés à A. minutum (échantillons HAB) à la fin des huit semaines 

de conditionnement. 

 

2.1.2. Prélèvement des échantillons 

Après les huit semaines de conditionnements 15 huîtres par traitement et par 

bassin sont prélevées pour récupérer les gamètes par lacération des gonades. Les 

ovocytes collectés sont regroupés par bassin et placés dans de l’eau de mer stérile 

puis filtrés sur un tamis de 100 μm. Un échantillonnage de 4 millions d’ovocytes par 

bassin est réalisé pour les extractions d’ARN. 

 

2.1.3. Extraction d’ARN 

Les ARN totaux sont extraits en utilisant du Tri-reageant (Sigma). Les phases 

aqueuses sont traitées 15 min à 37 °C à la rDNase (Macherey-Nagel) et purifiées par 

chromatographie d’affinité (Nucleospin RNA kit, Macherey-Nagel) selon les 

instructions des fournisseurs. La concentration et la qualité des ARN sont estimées 

par spectrophotométrie (ND-1000, Nanodrop Technologies). Les ARN extraits et 

purifiés sont conservés à -80 °C jusqu’à utilisation. 

 

2.2. Exposition Microplastiques 
2.2.1. Conditionnement 

Des huîtres adultes, de 18 mois, provenant d’une écloserie sont transférées à la 

station marine d’Argenton où le stade de gamétogenèse précoce (stade 0 et 1) est 

vérifié par histologie. Suite à une acclimatation, les huîtres sont réparties dans trois 

bassins traités et trois bassins contrôles de 50 L (40 animaux par bassin) alimentés en 
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eau de mer courante, filtrée à 1 μm et traitée aux UV (17 °C ± 0,5 °C, 34 PSU). Une 

alimentation continue leur est apportée par un mélange de deux microalgues, 

Tisochrysis lutea (souche CCAP 927/14) et Chaetoceros gracilis (souche UTEX 

LB2658) avec un ratio journalier équivalent à 8 % de la masse sèche algale/masse 

sèche de l’huître.  

Les animaux sont exposés pendant huit semaines aux MP par ajout continu de 

micro-billes de polystyrène de 2 et 6 μm de diamètre à une concentration de 0,023 

mg.L-1 (Polyscience) à l’aide d’une pompe péristaltique. La concentration finale dans 

les bassins est de 0,01 mg.L-1, une concentration très faible par rapport aux 

concentrations observées dans d’autres expositions en milieu contrôlé ou in situ 

(Sussarellu et al., 2016), mais une valeur proche de la concentration en styrène 

mesurée dans les eaux de la Manche (Kwon et al., 2015). 

Afin de prévenir l’agglomération des billes de MP, du Tween-20 est ajouté à une 

concentration finale de 0,0002 % dans les bassins contrôles (échantillons T) et traités 

aux MP (échantillons MP).  

 

2.2.2. Prélèvement des échantillons 

À la fin des huit semaines de conditionnement, six femelles par condition sont 

prélevées pour collecter les ovocytes par scarification de la gonade. Puis 20 000 

ovocytes de chaque femelle sont récoltés dans de l’eau de mer et filtrés sur un tamis 

de 40 μm, puis transférés dans 1,5 mL de Extract-all (Eurobio) pour l’extraction d’ARN. 

 

2.2.3. Extractions ARN 

L’extraction des ARN totaux est réalisée en utilisant de l’Extract-all à raison de 1 

mL pour 50 mg d’ovocytes. Puis les ARN sont traités à la DNase I (1 U.μg-1, Sigma) 

pour retirer toute éventuelle contamination d’ADN. La concentration et la qualité des 

ARN sont estimées par spectrophotométrie (ND-1000, Nanodrop Technologies). Les 

ARN extraits et purifiés sont conservés à -80 °C jusqu’à utilisation. 

2.3. Fragmentation des ARN totaux 

La fragmentation des ARN est réalisée pour tous les échantillons obtenus à partir 

des deux conditionnements comme précédemment décrit (Zeng et al., 2018). 

Brièvement, 5 μg d’ARN sont repris dans 18 μL d’eau RNase-free et 2 μL de tampon 
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de fragmentation (100 mM Tris-HCl pH 7,0, 100 mM ZnCl2, eau DEPC). La durée de 

l’incubation à 70 °C est déterminée empiriquement pour chaque échantillon afin 

d’obtenir une taille moyenne des fragments à 200 nucléotides (4 et 2,5 min selon les 

conditionnements A. minutum et MP respectivement). Suite à l’incubation, 2 μL 

d’EDTA à 0,5 M sont ajoutés et les ARN sont incubés 2 min sur de la glace, pour 

arrêter la réaction. Les ARN fragmentés sont purifiés à l’aide de billes 

paramagnétiques AgencourtAMPure XP (Beckman Coulter) et la taille des fragments 

est vérifiée avec le kit Agilent RNA 6000 pico sur le bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent) 

selon les instructions des fournisseurs. Les ARN totaux issus de cette fragmentation 

chimique correspondent à la fraction totale ou « input ». 

2.4. MeRIP 

L’immunoprécipitation des fragments méthylés est réalisée selon le protocole 

établi par Zeng et collaborateurs (2018) à l’aide de billes magnétiques couplées à un 

anticorps anti-m6A. Pour chaque échantillon, 30 μL de billes magnétiques couplées à 

la protéine A et à la protéine G (Thermo Fisher Scientific) sont retenues sur un support 

magnétique et rincées à deux reprises avec du tampon IP (150 mM NaCl, 10 mM Tris-

HCl pH 7,5, IGEPAL 0,1 %, eau DEPC) puis reprises dans 500 μL de ce même 

tampon. Les billes magnétiques sont ensuite incubées avec 5 μg d’anticorps anti-m6A 

(ABE572, Millipore) à 4 °C pendant une nuit sous agitation douce. 

Une quantité de 1,2 μg d’ARN totaux fragmentés (5 μL de la fraction totale) est 

diluée avec 100 μL de tampon IP 5X, 5 μL de RNasin Plus Ribonuclease inhibitor 

(Promega). Le mélange est complété à 500 μL avec du tampon IP. Ce mélange est 

ajouté aux billes magnétiques couplées à l’anticorps après qu’elles aient subi deux 

rinçages avec 100 μL de tampon IP. La solution ARN/billes est ensuite incubée 2 h à 

4 °C sous agitation douce pour capturer les fragments méthylés. Les billes sont ensuite 

rincées deux fois avec le tampon IP, deux fois avec un tampon à faible concentration 

en sel (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1 % IGEPAL, eau DEPC) et deux fois 

avec un tampon à forte concentration en sel (500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 

0,1 % IGEPAL, eau DEPC), pendant 10 min à 4°C sous agitation douce pour chaque 

rinçage. Après deux rinçages supplémentaires à température ambiante sur le support 

magnétique avec du tampon IP, les fragments d’ARN méthylés capturés sont élués 

par reprise des billes dans 200 μL du tampon RA1 (Nucleospin RNA Clean up kit, 

Macherey-Nagel) pendant 2 min à température ambiante. Les billes sont ensuite 
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retenues sur le support magnétique pendant 1 min puis les fragments d’ARN 

immunoprécipités contenus dans le surnageant sont purifiés par chromatographie 

d’affinité (Nucleospin RNA Clean up kit, Macherey-Nagel). L’élution finale est réalisée 

dans 14 μl d’eau RNAse-free (deux passages successifs sur la colonne) et constitue 

la fraction immunoprécipitée ou « IP ». 

 

2.5. Préparation des banques de séquençage 

Des quantités d’IP correspondant à 0,3 μg d’ARN total de départ (3 μL) et d’Input 

correspondant à 50ng d’ARN totaux sont utilisées pour construire les banques de 

séquençage avec le SMARTer Stranded Total RNA-Seq Kit v.2  (634418, Pico Input 

Mammalian, Takara) selon les instructions du fournisseur (protocole sans 

fragmentation). Une amplification finale de 16 cycles est réalisée. Une banque IP et 

une banque Input par échantillon (exposition HAB. : n=3 contrôles et n=3 HAB ; 

exposition MP : n=6 contrôles et n=6 MP) sont réalisées. Les banques sont 

séquencées sur une plateforme Illumina Hiseq 4000 (2x200 pb à Genewiz, Europe). 

 

2.6. Analyse des données MeRIP-seq 

La qualité des séquençages IP et Input de chaque échantillon est évaluée en 

utilisant FastQC (v.0.11.7) et MultiQC (v.1.7) et les adaptateurs et les séquences de 

mauvaise qualité sont éliminés avec Trimmommatic (v.0.38). Les séquences restantes 

sont alignées sur le génome de l’huître (GCF_902806645.1) (Penaloza et al., 2020) et 

les séquences alignées de manière non ambigüe (uniquely mapped reads) sont 

comptées avec STAR (v.2.7.3a; -quantMode GeneCounts) (Dobin et al., 2013). 

L’identification des pics significativement enrichis en m6A et différentiellement 

méthylés (FDR < 5 %), entre les conditions « traités » et « contrôles » pour chaque 

conditionnement, au sein des séquences alignées de manière non ambigüe est 

réalisée avec Samtools (v.1.9) et le package R ExomePeak (Meng et al., 2014). 

Le niveau d’expression des gènes est exprimé en TPM (transcrits par million) (Li 

et al., 2010) pour chaque échantillon et l’identification des gènes différentiellement 

exprimés (FDR < 5%), entre les conditions « traités » et « contrôles » pour chaque 
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conditionnement, est réalisée avec DEseq2 (Love et al., 2014). Sauf mention contraire, 

les programmes sont utilisés avec les paramètres par défaut. 

 

2.7. Analyses de l’ontologie des gènes  

Les séquences d’ARN significativement méthylées sont identifiées dans la base 

de données transcriptomiques GigaTON (Riviere et al., 2015) en utilisant BlastN 

(Altschul et al., 1997, Camacho et al., 2009, Cock et al., 2015) avec les réglages par 

défaut. L’analyse de l’ontologie des gènes (GO) est effectuée avec les annotations GO 

obtenues à partir de la base de données transcriptomiques GigaTON (Riviere et al., 

2015). L’enrichissement des termes de GO est réalisé avec le plugin ClueGO (v2.5.7) 

sur Cytoscape (v.3.8.0). La significativité de l’enrichissement des termes est calculée 

par un test hypergéométrique avec une FDR < 5%.  

 

2.8. Analyses statistiques et production de graphiques 

Les analyses bioinformatiques sont réalisées sur les logiciels R (v.3.6.3) et R 

studio (v.1.0.153). Les packages R eulerr (Larsson, 2019), ComplexHeatmap (Gu et 

al., 2016), ggplot2 (Gómez-Rubio, 2017), Guitar (Cui et al., 2016b), PCAtools (Blighe 

et Lewis, 2019) sont utilisés pour la production des figures.   

 

3. Résultats 

3.1. Analyse primaire des données de MeRIP-seq 

Suite aux analyses primaires, un à deux échantillons par groupe et par type 

d’exposition ont été écartés en raison d’une mauvaise qualité ou de paramètres trop 

hétérogènes. Les échantillons T3 et HAB3 ont été écartés de l’analyse HAB. car ils 

présentent un nombre de reads (fragments d’ADNc lus) en Input et IP et une qualité 

en IP moindre par rapport à l’ensemble des échantillons, respectivement (Tableau 4). 

Les échantillons T5, T6, MP5 et MP6 ont été écartés de l’analyse MP car ils présentent 

un faible nombre de reads en Input par rapport à l’ensemble des échantillons (Tableau 

5 et 6). 
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Tableau 4 : Valeurs de qualité de l’alignement avec STAR des échantillons du 

conditionnement A. minutum.  Les résultats de l’alignement sont présentés pour 

chaque échantillon avec en rouge les valeurs relatives à une mauvaise qualité ou à 

une hétérogénéité des échantillons. 

  HAB2 HAB3 HAB1 T1 T3 T2 

In
p

u
t 

Nombre de 
reads 

41 481 206 32 390 302 37 413 555 32 912 687 34 016 055 29 982 870 

Taille des 
reads 

280 280 268 284 283 259 

% de reads 
non ambigus 

71,04% 72,11% 70,82% 73,16% 71,36% 70,60% 

% de reads 
ambigus 

26,47% 25,45% 26,32% 24,35% 26,12% 26,24% 

% de reads 
trop couts 

2,37% 2,34% 2,64% 2,39% 2,40% 2,89% 

IP
 

Nombre de 
reads 

5 265 154 5 408 304 4 155 268 7 299 998 4 646 915 2 509 375 

Taille des 
reads 

287 288 282 287 282 281 

% de reads 
non ambigus 

73,46% 74,56% 60,67% 73,74% 65,37% 71,86% 

% de reads 
ambigus 

12,31% 11,15% 14,46% 11,85% 15,76% 11,41% 

% de reads 
trop courts 

14,02% 14,08% 24,61% 14,21% 18,67% 16,38% 
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Tableau 5 : Valeurs de qualité de l’alignement avec STAR des échantillons MP 

du conditionnement MP.  Les résultats de l’alignement sont présentés pour chaque 

échantillon avec en rouge les valeurs relatives à une mauvaise qualité ou à une 

hétérogénéité des échantillons. 

  

  MP2 MP3 MP5 MP6 MP1 MP4 

In
p

u
t 

Nombre de 
reads 19 256 383 23 333 812 55 660 552 30 250 847 6 025 368 7 630 816 

Taille des 
reads 291 287 242 291 283 275 

% de reads 
non ambigus 77,82% 76,78% 65,24% 78,60% 74,88% 75,57% 

% de reads 
ambigus 20,38% 21,03% 31,59% 19,87% 23,51% 22,40% 

% de reads 
trop couts 1,75% 2,12% 2,91% 1,49% 1,54% 1,94% 

IP
 

Nombre de 
reads 13 815 924 21 085 032 14 476 752 11 764 215 12 433 383 21 085 032 

Taille des 
reads 290 287 289 289 290 287 

% de reads 
non ambigus 87,52% 86,54% 85,78% 81,00% 87,14% 89,42% 

% de reads 
ambigus 7,02% 6,63% 9,01% 13,89% 7,83% 6,63% 

% de reads 
trop courts 5,23% 6,61% 5,09% 4,93% 4,88% 4,69% 
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Tableau 6 : Valeurs de qualité de l’alignement avec STAR des échantillons 

témoins du conditionnement MP.  Les résultats de l’alignement sont présentés pour 

chaque échantillon avec en rouge les valeurs relatives à une mauvaise qualité ou à 

une hétérogénéité des échantillons. 

 

 

3.2. Étude de l’exposition à Alexandrium minutum 

L’exposition des géniteurs à A. minutum affecte la m6A des transcrits 

ovocytaires sans affecter leur abondance. 

L’étude du contenu ovocytaire en transcrits ne montre pas de différence 

significative induite par une exposition ou non des femelles à A. minutum (Figure 33A). 

Cependant, l’analyse en composante principale (ACP) du niveau de méthylation de 

ces transcrits indique une discrimination des échantillons correspondant aux groupes 

contrôles et HAB selon les composantes PC1 et PC2 expliquant 42,93% et 39,97% de 

la variance, respectivement (Figure 33B). Bien que la ségrégation des échantillons T2 

et HAB1 soit peu marquée, la différence de méthylation entre ces deux conditions est 

confirmée par la distribution des transcrits significativement méthylés (Figure 33C).  

 

 T2 T5 T8 T9 T3 T4 

In
p

u
t 

Nombre de 
reads 30 749 730 36 605 430 54 411 369 33 863 629 11 229 876 19 726 635 

Taille des 
reads 287 292 289 247 286 276 

% de reads 
non ambigus 75,98% 77,19% 76,80% 66,82% 75,33% 75,49% 

% de reads 
ambigus 21,80% 20,78% 21,20% 30,05% 23,01% 22,74% 

% de reads 
trop couts 2,15% 1,97% 1,95% 2,91% 1,60% 1,66% 

IP
 

Nombre de 
reads 9 417 682 13 948 252 13 271 214 9 402 111 11 229 264 11 068 421 

Taille des 
reads 295 289 283 289 294 293 

% de reads 
non ambigus 89,06% 87,91% 87,53% 88,07% 89,51% 88,56% 

% de reads 
ambigus 5,63% 6,15% 6,46% 6,50% 5,48% 6,06% 

% de reads 
trop courts 5,15% 5,72% 5,83% 5,25% 4,87% 5,22% 
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En effet, 8,4% (n=685) et 7,6% (n=618) des transcrits présentent une méthylation 

spécifique dans les gamètes provenant de femelles exposées ou non à la microalgue 

toxique, respectivement. Les 6 839 (84,0%) transcrits communs à ces conditions 

laissent entrevoir une potentielle variation de la localisation de cette méthylation.  

Ces résultats ne mettent pas en évidence de différence d’abondance des 

transcrits, mais une différence de leur méthylation, dans les ovocytes issus de femelles 

contrôles et exposées à A. minutum. 

 

L’exposition de femelles à A. minutum pendant la gamétogenèse module le 

niveau de méthylation d’une sous-population de transcrits dans les ovocytes. 

L’exposition à A. minutum provoque un différentiel de niveau de m6A pour 178 

transcrits (DM), dont 76 et 102 présentent une diminution ou une augmentation du 

niveau de méthylation, respectivement (Figure 34A). Le changement du niveau de 

m6A des DM n’est pas corrélé avec une variation du nombre de transcrits dans les 

ovocytes (Figure 34B).  

  

Figure 33 : Influence d’une exposition maternelle à A. minutum sur les

transcriptomes et épitranscriptomes ovocytaires.   

A. Volcanoplot des transcrits différentiellement représentés entre les ovocytes issus de 

géniteurs contrôle et exposés à A. minutum. Les couleurs reflètent les variations du 

contenu ovocytaire (rouge : sous-représenté, gris, pas de différence, bleu : sur-

représenté). B. Analyse en composante principale (ACP) des résultats du MeRIP-seq.

Le graphique représente les deux premières composantes pour chaque échantillon. C.

Distribution des transcrits significativement m
6
A-méthylés dans les ovocytes issus de 

femelles contrôle (Témoin, n=2) et exposées à A. minutum (Harmful Algae Bloom, HAB,

n=2). 
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  Figure 34 : Caractérisation des changements épitranscriptomiques ovocytaires 

induits par l’exposition maternelle à A. minutum 

A. Volcanoplot des transcrits différentiellement méthylés (DM) entre les ovocytes issus de 

géniteurs contrôle et exposés à A. minutum. Les couleurs reflètent les variations du niveau 

de méthylation (rouge : hypométhylé, gris, pas de différence, bleu : hyperméthylé). B. 

Association entre le facteur de variation (‘fold change’) du niveau de méthylation (à gauche) 

et le contenu ovocytaire (à droite) des transcrits différentiellement méthylés entre les 

conditions « témoin » et « HAB ». C. Distribution de la représentation des transcrits (log10 

TPM) différentiellement méthylés dans les ovocytes « témoin » et « HAB ». D. Profil de 

localisation de la m
6
A sur l’ensemble des transcrits dans les conditions contrôle et HAB. E. 

Profil de localisation de la m
6
A sur les transcrits différentiellement méthylés. En haut (rouge) 

DM hypométhylés, en bas (violet) DM hyperméthylés. UTR : région non traduite 

(‘untranslated region’) ; CDS : séquence codante ; kb : kilobase ; HAB : A. minutum (Harmful 

Algae Bloom : HAB). 
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De la même manière, la figure 34C montre une superposition des courbes 

d’abondance des transcrits illustrant l’absence de différence d’expression des DM 

entre les conditionnements témoin et HAB. Une observation cohérente avec l’absence 

de différence d’accumulation de transcrits dans leur ensemble entres les conditions 

d’exposition. 

Le transcriptome ovocytaire présente une m6A de l’UTR 5’ à l’UTR 3’ avec un 

enrichissement dans la région codante (CDS) et particulièrement autour du codon stop 

(Figure 34D). Cependant, l’exposition à A. minutum affecte la méthylation d’une sous 

population de transcrits qui possède un profil spécifique de méthylation. En effet, bien 

que l’enrichissement important au niveau du codon stop soit présent, un second pic 

d’enrichissement apparaît en 5’ de la CDS des DM (Figure 34E). Cette distribution 

bimodale de la m6A dans les DM semble résulter d’une diminution de la méthylation 

relative au niveau du codon stop au profit de la CDS-5’ par rapport aux transcrits dont 

la méthylation n’est pas affectée par l’exposition à A. minutum.  

 

L’exposition maternelle à A. minutum affecte la méthylation de gènes associés 

au contrôle de la division cellulaire. 

L’analyse de l’ontologie des gènes (GO) codants les transcrits DM dans les 

ovocytes de géniteurs exposés à A. minutum montre un enrichissement en termes liés 

à la régulation de la division cellulaire. Ils sont associés à l’assemblage du fuseau 

mitotique, la signalisation de la division cellulaire ou l’organisation nucléaire (Figure 

35). 

 

3.3. Étude de l’exposition aux microplastiques  

L’exposition aux MP affecte les transcriptomes et les épitranscriptomes 

ovocytaires. 

L’exposition des géniteurs aux MP perturbe à la fois le transcriptome ovocytaire et 

leur épitranscriptome m6A associé. L’analyse du contenu ovocytaire en transcrits, suite 

à une exposition aux MP lors de l’ovogenèse, met en avant l’abondance différentielle 

de 12 gènes dont deux sont surexprimés et 10 sous-exprimés (Figure 36A). L’analyse 

en composantes principales des résultats du MeRIP-seq met en avant une séparation 

des échantillons selon la présence ou non des MP lors du conditionnement.  
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Les PC1 et PC2 expliquent 50,88% et 22,69% de la variance, respectivement 

(Figure 36B). Cette séparation des échantillons, selon les conditions, est confirmée 

par la répartition des transcrits méthylés au sein des transcriptomes ovocytaires des 

conditions MP et témoin (Figure 36C). En effet, 391 (3,9%) et 1 030 (10,2%) transcrits 

sont identifiés comme spécifiquement méthylés dans les épitranscriptomes des 

conditions témoin ou MP, respectivement. Les 12 transcrits au contenu enrichi ou 

déplété par rapport aux contrôles sont méthylés dans les deux conditions.  

 

Les MP induisent une relocalisation en 5’ de la m6A des transcrits 

différentiellement méthylés. 

Une exposition parentale aux MP conduit à une augmentation significative du 

niveau de m6A sur les transcrits de 476 gènes, et aucune diminution n’est détectée 

(Figure 37A).  

 

Figure 35 : Annotation fonctionnelle des ARN ovocytaires différentiellement 

méthylés après exposition maternelle à A. minutum. 

Représentation en réseau des termes ontologiques significativement enrichis (test 

hypergéométrique, FDR<0,05) dans les ARN ovocytaires différentiellement méthylés 

après exposition maternelle au dinoflagellé A. minutum. Les couleurs reflètent 

l’augmentation (cluster ‘up’, bleu) ou la diminution (cluster ‘down’, rouge) du niveau 

de m
6
A des gènes associés aux termes indiqués. La couleur associée au terme 

correspond au cluster d’appartenance de la majorité des termes qui le définissent (ex. 

la majorité des gènes associés au terme ‘nucleus organization’ sont hypométhylés en 

condition HAB).  La taille des cercles est inversement corrélée à la p-value du résultat 

du test d’enrichissement des termes.   
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L’analyse de l’expression des DM met en avant une potentielle corrélation négative 

entre le niveau de m6A en hausse et une représentation en baisse dans les 

transcriptomes des ovocytes MP (Figure 37B). Bien qu’une telle corrélation ne soit 

pas statistiquement significative, cette tendance est confirmée par un décalage de la 

distribution de l’abondance des DM vers des valeurs plus faibles de TPM (Figure 37C). 

La figure 37D montre la localisation générale de la m6A le long des transcrits 

significativement méthylés des deux conditions d’exposition. La m6A est présente dans 

l’ensemble de la CDS et particulièrement concentrée autour du codon stop, un profil 

similaire à celui précédemment observé lors du développement (cf. chapitre II) et du 

conditionnement HAB. Cependant, suite à l’exposition des géniteurs aux MP, la 

localisation de la m6A dans les DM est modifiée avec une diminution de la méthylation 

autour du codon stop en faveur de la région 5’ de la CDS (Figure 37E).  

 

L’exposition aux MP affecte l’épitranscriptome de gènes liés à la régulation de 

l’expression des gènes et du développement. 

La fonction des gènes codant les DM dans les ovocytes MP, explorée par l’analyse 

de l’ontologie des gènes, indique un enrichissement en termes liés à la régulation de 

la transcription, de la traduction et de l’épissage.  

Figure 36 : Dynamique de l’expression et de la méthylation des gènes des ovocytes 

entre les conditions d’exposition : Microplastiques 

A. Volcano plot des gènes différentiellement exprimés entre les conditions « traités » et 

« contrôles ». B. Analyse en composante principale (ACP) des résultats du MeRIP-seq. Le 

graphique représente les deux premières composantes pour chaque échantillon. C. 

Distribution des transcrits significativement méthylés dans les ovocytes issus de femelles 

contrôle (Témoin, n= 4) et exposées aux MP (MP, n=4). T : témoin, DE : différentiellement 

exprimé. 
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Figure 37 : Caractérisation des changements épitranscriptomiques ovocytaires  induits par 

l’exposition maternelle aux microplastiques. 

A. Volcanoplot des transcrits différentiellement méthylés (DM) entre les ovocytes issus de 

géniteurs contrôle et exposés aux microplastiques. Les couleurs reflètent les variations du niveau 

de méthylation (rouge : hypométhylé, gris, pas de différence, bleu : hyperméthylé). B. Association 

entre le facteur de variation (‘fold change’) du niveau de méthylation (à gauche) et le contenu 

ovocytaire (à droite) des transcrits différentiellement méthylés dans les ovocytes entre les 

conditions « témoin » et « MP ». C. Distribution de la représentation des transcrits (log10 TPM) 

différentiellement méthylés dans les ovocytes « témoin » et « MP ». D. Profil de localisation de la 

m
6
A sur l’ensemble des transcrits dans les conditions contrôle et MP. E. Profil de localisation de 

la m
6
A sur les transcrits différentiellement méthylés. UTR : région non traduite (‘untranslated 

region’) ; CDS : séquence codante ; kb : kilobase; MP : microplastiques. 
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Ils sont aussi associés à la division cellulaire, la gastrulation et la transition 

épithélio-mésenchymateuse (Figure 38). Ces fonctions indiquent que l’exposition 

maternelle aux MP modifie l’épitranscriptome de gènes impliqués dans la régulation 

de l’expression des gènes lors de la gastrulation. 

3.4. Comparaison de la réponse épitranscriptomique entre 

les conditionnements 

L’environnement maternel induit des signatures épitranscriptomiques 

ovocytaires spécifiques. 

L’algue toxique A. minutum et les microplastiques engendrent une altération de la 

méthylation de 178 et 476 transcrits dans les ovocytes de géniteurs exposés, 

respectivement. Parmi ces transcrits différentiellement méthylés par rapport aux 

contrôles, seuls 19 sont communs entre les conditionnements HAB et MP (Figure 

Figure 38 : Annotation fonctionnelle des ARN ovocytaires différentiellement 

méthylés après exposition maternelle aux microplastiques. 

Représentation en réseau des termes ontologiques significativement enrichis (test 

hypergéométrique, FDR<0,01) dans les ARN ovocytaires différentiellement méthylés 

après exposition maternelle aux MP. La teinte reflète la p-value du test 

d’enrichissement des termes (dégradé du clair au foncé correspondant à une p-value 

de 0,01 à <0,0005, respectivement). Le diamètre des cercles est corrélé au nombre 

de gènes associé à chaque terme. 
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39A). Sur ces 19 DM communs, la méthylation présente une distribution bimodale 

dans les conditions contrôles pour les deux traitements, avec un enrichissement 

important autour du codon stop et un second pic dans la partie 5’ de la CDS. Lors 

d’une exposition HAB cette distribution varie, avec une augmentation de la méthylation 

autour du codon stop, au détriment d’une méthylation en 5’-CDS. Au contraire, 

l’exposition aux MP induit sur ces mêmes DM un autre profil de méthylation qui se 

caractérise par une perte de la distribution bimodale de la m6A en faveur d’une 

répartition uniforme le long de la CDS (Figure 39B). En parallèle de ces changements 

de profil de méthylation, les niveaux de m6A qui augmentent pour tous ces DM suite 

à l’exposition maternelle aux MP, peuvent varier à la hausse ou à la baisse en condition 

HAB. (Tableau 7). 

 

 

Figure 39 : Comparaison des signatures épitranscriptomiques ovocytaires de 

l’exposition maternelle à la microalgue A. minutum et aux microplastiques.

A. Distribution des transcrits différentiellement méthylés entre les ovocytes issus de 

femelles exposées à A. minutum (HAB) et aux microplsatiques (MP). B. Profil de 

localisation de la m
6
A sur les 19 DM communs aux deux conditionnements, suite à 

l’exposition à A. minutum (graphique du haut) ou aux MP (graphique du bas).  MP : 

microplastiques, HAB : A. minutum, UTR : region non traduite ; CDS : séquence 

codante ; kb : kilobase. 
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Les DM communs sont issus de gènes impliqués dans des fonctions cruciales 

lors du développement. 

Par ailleurs, les fonctions des gènes codant ces DM indiquent leur implication dans 

la régulation de la mitose (contrôle du cycle cellulaire, fuseau mitotique), de la 

morphogenèse (neurogenèse, signalisation Wnt, adhésion cellulaire) et la régulation 

de la transcription et de la traduction (Tableau 7). L’analyse de la m6A sur ces 

transcrits met en évidence que l’environnement maternel induit des signatures 

épitranscriptomiques ovocytaires spécifiques au niveau des gènes impliqués dans des 

fonctions cruciales lors du développement.  

Tableau 7 : Comparaison de la variation du niveau de m
6
A des 19 

transcrits différentiellement méthylés suite aux conditionnements 
maternels en présence d’A. minutum ou des MP. 
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4. Discussion 
 

Ce travail présente la caractérisation de la méthylation des ARN ovocytaires chez 

C. gigas suite à une exposition maternelle à un dinoflagellé toxique ou aux MP. Les 

résultats montrent que ces deux contaminants engendrent une variation du niveau et 

de la localisation de la méthylation de transcrits potentiellement impliqués dans la 

régulation du développement embryonnaire. De plus, les modifications 

épitranscriptomiques observées présentent des signatures spécifiques en fonction du 

stress environnemental examiné. Cette étude, est la première étude démontrant un 

effet maternel impliquant la m6A chez un Lophotrochozoaire, à notre connaissance. 

Une exposition parentale à A. minutum induit une diminution de la taille des larves 

et une augmentation de la mortalité lors de la fixation. Elle affecte aussi la qualité des 

spermatozoïdes via une réduction de la motilité et une augmentation du contenu en 

lipides, alors que la qualité des ovocytes (diamètre et circularité) n’est pas affectée 

(Castrec et al., 2019). Cependant, le vecteur de l’effet parental reste inconnu. 

Notre étude a mis en évidence une variation significative du niveau de m6A à la 

hausse ou à la baisse sur 178 transcrits ovocytaires associés à la division cellulaire 

suite à une exposition maternelle à A. minutum. Cette différence de méthylation ne 

semble pas être corrélée avec un changement de contenu ovocytaire cohérent avec 

une absence de différence dans la qualité des ovocytes (Castrec et al., 2019). 

Cependant, cette différence de niveau de m6A peut avoir un impact sur le 

développement des larves issues de ces ovocytes. En effet, la m6A est impliquée dans 

de nombreux processus développementaux dont la MZT et la division cellulaire (Zhao 

et al., 2017, Ivanova et al., 2017, Fei et al., 2020, Kontur et al., 2020). La MZT 

comprend la dégradation des transcrits maternels et la régulation de la compaction de 

la chromatine permettant l’activation du génome zygotique (Vastenhouw et al., 2019). 

La m6A est un mécanisme de dégradation des ARNm maternels, dont la dégradation 

YTHDF-dépendante chez les Vertébrés déclenche la MZT (Zhao et al., 2017, Ivanova 

et al., 2017, Kontur et al., 2020). Nous avons montré dans le chapitre I et II la 

conservation d’un mécanisme similaire. Or, une perturbation de ce mécanisme de 

dégradation entraîne une réduction de la taille des individus chez le poisson zèbre 

(Zhao et al., 2017), un phénotype également observé chez les larves de l’huître creuse 

suite à une exposition maternelle à A. minutum. (Castrec et al., 2019). Ces phénotypes 

semblables entre l’huître et le poisson zèbre pourraient correspondre à des 
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mécanismes moléculaires similaires qui seraient conservés, tels que la dégradation 

des m6A-ARN via la famille des YTHDF. 

L’analyse des termes de GO complète l’hypothèse d’une altération de la MZT 

responsable de l’effet délétère de l’exposition à A. minutum sur les phénotypes 

développementaux. Elle montre une augmentation de la m6A sur les transcrits 

impliqués dans la modification des histones et une diminution sur les transcrits 

impliqués dans la régulation des ARN non-codants (Tableau S1). En effet, la 

maturation des miARN et la modification de l’histone H3 sur la lysine 9 (H3K9me3) 

sont contrôlées par la m6A (Alarcón et al., 2015, Xu et al., 2021). Ces mécanismes 

impliqués dans la dégradation des ARN maternels (Vastenhouw et al., 2019) et la 

formation de l’hétérochromatine (Xu et al., 2021), respectivement, sont potentiellement 

conservés chez l’huître (Fellous et al., 2014b, Rosani et al., 2016). L’altération du 

niveau de m6A de ces transcrits perturbe potentiellement la dégradation des m6A-

ARNm maternels et l’activation du génome zygotique, suite à une exposition 

maternelle à A. minutum, pouvant mener à une diminution de la taille et de la survie 

larvaire, reflétant un effet maternel égoïste. 

En parallèle de l’altération de la MZT, l’analyse de l’ontologie des gènes met aussi 

en avant une implication de la m6A dans la régulation de la division cellulaire. Fei et 

collaborateurs (2020) ont récemment décrit une boucle de régulation du cycle cellulaire 

où la m6A et YTHDF2 régulent l’entrée en mitose. La perturbation de ce mécanisme, 

via une modification du niveau de méthylation de transcrits codant des acteurs de cette 

boucle, engendre potentiellement une altération de la segmentation pouvant réduire la 

survie des larves de C. gigas issus de parents exposés à A. minutum. 

Néanmoins, l’exposition maternelle à A. minutum permet aussi la mise en place 

d’un effet adaptatif dans la descendance, appelé effet maternel d’anticipation, qui est 

alors moins sensible à la microalgue (Castrec et al., 2019). Ce trait adaptatif est 

potentiellement lié à une augmentation de la m6A sur les transcrits impliqués dans la 

réponse au stress.  En effet, IGF2BP est un médiateur majeur de l’effet de la m6A en 

région 3’ du transcrit, localisation prévalente de cette marque chez l’huître. IGF2BP 

permet le stockage des m6A-ARN dans des granules lors d’un stress chez les 

Vertébrés, ce qui les protègent de la dégradation pour être traduit à postériori (Huang 

et al., 2018). Lors du développement du poisson zèbre, IGF2BP protège des m6A-ARN 

maternels de la dégradation (Ren et al., 2020). Cet acteur étant exprimé dans les 

ovocytes et identifié au niveau protéique chez l’huître (Le Franc et al., 2020), il est 
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donc possible qu’un mécanisme similaire permette la mise en place d’une réponse 

rapide chez les larves d’huître. Ceci faciliterait la résistance au stress causé par A. 

minutum et ferait de la m6A un vecteur d’un effet maternel d’anticipation couplé à un 

effet égoïste via son effet précoce lors de la segmentation et de la MZT. 

Cependant, nous ne pouvons exclure la participation d’un éventuel effet paternel 

à ce phénotype. En effet, le phénotype des larves observés dans l’étude de Castrec 

et collaborateurs (2019) est obtenu via les gamètes des géniteurs mâles et femelles 

exposés à A. minutum, où la qualité des spermatozoïdes est réduite. Néanmoins, la 

quantité d’ARN apportée par les spermatozoïdes est faible et un tel effet n’impliquerait 

probablement pas les épitranscriptomes m6A. Par ailleurs, la présence des acteurs de 

la machinerie et en premier lieu des readers à un niveau protéique dans les ovocytes 

n’a pas été abordé dans cette étude. La quantification des readers permettrait de 

mieux appréhender le devenir des m6A-ARN maternels et donc les mécanismes 

perturbés par l’exposition maternelle à ce dinoflagellé toxique. De la même manière, 

la présence de PST dans les ovocytes, suite au conditionnement avec A. minutum, ne 

permet pas d’écarter un impact direct des PST sur la machinerie de la m6A pouvant 

être à l’origine de l’altération de la méthylation des transcrits maternels. 

De même que l’exposition à A. minutum., l’exposition maternelle aux MP engendre 

une modification du niveau de m6A des transcrits. Cependant, cette exposition est 

associée à une augmentation de la m6A en 5’ de la CDS et une diminution de 

l’expression de ces transcrits potentiellement impliqués dans la régulation de la 

gastrulation et de la morphogenèse chez l’huître. Cette perturbation des 

épitranscriptomes est associée à une réduction de la taille, de la survie et un retard 

développemental des larves issues d’ovocytes de géniteurs exposés aux MP lors de 

la gamétogenèse. La qualité de ces ovocytes est affectée avec une réduction de leur 

nombre et de leur taille associée à une perturbation de leur transcriptome (Sussarellu 

et al., 2016). Les observations de Sussarellu et collaborateurs (2016) mènent à 

l’hypothèse d’une perturbation des ARNm maternels conduisant au phénotype décrit 

et dont le mécanisme de régulation de ces ARNm ovocytaires perturbé reste inconnu. 

 La méthylation des ARN maternels participe à la régulation de l’ovogenèse chez 

de nombreuses espèces (Qi et al., 2016, Kan et al., 2017, Fan et al., 2019, Sui et al., 

2020, Kontur et al., 2020).  Chez la souris, YTHDF2 détermine la qualité des ovocytes. 

En effet, sa fonction dans la dégradation des m6A-ARN lui permet de façonner le 
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transcriptome des ovocytes pendant la vitellogenèse (Ivanova et al., 2017). Suite à 

une exposition aux MP, l’augmentation du niveau de m6A de certains transcrits est 

potentiellement corrélée à la diminution de leur expression, qui pourrait refléter une 

perturbation de leur accumulation depuis la gonade maternelle. Ceci est cohérent avec 

la diminution de la qualité des ovocytes après exposition parentale aux MP chez 

l’huître (Sussarellu et al., 2016), renforçant l’hypothèse de l’implication de YTHDF dans 

la perturbation de l’ovogenèse de C. gigas.  

À cela s’ajoute une relocalisation de la m6A proche en 5’ de la CDS au détriment 

du codon stop. Bien que la localisation de la méthylation au niveau du codon start 

stimule la traduction chez les plantes (Luo et al., 2019), la méthylation autour du codon 

stop est associée à la liaison d’IGF2BP (Huang et al., 2018). La diminution de la 

méthylation en 3’ affecte donc potentiellement la stabilité des transcrits méthylés et 

pourrait accentuer l’effet délétère des MP sur l’ovogenèse.  

Plus tard lors du développement, Sussarellu et collaborateurs (2016) décrivent une 

diminution de la survie, de la taille et un retard développemental des larves qui reflète 

un effet maternel égoïste suite à une exposition aux MP. En addition aux profils de 

m6A, nos résultats en GO évoquent une perturbation de la gastrulation et de la 

morphogenèse induite par les MP, via la régulation de l’expression des gènes, de la 

division cellulaire et de la transition épithélio-mésenchymateuse (Tableau S2). La 

perturbation de ces fonctions via la m6A est cohérente avec les fonctions régulées par 

cette méthylation au cours du développement de l’huître creuse mises en évidence 

dans le chapitre précédent. 

Les conditionnements avec A. minutm et les MP engendrent une modification de 

la méthylation des ARN maternels dans les ovocytes associée à une perturbation du 

phénotype des larves. L’effet parental de ces deux stress chez C. gigas (Sussarellu et 

al., 2016, Castrec et al., 2019), est aussi observé chez d’autres espèces (Lee et al., 

2013, Rolton et al., 2016, Martins et Guilhermino, 2018, Zhang et al., 2019b). 

Cependant, notre étude met en avant pour la première fois un effet maternel médié 

potentiellement par la m6A chez un organisme marin. Bien que le mécanisme de 

transmission de l’effet maternel soit commun à ces deux stress, la régulation de la 

méthylation des ARN ovocytaires apparaît comme différente. En effet, seule une faible 

proportion des transcrits différentiellement méthylés est commune à ces deux stress 

(12,0% et 4,2% pour les conditionnements HAB et MP, respectivement) dont la 
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localisation de la m6A et la variation de la méthylation diffèrent selon les stress. À cela 

s’ajoute une perturbation potentielle de différents processus développementaux. Ainsi, 

A. minutum induit un dérèglement des étapes précoces de l’embryogenèse, alors que 

les MP affectent la gastrulation et la morphogenèse des larves. Cette différence de 

m6A dans les ovocytes peut expliquer la différence de phénotype observé entre les 

deux stress, où la qualité des ovocytes n’est pas affectée lors du conditionnement 

HAB, alors qu’un retard développemental chez les larves est observé suite à 

l’exposition aux MP (Sussarellu et al., 2016, Castrec et al., 2019).   

Bien que la méthylation varie différemment entre les deux conditionnements, les 

transcrits communs montrent une perturbation des mêmes mécanismes. Ces 

mécanismes pourraient constituer un socle général de médiation épitranscriptomique 

d’un stress parental. En effet, ils sont notamment impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire et de la voie de signalisation Wnt, une perturbation de ces mécanismes 

confirmé par l’analyse transcriptomique et protéique des ovocytes issus de géniteurs 

exposés aux MP (Sussarellu et al., 2016). Une modification de la méthylation de ces 

transcrits peut donc engendrer des perturbations dans la division et la prolifération 

cellulaire (Liu et al., 2020d, Fei et al., 2020) pouvant expliquer la réduction de la survie 

et de la taille des larves suite à l’exposition maternelle aux MP et à la microalgue 

toxique (Sussarellu et al., 2016, Castrec et al., 2019). 

Le gène « high mobility group box 1 » (hmgb1) est décrit pour être impliqué dans 

la réponse inflammatoire et immunitaire chez C. gigas (Li et al., 2013), une réponse 

observée chez les Bivalves face aux MP et A. minutum (Hégaret et al., 2011, Von 

Moos et al., 2012, Mello et al., 2013, Paul-Pont et al., 2016, Castrec et al., 2018, Teng 

et al., 2020). L’exposition parentale à ces deux stress modifie différemment la 

méthylation de ce gène. Lors du conditionnement HAB, la méthylation globale du 

transcrit diminue alors que sa localisation autour du codon stop augmente. Comme 

décrit précédemment, l’augmentation de la méthylation au niveau du codon stop 

favorise potentiellement la liaison d’IGF2BP, protégeant les transcrits de la 

dégradation. Ils pourront alors être traduits à postériori et permettre aux larves de 

résister au stress induit par A. minutm. Dans le cas d’une exposition aux MP, la 

méthylation globale de ce transcrit augmente conduisant à une méthylation uniforme 

de la CDS et associée à une diminution de son expression dans l’ovocyte. La perte du 

pic autour du codon stop peut être liée à une diminution de la stabilité de ce transcrit 

ne permettant pas d’effet adaptatif face aux MP. Une absence d’effet adaptatif via un 
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effet parental observé lors d’un conditionnement embryonnaire avec des 

nanoplastiques (Tallec et al., 2021).   

À cela s’ajoute une régulation de la méthylation différente sur les transcrits du gène 

DDX4 (Probable ATP-dependent RNA helicase) ou VASA. La mise en place de la 

lignée germinale chez C. gigas repose notamment sur les transcrits maternels de cet 

acteur (Fabioux et al., 2004a). La perturbation de sa méthylation suite à l’exposition 

maternelle à A. minutum ou aux MP affecte potentiellement le devenir de ce transcrit 

dans l’embryon et impacterait la reproduction de la descendance. Cet impact sur la 

reproduction de la descendance, via un effet parental, est observé chez les daphnies 

suite à une exposition aux MP (Martins et Guilhermino, 2018). 

En conclusion, cette étude permet de montrer un effet maternel, suite à un 

conditionnement en présence d’une microalgue toxique ou de MP, médié par la m6A 

des ARN maternels mise en place lors de la gamétogenèse. La variation de cette 

méthylation dans les ovocytes constitue un vecteur de l’effet parental reflétant une 

héritabilité épitranscriptomique intergénérationnelle. Ce vecteur impacte le 

développement embryonnaire et potentiellement l’adaptation des juvéniles à 

l’environnement rencontré par ses parents. Cependant, cette méthylation répond de 

manière spécifique au stress avec la mise en place d’un effet adaptatif et la 

dégradation des ARN maternels observés suite à l’exposition maternelle à A. minutum 

ou aux MP, respectivement. La détection et la quantification de readers à un niveau 

protéique et le suivi de la méthylation dans les premiers stades de développement 

permettraient de mieux appréhender le devenir des m6A-ARN maternels dans 

l’embryon et les mécanismes moléculaires impactés par ces effets maternels. Ce 

travail met en évidence, pour la première fois à notre connaissance, un effet maternel 

médié par la m6A via les ARN maternels. Il apporte de nouvelles connaissances quant 

à la régulation de la m6A chez un Lophotrochozoaire et permet une meilleure 

compréhension de l’évolution de ce mécanisme de régulation post-transcriptionnel 

dans un contexte eco-devo. 
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5. Tableaux complémentaires 

 

Tableau S1 : Liste complète des annotations fonctionnelles (FDR < 0,05) des ARN 

ovocytaires différentiellement méthylés après exposition maternelle à A. minutum. 

Tableau S2 : Liste complète des annotations fonctionnelles (FDR < 0,05) des ARN 

ovocytaires différentiellement méthylés après exposition maternelle aux MP. 

  



Cluster GOID GOTerm
Ontology 

Source

PValue 

Corrected

% Associated 

Genes
Nr. Genes

Cluster #DOWN GO:0003918

DNA topoisomerase type II 

(double strand cut, ATP-

hydrolyzing) activity

MF 0,04 50,00 1,00

Cluster #DOWN GO:2001032

regulation of double-strand break 

repair via nonhomologous end 

joining

BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0004809
tRNA (guanine-N2-)-

methyltransferase activity
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0016316

phosphatidylinositol-3,4-

bisphosphate 4-phosphatase 

activity

BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0032183 SUMO binding MF 0,00 50,00 2,00

Cluster #DOWN GO:0030576 Cajal body organization BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0070140
SUMO-specific isopeptidase 

activity
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0042176
regulation of protein catabolic 

process
BP 0,00 12,77 6,00

Cluster #DOWN GO:0006997 nucleus organization BP 0,00 19,05 4,00

Cluster #DOWN GO:0042254 ribosome biogenesis BP 0,00 6,19 6,00

Cluster #DOWN GO:0005762
mitochondrial large ribosomal 

subunit
CC 0,01 28,57 2,00

Cluster #DOWN GO:0034470 ncRNA processing BP 0,04 4,00 4,00

Cluster #DOWN GO:0031110

regulation of microtubule 

polymerization or 

depolymerization

BP 0,04 9,09 2,00

Cluster #DOWN GO:0035371 microtubule plus-end CC 0,01 20,00 2,00

Cluster #DOWN GO:0008090 retrograde axonal transport BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0048525
negative regulation of viral 

process
BP 0,01 28,57 2,00

Cluster #DOWN GO:0043923
positive regulation by host of viral 

transcription
BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0043921
modulation by host of viral 

transcription
BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0052472
modulation by host of symbiont 

transcription
BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #DOWN GO:0003779 actin binding MF 0,00 10,61 7,00

Cluster #DOWN GO:0048365 Rac GTPase binding MF 0,00 38,46 5,00

Cluster #DOWN GO:0003779 actin binding MF 0,00 10,61 7,00

Cluster #DOWN GO:0034988
Fc-gamma receptor I complex 

binding
MF 0,00 75,00 3,00

Cluster #DOWN GO:0050821 protein stabilization BP 0,01 10,00 3,00

Cluster #DOWN GO:0051015 actin filament binding MF 0,01 13,64 3,00

Cluster #DOWN GO:0032388
positive regulation of intracellular 

transport
BP 0,01 4,88 6,00

Cluster #DOWN GO:0051220
cytoplasmic sequestering of 

protein
BP 0,00 50,00 3,00

Cluster #DOWN GO:0042176
regulation of protein catabolic 

process
BP 0,00 12,77 6,00

Cluster #DOWN GO:0043113 receptor clustering BP 0,01 13,64 3,00

Cluster #DOWN GO:0045022
early endosome to late endosome 

transport
BP 0,00 15,79 3,00

Cluster #DOWN GO:0042177
negative regulation of protein 

catabolic process
BP 0,00 28,57 4,00

Tableau S1 : Liste complète des annotations fonctionnelles (FDR < 0,05) des ARN ovocytaires différentiellement 

méthylés après exposition maternelle à A. minutum .



Cluster #DOWN GO:0051224
negative regulation of protein 

transport
BP 0,02 7,32 3,00

Cluster #DOWN GO:0043123
positive regulation of I-kappaB 

kinase/NF-kappaB signaling
BP 0,04 5,08 3,00

Cluster #DOWN GO:0007195

adenylate cyclase-inhibiting 

dopamine receptor signaling 

pathway

BP 0,00 60,00 3,00

Cluster #DOWN GO:0090307 mitotic spindle assembly BP 0,00 42,86 3,00

Cluster #DOWN GO:0042307
positive regulation of protein 

import into nucleus
BP 0,03 6,38 3,00

Cluster #DOWN GO:0048365 Rac GTPase binding MF 0,00 38,46 5,00

Cluster #UP GO:0045347
negative regulation of MHC class 

II biosynthetic process
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0051879 Hsp90 protein binding MF 0,00 50,00 2,00

Cluster #UP GO:0000354
cis assembly of pre-catalytic 

spliceosome
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0035441
cell migration involved in 

vasculogenesis
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0035499 carnosine biosynthetic process BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0034773 histone H4-K20 trimethylation BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #UP GO:0036124 histone H3-K9 trimethylation BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0005819 spindle CC 0,00 5,22 7,00

Cluster #UP GO:0032436

positive regulation of proteasomal 

ubiquitin-dependent protein 

catabolic process

BP 0,01 22,22 2,00

Cluster #UP GO:0001726 ruffle CC 0,04 5,36 3,00

Cluster #UP GO:0032271
regulation of protein 

polymerization
BP 0,04 5,66 3,00

Cluster #UP GO:0044354 macropinosome CC 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0022614 membrane to membrane docking BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0071561 nucleus-vacuole junction CC 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0009267 cellular response to starvation BP 0,03 11,76 2,00

Cluster #UP GO:0071562
nucleus-vacuole junction 

assembly
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0000011 vacuole inheritance BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0000329 fungal-type vacuole membrane CC 0,04 50,00 1,00

Cluster #UP GO:0042144 vacuole fusion, non-autophagic BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #UP GO:0071255 Cvt vesicle assembly BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0004694
eukaryotic translation initiation 

factor 2alpha kinase activity
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0070578 RISC-loading complex CC 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0007279 pole cell formation BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0035190 syncytial nuclear migration BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0035087
siRNA loading onto RISC involved 

in RNA interference
BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #UP GO:0070868
heterochromatin organization 

involved in chromatin silencing
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0043392
negative regulation of DNA 

binding
BP 0,03 11,76 2,00

Cluster #UP GO:0000922 spindle pole CC 0,00 6,67 5,00

Cluster #UP GO:0005819 spindle CC 0,00 5,22 7,00

Cluster #UP GO:0000784
nuclear chromosome, telomeric 

region
CC 0,02 18,18 2,00

Cluster #UP GO:0070198
protein localization to 

chromosome, telomeric region
BP 0,00 40,00 2,00

Cluster #UP GO:0070212 protein poly-ADP-ribosylation BP 0,00 40,00 2,00

Cluster #UP GO:0070213 protein auto-ADP-ribosylation BP 0,00 40,00 2,00



Cluster #UP GO:0007004
telomere maintenance via 

telomerase
BP 0,01 20,00 2,00

Cluster #UP GO:0018107 peptidyl-threonine phosphorylation BP 0,03 12,50 2,00

Cluster #UP GO:0032212
positive regulation of telomere 

maintenance via telomerase
BP 0,00 40,00 2,00

Cluster #UP GO:0032436

positive regulation of proteasomal 

ubiquitin-dependent protein 

catabolic process

BP 0,01 22,22 2,00

Cluster #UP GO:0051016 barbed-end actin filament capping BP 0,00 66,67 2,00

Cluster #UP GO:0001726 ruffle CC 0,04 5,36 3,00

Cluster #UP GO:0032420 stereocilium CC 0,02 13,33 2,00

Cluster #UP GO:0005902 microvillus CC 0,04 9,09 2,00

Cluster #UP GO:0016344
meiotic chromosome movement 

towards spindle pole
BP 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0034703 cation channel complex CC 0,02 5,00 4,00

Cluster #UP GO:0040038
polar body extrusion after meiotic 

divisions
BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #UP GO:0032271
regulation of protein 

polymerization
BP 0,04 5,66 3,00

Cluster #UP GO:0051017 actin filament bundle assembly BP 0,02 7,89 3,00

Cluster #UP GO:0017146
NMDA selective glutamate 

receptor complex
CC 0,00 100,00 2,00

Cluster #UP GO:0044354 macropinosome CC 0,02 100,00 1,00

Cluster #UP GO:0030042 actin filament depolymerization BP 0,00 15,00 3,00

Cluster #UP GO:0070649
formin-nucleated actin cable 

assembly
BP 0,04 50,00 1,00

Cluster #UP GO:0051016 barbed-end actin filament capping BP 0,00 66,67 2,00

Cluster #UP GO:0001726 ruffle CC 0,04 5,36 3,00

Cluster #UP GO:0032420 stereocilium CC 0,02 13,33 2,00

Cluster #UP GO:0005902 microvillus CC 0,04 9,09 2,00

Cluster #UP GO:0032271
regulation of protein 

polymerization
BP 0,04 5,66 3,00

Cluster #UP GO:0051017 actin filament bundle assembly BP 0,02 7,89 3,00

Cluster #UP GO:0017146
NMDA selective glutamate 

receptor complex
CC 0,00 100,00 2,00

Cluster #UP GO:0030042 actin filament depolymerization BP 0,00 15,00 3,00

Cluster #UP GO:0032436

positive regulation of proteasomal 

ubiquitin-dependent protein 

catabolic process

BP 0,01 22,22 2,00



GOID GOTerm
Ontology 

Source
PValue Corrected % Associated Genes Nr. Genes

GO:0000159 protein phosphatase type 2A complex CC 0,00 37,50 3,00

GO:0016607 nuclear speck CC 0,01 7,21 15,00

GO:0019843 rRNA binding MF 0,00 11,49 10,00

GO:0010467 gene expression BP 0,00 4,23 292,00

GO:0005634 nucleus CC 0,00 4,13 294,00

GO:0022626 cytosolic ribosome CC 0,01 10,11 9,00

GO:0022627 cytosolic small ribosomal subunit CC 0,00 12,96 7,00

GO:1901566
organonitrogen compound biosynthetic process

BP 0,00 4,78 78,00

GO:0005840 ribosome CC 0,00 8,57 55,00

GO:0043604 amide biosynthetic process BP 0,00 5,71 75,00

GO:0006412 translation BP 0,00 8,44 62,00

GO:0007369 gastrulation BP 0,00 10,71 12,00

GO:0070491 repressing transcription factor binding MF 0,01 11,86 7,00

GO:0016055 Wnt signaling pathway BP 0,01 6,85 17,00

GO:0006357
regulation of transcription by RNA polymerase 

II
BP 0,01 5,19 38,00

GO:0031967 organelle envelope CC 0,00 8,02 19,00

GO:0046930 pore complex CC 0,00 20,59 7,00

GO:0005635 nuclear envelope CC 0,00 11,76 12,00

GO:0005643 nuclear pore CC 0,00 17,14 6,00

GO:0031965 nuclear membrane CC 0,00 13,43 9,00

GO:0070013 intracellular organelle lumen CC 0,00 5,05 102,00

GO:0005654 nucleoplasm CC 0,00 6,02 65,00

GO:0031981 nuclear lumen CC 0,00 6,00 95,00

GO:0051276 chromosome organization BP 0,00 5,83 48,00

GO:0006357
regulation of transcription by RNA polymerase 

II
BP 0,01 5,19 38,00

GO:0016043 cellular component organization BP 0,00 4,25 162,00

GO:0044085 cellular component biogenesis BP 0,00 5,77 83,00

GO:0006996 organelle organization BP 0,00 4,92 122,00

GO:0022607 cellular component assembly BP 0,00 5,59 76,00

GO:0007010 cytoskeleton organization BP 0,00 6,11 68,00

GO:0051276 chromosome organization BP 0,00 5,83 48,00

GO:0009892 negative regulation of metabolic process BP 0,00 4,44 77,00

GO:0022603
regulation of anatomical structure 

morphogenesis
BP 0,01 5,25 36,00

GO:0051172
negative regulation of nitrogen compound 

metabolic process
BP 0,00 4,71 75,00

GO:0022604 regulation of cell morphogenesis BP 0,00 5,88 33,00

GO:0051246 regulation of protein metabolic process BP 0,01 4,46 67,00

GO:0003924 GTPase activity MF 0,00 7,34 48,00

GO:0010608
posttranscriptional regulation of gene 

expression
BP 0,00 9,77 17,00

GO:0006414 translational elongation BP 0,00 13,10 11,00

GO:0006417 regulation of translation BP 0,00 12,17 14,00

GO:0009205
purine ribonucleoside triphosphate metabolic 

process
BP 0,01 10,96 8,00

GO:0008135 translation factor activity, RNA binding BP 0,00 21,82 12,00

GO:0003746 translation elongation factor activity BP 0,00 29,63 8,00

GO:1901069
guanosine-containing compound catabolic 

process
BP 0,01 16,67 5,00

GO:0051098 regulation of binding BP 0,01 11,86 7,00

GO:0001702 gastrulation with mouth forming second BP 0,01 20,00 4,00

GO:0005813 centrosome CC 0,00 9,09 12,00

GO:0034502 protein localization to chromosome BP 0,00 30,77 4,00

GO:0010718
positive regulation of epithelial to mesenchymal 

transition
BP 0,00 40,00 4,00

GO:0000794 condensed nuclear chromosome CC 0,01 22,22 4,00

Tableau S2 : Liste complète des annotations fonctionnelles (FDR < 0,05) des ARN ovocytaires différentiellement méthylés après 

exposition maternelle aux MP.



GO:0060389
pathway-restricted SMAD protein 

phosphorylation
BP 0,00 30,77 4,00

GO:0018107 peptidyl-threonine phosphorylation BP 0,00 31,25 5,00

GO:0005654 nucleoplasm CC 0,00 6,02 65,00

GO:0031981 nuclear lumen CC 0,00 6,00 95,00

GO:0045934
negative regulation of nucleobase-containing 

compound metabolic process
BP 0,00 5,01 47,00

GO:0016055 Wnt signaling pathway BP 0,01 6,85 17,00

GO:2000113
negative regulation of cellular macromolecule 

biosynthetic process
BP 0,00 5,17 48,00

GO:0045892
negative regulation of transcription, DNA-

templated
BP 0,00 5,09 46,00

GO:0003700 DNA-binding transcription factor activity BP 0,01 4,70 54,00

GO:0006357
regulation of transcription by RNA polymerase 

II
BP 0,01 5,19 38,00

GO:0045944
positive regulation of transcription by RNA 

polymerase II
BP 0,00 5,99 26,00

GO:0007389 pattern specification process BP 0,00 8,04 16,00

GO:0003002 regionalization BP 0,00 8,81 14,00

GO:0007369 gastrulation BP 0,00 10,71 12,00

GO:0060562 epithelial tube morphogenesis BP 0,00 9,42 13,00

GO:0016055 Wnt signaling pathway BP 0,01 6,85 17,00

GO:0042177
negative regulation of protein catabolic process

BP 0,00 35,71 5,00

GO:0001702 gastrulation with mouth forming second BP 0,01 20,00 4,00

GO:0010718
positive regulation of epithelial to mesenchymal 

transition
BP 0,00 40,00 4,00

GO:0090100

positive regulation of transmembrane receptor 

protein serine/threonine kinase signaling 

pathway

BP 0,01 16,67 5,00

GO:0060389
pathway-restricted SMAD protein 

phosphorylation
BP 0,00 30,77 4,00

GO:0018107 peptidyl-threonine phosphorylation BP 0,00 31,25 5,00

GO:0044085 cellular component biogenesis BP 0,00 5,77 83,00

GO:0022607 cellular component assembly BP 0,00 5,59 76,00

GO:0043933
protein-containing complex subunit organization

BP 0,00 6,30 47,00

GO:0099512 supramolecular fiber CC 0,00 9,43 38,00

GO:0065003 protein-containing complex assembly BP 0,00 7,88 41,00

GO:0000793 condensed chromosome CC 0,00 7,76 19,00

GO:0015630 microtubule cytoskeleton CC 0,00 12,53 49,00

GO:0005200 structural constituent of cytoskeleton BP 0,00 10,26 16,00

GO:0034622 cellular protein-containing complex assembly BP 0,00 10,92 38,00

GO:0005874 microtubule CC 0,00 15,34 27,00

GO:0051258 protein polymerization BP 0,00 18,02 20,00

GO:0048519 negative regulation of biological process BP 0,00 4,30 117,00

GO:0008134 transcription factor binding MF 0,00 5,29 55,00

GO:0009892 negative regulation of metabolic process BP 0,00 4,44 77,00

GO:0048523 negative regulation of cellular process BP 0,00 4,40 114,00

GO:0051649 establishment of localization in cell BP 0,01 4,32 79,00

GO:0046907 intracellular transport BP 0,01 4,68 54,00

GO:0031324
negative regulation of cellular metabolic 

process
BP 0,00 4,50 73,00

GO:0034613 cellular protein localization BP 0,00 5,83 42,00

GO:0051172
negative regulation of nitrogen compound 

metabolic process
BP 0,00 4,71 75,00

GO:0051246 regulation of protein metabolic process BP 0,01 4,46 67,00

GO:0045934
negative regulation of nucleobase-containing 

compound metabolic process
BP 0,00 5,01 47,00

GO:0006913 nucleocytoplasmic transport BP 0,00 5,65 38,00

GO:2000113
negative regulation of cellular macromolecule 

biosynthetic process
BP 0,00 5,17 48,00

GO:0045892
negative regulation of transcription, DNA-

templated
BP 0,00 5,09 46,00

GO:0003700 DNA-binding transcription factor activity BP 0,01 4,70 54,00



GO:0006357
regulation of transcription by RNA polymerase 

II
BP 0,01 5,19 38,00

GO:0000244 spliceosomal tri-snRNP complex assembly BP 0,00 100,00 6,00

GO:0003723 RNA binding MF 0,00 9,21 64,00

GO:0022613 ribonucleoprotein complex biogenesis BP 0,00 11,19 15,00

GO:0005681 spliceosomal complex CC 0,00 18,67 31,00

GO:0030532 small nuclear ribonucleoprotein complex CC 0,00 31,25 10,00

GO:0071013 catalytic step 2 spliceosome CC 0,00 10,78 11,00

GO:0097525 spliceosomal snRNP complex CC 0,00 36,36 8,00

GO:0035097 histone methyltransferase complex CC 0,00 19,05 8,00

GO:0006396 RNA processing BP 0,00 10,55 44,00

GO:0022618 ribonucleoprotein complex assembly BP 0,00 14,81 8,00

GO:0016071 mRNA metabolic process BP 0,00 11,91 38,00

GO:0008380 RNA splicing BP 0,00 15,52 36,00

GO:0046540 U4/U6 x U5 tri-snRNP complex CC 0,00 70,00 7,00

GO:0071339 MLL1 complex CC 0,00 38,89 7,00

GO:0000375 RNA splicing, via transesterification reactions BP 0,00 17,93 26,00

GO:0000398 mRNA splicing, via spliceosome BP 0,00 17,36 25,00

GO:0045185 maintenance of protein location BP 0,00 12,00 9,00

GO:0034988 Fc-gamma receptor I complex binding MF 0,00 75,00 3,00

GO:0031523 Myb complex CC 0,00 60,00 3,00

GO:0051220 cytoplasmic sequestering of protein BP 0,00 50,00 3,00

GO:0042176 regulation of protein catabolic process BP 0,00 19,15 9,00

GO:0034453 microtubule anchoring BP 0,00 46,15 6,00

GO:0042177
negative regulation of protein catabolic process

BP 0,00 35,71 5,00

GO:0007052 mitotic spindle organization BP 0,00 16,48 15,00

GO:0001702 gastrulation with mouth forming second BP 0,01 20,00 4,00

GO:0005080 protein kinase C binding MF 0,00 80,00 4,00

GO:0051764 actin crosslink formation BP 0,01 33,33 3,00

GO:0007020 microtubule nucleation BP 0,00 60,00 6,00

GO:0010718
positive regulation of epithelial to mesenchymal 

transition
BP 0,00 40,00 4,00

GO:0007195
adenylate cyclase-inhibiting dopamine receptor 

signaling pathway
BP 0,00 60,00 3,00

GO:0060389
pathway-restricted SMAD protein 

phosphorylation
BP 0,00 30,77 4,00

GO:0090307 mitotic spindle assembly BP 0,00 57,14 4,00

GO:0048365 Rac GTPase binding MF 0,00 30,77 4,00

GO:0045185 maintenance of protein location BP 0,00 12,00 9,00

GO:0043933
protein-containing complex subunit organization

BP 0,00 6,30 47,00

GO:0000226 microtubule cytoskeleton organization BP 0,00 12,32 26,00

GO:0005694 chromosome CC 0,00 8,27 44,00

GO:0031023 microtubule organizing center organization BP 0,00 17,91 12,00

GO:0000819 sister chromatid segregation BP 0,00 15,58 12,00

GO:0005815 microtubule organizing center CC 0,00 14,14 28,00

GO:0051276 chromosome organization BP 0,00 5,83 48,00

GO:0000775 chromosome, centromeric region CC 0,00 9,88 24,00

GO:0140014 mitotic nuclear division BP 0,00 8,04 18,00

GO:0000776 kinetochore CC 0,00 31,37 16,00

GO:0000793 condensed chromosome CC 0,00 7,76 19,00

GO:0005819 spindle CC 0,00 14,18 19,00

GO:0034453 microtubule anchoring BP 0,00 46,15 6,00

GO:0000228 nuclear chromosome CC 0,00 6,71 21,00

GO:0000280 nuclear division BP 0,00 9,26 30,00

GO:0000777 condensed chromosome kinetochore CC 0,00 32,35 11,00

GO:0005874 microtubule CC 0,00 15,34 27,00

GO:0007020 microtubule nucleation BP 0,00 60,00 6,00

GO:0051258 protein polymerization BP 0,00 18,02 20,00

GO:0016043 cellular component organization BP 0,00 4,25 162,00

GO:0043168 anion binding MF 0,00 4,17 122,00

GO:0044085 cellular component biogenesis BP 0,00 5,77 83,00

GO:0000166 nucleotide binding MF 0,00 5,18 94,00



GO:0022603
regulation of anatomical structure 

morphogenesis
BP 0,01 5,25 36,00

GO:0006996 organelle organization BP 0,00 4,92 122,00

GO:0022607 cellular component assembly BP 0,00 5,59 76,00

GO:0035639 purine ribonucleoside triphosphate binding MF 0,00 5,13 78,00

GO:0043933
protein-containing complex subunit organization

BP 0,00 6,30 47,00

GO:0099512 supramolecular fiber CC 0,00 9,43 38,00

GO:0000226 microtubule cytoskeleton organization BP 0,00 12,32 26,00

GO:0022604 regulation of cell morphogenesis BP 0,00 5,88 33,00

GO:0051246 regulation of protein metabolic process BP 0,01 4,46 67,00

GO:0007010 cytoskeleton organization BP 0,00 6,11 68,00

GO:0032550 purine ribonucleoside binding MF 0,00 9,19 33,00

GO:0032555 purine ribonucleotide binding MF 0,00 5,19 80,00

GO:0065003 protein-containing complex assembly BP 0,00 7,88 41,00

GO:0000280 nuclear division BP 0,00 9,26 30,00

GO:0005200 structural constituent of cytoskeleton BP 0,00 10,26 16,00

GO:0017111 nucleoside-triphosphatase activity MF 0,00 6,19 67,00

GO:0034622 cellular protein-containing complex assembly BP 0,00 10,92 38,00

GO:0005525 GTP binding MF 0,00 12,11 31,00

GO:0005874 microtubule CC 0,00 15,34 27,00

GO:0003924 GTPase activity MF 0,00 7,34 48,00

GO:0051258 protein polymerization BP 0,00 18,02 20,00

GO:0007389 pattern specification process BP 0,00 8,04 16,00

GO:0008340 determination of adult lifespan BP 0,00 38,46 5,00

GO:0003002 regionalization BP 0,00 8,81 14,00

GO:0008360 regulation of cell shape BP 0,00 12,96 7,00

GO:0007369 gastrulation BP 0,00 10,71 12,00

GO:0007444 imaginal disc development BP 0,00 25,00 11,00

GO:0007527 adult somatic muscle development BP 0,00 100,00 3,00

GO:0060562 epithelial tube morphogenesis BP 0,00 9,42 13,00

GO:0070160 tight junction CC 0,01 15,15 5,00

GO:0008362
chitin-based embryonic cuticle biosynthetic 

process
BP 0,00 50,00 3,00

GO:0030866 cortical actin cytoskeleton organization BP 0,00 33,33 5,00

GO:0035006 melanization defense response BP 0,00 60,00 3,00

GO:0001702 gastrulation with mouth forming second BP 0,01 20,00 4,00

GO:0007391 dorsal closure BP 0,00 37,50 6,00

GO:0007431 salivary gland development BP 0,00 18,75 6,00

GO:0007560 imaginal disc morphogenesis BP 0,00 24,24 8,00

GO:0035220 wing disc development BP 0,00 25,71 9,00

GO:0007377 germ-band extension BP 0,00 75,00 3,00

GO:0010718
positive regulation of epithelial to mesenchymal 

transition
BP 0,00 40,00 4,00

GO:0035099 hemocyte migration BP 0,00 60,00 3,00

GO:0060446
branching involved in open tracheal system 

development
BP 0,01 33,33 3,00

GO:0090100

positive regulation of transmembrane receptor 

protein serine/threonine kinase signaling 

pathway

BP 0,01 16,67 5,00

GO:0060389
pathway-restricted SMAD protein 

phosphorylation
BP 0,00 30,77 4,00

GO:0007476 imaginal disc-derived wing morphogenesis BP 0,00 25,00 7,00

GO:0060857 establishment of glial blood-brain barrier BP 0,00 80,00 4,00

GO:0019991 septate junction assembly BP 0,00 50,00 4,00

GO:0035317 imaginal disc-derived wing hair organization BP 0,00 38,46 5,00

GO:0035321
maintenance of imaginal disc-derived wing hair 

orientation
BP 0,00 100,00 3,00

GO:0022402 cell cycle process BP 0,00 5,41 44,00

GO:0000278 mitotic cell cycle BP 0,00 5,56 44,00

GO:0051098 regulation of binding BP 0,01 11,86 7,00

GO:0051983 regulation of chromosome segregation BP 0,00 24,14 7,00

GO:1903047 mitotic cell cycle process BP 0,00 5,94 35,00

GO:0006996 organelle organization BP 0,00 4,92 122,00

GO:0019730 antimicrobial humoral response BP 0,00 16,22 6,00



GO:0043933
protein-containing complex subunit organization

BP 0,00 6,30 47,00

GO:0045786 negative regulation of cell cycle BP 0,00 6,59 23,00

GO:0099512 supramolecular fiber CC 0,00 9,43 38,00

GO:0000075 cell cycle checkpoint BP 0,00 9,23 12,00

GO:0000226 microtubule cytoskeleton organization BP 0,00 12,32 26,00

GO:0005694 chromosome CC 0,00 8,27 44,00

GO:0010948 negative regulation of cell cycle process BP 0,01 10,26 8,00

GO:0044772 mitotic cell cycle phase transition BP 0,00 7,19 24,00

GO:0007051 spindle organization BP 0,00 16,04 17,00

GO:0031023 microtubule organizing center organization BP 0,00 17,91 12,00

GO:0000819 sister chromatid segregation BP 0,00 15,58 12,00

GO:0005815 microtubule organizing center CC 0,00 14,14 28,00

GO:0007010 cytoskeleton organization BP 0,00 6,11 68,00

GO:0007093 mitotic cell cycle checkpoint BP 0,00 15,22 7,00

GO:0031981 nuclear lumen CC 0,00 6,00 95,00

GO:0032550 purine ribonucleoside binding MF 0,00 9,19 33,00

GO:0051276 chromosome organization BP 0,00 5,83 48,00

GO:0065003 protein-containing complex assembly BP 0,00 7,88 41,00

GO:0000775 chromosome, centromeric region CC 0,00 9,88 24,00

GO:0140014 mitotic nuclear division BP 0,00 8,04 18,00

GO:0000776 kinetochore CC 0,00 31,37 16,00

GO:0005819 spindle CC 0,00 14,18 19,00

GO:0015630 microtubule cytoskeleton CC 0,00 12,53 49,00

GO:0033044 regulation of chromosome organization BP 0,00 11,76 12,00

GO:0034453 microtubule anchoring BP 0,00 46,15 6,00

GO:0007052 mitotic spindle organization BP 0,00 16,48 15,00

GO:0000228 nuclear chromosome CC 0,00 6,71 21,00

GO:0000280 nuclear division BP 0,00 9,26 30,00

GO:0005200 structural constituent of cytoskeleton BP 0,00 10,26 16,00

GO:0005813 centrosome CC 0,00 9,09 12,00

GO:0005881 cytoplasmic microtubule CC 0,00 31,82 7,00

GO:0034622 cellular protein-containing complex assembly BP 0,00 10,92 38,00

GO:0000235 astral microtubule CC 0,00 55,56 5,00

GO:0000777 condensed chromosome kinetochore CC 0,00 32,35 11,00

GO:0005525 GTP binding MF 0,00 12,11 31,00

GO:0005874 microtubule CC 0,00 15,34 27,00

GO:0005876 spindle microtubule CC 0,00 32,00 8,00

GO:0007020 microtubule nucleation BP 0,00 60,00 6,00

GO:0051306 mitotic sister chromatid separation BP 0,00 22,22 6,00

GO:0003924 GTPase activity MF 0,00 7,34 48,00

GO:0051258 protein polymerization BP 0,00 18,02 20,00

GO:0090307 mitotic spindle assembly BP 0,00 57,14 4,00

GO:0007091
metaphase/anaphase transition of mitotic cell 

cycle
BP 0,00 22,22 6,00

GO:0030071
regulation of mitotic metaphase/anaphase 

transition
BP 0,00 22,22 6,00

GO:0007094 mitotic spindle assembly checkpoint BP 0,00 22,73 5,00
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6. Bilan du chapitre III

Figure 40 : Schéma bilan du chapitre III
L’étude des méthylomes ovocytaires en présence d’A. minutum ou de MP met en 
évidence une variation du niveau et de la localisation de la m6A des transcrits accumulés 
dans les ovocytes. L’exposition HAB engendre une variation du niveau de m6A sur des 
m6A-ARN impliqués dans la MZT, la segmentation et la réponse au stress cohérent 
avec le phénotype larvaire observé par Castrec et al., 2019. L’exposition aux MP 
engendre une augmentation de la méthylation. La relocalisation de la m6A en 5’ de ces 
transcrits, dont l’accumulation ovocytaire tend à diminuer, est impliquée dans la 
gastrulation et la morphogenèse, cohérent avec le phénotype larvaire observé par 
Sussarellu et al., 2016. La m6A est donc un vecteur de transmission d’effet maternel 
potentiellement transgénérationnel.
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 Synthèse générale et perspectives 
 

Au cours de ces travaux de thèse, une voie épitranscriptomique a été identifiée 

chez C. gigas. La caractérisation de la voie m6A ainsi que la machinerie associée 

présentent une régulation dynamique au cours du développement de l’huître. Ainsi, 

dans une perspective épitranscriptomique le développement embryo-larvaire peut être 

divisé en quatre parties : la segmentation (ovocyte à morula), la gastrulation (blastula 

à gastrula), la différentiation des tissus (trochophore et larve D) et la métamorphose 

(pédivéligère et naissain). 

Lors de la segmentation de l’embryon, les m6A-ARN potentiellement impliqués 

dans la cytodiérèse sont méthylés au niveau du codon stop associé à l’expression de 

potentiel readers, comme YTHDF et Prrc2a, impliqués dans l’initiation de la traduction. 

En effet, YTHDF et Prrc2a favorisent la traduction et la stabilité des m6A-ARN, 

respectivement, lorsque les ARNm sont méthylés du côté 3’ du transcrit chez les 

Vertébrés (Wang et al., 2015, Zhou et al., 2015, Shi et al., 2017, Wu et al., 2018b, 

2019b). Chez l’huître, ces m6A-ARNm maternels sont potentiellement stabilisés puis 

traduits pour soutenir les premières divisions cellulaires en amont de l’activation du 

génome zygotique. En parallèle, leur dégradation conduit à l’activation du génome 

zygotique, qui dépend d’YTHDF2 chez les Vertébrés (Zhao et al., 2017, Ivanova et al., 

2017, Kontur et al., 2020). Ce mécanisme est potentiellement conservé chez l’huître 

creuse et reposerait sur YTHDF conduisant à la consommation des m6A-ARN via leur 

traduction. Cependant, le rôle de cet acteur dans l’embryogenèse reste à confirmer. 

Une approche pourrait être réalisée notamment via l’injection de m6A-oligo ou A-oligo 

afin de séquestrer les readers majoritaires dans l’ovocyte. L’analyse des phénotypes 

induits permettrait de mieux appréhender le rôle de ces potentiels readers impliqués 

dans les premières étapes de l’embryogenèse et donc de la m6A chez l’huître. 

Lors de la gastrulation, le blastopore se forme et les trois feuillets cellulaires des 

triploblastiques se mettent en place. C’est aussi à cette étape que l’expression des 

gènes HOX et BMP organisent les axes antéro-postérieur et dorso-ventral guidant la 

différentiation cellulaire chez l’huître creuse (Lelong et al., 2000, Herpin et al., 2005b, 

2005a, 2007, Zhang et al., 2012, Paps et al., 2015, Tan et al., 2017, 2018). Cette étape 

du développement, postérieur à la MZT, correspond à une forte méthylation autour du 

codon stop de m6A-ARN liée aux fonctions de transduction du signal et de la 
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différenciation cellulaire. De plus, l’expression des potentiels readers, tels qu’YTHDC1, 

YTHDC2, hnRNPA2B1 et IGF2BP, participent à la régulation de la traduction, de 

l’apport énergétique et de l’intégration des signaux de gastrulation. Cette situation 

rappelle par le rôle d’IGF2BP qui se lie en région 3’ des m6A-ARN et favorise la 

traduction d’acteurs de la différentiation cellulaire chez les Vertébrés (Huang et al., 

2018, Zhang et al., 2020d). L’implication de hnRNPA2B1 dans la maturation des 

miARN (Alarcón et al., 2015) contrôle la dégradation de transcrits codant des facteurs 

de pluripotence conduisant à la différentiation des cellules souches embryonnaires 

(Tay et al., 2008). La m6A est un acteur crucial de la différenciation cellulaire via la voie 

de signalisation des SMAD. En effet, les SMAD2/3 recrutent le complexe de 

méthylation sur des transcrits spécifiques, tels que nanog, engendrant leur 

dégradation et la différentiation du mésoderme et du neuroectoderme chez les 

Mammifères (Batista et al., 2014, Bertero et al., 2018).  

Cette différentiation initiée lors de la gastrulation se poursuit dans les stades 

trochophore et larve D. Ils sont caractérisés par des m6A-ARN impliqués de la 

différentiation cellulaire méthylés autour du codon stop et par l’expression d’acteurs 

liés à l’export nucléaire et à l’épissage comprenant YTHDC1 et YTHDC2. En effet, la 

liaison d’YTHDC1 en 3’ des m6A-ARNm recrute des facteurs régulant le site de 

polyadénylation (Kasowitz et al., 2018). La longueur de l’UTR 3’ affecte la migration 

des cellules germinales primordiales chez le médaka (Sasado et al., 2017) et donc 

potentiellement la localisation des cellules différenciées chez l’huître creuse. Bien 

qu’YTHDC2 engendre la traduction en se liant en 3’ des m6A-ARNm, celle-ci est 

transitoire (Hsu et al., 2017, Wojtas et al., 2017, Mao et al., 2019). De plus, sa fonction 

chez les Vertébrés a été décrite dans le cadre de la gamétogenèse où il permet la 

transition entre la mitose et la méiose (Wojtas et al., 2017, Zeng et al., 2020) et sa 

fonction dans le développement reste à explorer. 

Enfin, l’épitranscriptome des stades de la métamorphose (larve pédivéligère et 

naissain) présente une méthylation en 3’ des transcrits correspondant à la transduction 

de signaux morphogénétiques. En effet, la voie TGF-  est impliquée dans la 

métamorphose de C. gigas (Lelong et al., 2000, Herpin et al., 2005b, 2007, Le Quéré 

et al., 2009), et est régulée par la m6A chez les Vertébrés (Batista et al., 2014, Bertero 

et al., 2018). Cependant, le rôle de la m6A dans la régulation de la voie TGF-  et plus 

largement dans la métamorphose reste à examiner via l’étude des readers exprimés 

à cette étape du développement. 
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La m6A est une voie épitranscriptomique conservée chez l’huître creuse régulant 

des mécanismes cruciaux du développement tels que la MZT, la différentiation 

cellulaire et la morphogenèse. Li et collaborateurs ont récemment mis en évidence le 

rôle de la myosine au cours du développement de l’huître grâce à la technologie du 

CRISPR/Cas9 (Li et al., 2021). Une technique qui pourrait alors être utilisée afin de 

confirmer les activités de méthyltransférase et de déméthylase des acteurs identifiés.  

De la même manière, elle permettrait d’élucider le rôle des readers dans la 

régulation du devenir des m6A-ARN et donc dans le développement. De manière 

générale, les études fonctionnelles de la machinerie identifiée permettraient de mieux 

appréhender le rôle et l’évolution de la m6A dans la régulation du développement chez 

l’huître creuse. 

Chez les Vertébrés, la m6A est décrite sur différentes classes d’ARN telles que les 

ARNm, lncARN, miARN ou encore des éléments transposables (Meyer et al., 2012, 

Alarcón et al., 2015, Patil et al., 2016, Ni et al., 2019, He et al., 2020, Zhang et al., 

2020b). Bien que chez les Ecdysozoaires, une telle variété de transcrits méthylés n’ait 

pas été explorée à ce jour à notre connaissance, l’huître creuse présente une 

méthylation spécifique des ARNm, des lncARN et des éléments transposables. En 

effet, cette méthylation régule potentiellement la stabilité des ARNm et lncARN, un rôle 

conservé chez les Vertébrés (Wang et al., 2014a, Liu et al., 2020b). La localisation de 

la m6A a été particulièrement étudiée sur les ARNm des Bilatériens où celle-ci est 

majoritairement retrouvée en 3’ des transcrits chez les Vertébrés (Dominissini et al., 

2012, Meyer et al., 2012) alors que la situation chez les Ecdysozoaires semble plus 

complexe. Bien que C. elegans présente une méthylation quasi nulle des ARNm 

(Sendinc et al., 2020), chez les Insectes étudiés cette localisation varie selon les 

espèces mais aussi les stades de développement. Chez la drosophile, la m6A est 

principalement enrichie au niveau de l’UTR 5’ et l’UTR 3’, dont seule la méthylation en 

3’ des transcrits semble varier au cours du développement (Kan et al., 2017, 2020). 

Bien que chez le ver à soie, la m6A soit localisée au niveau de la CDS (Li et al., 2019, 

Zhang et al., 2020c), chez l’abeille elle se situe autour du codon stop. Sa localisation 

varie au cours du développement larvaire de l’abeille, où la m6A est enrichie au niveau 

du codon start et de l’UTR 5’ pour les stades larvaires précoces (Wang et al., 2021).  

De même que pour les Vertébrés et l’abeille, la m6A des ARNm de C. gigas est 

principalement localisée autour du codon stop. Ce profil de m6A varie au cours du 
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développement embryo-larvaire de l’huître pour les m6A-ARN jouant potentiellement 

un rôle dans la gastrulation, la différentiation cellulaire et la métamorphose. En effet, 

le profil des stades précoces est bimodal (proche du codon start et autour du codon 

stop) et évolue vers une méthylation unimodale autour du codon stop, une variation 

proche de celle observée chez les larves de l’abeille lors de la différentiation des castes 

(Wang et al., 2021). La méthylation en 3’ des ARNm apparaît alors comme un 

caractère partagé chez les Bilatériens qui aurait évolué chez certains Diptères et aurait 

été perdu chez les « modèles historiques » D. melanogaster et C. elegans. Cette 

hypothèse reste à confirmer par l’étude de la m6A dans une plus grande variété 

d’espèces et notamment de Protostomiens, par l’analyse de MeRIP-seq chez les 

modèles Annélides et Plathelminthes ou encore au sein des Mollusques chez les 

Céphalopodes dont des résultats préliminaires au laboratoire indiquent la présence de 

m6A-ARN chez la seiche Sepia officinalis. 

 La machinerie des Vertébrés comprend trois classes qui sont les writers, les 

erasers et les readers et seulement les writers et readers ont été décrits chez les 

Ecdysozoaires. Chez l’huître les trois classes d’acteurs sont globalement conservés, 

mais ils présentent tout de même des spécificités. 

L’ensemble des writers décrits chez les Vertébrés est conservé chez D. 

melanogaster et potentiellement d’une manière générale chez les Ecdysozoaires, mais 

C. elegans ne présente qu’un nombre restreint de méthyltransférases (Kan et al., 2017, 

Lence et al., 2019, Van Tran et al., 2019, Li et al., 2019, Liberman et al., 2020, Sendinc 

et al., 2020, Gu et al., 2020, Wang et al., 2021). Bien que notre étude se soit 

concentrée sur la caractérisation de deux writers, celle-ci a permis de montrer la 

conservation du complexe de méthylation et METTL16, présents chez les Vertébrés 

et la drosophile (Lence et al., 2017, Mendel et al., 2018, Zaccara et al., 2019, Leismann 

et al., 2020). La caractérisation de l’ensemble des méthyltransférases permettrait 

d’élucider notamment l’évolution de METTL4. Son activité catalytique diverge entre 

une activité m6mA chez les Vertébrés et une activité m6A chez la drosophile (Kan et 

al., 2017, Goh et al., 2020). La caractérisation de l’ensemble des méthyltransférases 

chez un Lophotrochozoaire permettrait de comprendre si l’activité m6A est conservée 

généralement chez les Protostomiens. Cette divergence d’activité met en avant 

l’importance de la caractérisation de l’activité catalytique des writers qui devra être 

examinée chez C. gigas pour confirmer les actions de méthyltransférase m6A chez 



Synthèse générale et perspectives 

213 
 

notre modèle d’étude. La production de protéines recombinantes suivie d’un test 

enzymatique avec un oligonucléotide comportant le motif « DRACH » et de la SAM 

permettrait d’élucider l’activité catalytique de l’acteur. En effet, la production de 

différentes isoformes comprenant ou non des délétions au sein du domaine catalytique 

permettrait de valider la conservation de l’activité et de caractériser le domaine 

catalytique chez C. gigas. De plus, le développement d’un inhibiteur d’une 

méthyltransférase telle que METTL3 (Bedi et al., 2020) permettrait d’élucider la 

conservation de l’activité catalytique et le rôle de METTL3 chez l’huître creuse. Dans 

le cas du complexe de méthylation une immunoprécipitation de METTL3 suivie d’une 

identification en spectrométrie de masse permettrait d’identifier les acteurs complexés 

avec METTL3 dont l’activité et la spécificité dépendent.  

Les Vertébrés comprennent deux erasers, ALKBH5 et FTO. L’étude de la FTO 

montre une conservation chez les Vertébrés et une acquisition indépendante chez 

certaines microalgues (Balacco et Soller, 2018). Chez la drosophile les enzymes de la 

famille Fe(II)/2-oxoglutarate dioxygénases ne présentent pas d’activité enzymatique 

envers la m6A  (Lence et al., 2017), cohérent avec une présence d’orthologues 

d’ALKBH5 restreinte aux Deutérostomiens (Balacco et Soller, 2018). Cependant, nos 

résultats mettent en avant la conservation d’ALKBH5 chez l’huître creuse. Bien que 

son activité catalytique reste à confirmer, l’étude des erasers chez les 

Lophotrochozoaires doit être élargie afin de mieux cerner l’évolution de l’activité de 

déméthylase de la m6A. De plus, la dynamique de la m6A chez les Ecdysozoaires (Kan 

et al., 2017, Knuckles et Bühler, 2018, Wang et al., 2021) suggère la présence de voies 

enzymatiques de déméthylation et donc la présence d’une classe de m6A-

déméthylases jusqu’alors inconnue. Il serait intéressant de rechercher de potentiels 

candidats chez l’huître qui seraient conservés chez les Ecdysozoaires. En effet, 

l’absence de détection de m6Am chez la drosophile suggère l’absence de m6Am chez 

les Protostomiens et ferait de l’huître creuse un modèle tout indiqué pour l’étude des 

erasers. Suite à une vérification de la présence de m6Am par spectrométrie de masse 

chez l’huître creuse, la transfection de potentiels erasers dans une culture de cellules 

d’huître permettrait de vérifier son activité spécifique envers la m6A via la détection 

d’une diminution de la m6A-ARN. 

Les Vertébrés présentent un large panel de readers dont les fonctions peuvent 

apparaître redondantes (Alarcón et al., 2015, Hsu et al., 2017, Wu et al., 2018b, Huang 

et al., 2018, Kasowitz et al., 2018, Zaccara et Jaffrey, 2020, Kontur et al., 2020). Chez 
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les Ecdysozoaires, la famille des YTH est conservée chez les Insectes (Kan et al., 

2017, Jiang et al., 2019, Wang et al., 2021) alors qu’aucun reader ne semble conservé 

chez C. elegans (Sendinc et al., 2020), bien que les YTH soient présents dans large 

diversité d’Eucaryotes (Berlivet et al., 2019) . Cet état des connaissances suggère une 

complexification des protéines de liaison à la m6A chez les Vertébrés, acquise au cours 

de l’évolution des Bilatériens. Cependant, la complexité de la famille des YTH chez les 

plantes (Balacco et Soller, 2018, Litholdo et Bousquet-Antonelli, 2019, Arribas-

Hernández et al., 2020) et la présence d’YTH chez les levures (Hazra et al., 2019) 

permet d’émettre l’hypothèse d’une acquisition plus ancienne. Une théorie confirmée 

par notre étude où l’ensemble des YTH mais aussi trois readers décrits chez les 

Vertébrés sont conservés chez C. gigas. Cette famille des YTH est divisée en deux 

groupes, les YTHDC et YTHDF. Bien qu’YTHDC1 et YTHDC2 soient conservés chez 

les Bilatériens (Bailey et al., 2017, Hsu et al., 2017, Le Franc et al., 2020), le domaine 

YTH chez la drosophile est absent dans la séquence de son orthologue YTHDC2 

(Bailey et al., 2017). Cette perte de spécificité de liaison aux m6A-ARN est 

potentiellement intervenue après la séparation des Ecdysozoaires et des 

Lophotrochozoaires. Enfin, bien que chez les plantes et les Vertébrés plusieurs 

paralogues des YTHDF soient présents (Wang et al., 2015, Shi et al., 2017, Berlivet et 

al., 2019, Arribas-Hernández et al., 2020, Kontur et al., 2020), une seule forme est 

présente chez les Ecdysozoaires (Kan et al., 2017, Jiang et al., 2019, Wang et al., 

2021). Cette observation chez les Protostomiens est confirmée par notre étude ou une 

seule YTHDF est identifiée et suggère une évolution commune chez ce clade. De plus, 

cela conforte les hypothèses d’une redondance de fonction des YTHDF chez les 

Vertébrés (Zaccara et Jaffrey, 2020, Kontur et al., 2020). 

Bien que l’ensemble des acteurs identifiés chez les Ecdysozoaires soient 

conservés chez les Vertébrés, la machinerie de ces derniers montre une complexité 

plus importante qui peut être envisagée comme une acquisition de spécialisation 

catalytique au cours de l’évolution. Cependant, la grande majorité des acteurs décrits 

chez les Vertébrés a été identifiée chez l’huître. A la lumière de nos résultats chez un 

Lophotrochozoaire, la machinerie de l’huître creuse apparaît plus proche de celle 

décrite chez les Vertébrés. Cette divergence met en évidence une potentielle évolution 

de la machinerie des Ecdysozoaires après la séparation des Ecdysozoaires et 

Lophotrochozoaires. Ces observations remettent en question la validité de la 

généralisation des caractéristiques de D. melanogaster et C. elegans pour l’ensemble 
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des Protostomiens. Néanmoins il convient de rester prudent quant à cette conclusion 

générale car la machinerie des Ecdysozoaires n’a été décrite que chez trois espèces 

d’Insectes et un Nématode. Une étude sur un plus grand nombre d’espèces de 

Protostomiens permettrait de mieux appréhender l’évolution de cette machinerie. Une 

recherche in silico des acteurs de la m6A et des domaines impliqués dans cette voie 

épitranscriptomique permettait d’évaluer la conservation de la machinerie et son 

évolution au sein des Protostomiens. 

 L’huître apparaît alors comme un modèle pour l’étude de la m6A. Cette 

méthylation impliquée dans le développement et la transmission de traits maternels 

montre une histoire évolutive proche de celle des Vertébrés. La m6A détectée au 

niveau des transcrits VASA maternels suggère une régulation de la lignée germinale 

de C. gigas par la m6A, modulée par les facteurs environnementaux. La variation de la 

m6A de ce transcrit suggère une réponse environnementale transgénérationnelle en 

impactant la gamétogenèse de la descendance. Un suivi de la méthylation de ce 

transcrit, ainsi que des phénotypes de la descendance lors du développement et de la 

gamétogenèse, dans des conditions environnementales contrastées permettrait 

d’évaluer le rôle de la m6A dans la mise en place de la lignée germinale et de la 

gamétogenèse. Une altération de la gamétogenèse de la descendance via un effet 

maternelle médiée par la m6A confirmerait son rôle transgénérationnel. Or, les ARN et 

donc la m6A ont une demi-vie courte en comparaison aux marques épigénétiques au 

niveau de l’ADN ou de la chromatine qui apparaissent alors comme plus pérennes. La 

m6A et sa machinerie associée sont en interaction avec les marques épigénétiques 

guidant notamment les modifications des histones H3K9 (Li et al., 2020d, Xu et al., 

2021). Cette voie épitranscriptomique pourrait fixer dans le génome un effet maternel 

transgénérationnel en modulant les modifications des histones. Il serait donc 

intéressant de suivre les modifications des histones telles que les méthylations de 

H3K9 conservées chez l’huître (Fellous et al., 2015) au cours du développement et de 

la gamétogenèse de la descendance suite à une exposition à A. minutum ou aux MP. 

Dans l’ensemble, les études réalisées pendant ce doctorat constituent un travail 

pionnier qui a permis de révéler un niveau de régulation de l’expression des gènes 

inconnu chez les Lophotrochozoaires, qui ouvre de nombreuses perspectives de 

recherches.  Les résultats obtenus permettent une meilleure compréhension de la 
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régulation épigénétique du développement et son évolution dans un contexte eco-evo-

devo. 
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