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Glossaire

5-caC :5-carboxylcytosine

5-fC : 5-formylcytosine

5-mC : 5-méthylcytosine

5-hmC : 5-hydroxyméthylcytosine

ATAC-seq : assay for transposase-accessible chromatin with sequencing, méthode visant a
déterminer I'accessibilité a la chromatine tout au long du génome en séquencgant les régions
ouvertes de la chromatine.

ART : technique de reproduction assistée

BAM : Binary Alignment/Map : format de fichiers comprenant une version compacte et
indexée des données pour représenter les séquences de nucléotides.

BER : base excision-repair
BPA : bisphénol A
CASA : Computer Assisted Sperm Analysis

CCCP : carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone, agent découplant de la chaine de
transport des électrons

DMA : diméthyl acétamide

DMC : cytosine différentiellement méthylée
DMF : diméthyl formamide

DMR : région différentiellement méthylée
DMSO : diméthylsulfoxyde

DNMTs : méthyltransférases de I’ADN

DSS : Dispersion shrinkage for sequencing data : package, du logiciel statistique R,
permettant d’étudier le différentiel de méthylation de ’'ADN

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay, technique de dosage basée sur la
reconnaissance des molécules a doser par un anticorps.

HA : acide hyaluronique

HATSs : histones acétyl transférases

HDACs : histones déacétylases

HDMs : histones déméthylases

HES : hydroxyéthylamidon

HMTs : histones méthylases

HPLC : High-performance liquid chromatography

JC-1:5,6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide,
fluorochrome utilisé pour I'analyse du potentiel membranaire mitochondrial.



IP :iodure de propidium
lincRNAs : longs intergéniques ARNs non codants
IncARNSs : long ARNs non codants

LUMA : Luminometric assay, technique de dosage global du niveau de méthylation des sites
génomiques CCGG.

MBD : methyl binding domain : domaine de liaison a la méthyl-CpG

MBD-Seq : methyl binding domain sequencing, méthode qui consiste a I'identification et la
liaison aux sites CpGs méthylés grace au domaine MBD de la protéine MBP, suivie d’un
séquencage

MBP: methyl CpG binding protein
MBT : stade de la transition mid blastula

MeDIP-Seq : methylated DNA immuno precipitation, méthode qui consiste en une
immunoprécipitation de régions génomiques contenant la 5-mC par un anticorps anti 5-mC,
suivie d’'un séquencage

MeHg : méthylmercure

MeOH : méthanol

mMiARN : microARNs

MSP : methylation specific PCR : PCR méthylation-spécifique
ncARN : ARN non codants

OT : Original Top, brin 5’-3’ sens d’une séquence a analyser

OB : Original Bottom, brin 5’-3” antisens d’une séquence a analyser
PG : propyléne glycol

piARN : ARN interagissant avec PIWI

PPi : pyrophosphate inorganique

PVP : polyvinylpyrrolidone

gMSP : quantitative methylation specific PCR : PCR méthylation-spécifique quantitative

read : séquence (lecture) obtenue a l'issue du séquencage d’un fragment d’ADN (insert)
hybridé et amplifié sur la Flow Cell

raw read : read brut avant les corrections apportées lors des premiéres étapes de contréle
qualité (élimination des bases de mauvaise qualité, des reads trops courts etc.)

RRBS : reduced representation bisulfite sequencing, technique d’analyse de la méthylation
de I’ADN sur une fraction réduite du génome.

RR genome : reduced representation genome, le nombre de bases obtenue suite a la
digestion du génome in silico par une enzyme de restriction (ici Mspl) et sélection des
fragments théoriques produits.

SAM : S-adénosyl-L-méthionine
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SAH : S-adénosylcystéine

SFMM : Seminal Fluid-like Mineral Medium, milieu utilisé pour la dilution et la conservation

a I'état immobile des spermatozoides de truite arc-en-ciel et de poisson rouge.
siARN : ARN interférents courts

SNPs : single nucleotide polymorphisms

SNBPs: protéines basiques spécifiques au sperme

TDG : thymine DNA glycosylase

TET : ten-eleven translocation

VAP : average path velocity

WGBS : whole genome bisulfite sequencing, méthode d’analyse de la méthylation de I’ADN

du génome en entier

ZGA : activation du génome zygotique
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1. Positionnement du sujet

La cryoconservation du sperme est une biotechnologie trés utilisée en pisciculture, car elle
contribue a sécuriser les programmes de sélection génétique et elle commence a étre utilisée
pour optimiser la gestion des males. Cependant, il n’existe que tres peu d’études qui évaluent
son innocuité vis-a-vis de I'intégrité phénotypique de la descendance, ce qui pose la question
de la pérennité des collections de sperme actuellement stockées en cryobanque, ou celle des
collections de sperme a venir.

Quelques études ont montré que la cryoconservation peut modifier les marques
épigénétiques, notamment la méthylation de I’ADN, du sperme de poissons (Depincé et al,
2019 ; Herranz-Jusdado et al, 2019). Or il a été proposé dans le spermatozoide de poisson
zebre que le profil de méthylation de ’ADN de certaines régions du génome est transmis a
I'embryon et qu’il serait important pour orchestrer la séquence d’expression des genes dans
I'embryon précoce (liang et al, 2013 ; Potok et al, 2013). Cette importance du profil
épigénétique du spermatozoide pour la descendance prend un sens majeur lorsqu’on utilise
une biotechnologie, la cryoconservation, qui peut altérer ce profil. Pour autant, les
informations publiées sur les altérations liées a la cryoconservation restent globales et les sites
affectés ne sont pas décrits. De plus, aucune donnée n’est a ce jour disponible chez la truite
arc-en-ciel, espéce ayant une importante représentation de son sperme congelé dans la
cryobanque nationale francaise.

Ainsi, I'objectif de cette these était d’étudier I'impact de la cryoconservation du sperme sur la
méthylation de I’ADN des spermatozoides chez la truite arc-en-ciel afin de déterminer s’ily a
un risque de transmission d’une altération a la descendance.

Afin de comprendre les divers enjeux scientifiques de cette thése, une synthese
bibliographique abordera, dans un premier chapitre, les bases de la méthylation de I’ADN. Un
second chapitre abordera les principes, contraintes et usages de la cryoconservation. Les
spécificités des spermatozoides de poissons seront présentées dans un troisieme chapitre.
Suite a cette étude bibliographique, nous nous pencherons sur les questions scientifiques de
la these et les stratégies expérimentales choisies seront expliquées. Une deuxieme partie de
la thése présentera les méthodes employées lors des expérimentations. Elle sera suivie d’'une
troisieme partie contenant les trois chapitres expérimentaux de la thése. Une discussion
générale permettra d’examiner les principales réalisations et de présenter les perspectives.
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2.Synthése bibliographique

2.1 Méthylation de ’ADN, une marque épigénétique majeure

La méthylation de I’ADN est un des principaux acteurs de I'épigénétique. Elle est impliquée
dans de nombreuses fonctions biologiques essentielles pour un fonctionnement et
développement normal d’un individu. Elle peut étre mesurée par différentes méthodes
donnant des informations a différentes échelles. C'est une marque épigénétique qui semble
étre stable mais elle est affectée par les facteurs environnementaux et par les biotechnologies
de la reproduction.

2.1.1 Principaux acteurs épigénétiques

L’épigénétique est définie comme étant I’'ensemble des facteurs moléculaires et des processus
autour de I’ADN qui régulent I'expression des genes, sans modification de la séquence d’ADN,
et qui sont transmis au cours des mitoses, voire des méioses. L'épigénétique contribue et peut
déterminer le phénotype d’un individu. L'épigénétique peut également servir de lien entre
I'environnement et les organismes. En effet, l'origine de [I'utilisation du terme
« épigénétique » était par Conard Waddington dans les années 1940s pour faire référence a
la fagcon dont les genes d’un organisme et son environnement peuvent interagir pour donner
lieu a I'hérédité non-Mendelienne des phénotypes (Waddington 1940). L'épigénétique est
également un élément majeur d’orchestration des séquences de I'expression des genes lors
du développement et un élément de stabilisation du destin cellulaire.

Les acteurs de I'épigénétique renferment entre autres les modifications post-traductionnelles
des histones. Certains ARN non codants (ncARNs) sont également impliqués dans la régulation
épigénétique de l'expression des génes. Un autre acteur épigénétique principal est la
méthylation d’ADN (Figure 1).

Q
o-

Histones
modifications

DNA
DNA methylation

Figure 1 : Des acteurs de I'épigénétique (adapté de Vezzani et al. 2022).
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Les modifications post-traductionnelles des histones sont impliquées dans la spermatogenese
et dans le développement embryonnaire indiquant l'intérét de I'étude de ces marques
épigénétiques. Ces marques épigénétiques ont été identifiées dans les années 1990. Il a été
également montré qu’elles régulent I'activité des promoteurs et I’expression des génes (revu
par Turner 1998). En plus, les modifications post-traductionnelles des histones peuvent
directement altérer la structure de la chromatine sachant qu’elle est formée de complexes
nucléoprotéiques ou ont lieu tous les processus liés a ’ADN. En effet, la structure de la
chromatine régule l'accessibilité de lI'information génétique. La chromatine est en effet
organisée en 2 structures différentes : euchromatine qui est une structure ouverte, riche en
genes. Il s’agit également du site de la transcription active des génes. La deuxiéme structure
est I'nétérochromatine qui est beaucoup plus dense, pauvre en génes et c'est la ol se trouve
la répression du génome.

L’'unité de base de la chromatine est le nucléosome qui est formé d’un octamere d’histones (2
H2A, 2 H2B, 2 H3 et 2 H4) entouré par 146 pb d’ADN (Luger et al. 1997). Une autre histone,
I"histone de liaison H1 agit comme un lien a I'extrémité du nucléosome. Les modifications
post-traductionnelles des histones consistent en de nombreuses modifications au niveau des
terminaisons N-terminal des histones (que j'appellerai ici queue des histones) telles que
I'acétylation, la méthylation, I'ubiquitination, la phosphorylation et autres (revu par Rothbart
and Strahl 2014). Ces modifications sont connues sous le nom « code des histones » (Strahl
and Allis 2000). Les modifications les mieux étudiées sont |'acétylation et la méthylation. Ces
modifications changent les interactions entre les histones et I'ADN ainsi que les interactions
entre les histones elles-mémes, et servent de sites d'ancrage pour les effecteurs protéiques,
également appelés « readers » (revu par Musselman et al. 2012). Ces marques épigénétiques
peuvent ainsi affecter le recrutement d’autres protéines et de complexes protéiques sur la
chromatine (revu par Kouzarides 2007). Par conséquent, I'accessibilité de la chromatine aux
facteurs de transcription et du profil de I'expression des génes peuvent étre controlés par les
modifications post-traductionnelles des histones.

L'acétylation de la queue des histones est réalisée sur les résidus de lysine des histones par
des enzymes « writers » qui sont les histones acétyl transférases (HATs) et supprimée par les
« erasers » qui sont les histones déacétylases (HDACs). L'acétylation qui neutralise la charge
positive de la lysine sur les histones H3 et H4 est principalement associée a un état actif de
transcription. La mono-, di- ou triméthylation des queues d'histones sur les résidus de lysine
ou d'arginine est principalement observée sur les queues des histones H3 et de H4. Les
histones méthylases (HMTs) et déméthylases (HDMs) ont été identifiées comme « writers »
et « erasers ». Selon le site, la méthylation des queues d'histone est associée a un état
permissif ou répressif de I'expression des génes. La méthylation des histones a également été
identifiée chez les poissons (Lindeman et al. 2011; Andersen et al. 2012).

Outre les modifications post-traductionnelles des histones, un fonctionnement normal de la
chromatine repose aussi sur la méthylation de I’ADN vu que cette derniéere est impliquée dans
la formation des régions hétérochromatiques dans le génome et dans la répression de la
transcription des génes. Cela indique que les modifications post-traductionnelles des histones
et la méthylation de ’ADN sont hautement liées. Ceci est important pour la régulation des
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génes (revu par Rose and Klose 2014). Il est ainsi crucial de prendre en compte que les
modifications des histones et de I'ADN peuvent s’influencer réciproquement dans des
séquences tres complexes qui sont |I'objet de plusieurs études. De plus, les interactions entre
les « readers », « writers » et « erasers » jouent un rdle primordial. La perturbation de ces
interactions entraine des altérations de la fonction tissulaire et des maladies.

En ce qui concerne les ncARNS, ils sont formés des petits et longs ARNs. Ils peuvent influencer
I'expression des génes et jouent un role important dans le développement embryonnaire
(revu par Pauli, Rinn, and Schier 2011). Certains de ces ncARN sont identifiés comme acteurs
épigénétiques, du fait de certaines fonctions bien spécifiques transmises entre mitoses. D’'une
facon générale, les petits ncARNs (20-30 nucléotides) incluent certains microARNs, les ARN
interférents courts et les ARN interagissant avec PIWI. Les fonctions de ces petits ARNs ont
été revues par Kaikkonen et ses collegues (Kaikkonen, Lam, and Glass 2011). Les microARNs
(miARN) sont de petites molécules formées d’un seul brin avec une structure caractéristique
en « épingle a cheveux ». Les miARNs n’ont pas tous un role épigénétique, ce role dépend de
leur cible. Autour de 45 % des miARNs proviennent des transcrits d’ARNs non codants alors
gue le reste provient des loci codant des protéines. Quant aux ARN interférents courts (siARN),
ils agissent afin de renforcer les marques épigénétiques dans les régions ou la structure de
chromatine est dense. lls sont également associés de facon plus générale a la répression
transcriptionnelle des génes. Les fonctions des ARN interagissant avec PIWI (piARN) ont été
revues par Costa (Costa 2008). Ces piARNs sont capables de se lier aux protéines PIWI et sont
souvent localisés sur des éléments répétés. Leur fonction est liée au controle des transposons
en orientant les mécanismes de méthylation de I'ADN vers les éléments transposables. En plus
des petits ARNSs, il est suggéré que les long ARNs non codants (IncARNs), formés de plus de
200 nucléotides, ont la capacité de réguler des processus épigénétiques tels que I'inactivation
du chromosome X, I'empreinte génomique, la réponse aux dommages de I’ADN ou la
modification de la chromatine, en guidant les mécanismes épigénétiques (revu par Kaikkonen,
Lam, and Glass 2011; Conaway 2012). Il existe également des IncARNs habituellement associés
a des complexes de modification de la chromatine connus sous le nom de longs intergéniques
ARNs non codants (lincRNAs). Les fonctions de ces lincRNAs ont été également revu par
Kaikkonen et ses collegues (Kaikkonen, Lam, and Glass 2011). Ces complexes ont la capacité
de promouvoir des états épigénétiques spécifiques en ciblant des loci génomiques.

La méthylation de I’ADN est, quant a elle, cruciale pour le développement embryonnaire (E.
Li, Bestor, and Jaenisch 1992; Okano et al. 1999). Cette marque épigénétique a été découverte
chez les animaux et une plante, mais pas chez les bactéries, par chromatographie des acides
nucléiques (Wyatt 1951). La méthylation de 'ADN est non seulement I'un des premiers
processus épigénétiques identifiés et étudiés (revu par Riggs 1975) mais il s’agit également de
la marque épigénétique la plus étudiée. Il a été ensuite démontré qu’elle se produit depuis les
plantes jusqu’aux étres humains.

Elle consiste en une liaison covalente d’un groupement méthyl a une base de I’ADN. Chez les
vertébrés, il est proposé que la majorité des méthylations a lieu au niveau d’une cytosine
suivie presque exclusivement d’une guanine. C'est pourquoi on parle de la méthylation du
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dinucléotide CpG (Figure 2). Quant au site CpG, il est présent sur les 2 brins. Il est également
rapporté que la méthylation est toujours symétrique dans une cellule hors phase S.

Figure 2 : La méthylation de ’ADN (adapté de Labbé, Robles, and Herraez 2017). Liaison d’un
groupement méthyl sur une cytosine suivi d’'une guanine dans le sens 5’-3’.

Le processus de la méthylation de I’ADN implique I'action enzymatique des
méthyltransférases de I’ADN (DNMTs). Les DNMTs sont responsables du transfert d’un groupe
méthyl du donneur universel de groupe méthyle, S-adénosyl-L-méthionine (SAM) au carbone
en position 5 d’'une cytosine de I’ADN génomique d’ou I'appellation 5-méthylcytosine (5-mC)
(Figure 3).
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Figure 3 : La méthylation d’une cytosine par DNMT. ADN méthyltransférase (DNMTs) présente
au carbone en position 5 de la cytosine en contexte CpG transfére un groupe méthyle de SAM (S-
adénosylméthionine) a SAH (S-adénosylcystéine) formant 5-méthylcytosine.

La méthylation de I’ADN peut aussi avoir lieu dans un contexte non-CpG comme au niveau des
sites CHG et CHH (avec H=C, T ou A) surtout chez les plantes (revu par Henderson and Jacobsen
2007) et les cellules souches humaines (Lister et al. 2009) (Figure 4).
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Figure 4 : La méthylation de ’ADN dans un contexte non CpG (adapté de Grimanelli and
Ingouff 2020). me : groupement méthyl : CHs

Outre son role dans le développement embryonnaire, la méthylation de I’ADN est cruciale
dans de nombreuses fonctions biologiques incluant I'empreinte parentale qui consiste a
réprimer un des 2 alléles parentaux pour réguler |'expression génique adéquate
(monoallélique) pour un développement normal (revu par Li 2002 et Jaenisch et Bird 2003).
La méthylation de I’ADN est également impliquée dans I'inactivation d’un des 2 chromosomes
X chez la femelle (revu par Li 2002). Chez les poissons, I'existence de I'empreinte parentale et
I'inactivation de I’X n’a pas encore été démontrée (Ma et al. 2011 ; revu par McGowan and
Martin 1997 et par Alonso et al. 2023). Il a été aussi prouvé que la méthylation de I’ADN est
cruciale pour la différenciation de différents types cellulaires (E. Li, Bestor, and Jaenisch 1992;
Okano et al. 1999). Par ailleurs, des altérations du profil de cette marque épigénétique et des
mutations des génes codant des régulateurs ou des enzymes responsables de la méthylation
de I’ADN sont associés a des troubles développementaux.

2.1.2 Effet de la méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN est essentielle dans la régulation de I'expression des génes. Il est
souvent proposé que de facon globale la méthylation de I’ADN au niveau des sites génomiques
spécifiques est associée a une absence d’expression des genes associés. En effet,
I'hyperméthylation au niveau des promoteurs bloque I'acces de la machinerie
transcriptionnelle a I’ADN (revu par Jenkins and Carrell 2012). Par contre, I'absence ou méme
une faible méthylation au niveau des régions promotrices indique un état permissif de la
transcription des genes puisque la polymérase a un meilleur accés a I’ADN (revu par Jenkins
and Carrell 2012) (Figure 5).
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Figure 5 : Contrdle de I’expression des génes par la méthylation de I’ADN (adapté de Labbé,
Robles, and Herraez 2017). Hyperméthylation ou hypométhylation des promoteurs des génes
indique un état répressif ou permissif de la transcription.
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2.1.3 Processus de méthylation et de déméthylation de ’ADN

Au cours de I'embryogenése et de la formation des lignées germinales, I'établissement de la
méthylation de I'ADN (méthylation de novo) est important pour un développement
embryonnaire normal. Il existe des ADN méthyltransférases (DNMTs) qui sont responsables
de la méthylation de novo. Chez les mammiféres, ces DNMTs sont DNMT3A et DNMT3B vu
gu’elles renferment des domaines catalytiques qui permettent de transférer des groupes
méthyles a des cytosines non-méthylées (Figure 6a) (revu par Mary Grace Goll and Bestor
2005 et Jenkins and Carrell 2012). DNMT3A est nécessaire pour une différenciation cellulaire
normale alors que DNMT3B est nécessaire durant le développement embryonnaire précoce
(Okano et al. 1999). Chez le poisson zebre, ces DNMTs sont codées par 6 genes orthologues,
elles peuvent potentiellement servir de méthyltransférases de novo chez le poisson (revu par
Mary G. Goll and Halpern 2011). Cela suggere que ce processus a également lieu chez le
poisson zebre. Parmi les enzymes codées par ces genes orthologues, dnmt4 est impliquée
dans la différenciation cellulaire hématopoiétique (Takayama et al. 2014) et dnmt7 participe
dans le développement de la queue et de la notochorde (Shimoda et al. 2005).

Comme la méthylation de I'’ADN peut étre transmise au cours des divisions cellulaires
mitotiques et qu’elle est importante pour le développement embryonnaire, il est important
gue cette marque soit maintenue lors de ces divisions cellulaires. Il existe des DNMTs qui
permettent le maintien de la méthylation de I’ADN au cours de la synthese de 'ADN qui
précede les divisions cellulaires durant lesquelles le profil de méthylation est transmis de la
cellule mere a la cellule fille (mémoire cellulaire) (revu par Mary Grace Goll and Bestor 2005).
Parmi ces ADN méthyltransférases de maintien, DNMT1 est capable de reconnaitre
spécifiguement ’ADN hémiméthylé et de transférer un groupement méthyl sur le brin non
méthylé (Figure 6b). Chez le poisson zeébre, I'enzyme d’un gene orthologue de dnmtl est
présente et exerce la méme fonction que celle présente chez les mammiféres (revu par Mary
G. Goll and Halpern 2011).
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Figure 6 : Les roles des ADN méthyltransférases (DNMTs) de maintenance et de novo (adapté
de Moore, Le, and Fan 2013).a. DNMT3A et DNMT3B sont les ADN méthyltransférases de novo et
transférent des groupes méthyles (en rouge) a I’ADN dépourvu de groupement méthyle. b. DNMT1
maintient la méthylation durant la réplication de '’ADN. DNMT1 s'associe au brin d’ADN nouvellement
synthétisé (en bleu) et réplique précisément le motif de méthylation de I'ADN du brin d'origine (en
vert) en ajoutant des groupes méthyles (en rouge) sur le brin nouvellement synthétisé (en bleu).

La méthylation de ’ADN peut ne pas étre maintenue au cours des divisions cellulaire quand
les DNMTs de maintenance ne sont pas actives apres la réplication de I’ADN. Ainsi, une
déméthylation passive a lieu au cours des divisions cellulaires (Figure 7) (revu par J.-K. Zhu
2009). La déméthylation passive de I'ADN est impliguée dans la reprogrammation
épigénétique qui est essentielle pour le développement embryonnaire.
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Figure 7 : Mécanisme de la déméthylation passive de I’ADN (adapté de S. C. Wu and Zhang
2010).Si DNMT1 (ADN méthyltranséfrase) est inhibée ou absente quand la cellule se divise, le brin
nouvellement synthétisé ne va pas étre méthylé et des divisions cellulaires successives vont résulter
en une déméthylation passive.
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La reprogrammation épigénétique peut aussi avoir lieu par une déméthylation active de ’ADN
qui est indépendante de la réplication de I’ADN. Afin d’identifier un éventuel mécanisme de
la déméthylation active, de nombreuses équipes recherchaient une déméthylase de la 5-mC.
Suite a la présence d’homologie entre 2 enzymes dioxygénases ayant une activité hydroxylase
envers le groupe méthyl au carbone en position 5 d’'une thymine et TET, il a été proposé et
ensuite démontré que la famille des enzymes TET est impliquée dans la déméthylation active
(Tahiliani et al. 2009). Il est maintenant connu que la déméthylation active consiste en une
oxydation itérative de la 5-mC en 5-hydoxyméthylcytosine (5-hmC), 5-formylcytosine (5-fC) et
5-carboxylcytosine (5-caC) par la famille des enzymes dioxygénases « ten-eleven
translocation » (TET) (Figure 8) (Tahiliani et al. 2009; Ito et al. 2011; He et al. 2011; Ito et al.
2010). Ces produits oxydés, correspondant a des intermédiaires de la déméthylation de I’ADN,
sont présents en une faible abondance par rapport a 5-mC (lto et al. 2011). Pour compléter la
déméthylation active de I’ADN, I'enzyme « thymine DNA glycosylase » (TDG) reconnait et
élimine les 5-fC et 5-caC du génome. Cela va générer des sites abasiques avant que la cytosine
non modifiée ne soit rétablie par le systéme de réparation « base excision-repair » (BER) (He
et al. 2011; Maiti and Drohat 2011; Weber et al. 2016). Chez les poissons, le processus de
déméthylation active de I’ADN est similaire a celui décrit chez les mammiferes (Kamstra et al.
2015; X. Wang and Bhandari 2019).
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Figure 8 : Processus de déméthylation active de I’ADN. 5-mC: 5-méthylcytosine ; 5-hmC: 5-
hydroxyméthylcytosine ; 5-fC: 5-formylcytosine; 5-caC: 5-carboxylcytosine; TET: ten eleven
translocase ; TDG : thymine DNA glycosylase ; BER : base excision repair.
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2.1.4 Méthodes d’analyse de la méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN peut étre déterminée a I'échelle globale par un dosage, mais d’autres
méthodes permettent d’étudier la méthylation de ’ADN a I’échelle du nucléotide.

Les méthodes mesurant la méthylation de I’ADN a I"échelle globale incluent entre autres le
dosage ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) et I'HPLC (High-performance liquid
chromatography). L’ELISA consiste a incuber I’ADN en entier adhérent a une plaque d’ELISA
avec un anticorps primaire anti-5mC puis a incuber un anticorps secondaire et la derniere
étape consiste en une révélation fluorométrique ou colorimétrique (revu par Kurdyukov et
Bullock 2016). Quant a la technique HPLC, elle nécessite au préalable une hydrolyse
enzymatique de 'ADN en ses composants désoxyribonucléotidiques suivi de la séparation
ultérieure des nucléotides et leur quantification par HPLC (Ramsahoye 2002). D’autres
méthodes incluent un traitement chimique préalable de I’ADN au bisulfite de sodium suivi
d’un pyroséquencage ou d’une analyse par spectrométrie de masse. Le traitement au bisulfite
(ou conversion au bisulfite) convertit la cytosine non méthylée en uracile par déamination
(Figure 9a) alors que les cytosines méthylées (5-mC et 5-hmC) ne sont pas converties (Figure
9b) (Nestor et al. 2010). Suite a une étape d’amplification de ’ADN par PCR, |'uracile sera
remplacé par une thymine alors que les cytosines méthylées non converties seront
remplacées par des cytosines simples (Figure 9c).
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Figure 9 : Principe de la conversion au bisulfite de sodium (Singer 2019). a. Les réactions
chimiques impliqués dans la conversion de la cytosine non méthylée en uracile suite au traitement au
bisulfite de sodium. b. Les cytosines méthylées (5-mC et 5-hmC) ne sont pas converties suite au
traitement au bisulfite de sodium. c. Schéma illustrant le remplacement de I'uracile en thymine suite
aux deux premiers cycles de PCR (la base uracile sera d’abord répliquée en base adénine, qui sera
répliquée ensuite en thymine).
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A l'issue de cette séquence de conversion au bisulfite et amplification par PCR, les cytosines
initialement méthylées peuvent étre différentiées des cytosines non méthylées par
pyroséquencage (étude a I'échelle de genes candidats) ou par séquencgage classique du
génome (RRBS et WGBS, voir plus bas) suivi d’'une comparaison a un génome de référence
(étude a I'échelle du génome). Le pyroséquencage (Figure 10) est une méthode de
séquencage par synthese qui consiste a incorporer des nucléotides dans un ordre défini a une
séquence d’ADN connue (de taille forcément réduite). Durant cette incorporation des
nucléotides, des molécules de pyrophosphate inorganique (PPi) sont libérées et converties en
signaux bioluminométriques. Ces derniers sont enregistrés sous forme de pics dans un
pyrogramme qui est une représentation quantitative de I'incorporation de chaque nucléotide.
La ol une base cytosine est attendue, le séquenceur analysera deux signaux, celui de la
cytosine (issue d’une cytosine méthylée) et celui de la thymidine (issu d’une cytosine non
méthylée). La proportion de ces deux signaux donnera le ratio de méthylation de I’ADN de ce
site particulier.
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Figure 10 : Principe du pyroséquencage (adapté de Kumar, Dalan, and Carless 2020).

Outre le pyroséquencage, deux autres méthodes permettent I'étude de la méthylation de
I’ADN des régions candidates suite a une étape de conversion au bisulfite, la PCR méthylation-
spécifiqgue (methylation specific PCR -MSP-) et la PCR méthylation-spécifique quantitative
(quantitative methylation specific PCR -gMSP-). La MSP (Herman et al. 1996) amplifie soit la
version méthylée soit la version non méthylée de la séquence d’intérét. Cette méthode
nécessite 2 jeux d’amorces différents pour chaque locus étudié, un qui se lie spécifiquement
a ’ADN méthylé et I'autre qui se lie spécifiqguement a 'ADN non méthylé. Les paires d’amorces
sont utilisées dans deux réactions d’amplification paralléles. Les produits de PCR sont séparés
par électrophorese sur gel et visualisés. Le statut de méthylation du locus d’intérét est
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déterminé en fonction de la présence ou de I'absence de bandes dans les deux réactions. Les
bandes peuvent étre quantifiées par Imagel. La méthode qMSP se differe de la MSP par le fait
gue la détection des produits de PCR se fait en temps réel. Cette détection peut étre basée
sur l'utilisation d’un fluorochrome, SYBR Green, au cours de la gPCR. Lors de la liaison a I’ADN
double brin, le fluorochrome SYBR augmente largement son émission de fluorescence. Ce
signal augmente a chaque tour d’amplification et peut étre détecté par l'instrument (Figure
11) (van der Velden et al. 2003).
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Figure 11 : Une illustration de I’'amplification dans qMSP basée sur le principe du SYBR Green
(adapté de van der Velden et al. 2003). Lignes horizontales : ADN double brin. Points verts : SYBR.
Lors de la liaison a I’ADN double brin, I'émission de fluorescence du fluorochrome SYBR augmente
considérablement. Au cours de I'amplification PCR, de plus en plus de SYBR se liera a des quantités
accrues de produits PCR, ce qui entrainera une augmentation continue du niveau de signaux
fluorescents.

Le deuxieme moyen de quantification implique I'utilisation de sondes spécifiques, TagMan
pendant la gPCR. Contrairement au fluorochrome SYBR, les sondes TagMan sont des sondes
a double marquage spécifiques du locus d’intérét et de sa méthylation (Candiloro, Mikeska,
and Dobrovic 2011). Ces sondes, dites d’hydrolyse, contiennent un fluorochrome (reporter)
en 5’, et habituellement un quencher non fluorescent en 3’. Aprés la fixation de la sonde et
des amorces, ’ADN polymérase incluse dans le mélange de réaction commencera a amplifier
I’ADN. Quand le site de fixation de la sonde est atteint, la sonde est clivée et détachée de la
matrice. Les sondes intactes n’émettent pas de fluorescence car le quencher non fluorescent
supprime I'émission du fluorochrome. Cependant, en raison du clivage de la sonde lors de
I’amplification, le quencher et le fluorochrome sont séparés. Le fluorochrome commence a
émettre un signal fluorescent capté par un détecteur laser, permettant ainsi de quantifier la
guantité de matériel amplifié

Les 2 méthodes les plus courantes pour analyser les séquences bisulfitées par séquencage
sont le séquencage du génome entier (WGBS : Whole Genome Bisulfite Sequencing)
(Frommer et al. 1992b) et le séquencage d’une représentation réduite du génome (RRBS :
Reduced Representation Bisulfite Sequencing) (Meissner et al. 2005) (Figure 12). Au cours de
la préparation des banques d’ADN du WGBS, I’ADN est fractionné par sonication. Par contre,
pour le RRBS, une digestion enzymatique avec une enzyme insensible a la méthylation d’ADN
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(Mspl) reconnaissant les sites CCGG a lieu pour casser I’ADN. Il est attendu de |'utilisation de
cette enzyme que les brins coupés soient enrichis en sites CpGs. Ainsi, le RRBS est vanté
comme permettant une couverture élevée des sites CpGs génomiques pour une faible
couverture du génome, d’ol la notion de représentation réduite du génome. Les méthodes
basées sur une conversion au bisulfite suivie de séquencages classiques (type Illumina)
présentent des avantages par rapport aux autres techniques en raison de leur adaptabilité a
plusieurs organismes (revu par Singer 2019).
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Figure 12: WGBS et RRBS (S. Li and Tollefsbol 2021)

Une autre méthode qui s’apparente plus a une analyse globale de la méthylation, bien qu’elle
fasse intervenir le pyroséquencage, est le LUMA (luminometric methylation assay) (Karimi et
al. 2006). Elle consiste en une digestion de I’ADN génomique par des enzymes de restriction
suivi d’'un dosage par pyroséquencage de la quantité d’extrémités cohésives produites. Deux
isoenzymes ayant pour site de restriction CCGG sont utilisées. L'une, Hpall, est sensible a la
méthylation de la cytosine du CpG (coupure des sites non méthylés seulement) et I'autre,
Mspl, est insensible a la méthylation (coupure de tous les sites CCGG). Suite a ces 2 réactions
de digestion indépendantes, la quantité d’extrémités cohésives produites dans chaque
digestion est analysée lors de I'ajout des nucléotides pendant le pyroséquencage. Finalement,
le rapport du signal lumineux mesuré dans les échantillons Hpall et des échantillons Mspl est
proportionnel a la quantité d’ADN méthylé présent dans I’échantillon (Figure 13).
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Figure 13 : Luminometric assay (LUMA) (Ho and Tang 2007)

Des méthodes ont été développées afin de mesurer la méthylation de I’ADN a I’échelle de
régions génomiques, en utilisant I'enrichissement d’affinité de la méthylation d’ADN incluant
le MeDIP-Seq (methylated DNA immuno precipitation) et le MBD-Seq (methyl binding domain)
(Figure 14). Le MeDIP-Seq consiste en une immunoprécipitation de régions génomiques
contenant la 5-mC par un anticorps anti 5-mC, suivie d’un séquencage et d’une comparaison
de la fraction immunoprécipitée et de la fraction totale (input) (Taiwo et al. 2012). Le MBD-
Seq est une autre méthode qui utilise le domaine de liaison a la méthyl-CpG (MBD) de la
protéine MBP (methyl CpG binding protein). Ce domaine identifie et se lie aux sites CpGs
méthylés suivi d’'un séquencage (Serre, Lee, and Ting 2010).
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Figure 14 : Exemples de méthodes d’analyses de la méthylation de ’ADN basées sur un
enrichissement d’affinité de la méthylation de ’ADN (adapté de S. Li and Tollefsbol 2021).

2.1.5 Modifications de méthylation de I’ADN induites par I’environnement

La méthylation de I’ADN dans les spermatozoides joue un réle crucial dans le développement
embryonnaire comme déja évoqué au début de cette synthése bibliographique. Bien que
cette marque épigénétique soit considérée comme stable a I'échelle de cellules ou tissus
différenciés, il existe de plus en plus de données montrant que la méthylation de I’ADN est
labile en réponse a I'exposition des organismes a des facteurs environnementaux. L'impact de
I’environnement est d’une importance particuliére pour les poissons en élevage qui subissent
des contraintes environnementales variées telles que la domestication, le régime alimentaire
artificiel, les changements de température, voire les xénobiotiques dissous.

Domestication

La domestication est le processus durant lequel une espéece sauvage est capturée puis soumise
a un environnement d’élevage pour la faire croitre, maturer, se reproduire et se développer.
Ce processus consiste donc a adapter un sous-groupe de la population d’'une espéce aux
conditions d'élevage (revu par Teletchea and Fontaine 2014). Il n’est pas encore connu si la
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domestication impligue une sélection des individus les plus adaptés (la mort des plus fragiles)
ou une adaptation des individus, y compris par des médiations épigénétiques, voire une
certaine part des deux phénomenes. Comme on souhaite améliorer |'aptitude des poissons a
la domestication, la compréhension des mécanismes en jeu est importante pour pouvoir
disposer de leviers d‘amélioration de I'aptitude d’espéces nouvelles. Etant donné que la
domestication est en jeu presque uniqguement chez les poissons, I'étude des mécanismes
notamment épigénétiques est particulierement spécifique a leur sujet. Afin d’obtenir des
informations sur la programmation épigénétique, éventuellement transmissible, ayant lieu
suite aux changements de conditions d’élevage, I'impact de la domestication a été étudié au
niveau des spermatozoides de poissons. Chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), la
présence de 108 régions différentiellement méthylées (DMRs) dans les spermatozoides
d’adultes domestiques par rapport aux sauvages a été rapportée (Gavery et al. 2018). Parmi
ces DMRs, plusieurs sont associées a des genes dont la fonction moléculaire la plus commune
est la liaison aux acides nucléiques. Une seconde étude a également montré un grand nombre
de DMRs entre des adultes domestiques par rapport aux sauvages chez la méme espece
(Nilsson et al. 2021). Ces altérations de la méthylation de ’ADN peuvent avoir des effets
majeurs sur l'activité du génome et étre potentiellement corrélées avec les altérations
phénotypiques chez les poissons (Nilsson et al. 2021). Chez une autre espéce, le saumon coho
(Oncorhynchus kisutch), parmi les 183 DMRs repérées entre les adultes domestiques en
comparant aux sauvages, 58 ont été superposées avec des transcrits uniques (Leitwein et al.
2021). Parmi ces transcrits, 3 sont associés au développement cérébral, 7 a 'homéostasie
cellulaire, 3 a la réponse immunitaire et 8 avec le développement multicellulaire de
I’'organisme et I'apoptose (Leitwein et al. 2021). De plus, chez le saumon atlantique (Salmo
salar), des DMRs ont été identifiées entre les adultes domestiques par rapport aux adultes
sauvages. Ces DMRs sont associées a des genes qui codent des protéines régulant I'expression
des génes, la transcription, la structure de la chromatine et des protéines liées a la
spermiogenése et au développement embryonnaire (Rodriguez Barreto et al. 2019). De
méme, une autre étude a identifié 4 998 cytosines différentiellement méthylées (DMCs) entre
les adultes domestiques par rapport aux adultes sauvages chez le saumon atlantique. Ces
DMCs ont été groupées en 284 DMRs (Wellband et al. 2021). Ces DMRs sont associées a des
genes significativement enrichis codant pour une variété de fonctions notamment celles
impliquées dans les voies de transduction du signal, développement cérébral, différenciation
du tissu, développement du muscle et contraction (Wellband et al. 2021).

Le régime alimentaire peut altérer les grandes fonctions physiologiques de I'animal telles que
la fertilité, la spermatogenése, le métabolisme ainsi que les systéme nerveux et musculaire,
et la médiation de ces modifications par des changements de la méthylation de I’ADN suite a
un régime alimentaire particulier commence a étre plus explorée chez les poissons (L et al.
2022). Pourtant, d’aprés nos connaissances, |'effet de la nutrition sur la méthylation de I’ADN
n’est pas encore étudié au niveau des spermatozoides. Par contre, des études ont été menées
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afin d’évaluer I'impact du régime alimentaire sur la croissance musculaire et sur le foie vu
I'importance de la qualité du muscle et du métabolisme chez les poissons. Ces études avaient
aussi pour but soit de réduire le colt de I'alimentation des poissons soit de se diriger vers des
pratiques d’aquaculture durables. Chez des poissons nourris avec un régime riche en glucides,
3 135 régions différentiellement méthylées (DMRs) ont été identifiées dans le muscle de la
carpe herbivore (Ctenopharyngodon idella). Parmi ces DMRs, 29,6 % sont localisées dans les
promoteurs des genes. De plus, les promoteurs des genes qui sont essentiels entre autres
pour la différenciation cellulaire et la contraction musculaire sont hypométhylés ou
hyperméthylés (Xie et al. 2023).

Une alimentation riche en glucides a également entrainé une hypométhylation globale de
I’ADN du foie chez les truites arc-en-ciel (Marandel et al. 2016). En plus d’un régime
alimentaire riche en glucides, un régime alimentaire basé sur les plantes peut affecter le
méthylome hépatique global selon le fond génétique des lignées de truite (L et al. 2022).

Contrairement aux poissons, il existe des études sur I'effet de la nutrition sur la méthylation
de I’ADN du spermatozoide chez les mammiféres, et il est décrit que le régime alimentaire
peut affecter la fertilité en affectant I'épigénome du spermatozoide. Par exemple chez
I’humain, une consommation fréquente de frites est liée a une plus grande probabilité que le
sperme soit méthylé au niveau d’un des genes d’empreinte parentale (Soubry et al. 2021).
Chez le mouton, une supplémentation en méthionine (connue pour stimuler la méthylation
de ’ADN ) a induit 166 DMCs dans leurs spermatozoides dont certaines sont présentes dans
les promoteurs, exons et introns entrainant une altération de |'expression des génes
(Townsend et al. 2023).

Le changement climatique peut impacter les poissons d’eau douce, et la médiation de cet
impact par la méthylation de I’ADN commence a étre étudiée dans les spermatozoides. Ainsi,
une étude récente dans I'équipe a évalué I'impact d’une augmentation de la température de
I’eau durant la gamétogénése sur le méthylome des spermatozoides des truites arc-en-ciel
(Brionne et al. 2023). En comparant les poissons a 16 °C par rapport a ceux a 12 °C (condition
contréle), la moyenne des taux de méthylation des poissons a 16 °C était similaire a ceux a
12°C, mais 112 386 DMCs ont été identifiées, dont 92 % appartiennent a des DMRs. Parmi ces
DMRs, 10 % concernent les promoteurs de genes qui sont en lien avec la spermiogenese et le
métabolisme des lipides.

L'effet de la température sur la méthylation de 'ADN a été également étudié au niveau des
embryons de poissons. A titre d’exemple, chez la truite arc-en-ciel, une étude a évalué I'effet
de la température d’incubation des embryons de truites arc-en-ciel de différentes lignées
isogéniques sur la méthylation de I’ADN, avec une température d’incubation test de 16 °C et
une température contréle de 11 °C (Lallias et al. 2021). Au stade ceillé (22 jours post
fécondation), I'analyse de la méthylation globale de 'ADN n’a pas montré de différence
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significative entre embryons a 16 °C et 11 °C. Les auteurs ont cependant observé que d’une
lignée a l'autre, la méthylation globale des embryons pouvait étre différente des autres
lignées, a une température donnée. Parmi les 6 lignées isogéniques, 385 loci
différentiellement méthylés ont été identifiés et localisés sur les 29 chromosomes de la truite.
Parmi ces 385 loci, 251 loci sont situés dans ou a proximité (1 Kb) d’un ou plusieurs génes qui
sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques comme la transduction du signal,
le systeme endocrinien, le systéme immunitaire et la communauté cellulaire (Lallias et al.
2021). Cela indique qu’une modification de la température durant le développement
embryonnaire altere le pattern de la méthylation de I’ADN selon le fond génétique.

L'exposition a des xénobiotiques induit des altérations morphologiques et moléculaires
notamment au niveau de la méthylation de I’ADN des gonades ainsi que des spermatozoides
des poissons entrainant des altérations de la reproduction chez les poissons. Plusieurs études
ont par exemple évalué I'effet du bisphénol A (BPA), un perturbateur endocrinien, sur la
méthylation de I’ADN. Chez le poisson zébre, une exposition a 1 mg/L BPA a entrainé une
diminution significative de la méthylation globale de ’ADN dans les gonades males (Laing et
al. 2016). Les auteurs proposent que ces modifications pourraient entrainer une altération du
fonctionnement des testicules qui peut résulter en une démasculinisation. De méme, chez le
poisson zébre, une exposition a 2 mg/L BPA a augmenté les taux de 5-mC dans les cellules
testiculaires (S. Gonzalez-Rojo et al. 2019). Par contre, il n’y pas eu de modifications de la
méthylation de ’ADN des spermatozoides chez les males qui ont été exposés au BPA pendant
leur développement embryonnaire ou a I’age adulte (Lombd, Getino-Alvarez, et al. 2019;
Lombéd, Fernadndez-Diez, et al. 2019). Chez le Gobiocypris rarus, I'exposition au BPA a
augmenté |'expression du gene en lien a la méthylation de I’ADN (dnmt7) (L. Zhu et al. 2021).
Cela suggére que des variations de la méthylation de I’ADN dans les testicules peuvent
principalement étre due a une altération des mécanismes du maintien de la méthylation de
I’ADN suite a une exposition au BPA (L. Zhu et al. 2021). En plus du BPA, d’autres substances
chimiques affectent également le profil de méthylation de ’ADN des spermatozoides. En effet,
une exposition des poisons zebre au cuivre a induit 730 DMRs au niveau des spermatozoides
(Tai et al. 2022). 1l a été aussi montré que les génes associés a ces DMRs sont exprimés dans
le cerveau/systéme nerveux central, les yeux/rétine et l'intestin/foie (Tai et al. 2022). Outre le
cuivre, le méthylmercure altere également la méthylation de ’ADN. En effet, une exposition
des poissons zebre males au méthylmercure (MeHg) a aussi entrainé des modifications de la
méthylation de I’ADN de leurs spermatozoides (Carvan et al. 2017).
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2.1.6 Modifications de la méthylation de ’ADN induites par les biotechnologies
de reproduction

La méthylation de 'ADN des spermatozoides de poisson peut ainsi étre modifiée par
I’environnement, mais I'impact des biotechnologies de la reproduction reste encore peu
documenté. Les biotechnologies les plus utilisées chez les poissons sont la réversion du sexe,
le contréle photopériodique de la gamétogenese, l'induction de I'ovulation et Ia
cryoconservation du sperme. D’aprés nos connaissances, la cryoconservation est la
biotechnologie pour laquelle il existe quelques études d’impact sur la méthylation de ’ADN
(de Mello et al. 2017; Herranz-Jusdado et al. 2019; Depincé et al. 2020). En revanche, parmi
les autres biotechnologies, nous avons une étude en induction hormonale montrant son
impact sur la méthylation de 'ADN (Depincé et al. 2020). Mais aucune information n’est
disponible pour les autres biotechnologies. Cela montre que dans la littérature, il existe encore
peu de données autour de I'effet des biotechnologies de reproduction sur la méthylation de
I’ADN chez les poissons alors qu’elle est plus abondante chez les mammiféres.

Induction hormonale

L'induction hormonale est une biotechnologie nécessaire pour plusieurs espéces de poissons
importantes en aquaculture, notamment chez les cyprinidés ainsi que chez plusieurs poissons
marins (bar, turbot, anguille), car elle permet de stimuler ou méme d’améliorer la production
du sperme. L'impact de la stimulation hormonale de la production de sperme sur la
méthylation de ’ADN a été évalué uniquement en systeme modele, chez le poisson rouge
(Depincé et al. 2020). Les auteurs ont montré que suite a une dose d’un analogue de GnRH,
les taux de la méthylation globale de I’ADN n’ont pas été modifiés entre les spermatozoides
produits directement suite au traitement hormonal et ceux qui sont produits d’une fagon plus
naturelle 4 jours apreés le traitement (Figure 15).
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Figure 15 :Comparaison des taux de la méthylation globale de I’ADN entre les
spermatozoides collectés 1 et 4 jours aprés une stimulation hormonale de la production de
sperme (Depincé et al. 2020).Les valeurs sont des moyennes + écart type a la moyenne (n=8
échantillons par male collecté chaque semaine pendant 8 semaines). Aucune différence significative
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n’a été détectée entre 16h (D1 post induction) et 4 jours (post induction) aprés traitement hormonal
(p > 0.05).

Chez les mammiferes, contrairement aux poissons, les données disponibles concernent la voie
femelle avec I'effet de la superovulation. Cette biotechnologie est une étape importante de la
technique de reproduction assistée (ART) puisqu’elle permet la maturation folliculaire et la
croissance d’un grand nombre d’ovocytes a la fois. Chez les souris, la superovulation a entrainé
des altérations de la méthylation au niveau de sites spécifiques des ovules produits (Huo et al.
2020). Des DMRs ont été identifiées et certains des génes, associés a certaines de ces DMRs,
sont impliqués dans le métabolisme du glucose, le développement du systeme nerveux et le
cycle cellulaire (Huo et al. 2020). Chez la vache, les taux de méthylation globale de I’ADN sont
similaires entre les ovocytes d’individus stimulés et les contrdles (Lopes et al. 2022). Par
contre, ces auteurs ont observé des différences significatives des taux de méthylation de I’ADN
dans des genes soumis a empreinte parentale tels que apeg3, meg3, meg9 et tssc4.

Chez les poissons, quelques études ont évalué de facon préliminaire I'impact de la
cryoconservation du sperme sur la méthylation de 'ADN, en utilisant le LUMA. Cette
technique fournit des données sur le niveau global de méthylation de I’ADN sans donner
d’information sur l'identité des sites altérés (Herranz-Jusdado et al. 2019 ; Depincé et al.
2020). Ces études ont montré des effets complexes liés a des combinaisons entre espéces et
cryoprotecteurs (Table 1). Par exemple, la cryoconservation du sperme en présence du
méthanol (MeOH) comme cryoprotecteur n’a pas altéré la méthylation de 'ADN chez
I'anguille et le poisson rouge mais a induit une légére hyperméthylation chez le poisson zebre.
Le sperme de poisson rouge n’a pas été compléetement insensible a la cryoconservation
puisque le diméthylsulfoxyde (DMSO) et le 1,2-propanediol ont induit une hypométhylation
de I’ADN dans ces especes (Depincé et al. 2020). La cryoconservation a également induit une
hypométhylation globale des spermatozoides du tambaqui (Colossoma macropomum ) quel
gue soit le cryoprotecteur testé, incluant MeOH, DMSO et glycérol (de Mello et al. 2017).

Espéces DMSO MeOH Pdiol Gly Références
. Pas Herranz-Jusdado et al.

Anguille HYPO Jeffet* NA NA 5019

Poisson HYPO , Pas HYPO NA Depincé et al. 2020
rouge d’effet *

Po‘lsson NA HYPER * NA NA Depincé et al. 2020
zébre

Tambaqui HYPO HYPO* NA HYPO de Mello et al. 2017

Table 1 : Effet de la cryoconservation du sperme selon différents cryoprotecteurs sur la
méthylation de I’ADN de différentes espéces de poissons. * : cryoprotecteur le mieux adapté
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pour préserver la capacité de fécondation de cette espéece. NA: information non disponible ;
HYPO : hypométhylation ; HYPER : hyperméthylation ; Pdiol : 1,2-propanediol ; Gly : glycérol.

Comme chez les poissons, il existe peu d’études qui évaluent I'effet de la cryoconservation du
sperme sur la méthylation de I’ADN chez les mammiferes. Chez I'humain, I'étude de la
méthylation de I’ADN suite a la cryoconservation du sperme a été évaluée dans des régions
ou genes cibles avec différentes techniques telles que le pyroséquencage, la PCR méthylation-
spécifique (methylation specific PCR -MSP-) et la PCR méthylation-spécifique quantitative
(quantitative methylation specific PCR -gMSP-). Une absence d’effet de la cryoconservation
sur la méthylation de I’ADN a été observée apreés pyroséquencage de 3 genes a empreinte
maternelle (/it1, snrpn, mest), 2 génes a empreinte paternelle (meg3, h19), 2 éléments répétés
(alu, linel), un geéne spécifique de la spermatogenése (vasa) et un gene associé a l'infertilité
masculine (mthfr) (Klaver et al. 2012). Une autre étude toujours chez 'homme a évalué la
méthylation de ’ADN dans les promoteurs de ube3a (gene a empreinte paternelle) et snurf-
snrpn (SNURF- petite ribonucléoprotéine nucléaire polypeptide ; géne a empreinte
maternelle) ainsi que pws-icr et as-icr dans le chromosome 15 q11 q13 en utilisant la méthode
de PCR méthylation-spécifique quantitative (Khosravizadeh et al. 2020). Cette étude a
également révélé I'absence d’altération de la méthylation de I’ADN. Par contre, une étude
récente utilisant la PCR méthylation-spécifique a démontré une augmentation des taux de
méthylation dans les promoteurs des genes pax8, peg3 et rtl1 qui sont des genes a empreinte
paternelle jouant un réle dans la fertilité des males (Khosronezhad et al. 2023). Au niveau de
la méthylation globale de ’ADN (par la méthode ELISA), une étude chez le bélier a montré une
augmentation de la méthylation de I’ADN des spermatozoides suite a la cryoconservation
(Glingor et al. 2021). La technique d’ELISA a été également utilisée pour évaluer la méthylation
globale de I’ADN apres la cryoconservation du sperme chez le cheval (Aurich et al. 2016), ou
une augmentation des taux de méthylation de 'ADN a également été observée. Il a été
suggéré que ces modifications de la méthylation de I’ADN peuvent expliquer en partie la faible
fertilité du sperme, sans que des éléments probants aient été montrés. Outre les mammiféeres,
une étude a été menée chez le coq en utilisant la méthode d’immunofluorescence ciblant la
5-mC, puis en mesurant par cytométrie en flux I'intensité de marquage des spermatozoides
(Salehi et al. 2020). Ces auteurs ont montré que la cryoconservation du sperme a induit une
réduction significative de la méthylation globale de I’ADN, et proposent que cela pourrait avoir
un impact sur le développement embryonnaire.

Ainsi, comme résumé Table 2, I'effet de la cryoconservation sur la méthylation de I’ADN est
étudié de facon peu comparable selon les espéces, et méme lorsque les comparaisons sont
possibles, les effets sont extrémement variés.
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Especes Méthodes Cibles Effet Références
) : Kla l.
Pyroséquencage caGrEri]jasts Pas d’effet a\;%rlzt @
Régions , Khosravizadeh
. aMmsP candidates Pas d'effet et al. 2020
Humain
Promoteurs
des genes a Khosronezhad
MSP HYPER
> empreinte et al. 2023
paternelle
- Méthylation GUngor et al.
Bélier ELISA globale HYPER 5021
Méthylation Aurich et al.
Cheval ELISA globale HYPER 5016
Immunofluorescence
ciblant la 5-mC puis
mesure par , . .
Coq cytométrie en flux Méthylation HYPO Salehietal.
. o, globale 2020
de l'intensité de
marquage des
spermatozoides
Méthvlation HYPO et HYPER Herranz-
Anguille LUMA Ioﬁale selon le Jusdado et al.
g cryoprotecteur 2019
. . HYPO et HYPER L
. Méthylation € Depincé et al.
Poisson rouge LUMA selon le
globale 2020
cryoprotecteur
. \ Méthylation Depincé et al.
P LUMA HYPER
oisson zébre u globale 2020
. Méthylation de Mello et al.
Tambaqui LUMA globale HYPO 5017

Table 2 : Résumé des données disponibles concernant I'effet de la cryoconservation du

sperme sur la méthylation de I’ADN. gMSP :PCR méthylation-spécifique quantitative ;

MSP :PCR méthylation-spécifique ; ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay; LUMA :

Luminometric assay ; HYPO : hypométhylation ; HYPER : hyperméthylation.
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2.2 Principes, contraintes et usages de la cryoconservation

La cryoconservation est une biotechnologie qui permet de conserver des échantillons
biologiques a des températures auxquelles plus aucune activité biologique n’est plus possible.
Il s’agit d’'un arrét du métabolisme cellulaire de maniére réversible. Cette inhibition de
I’agitation moléculaire a lieu autour de -135 °C. C’est a cette température que toute I'eau a
atteint un état soit cristallin (glace) soit vitreux (Mazur 1984). Comme l'azote a une
température d’ébullition de -196 °C, c’est le milieu le plus utilisé a I'état liquide pour la
cryoconservation a long terme d’échantillons biologiques.

La cryoconservation consiste en une étape de refroidissement, de stockage a -196°C, puis
d’'une étape de réchauffement ou décongélation qui a lieu pour utiliser I’échantillon
cryoconservé. Les deux étapes de congélation et de décongélation sont responsables des
dommages cellulaires et moléculaires induits par la cryoconservation. Pour minimiser ces
dommages, des cryoprotecteurs sont utilisés. La cryoconservation du sperme est de plus en
plus utilisée en aquaculture, comme indiqué au tout début de ce manuscrit, ses performances
dépendent de I'aptitude des spermatozoides a la cryoconservation et de la maitrise des
différentes étapes de la méthode de congélation.

2.2.1 Principe de la cryoconservation

Il est primordial d'appréhender le principe de la cryoconservation pour étre au courant des
dommages éventuels qui peuvent se produire, ainsi que des mesures a prendre afin d'éviter
ou de minimiser ces altérations et par conséquent favoriser la survie cellulaire. Cette
biotechnologie nécessite la maitrise de deux étapes primordiales : la phase de refroidissement
et la phase de réchauffement ou décongélation. Durant la phase de refroidissement, la
cristallisation et la nucléation ont lieu (revu par Karlsson and Toner 1996; Meryman 2007). A
partir de -0,6 °C, I'eau a I'état liquide devient instable. Cela correspond a I’état de surfusion.
Cette instabilité est favorable a la formation d’un état cristallin, ou I’eau passe a I’état solide
en formant des cristaux de glace. A ces températures élevées, I'eau ne se solidifie pas
spontanément. La formation des cristaux nécessite la présence de foyers de nucléation qui
ont pour role d’initier I'organisation de I’eau en glace. Ces foyers de nucléation peuvent étre
une poussiere, des débris cellulaires ou une bactérie. lls induisent ce qu’on appelle une
nucléation hétérogene de la glace. C'est le type de nucléation qui est en jeu lors de la
cryoconservation des cellules ou tissus. Par contre, si ces foyers de nucléation sont absents (a
treés haute altitude dans I'atmosphére par exemple), I’état de surfusion peut perdurer jusqu’a
atteindre la température de nucléation homogéne du milieu (a partir de -45 °C pour 'eau
pure). Dans ce cas, la présence d’un noyau de la taille d’'un nanometre, correspondant a une
molécule d’eau, peut induire une cristallisation spontanée. Lors de la nucléation hétérogene
en condition de cryoconservation, la cristallisation de I’échantillon commence a I'extérieur de
la cellule, 1a ou les foyers de nucléations sont présents et ou les volumes d’eau libre sont les
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plus importants (Figure 16). Par conséquent, le milieu intracellulaire de la cellule restera plus
longtemps en état de surfusion. Lors de la formation des cristaux dans le milieu extracellulaire,
les solutés sont exclus de la glace nouvellement formée et se concentrent dans de trées faibles
volumes d’eau toujours a état liquide. Ceci entraine une augmentation considérable de la
pression osmotique du milieu extracellulaire. Un gradient osmotique se crée alors entre le
milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire, ce qui induit une déshydratation des cellules.
Eventuellement, a une température suffisamment basse et sous effet nucléant des cristaux
extracellulaires, le milieu intracellulaire peut finir par cristalliser lui aussi. Lorsque les plus
basses températures sont atteintes, une faible fraction de I'’eau demeure dans un état vitreux
avec une viscosité tres importante, tandis que toute |’eau restante est cristallisée.

L |

Figure 16 : Cristallisation extracellulaire puis intracellulaire lors de la phase de
refroidissement (Labbe 2013b). Points rouges : fortes concentrations en ions. Les croix sombres
représentent les cristaux de glace.

La croissance des cristaux est influencée par plusieurs facteurs, notamment la température
environnante conditionnant I'état de surfusion, la vitesse de refroidissement et la viscosité de
la solution (revu par Karlsson and Toner 1996 et Meryman 2007). Plus la viscosité de la solution
est élevée, moins la croissance des cristaux est importante. De plus, la viscosité de la solution
augmente quand la température diminue. Ainsi, les cristaux formés a basse température, suite
a un refroidissement rapide, sont nombreux et petits, alors que des cristaux de plus grande
taille et moins nombreux se forment a plus haute température, lors d’un refroidissement lent
(revu par Meryman 2007).

Durant la décongélation ou la phase de réchauffement, les échanges thermiques entre
I’échantillon congelé et le milieu extérieur sont lents. Cela a pour conséquence que les petits
cristaux se retrouvent a nouveau dans un environnement thermiquement favorable a leur

36
PARTIE | : INTRODUCTION
2. Synthése Bibliographique : Principes, contraintes et usages de la cryoconservation



croissance, voire méme a leur fusion (fonte des cristaux) alors que la température de
I’échantillon est toujours thermodynamiquement favorable a la formation de gros cristaux de
glace. Suite a la fusion des petits cristaux, I’eau libérée recristallisera en cristaux volumineux.

2.2.2 Dommages induits par la cryoconservation

Durant le processus de congélation, les cellules subissent différents dommages suite a leur
exposition a de nombreux stress. Parmi ces dommages, nous distinguons les dommages
osmotiques et les dommages mécaniques. Ces dommages entrainent des altérations de la
structure et de I'intégrité des cellules, ce qui a pour conséquence que les fonctions de la cellule
sont perturbées. Les dommages osmotiques sont liés a I'exposition des cellules a de tres fortes
concentrations en ions (dont I'origine est décrite ci-dessus) induisant des dénaturations des
protéines et des changements de phase des lipides membranaires. Les dommages
mécaniques incluent des variations de volume de la cellule notamment un rétrécissement de
la cellule quand elle se déshydrate (Karlsson and Toner 1996; Labbe 2013). lls concernent aussi
des déchirures de la membrane plasmique et des structures intracellulaires dont on suppose
de facon théorique qu’elles sont dues au caractéere tranchant des cristaux de glace. Il faut
noter que la cristallisation intracellulaire n’a pas pu étre démontrée chez les spermatozoides
(revu par John Morris et al. 2012), ce qui est cohérent au vu de leur faible contenu en eau.
Pour autant, un risque de recristallisation ne peut étre exclu, qui pourrait expliquer les lésions
des membranes par des cristaux (revu par John Morris et al. 2012).

Un autre dommage mécanique est attribué au phénomeéne de choc froid, mis en évidence par
la sensibilité des spermatozoides a une température inférieure a leur température
physiologique (Wales and White 1959). Cette sensibilité est attribuée a un phénomeéne
biophysique qui est la transition de phase des lipides mentionnée plus haut, ayant lieu quand
la température diminue. A température physiologique, les différents lipides formant les
membranes cellulaires sont dans un état organisé mais fluide appelé I'état cristal liquide.
Lorsque la température diminue, certains lipides ont tendance a se rigidifier afin d’atteindre
un état de gel alors que d’autres lipides ayant une autre composition moléculaire plus
favorable au désordre (insaturation des acides gras) sont toujours dans un état liquide
(Drobnis et al. 1993). Le processus inverse a lieu au moment du réchauffement de
I’échantillon. C'est la coexistence de ces deux états (cristal liquide/gel) qui induit des
changements de I'environnement des protéines membranaires. Cela entrainerait des
dénaturations de ces protéines ou des réarrangements spatiaux (llieva et al. 1992) ainsi que
des défauts de compaction de la membrane qui conduisent a des fuites de matériel
intracellulaire. La sensibilité des membranes cellulaires au choc froid dépend des espéces. La
plupart des especes aquatiques sont tres peu sensibles au choc froid au moins aux
températures supérieures a 0 °C (Labbe et al., 1997). Il est suggéré que cette sensibilité peut
étre liée a la nature des lipides formant la membrane. Or les espéces aquatiques possédent
des membranes riches en phospholipides insaturés entrainant une plus grande fluidité
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membranaire a basse température (C. Labbe et al. 1995). Les cellules sont donc moins
sensibles vis-a-vis du choc froid.

Ces différents types de dommages affectent la structure et par conséquent la fonction des
spermatozoides (Figure 17). Comme déja évoqué, la membrane plasmique peut étre altérée
suite a des cassures de la membrane ou a des pertes de régionalisation entrainant une perte
de fonctionnalité des domaines membranaires. La perméabilité de la membrane plasmique
peut également étre modifiée. Outre la membrane, les mitochondries peuvent également étre
affectées du fait de leur abondance en membrane. Cela peut entrainer une perte du potentiel
énergétique et un relargage d’agents oxydants (radicaux libres). La structure de la chromatine
est également une cible de dommages, avec un phénomeéne de décondensation et de
fragmentation de I’ADN (Labbe et al. 2001 ; Zilli et al. 2003). Enfin, comme développé plus
haut, I’épigénome du spermatozoide de poisson, en particulier son niveau de méthylation de
I’ADN, peut également étre altéré chez certaines espéces (Herranz-Jusdado et al. 2019;
Depincé et al. 2020).

Ces altérations structurelles entrainent logiquement des altérations de la fonctionnalité des
spermatozoides. Une de ces fonctions altérées est la motilité. Ceci peut s’expliquer par
I'altération de la membrane incluant une altération ou perte des canaux ioniques sensibles a
la composition ionique du milieu extérieur et responsables de I'activation de la motilité. En
plus de la motilité, la capacité de fécondation est aussi affectée. Ceci peut étre d( aux
altérations de la membrane.

Les dommages causés a la descendance obtenue a partir de spermatozoides cryoconservés
ont été abordés dans peu d’études. Une augmentation des taux de malformations
embryonnaires ou une diminution de la survie des embryons a été observée chez certaines
especes comme chez le poisson-chat africain (Clarias gariepinus) ou la loche d’étang
(Misgurnus fossilis) apres fécondation avec du sperme cryoconservé (Horvath and Urbanyi
2000; Kopeika et al. 2003). En revanche, chez la truite arc-en-ciel, une étude a montré que les
survies embryonnaires et les taux de malformés n’étaient pas affectés apres fécondation avec
du sperme cryoconservé (Martoriati et al. 1999). Par contre, a des stades plus tardifs, il a été
montré que des truites juvéniles issues d’une fécondation avec du sperme cryoconservé
présentaient une augmentation significative du taux de cortisol moyen (Hayes et al. 2005).
Cela indique que la cryoconservation du sperme a induit des modifications de la résistance au
stress des descendants. Il a été également montré chez la truite arc-en-ciel que la fécondation
avec du sperme cryoconservé entrainait une altération de I’expression de certains genes dans
les embryons et les larves produits (Pérez-Cerezales et al. 2011). Une autre étude menée chez
la truite fario Salmo trutta a montré que la cryoconservation du sperme induisait une
diminution significative de la croissance des larves aprés I'éclosion (Nusbaumer, Marques da
Cunha, and Wedekind 2019). Ces études nous incitent a essayer de comprendre |'origine des
dommages observés : génétiques ou épigénétiques.
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Figure 17: lllustration d’'une partie d’'un spermatozoide de poissons montrant les principaux
types de dommages ayant lieu au niveau de la membrane plasmique, des mitochondries, de
I’ADN et de I’ARN pouvant étre utilisés comme marqueurs de la qualité du sperme (Cabrita
et al. 2014). Ces marqueurs peuvent identifier les changements dans la motilité, la capacité de
fécondation, le développement embryonnaire et la qualité de la descendance.

2.2.3 Cryoprotecteurs : perméants et imperméants

Pour protéger les échantillons biologiques des dommages induits par la congélation, des
molécules sont ajoutées au milieu et ont un role protecteur d’ou leur nom de cryoprotecteur.
Ces cryoprotecteurs sont divisés en 2 catégories: perméants et imperméants. Les
cryoprotecteurs perméants traversent la membrane plasmique tandis que les cryoprotecteurs
imperméants ne peuvent pas pénétrer a l'intérieur de la cellule.

Cryoprotecteurs perméants

Les cryoprotecteurs perméants sont des molécules ayant un caractére amphiphile. Ainsi, elles
sont solubles en milieu aqueux mais elles sont capables de traverser la bicouche lipidique de
la membrane plasmique des cellules. Ces molécules ont généralement un faible poids
moléculaire, inférieur a 400 Da (revu par Bakhach 2009).
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Ces cryoprotecteurs comprennent entre autres le glycérol, premier cryoprotecteur utilisé
pour le sperme chez les mammiferes, le diméthylsulfoxyde (DMSO) tres utilisé pour le sperme
de poisson, le méthanol (MeOH), 1,2-propanediol (ou propylene glycol (PG)), diméthyl
formamide (DMF) ou le diméthyl acétamide (DMA).

Certains cryoprotecteurs perméants ont un pouvoir osmotique élevé (De Baulny et al. 1997)
qui induit une déshydratation de la cellule lors de leur mise en présence. Aprés équilibration
du cryoprotecteur entre les deux compartiments, la cellule retrouve son volume initial du fait
de I'équilibre osmotique atteint apres la réentrée d’eau. Cette propriété de réduction du
volume cellulaire suivie d’un retour a I'équilibre est beaucoup utilisée pour mesurer la
perméabilit¢ membranaire des cellules aux différents cryoprotecteurs. Quelques
cryoprotecteurs augmentent la perméabilité de la membrane a I'eau, permettant une fuite
plus rapide de I'eau intracellullaire lors de la cristallisation, contribuant aussi a I'inhibition de
la croissance des cristaux intracellulaires (Akhoondi et al. 2012). Les cryoprotecteurs
perméants diminuent par ailleurs la température de cristallisation du milieu extra- et
intracellulaire, en réduisant la capacité d’organisation de I'’eau en cristaux. Certains
cryoprotecteurs augmentent en outre ailleurs la viscosité du milieu, ce qui est favorable a une
croissance moindre des cristaux. Ces propriétés ont pour conséquence que les cristaux
extracellulaires se forment a plus basse température, ils sont donc de plus petite taille et
croissent moins vite du fait de la viscosité élevée atteinte. Il est aussi proposé que les
cryoprotecteurs perméants réduisent I'effet osmotique lié aux ions lors de la cristallisation,
car ils permettent le maintien d’une plus grande quantité de liquide a I'état vitreux. Ainsi, la
nucléation et la croissance des cristaux sont limitées suite a I'augmentation de la viscosité
intra- et extracellulaire en présence de cryoprotecteurs, entrainant une dilution des solutés.
Pour toutes ces raisons, les cryoprotecteurs limitent aussi la recristallisation durant la
décongélation (Chaytor et al. 2012).

Ces molécules présentent en revanche une toxicité importante, en raison de leur nature
amphiphile, cette toxicité étant exacerbée a forte concentration en cryoprotecteur ou a haute
température (physiologique). L'expression de cette toxicité dépend de plusieurs facteurs dont
le cryoprotecteur, le type cellulaire, 'espece étudiée, la température et le temps de contact
(revu par Fuller 2004). Cela indique qu’en modifiant ces facteurs par réduction de la
concentration du cryoprotecteur, du temps d’exposition, de la température de contact, la
toxicité peut étre réduite. Il est donc important de trouver un compromis entre la protection
et la toxicité de ces cryoprotecteurs pour chaque type cellulaire.

Les cryoprotecteurs imperméants sont des molécules solubles dans I'eau qui ne peuvent pas
traverser la membrane plasmique. Parmi les cryoprotecteurs imperméants, les plus utilisés
sont des sucres mono et disaccharidiques (glucose, fructose, saccharose, lactose, tréhalose),
des protéines ou des acides aminés (protéines du lait, albumine, protéines antigel, proline) ou
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des lipides (liposomes, jaune d’oceuf). Ces cryoprotecteurs peuvent aussi étre des
macromolécules telles que le polyvinylpyrrolidone (PVP), I'hydroxyéthylamidon (HES) ou
I'acide hyaluronique (HA).

Les cryoprotecteurs imperméants agissent seulement sur le milieu extracellulaire et ont un
effet osmotique plus restreint que la plupart des cryoprotecteurs perméants (revu par
Meryman 2007). Les cryoprotecteurs imperméants agissent néanmoins en augmentant
'osmolarité de I'environnement extracellulaire. Cela contribue a la déshydratation des
cellules, avant méme que la température d’induction de la nucléation extracellulaire ne soit
atteinte, et donc a une plus faible probabilité de cristallisation intracellulaire (revu par Lemma
2011). Les cryoprotecteurs imperméants protegent aussi les cellules de I'éclatement lors de la
décongélation, car ils évitent I'entrée massive d’eau dans la cellule en agissant en tant que
tampon osmotique lors des étapes d’enlévement progressif des cryoprotecteurs perméants.
Malgré leurs fonctions cryoprotectrices démontrées expérimentalement, il est trés compliqué
de mettre en évidence la nature des interactions entre ces molécules et les cellules. Ainsi, il
est proposé que ces molécules interféreraient avec la membrane plasmique des cellules et
seraient capables de restreindre les dénaturations protéiques induites durant le processus de
congélation (Anchordoguy et al. 1987). En effet, il a été démontré que lors de la lyophilisation
(conservation par la déshydratation compléte des échantillons) les molécules d’eau ont été
remplacées par les sucres, ces derniers assurant le maintien des liaisons hydrogénes qui sont
indispensables au maintien de la qualité des membranes et des protéines (revu par Crowe et
al. 1988). Malgré I'impossibilité d’extrapoler la lyophilisation a la congélation, sachant qu’en
congélation, de I'eau résiduelle demeure toujours en état vitreux au niveau des structures
cellulaires, des molécules efficaces en lyophilisation ont été testées en congélation
aboutissant a un succés. Quant aux protéines antigel, glycosylées ou pas, leur mode d’action
est mieux connu vu qu’elles se lient aux cristaux en croissance et modifient leur forme ou
limitent leur progression (revu par Feeney, Burcham, and Yeh 1986). Les polymeéres quant a
eux agissent par augmentation de la viscosité du milieu.

2.2.4 Cryoconservation du sperme

L'aptitude du sperme de poisson a la cryoconservation est variable ( Labbe 2013). Le sperme
frais collecté sur les poissons doit étre de trés bonne qualité au niveau morphologique et
fonctionnel, ce qui exclut les collectes en début ou en fin de saison de reproduction. La collecte
d’un sperme de bonne qualité peut aussi poser probléeme chez certaines espéces modéle dont,
paradoxalement, on ne maitrise pas forcément parfaitement la reproduction artificielle.
Cependant, I'aptitude a la cryoconservation du sperme est plus variable que ne I'est la qualité
initiale du sperme, au moins telle qu’on peut la juger. En effet, les contraintes induites par la
cryoconservation révélent des fragilités qui ne s’expriment jamais en conditions
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physiologiques normales. Il a en outre été montré une forte variabilité de I'aptitude a la
cryoconservation entre les espéeces. Par exemples, les motilités du sperme sont inférieures a
10-20 % a la décongélation chez les salmonidés (Dziewulska et al. 2011) et les cyprinidés
(Morris, Hagen, and Kaken 2008), alors qu’elles sont supérieures a 70 % chez les poissons
marins (Fauvel and Suquet 2008; Suquet, Cherehuini, and Fauvel 2008). La fécondation
externe chez les espéces a faible potentiel de cryoconservation permet, en augmentant le
rapport sperme/ceuf, de compenser la faible viabilité du sperme. Ainsi, les taux de fécondation
du sperme décongelé de poisson sont peu fréquemment en dessous de 40 % et des taux de
100 % sont couramment obtenus, chez les poissons marins particulierement. Chez la truite,
les taux de fécondation peuvent atteindre 80 % malgré les dommages de la majorité des
spermatozoides décongelés (De Baulny et al. 1997; C. Labbe et al. 2001).

Les méthodes de cryoconservation du sperme reposent sur les mémes principes généraux
pour toutes les espéces, méme en comparant aux oiseaux et aux mammiféres (a I'exclusion
de la protection contre le choc froid). Par contre, ce qui différe entre les espéces de poissons
est essentiellement le choix du cryoprotecteur, la nature des additifs et la vitesse de
congélation (revu par Cabrita et al. 2010). De plus, méme au sein d’une espece, il existe de
nombreux protocoles de cryoconservation différents selon les auteurs. Cela indique un
manque de standardisation des pratiques a I’échelle internationale.

Chez les poissons, la collecte de sperme se fait sur des males matures soit par pression
abdominale des animaux anesthésiés, soit par collecte et dilacération des testicules des
animaux euthanasiés. Les quantités de sperme obtenues sont tres variables selon I'espece,
pouvant aller de 500 pL avec différentes concentrations de sperme (0.2 a 12 x 10° spz/mlL)
chez le turbot, le bar ou le poisson rouge a plus de 30 mL chez la truite avec un sperme
concentré (10 a 50 x10° spz/mL). La collecte du plus faible volume de sperme est chez le
poisson zébre (1-3 uL) alors que le plus grand volume peut étre récupéré chez la plupart des
espéces d’esturgeons (100 mL).

Aprés la collecte, le sperme peut étre directement mis dans la glace (0-4°C) vu que les
spermatozoides des especes aquacoles ne sont pas sensibles au choc froid. Chez les
salmonidés, dont la truite, le sperme peut aussi étre conservé a ces températures pendant
plusieurs jours. Afin d’améliorer la cryoconservation du sperme en limitant I'asphyxie des
cellules et les proliférations bactériennes tout en maintenant I'immobilité des cellules, des
solutions salines sont habituellement utilisées pour diluer le sperme. Ces solutions salines sont
communément élaborées a partir de la composition du fluide séminal. Pour autant, une méme
solution saline telle que le Storfish® (IMV Technologies, L’Aigle, France) peut étre utilisée pour
conserver le sperme de plusieurs espéeces incluant la truite, la daurade, le turbot, la carpe etc.
(revu par Labbe 2013). Cette solution peut également favoriser la maturation du sperme
testiculaire. En France, ce temps de conservation est important pour pouvoir envoyer le
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sperme a CryoAqua qui est le site centralisé de congélation et de stockage pour les espéces
aquacoles (revu par Labbe 2013).

La cryoconservation du sperme nécessite l'utilisation d’un dilueur de congélation qui
contribue au maintien de la viabilité des cellules durant la cryoconservation, fournit les
ressources énergétiques aux spermatozoides, protége les cellules de la température et
maintien un environnement adéquat pour les spermatozoides afin de survivre pendant la
cryoconservation. Le dilueur de congélation a habituellement la méme base saline que la
solution de conservation. Le dilueur de congélation renferme aussi des additifs imperméants
lipidiques et protéiques. Ces additifs renferment entre autres de I'albumine sérique bovine,
jaune d’ceuf, liposomes et lait écrémé. Cependant, ces additifs peuvent avoir des interactions
délétéres avec certains cryoprotecteurs perméants (Labbe, Crowe, and Crowe 1997). C'est
pour cette raison que les groupes qui utilisent certains additifs ne choisissent pas les mémes
cryoprotecteurs perméants que ceux qui utilisent d’autres additifs.

De plus, I'ajout de sucres est indiqué dans la plupart des protocoles. Parmi ces sucres, le plus
fréquemment utilisé est le saccharose. Mais le glucose ou le tréhalose sont également
mentionnés. Cependant, trés peu de spermatozoides de poisson sont capables de métaboliser
ces sucres a partir du milieu extracellulaire. Ces sucres exercent donc un réle cryoprotecteur,
comme évoqué précédemment, et ne soutiennent pas le métabolisme cellulaire. La nature du
sucre ne semble de plus pas cruciale, puisque le méme niveau de cryoprotection a été obtenu
chez la truite arc-en-ciel avec une grande variété de sucre différents (Maisse 1994).

Concernant les cryoprotecteurs perméants, une concentration adéquate est requise pour le
développement d’un protocole de cryoconservation, pour éviter le caractére toxique des
cryoprotecteurs. Les cryoprotecteurs sont habituellement utilisés a des concentrations finales
de 53 10 % (en volume). Par contre, les cryoprotecteurs les plus communément utilisés pour
la cryoconservation du sperme chez les poissons sont le DMSO, le MeOH et le PG. Le DMSO
est le cryoprotecteur le plus utilisé chez les poissons marins et les salmonidés. C'est un des
meilleurs cryoprotecteurs rapporté pour la truite arc-en-ciel, et c’est celui qui est proposé
dans les kits commerciaux (IMV Technologies). Le méthanol (MeOH) est un autre
cryoprotecteur également utilisé chez les salmonidés. Ce cryoprotecteur apporte une
protection plus aléatoire selon les males et les auteurs chez la truite arc-en-ciel (Ciereszko et
al. 2014; Horvath et al. 2015). Il est le meilleur pour la cryoconservation du sperme des
cyprinidés (Harvey, Kelley, and Ashwood-Smith 1982), esturgeons (Judycka et al. 2015) et
tilapia (Rana and McAndrew 1989). Le propyléne glycol est un cryoprotecteur efficace pour la
cryoconservation du sperme de Pleuronectes ferrugineus (Richardson et al. 1999). Quant au
glycérol, c’est une molécule qui apporte une protection structurelle aux spermatozoides de
truite arc-en-ciel (De Baulny et al. 1997), mais qui ne permet pas de protection fonctionnelle
(Ogier de Baulny 1997).

Un méme dilueur de congélation peut étre utilisé pour plusieurs espéces, sur une base saline
commune disponible commercialement (Freezefish ®, IMV Technologies, L’Aigle, France), le
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cryoprotecteur perméant ajouté étant celui le plus adapté a I'espece. La dilution du sperme
dans le dilueur de congélation est trés différente selon les auteurs, pouvant aller de 1/1 a3 1/9
et est indépendante des especes.

De plus, le sperme est la plupart du temps conditionné dans des paillettes bovines de 500 pL
(IMV Technologies, L'Aigle France). Quant au remplissage des paillettes, il est fait
communément grace a des machines automatiques (MRS1 ou PACE, IMV/CBS, I’Aigle, France).

La congélation s’effectue communément sur un radeau flottant au-dessus de I'azote liquide
(Figure 18a). La vitesse générale de congélation est conditionnée par la hauteur du cadre de
flottaison sur lequel sont déposées les paillettes (3 a 10 cm au-dessus de I'azote liquide). Il
s’agit d’'une méthode tres robuste. Mais la surface de la cuve et la hauteur d’air entre les
paillettes et le couvercle supérieur de la cuve conditionnent la vitesse de congélation. Cela
entraine une variabilité entre les groupes appliquant cette méthode. Une autre méthode
consiste a utiliser les congélateurs programmables (Figure 18b), largement répandus pour les
mammiféeres. Ces derniers permettent de contrdler précisément la courbe de descente en
température. Leur usage est moins fréquent, sauf pour le poisson zebre ou il est indispensable,
mais est en expansion. Par exemple, I'emploi de ces appareils programmables est envisagé a
CryoAqua dans un cadre de standardisation et d’augmentation des débits de congélation pour
les espéces aquacoles. Malgré [I'application des mémes principes, le protocole de
cryoconservation du sperme doit étre optimisé pour chaque espéce.

a b

Congélation en cuve sur radeau Congélateur programmable

Paillettes 500 pL 3 3cm au dessus LN,

Figure 18: Appareils de congélation
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2.3 Spécificités des spermatozoides de poissons

2.3.1 Morphologie et biologie cellulaire du spermatozoide

Chez la plupart des especes d’intérét pour I'aquaculture, la fécondation se fait dans le milieu
externe suite a la libération des gametes matures. Ainsi, des caractéristiques morphologiques
spécifiques se présentent suite aux adaptations évolutives qui ont eu lieu afin de permettre la
fécondation externe dans des milieux diversifiés. Ces caractéristiques sont donc différentes
de celles des mammiferes.

Contrairement aux spermatozoides des mammiferes, les spermatozoides de poisson sont
immobiles dans le tractus génital. C'est leur libération dans I'eau qui induit leur activation.
Chez les especes d’eau douce, la quasi-absence d‘ions dans I'eau (hypo osmolarité) sert de
signal aux spermatozoides afin d’activer leur motilité (revu par Labbe 2013). Par contre, chez
les espéces marines, c’est la concentration élevée en ions dans le milieu (hyper osmolarité)
qui induit la motilité (revu par Labbe 2013). D’autres mécanismes ont été développés par
d’autres especes pour activer la motilité des spermatozoides. Ces mécanismes incluent la
dilution d’un ion spécifique du fluide séminal comme le potassium chez les salmonidés. Ils
impliquent aussi des variations dans le pH ou de pression partielle en oxygene (Chauvaud et
al. 1995). Ces spécificités sont utilisées par les biologistes pour assurer le stockage des
spermatozoides par la formulation de dilueurs permettant de conserver les spermatozoides
dans leur état immobile.

La durée de la motilité est également tres variable selon les espéces. Elle dure moins d’une
minute pour les salmonidés comme la truite (Perchec, Cosson, and Billard 2007) et les
cyprinidés comme la carpe (Perchec, Cosson, and Billard 2007)et le bar (Dreanno et al. 1999)
alors qu’elle peut durer plusieurs minutes chez I'esturgeon (Cheer and Clark 1985), le turbot
(Dreanno et al. 2000) ou le hareng (Geffen 1999).1l est souvent avancé que cette variabilité de
la durée de motilité dépend de la variabilité de la capacité énergétique des gametes. Ainsi, la
composition des dilueurs de conservation prend en compte ces spécificités en ajoutant ou pas
des molécules favorables a la production de I'énergie des spermatozoides.

Techniquement, la motilité du sperme peut étre déterminée au microscope optique en
estimant le pourcentage de spermatozoides mobiles par champ apres dilution du sperme dans
un milieu d’activation adapté. Mais cette méthode présente des limites notamment I'absence
de l'information sur la durée de la motilité ou sur les autres parameétres cinétiques. Une
méthode plus intégrative permet d’enregistrer les trajectoires ainsi que tous les paramétres
cinétiques des spermatozoides mobiles. Cette technique est un systéme automatisé d’analyse
d’image connu sous le nom de CASA. (Computer Assisted Sperm Analysis).
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La morphologie des spermatozoides est tres diversifiée entre les especes de poissons, en plus
d’étre trés différente entre les poissons et les mammiféres. Les principaux composants des
spermatozoides de poisson sont la téte, la piece intermédiaire et le flagelle. La structure de
ces différents composants a été revue par Cosson et Prokopchuk (Prokopchuk et al. 2017;
Cosson 2019).

Chez la plupart des especes de poissons, la téte a une forme plutét sphérique avec un diameétre
de 2 um (chez la truite arc-en-ciel) alors qu’elle est allongée (jusqu’a 9 um en longueur et 2
um en largeur) chez certaines especes comme chez I'esturgeon et I'anguille. La téte est
occupée par le noyau renfermant 'ADN paternel. Ce noyau est souvent sphérique et la
chromatine est homogeéne et hautement condensée.

Quant aux protéines assurant la compaction de 'ADN, des différences sont observées entre
les différentes espéces de poissons, et avec les mammiféres. La différence générale entre les
cellules somatiques et les spermatozoides est le remplacement, durant la spermiogenése
(phase post méiotique de la spermatogenese), des histones somatiques par des protéines
basiques spécifiques au sperme connues (SNBPS). Chez les poissons, les SNBPs sont tres
diversifiées. Les SNBPs des poissons peuvent étre classées en 3 groupes: histones (H),
protamines (P) et protamine-like (PL). Quelques espéces comme la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) (Silvia Gonzalez-Rojo et al. 2014), le saumon Kéta (Oncorhynchus keta)
(revu par Frehlick et al. 2006), le bar (Dicentrarchus labrax) et la petite roussette (Scyliorhinus
canicula) ont totalement remplacé les histones par des protamines. Par contre, d’autres
especes, comme le poisson zebre (Danio rerio) (Ausié, Gonzdlez-Romero, and Woodcock
2014), la daurade royale (Sparus aurata), le poisson rouge (Carassius auratus) (Muhoz-Guerra
et al. 1982) maintiennent des protéines similaires aux histones somatiques (somatic like
histones) avec une absence de protamines. De plus, certaines espéces comme chez le rouget
barbet (Mullus surmuletus) présentent des SNBPs avec des caractéristiques intermédiaires
entre protamines et histones appelées protéines similaires aux protamines (protamine-like)
(Nuria Saperas et al. 2006).

Selon le type de SNBP, 4 types de compaction de la chromatine peuvent étre distingués. Le
premier type est la structure fibro-granulaire. Cette structure est présente chez les espéeces
ayant des histones en tant que SNBP comme la daurade (Kurtz et al. 2009) (Figure 19). Un
autre type de structure présent chez les espéces ayant des protamine-like comme le rouget
barbet est la formation des complexes nucléoprotéiques trés entrelacés (Nuria Saperas et al.
2006). Chez les especes ou les histones sont remplacées par des protamines riches en
arginines comme chez le bar, des complexes nucléoprotamines fortement condensés sont
présents (N. Saperas et al. 1993). Par contre, chez les espéces ayant des protamines
contenant, en plus de l'arginine, des cystéines comme chez la petite roussette (Scyliorhinus
canicula), les complexes nucléoprotamines deviennent des structures lamellaires de 15 nm
environ d’épaisseur. Chez les espéces avec des histones spermatiques comme le poisson
zeébre, le degré de compaction est atteint grace a une expression plus élevée des histones de
liaison H1 (S.-F. Wu, Zhang, and Cairns 2011a). Ces différences de compaction de la
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chromatine suggerent que dans le cadre de |'analyse de |'effet d'une biotechnologie sur la
chromatine, différentes altérations de la chromatine peuvent étre possibles.

- nm s
SR S. aurata -
: T ; PL e
s 2 : . P . v
E < 2 A TV
§E5 Shes
— -~ e < &
g ] 8 l @ 50 nm M., surmuletus
~ A\
= O o P aeoeon
!
g CALCNR NN
! D. labrax
Tetranucleosome
: T
9 8 protamine
=3 VA A A B A
S
_2s Vv Ny
®as VALRAANN
3 g S S. canicula
288
wa>

Figure 19 : Les différents types de compaction de chromatine résultant de 3 types majeurs
de SNBP (H, PL et P) (Herraez et al. 2017). H : histones ; PL : protamine-like et P : protamine. Les
petits cercles représentent les tétra-nucléosomes, les grands cercles indiquent les structures 150 + 50
nm. L’ADN est en bleu, histone H1 (en vert), PL : en orange, protamine : en rouge et le cceur d’histone
du nucléosome est représenté par des cylindres gris.

Quant a I'acrosome, il est absent chez les poissons téléostéens, poisson osseux a squelette
ossifié de la classe des actinoptérygiens alors qu’il est présent chez I’esturgeon (classe des
chondrostéens). Ainsi, chez les poissons téléostéens qui constituent la majorité des espéeces
aquacoles, la fécondation a lieu a travers un petit orifice appelé micropyle qui traverse les
membranes protectrices de I'ovocyte. Cette absence d’acrosome destiné a digérer les
membranes de I'ovule fait que les spermatozoides n’ont pas toute la machinerie enzymatique
associée a la fécondation spécifiquement celle induisant la production de radicaux libres.
Cette caractéristique rend le sperme moins sensible aux phénomenes de peroxydation que
chez les mammiféres.

La piece intermédiaire est formée de mitochondries et de centrioles. Concernant les
mitochondries, le manchon mitochondrial présent chez les mammiferes est absent chez les
poissons téléostéens. Cependant, selon les espéces, 1 mitochondrie circulaire (truite arc-en-
ciel) ou 6-7 mitochondries peuvent étre trouvées, issues de la fusion des mitochondries
goniales lors de la spermiogénése. Ce faible nombre de mitochondrie diminue
considérablement la source de radicaux libres qui sont produits lors de la respiration, par
comparaison aux mammiféres. Cela peut cependant entrainer une plus faible capacité de
production énergétique dans les cellules. De plus, les mitochondries des poissons peuvent étre
cylindriques ou sphériques (Figure 20). Par contre, les spermatozoides humains et ceux des
autres mammiféres ont des mitochondries ovales. Les mitochondries produisent également
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de I’énergie pour la motilité. Cette énergie produite sous forme d’ATP est stockée tout le long
du flagelle sous forme d’ATP, de créatine phosphate, et d’AMPc notamment.

Cyprinidae Salmonidae

Figure 20 : Morphologie des mitochondries de spermatozoides de poissons (adapté de
Ulloa-Rodriguez et al. 2017). mi : mitochondrie. Représentation schématique de |'ultrastructure des
spermatozoides de quelques poissons téléostéens montrant la forme des mitochondries. Ces schémas
sont basés sur ceux de Lahnsteiner and Patzner 2008. a. Gardon de la mer Noire ; b. Ombre commun ;
Corégone ; Truite arc-en-ciel (de gauche a droite).

Le complexe centriolaire de la piece intermédiaire est constitué des centrioles proximaux et
distaux formant le corps basal du flagelle. Ce dernier est utilisé pour que le flagelle se fixe a la
téte du spermatozoide. En effet, I'insertion du flagelle dans la téte du spermatozoide est un
élément morphologique important (Figure 21). Cette insertion va conditionner la solidité du
lien téte-flagelle. Chez les salmonidés, le flagelle est inséré dans une invagination du noyau
environ au tiers de la hauteur du noyau, tandis que chez les cyprinidés, cette insertion a lieu
a la base du noyau.

Salmonidea Cyprinidea

Figure 21 : Insertion du flagelle dans la téte des spermatozoides des salmonidés et
cyprinidés (adapté de Mattei 1991).

Quant au flagelle, il s’agit d’'un organite hautement conservé durant I'évolution. Il est
également quasi identique entre les flagelles des protozoaires allant jusqu’a ceux de ’humain.
La taille du flagelle du spermatozoide varie entre 20 a 100 um selon les espéces de poissons.
Le mouvement du flagelle peut avoir lieu grace a son systéme cylindrique de microtubules
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hautement organisé appelé axonéme. L'axonéme est formé de 9 paires de doublets de
microtubules et une paire centrale de microtubules en singlet d’ou I'organisation en « 9 + 2 ».
Par contre, chez les Anguilliformes, le flagelle des spermatozoides présente un pattern « 9+ 0
» avec une absence des microtubules centraux (Gibbons, Baccetti, and Gibbons 1985).
Contrairement aux spermatozoides de poissons qui ne possedent pas de tubes fibreux, ces
derniers sont présents chez les mammiféres ou ils entourent I'axonéme de leurs
spermatozoides. Le flagelle du spermatozoide des truites arc-en-ciel posseéde aussi deux
extensions cytoplamiques symétriques opposées (Billard 1983) (Figure 22).

0.18 um

Figure 22 : Extensions cytoplasmiques symétriques opposées du flagelle du spermatozoide
de la truite arc-en-ciel (adapté de Billard 1983).

2.3.2 Epigénome du spermatozoide

L’épigénome du spermatozoide joue un réle crucial dans la régulation de I’expression des
génes impliqués dans le développement embryonnaire.

La méthylation de I’ADN a lieu majoritairement dans un contexte CpG chez les poissons, et
elle atteint des valeurs trés élevées dans le sperme, notamment chez la truite arc-en-ciel (en
moyenne 87 % des CpGs) (Brionne et al. 2023) et le poisson zebre (en moyenne 91-95% des
CpGs) (L. Jiang et al. 2013; Potok et al. 2013). Il a été montré chez la truite arc-en-ciel que les
méthylations dans un contexte CHG et CHH (H représentant A, T ou C) sont détectées a des
taux inférieurs a 1 % au niveau des spermatozoides (Brionne et al. 2023). Chez le poisson
zebre, la méthylation dans un contexte non CpG est de 1,39 % (Potok et al. 2013).

La méthylation des CpGs n’est pas distribuée d’une facon aléatoire tout au long du génome.
Certaines régions du génome renferment une plus grande densité de CpGs méthylés. Ainsi, la
distribution des taux de méthylation de I’ADN n’est pas identique entre les différentes régions
fonctionnelles du génome. En effet, chez la truite arc-en-ciel, il a été démontré que les corps
des génes ainsi que les éléments répétés présentent des taux de méthylation particulierement
élevés (Brionne et al. 2023). Cependant, les promoteurs proximaux (1 kb en amont du TSS
(transcription start site)) présentent une baisse importante de la méthylation des CpGs
(Brionne et al. 2023). Ainsi, chez la truite arc-en-ciel comme chez la plupart des vertébrés, les
corps des genes et les éléments répétés sont hautement méthylés alors que les promoteurs
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présentant des taux de méthylation plus hétérogenes semblent étre dépourvus de
méthylation (Brionne et al. 2023). La présence d’une hypométhylation a été également
observée chez le poisson zebre au niveau des promoteurs des génes liés a la régulation du
développement, des facteurs de transcription et du métabolisme et de la biosynthése (Potok
et al. 2013; L. Jiang et al. 2013). Comme chez le poisson zébre, les promoteurs des génes du
développement du spermatozoide sont également hypométhylés chez I'humain (Hammoud
et al. 2009). L'hypométhylation de ces promoteurs chez les poissons et I’humain indique un
état permissif de I'expression de ces genes qui est essentiel pour que le développement
embryonnaire ait lieu.

La méthylation de I'ADN du spermatozoide n’est pas la seule marque épigénétique
fonctionnelle dans cette cellule. Une méthylation donnée peut étre additionnellement
régulée par des marques histones spécifiques. Il a été montré que quelques loci importants
pour le développement embryonnaire sont riches en marques d’histones répressives
transitoires méme s’ils sont hypométhylés (S.-F. Wu, Zhang, and Cairns 2011). Il a été
également démontré que des génes hypométhylés dominés par des facteurs de transcription
embryonnaires ne sont pas nécessairement enrichis par des marques d’histones actives (S.-F.
Wu, Zhang, and Cairns 2011). Par contre, les enrichissements en marques d’histones actives
(H3K4me3, H3K4me2 et H3K14ac) les plus importants sont localisés au niveau des genes liés
a la méiose et a la spermatogenese (S.-F. Wu, Zhang, and Cairns 2011). Pourtant, plus
globalement, les marques d’histones dans les spermatozoides semblent étre corrélées avec
I’expression des genes dans I'embryon : les genes exprimés avant ou au début de la transition
a mi-blastula (MBT, quand le génome embryonnaire est massivement actif) sont enrichis par
des marques d’histones actives alors que ceux qui sont exprimés plus tard durant le
développement présentent un pattern de chromatine multivalent renfermant H3K4me3,
H3K27me3 et une hypométhylation de I’ADN (S.-F. Wu, Zhang, and Cairns 2011).

2.3.3 Transmission possible de I'épigénome a la descendance par le
spermatozoide

Le role du spermatozoide de poisson dans la transmission d’informations épigénétiques a la
descendance a été démontré au niveau du méthylome chez le poisson zebre (Potok et al.
2013; L. Jiang et al. 2013). Ces auteurs ont montré que le profil de méthylation établi dans
certaines régions génomiques du spermatozoide servait de guide a la mise en place d’un profil
de méthylation similaire dans I'embryon avant méme l'activation du génome embryonnaire
(Figure 23). De fagon plus expérimentale, il a été démontré par ailleurs chez le xénope qu’un
méthylome non conforme de la chromatine paternelle (spermatide injectée par ICSI)
entrainait, entre autres, une altération du méthylome de I’'embryon, induisant des défauts de
développement précoce (Teperek et al. 2016).
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Figure 23 : Programmation du méthylome embryonnaire sur la base du profil de méthylation
paternel (L. Jiang et al. 2013). Les modifications de la méthylation de I’ADN pour un locus
représentatif dans le chr 6 : 27,393,375-27,393,560 suivies avec des SNPs (single nucleotide
polymorphisms) a permis de distinguer I’ADN maternel de I’ADN paternel. Les données ont été
obtenues par la méthode de MethylC-seq. 10 reads ont été sélectionnés aléatoirement pour le sperme
et I'ovocyte. 5 reads des données paternelles et 5 reads des données maternelles sont sélectionnés
aléatoirement dans les stades 16 cellules, 64 cellules et 1 000 cellules de I’embryon de poisson zebre
(ce dernier stade étant celui de I’activation du génome embryonnaire).

La question du mécanisme de cette transmission du profil de méthylation du spermatozoide
vers 'embryon a été explorée chez le poisson zébre. Murphy et al, 2018 ont décrit la présence
de nucléosomes particuliers, les placeholder nucleosomes, qui contiennent un variant de
I’histone H2A (H2AFV) et la marque H3K4mel (Murphy et al. 2018). Ces nucléosomes
particuliers occupent toutes les régions promotrices hypométhylées de I'’ADN du
spermatozoide. Aprés fécondation, ils sont maintenus par la machinerie de I'embryon
précoce. Lors de l'activation du génome zygotique, les génes dont les régions promotrices
portent ces placeholder nucléosomes deviennent soit actifs par gain de H3K4me3
(modification permissive), soit réprimés de fagon transitoire par gain de H3K4me3 et
H3K27me3 (modification a effet répressif transitoire). Par ailleurs, Liu et al. 2018 ont montré
qgue les régions promotrices de génes les plus hypométhylées dans le spermatozoide se
retrouvaient associées a une plus grande quantité de chromatine ouverte (pics d’ATAC seq)
dans I'embryon apres I'activation de son génome, ce qui corrobore la transmission d’une
information de nature permissive du spermatozoide vers I'embryon par le biais du profil de
méthylation du spermatozoide.

Ces éléments de transmission du spermatozoide a I'embryon donnent un poids considérable
a tout phénoméne environnemental qui induirait une modification du profil de méthylation
des spermatozoides. Nous avons vu précédemment (partie 2.1 de cette synthese
bibliographique) que les facteurs environnementaux et certaines biotechnologies telles que la
cryoconservation sont capables d’entrainer des modifications de la méthylation de I’ADN des
spermatozoides des géniteurs exposés. Pour autant, la question de la transmission de telles
modifications est rarement traitée. Chez des saumons atlantiques domestiqués, dont la
méthylation des spermatozoides a été modifiée, il a été montré que les F1 ont des
modifications de la méthylation de leur ADN hépatique, et certains de leurs parameétres
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morphologiques sont par ailleurs modifiés (Wellband et al. 2021). Chez le médaka, les
spermatozoides de males F2 issus de grands-parents soumis a un stress hypoxique (dont la
méthylation du sperme est modifiée) présentent une hyperméthylation globale de leurs
spermatozoides par rapport au contrdle de la méme génération (S. Y. Wang et al. 2016).

En ce qui concerne I'effet de la cryoconservation du sperme sur la descendance, bien que des
modifications phénotypiques aient été rapportées (partie 2.2 de cette synthése
bibliographique), nous n’avons trouvé aucune étude qui ait étudié les modifications
épigénétiques éventuelles de ces descendants.
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3. Objectifs de la these et stratégie expérimentale
retenue

Nous avons vu dans cette synthese bibliographique que la cryoconservation du sperme
induisait des contraintes physico-chimiques majeures pour les spermatozoides, et que dans
certains cas, 'utilisation de sperme cryoconservé induisait des modifications phénotypiques
de la descendance. Nous avons aussi vu que le profil de méthylation de I’ADN du
spermatozoide de poissons jouait un réle important dans la mise en place des marques
épigénétiques dans I’'embryon, et qu’un profil altéré dans les spermatozoides était susceptible
d’altérer la qualité de la progéniture. Nous nous posons donc la question du risque de
transmission d’altérations a la descendance en cas d’altération de la méthylation de I’ADN des
spermatozoides. Or |'étude de l'impact de I'environnement ou des biotechnologies de
reproduction, notamment la cryoconservation, est compliquée a réaliser chez les embryons
étant donné les différents facteurs qui entrent en jeu : intervention de la chromatine
maternelle, impact de I'environnement propre a 'embryon, mise en place des différents tissus
ayant leur signature épigénétique propre, stade de la vie de I'animal auquel peut s’exprimer
I’altération. Nous pensons donc que I'étude de ce risque doit étre réalisée en amont, au niveau
des spermatozoides.

La question scientifique abordée dans cette thése est donc de comprendre si la
cryoconservation du sperme peut modifier le profil de méthylation de I'ADN du
spermatozoide chez les poissons. Nous voulons également explorer si la nature des altérations
de la qualité cellulaire du sperme décongelé peut influencer le niveau d’altération de la
méthylation de 'ADN des spermatozoides. Un autre questionnement de ce projet est de
comprendre si la nature chimique des cryoprotecteurs utilisés joue un réle dans les altérations
possibles de la méthylation de I’ADN.

Le modele choisi dans cette étude est la truite arc-en-ciel. Il s’agit d’un poisson téléostéen
appartenant a la famille des salmonidés, comme le saumon atlantique. Nous avons choisi ce
modeéle animal car il a un fort intérét économique en France, et une importante
représentation de son sperme congelé dans la cryobanque nationale francaise. De plus, son
génome est séquencé. Cela permet la réalisation des analyses bio-informatiques incluant
I'alighement au génome. Outre ces avantages, le male produit une quantité de sperme tres
importante a sa période de maturation, ce qui permet d’avoir assez de sperme pour toutes les
conditions, le sperme frais contréle d’une part et le sperme cryoconservé d’autre part.

Pour induire des situations contrastées présentant des cryoprotections cellulaires variables,
ainsi que pour traiter de I'impact des différentes molécules cryoprotectrices sur la méthylation
de I’ADN, le sperme mature émis par des truites arc-en-ciel méales a été cryoconservé dans 3
cryoprotecteurs différents : le DMSO, le MeOH et le glycérol. Le DMSO est un des meilleurs
cryoprotecteurs rapporté pour la truite arc-en-ciel. Pour autant, c’est une molécule
extrémement réactive chimiqguement car elle renferme un groupement sulfoxyde et 2
groupements méthyl. La réactivité du DMSO a été démontrée in vitro par une étude qui a
démontré que le DMSO peut produire des groupements méthyls réactifs en présence des
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espéces réactives a I'oxygéne (ROS) entrainant la méthylation des cytosines de I’ADN purifié
(Kawai et al. 2010). Le méthanol (MeOH) est un autre cryoprotecteur également utilisé chez
les salmonidés. Nous avons vu que ce cryoprotecteur apporte une protection plus aléatoire
selon les males et les auteurs chez la truite arc-en-ciel. En comparant au DMSO, c’est une
molécule beaucoup moins réactive chimiquement vu qu’elle renferme un groupement OH.
Nous avons choisi ces 2 cryoprotecteurs afin d’étudier I'effet de 2 cryoprotecteurs perméants
méthylés dont I'un, renfermant un groupement sulfoxyde, est plus réactif que I'autre. Quant
au glycérol, nous avons vu dans la synthése bibliographique que c’est une molécule connue
pour apporter une protection structurelle aux spermatozoides de truite arc-en-ciel, mais qui
ne permet pas de protection fonctionnelle. Cette troisieme condition avait pour objectif de
tester si des altérations de la fonctionnalité des spermatozoides avait des répercussions sur
I'intégrité du profil de méthylation de I’ADN.

Le premier travail de la thése a été d’analyser I'effet de la cryoconservation du sperme sur la
qualité cellulaire des spermatozoides en fonction du cryoprotecteur utilisé. Les critéres que
nous avons sélectionnés pour évaluer la qualité cellulaire du sperme décongelé sont la qualité
membranaire, la qualité des mitochondries, la motilité et la capacité de fécondance. La qualité
membranaire est étudiée par la mesure de son intégrité physique, notamment son
imperméabilité a une petite molécule hydrosoluble, I'iodure de propidium. Pour I'étude de la
qualité des mitochondries, nous avons utilisé un marqueur de I'activité mitochondriale, le JC-
1. La motilité a été déterminée avec un systeme automatisé d’analyse d’image (CASA -
Computer Assisted Sperm Analysis) qui permet d’enregistrer la trajectoire des spermatozoides
ainsi que plusieurs parametres cinématiques. Quant a la capacité de fécondation des
spermatozoides, elle rend compte de l'intégralité de la fonctionnalité des spermatozoides. Elle
a été déterminée par des tests de fécondance.

La seconde tache de la thése a été I'analyse de la méthylation de ’ADN des spermatozoides.
La méthode que nous avons choisie pour analyser la méthylation de ’ADN en contexte CpG
est le RRBS. Comme évoqué dans la synthése bibliographique, le RRBS, repose sur une
digestion de I'ADN génomique par une enzyme de restriction spécifique suivie d’une
conversion au bisulfite de I’ADN. Cette méthode permettant de représenter le génome d’une
facon réduite, la quantité réduite de données de séquengage produites nous a permis
d’analyser plusieurs réplicats biologiques et d’étudier quatre conditions expérimentales
(sperme frais, et cryoconservé avec 3 cryoprotecteurs différents). L'analyse des données
issues du RRBS a été réalisée en deux étapes. Nous avons d’abord étudié dans quelle mesure
les données réduites obtenues étaient bien représentatives du génome entier de la truite.
Nous avons réalisé cette étude sur le jeu de données des spermes frais, qui a donné lieu a
I’écriture d’une publication (soumise a Fish Physiology and Biochemistry). Dans une seconde
étape, nous avons exploré dans quelle mesure les caractéristiques de méthylation de I’ADN
des spermatozoides cryoconservés dans les trois cryoprotecteurs divergeaient de celles des
échantillons frais, et nous avons recherché le lien possible avec les données sur les dommages
cellulaires. Cette seconde étape a fait 'objet de I’écriture d’'une seconde publication (en
révision a Scientific Reports).
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1. Collecte du sperme et procédure de
cryoconservation

Des truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) males matures, agées de deux ans et ayant un
poids moyen de 1,2 kg, de la souche SYNTHETIQUE provenant de la pisciculture expérimentale
d’INRAE (UE PEIMA) ont été transférées dans les circuits recirculés des infrastructures
d’élevage de I'unité (ISC-LPGP). Les males ont été stabulés a 12°C sous photopériode naturelle.
La collecte du sperme des 6 premiers males a eu lieu 13 jours apreés le transfert des poissons
et 22 jours apres leur transfert pour les 6 autres males. La manipulation des poissons a été
effectuée dans le strict respect des principes de la réglementation francaise sur les animaux
de laboratoires, des réglementations francaise et européenne sur le bien-étre des animaux
(Autorisation N° 005239 niveau 1 ; C. Labbé).

Avant la collecte du sperme, les males ont été anesthésiés dans un bain de
Tricaine/biocarbonate de soude (80 mg/L et 500 mg/L d’eau du circuit d’élevage
respectivement). Chaque male a été péché et manipulé avec des gants lisses et des serpillieres
humides pour empécher la perte du mucus protecteur. L'urine a été éliminée par pression sur
la vessie afin d’éviter la contamination du sperme. La collecte du sperme a eu lieu par la
méthode dite du stripping. Cette méthode consiste en une pression abdominale antéro-
postérieure manuelle qui permet la libération du sperme. Ce dernier a été directement
conservé a 4°C. La concentration du sperme frais a été mesurée par cytométrie en flux et
ajustée a 6 x 10° spz/mL dans du SFMM (seminal fluid-like mineral medium) (composition
Table 3), pour s’affranchir de la variabilité de la concentration inter-males. Le SFMM est un
milieu utilisé pour la dilution des spermatozoides de truite arc-en-ciel et de poisson rouge. Il
permet de controler le pH et de conserver le sperme pendant au moins 24h.

NaCl 58,44 110 6,4 8

KCl 74,55 28,3 21g

MgS0s, 7H20 246,47 1,1 038

CaCl, 2H,0 147,02 1,8 0,26 ¢

Bicine 163,2 10 1,63g

Hepes de 260,3 10 2,68
sodium

Table 3 : Composition du milieu SFMM. pH 8. Osmolarité 290 mOsm/L . PM : poids molaire.
SFMM : seminal fluid-like mineral medium
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Le sperme de chaque male a été immédiatement divisé en 4 fractions : 1 fraction qui a subi
une congélation ultrarapide dans I'azote liquide (snap freezing) et 3 autres fractions qui ont
été cryoconservées avec respectivement du DMSO, du MeOH, et du glycérol (Figure 24).

Sperme frais Sperme 7
(snap frozen) cryoconservé -

\J
m MeOH | Glycérol

Il ﬂ
I,

Figure 24: Design expérimental

Concernant le snap freezing, une fraction contenant 25 x 10° spermatozoides placée dans un
tube eppendorf (volume <10 uL) a été plongée directement dans I'azote liquide. Ce sperme a
été ensuite stocké a -80°C. Cette fraction de sperme figée par la congélation ultra-rapide
correspond a notre contrble frais. Cette fraction n’a pas été soumise a I'ensemble du
processus de cryoconservation, c’est-a-dire qu’elle n’a pas été exposée au cryoprotecteur, ni
aux processus de congélation et décongélation lentes. Par conséquent, elle n’a pas subi les
dommages associés a ces processus. Ainsi, le snap freezing fige tout le matériel cellulaire sans
aucun risque d’interactions cellulaires ou biochimiques.

Pour la cryoconservation du sperme, un volume de sperme frais a 6 x 10° spz/ml a été ajouté
a un volume de kit FreezeFish (IMV Technologies ref 026913) renfermant du Freezesol
(solution saline + saccharose), du cryoprotecteur (DMSO ou MeOH ou glycérol) a 15 % du
volume total et du Freezlip (suspension de liposomes) a 2,5 % du volume total. La
concentration finale en cryoprotecteur et en liposomes est de 7,5 % et 1,25 % respectivement
(en volume). Le mélange du sperme et de la solution de cryoconservation a été introduit dans
des paillettes bovines de 500 pL (36 a 48 paillettes par male et 144 a 192 paillettes par
condition). Ces paillettes ont été ensuite alignées sur des racks inox qui ont été déposés dans
la cuve du congélateur programmable Micro DigitCool (IMV Technologies). La
cryoconservation de ces paillettes a été réalisée avec le programme IMV Technologies validé
dans le projet Biogerm (courbe bovine rapide). Aprés la congélation, les paillettes sont
plongées dans |'azote liquide et transférées dans des bonbonnes d’azote liquide jusqu’a leur
utilisation.

57
PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES



La décongélation du sperme a été réalisée par immersion des paillettes pendant 10 s dans un
bain marie a 37°C. Le sperme décongelé est ensuite lavé du cryoprotecteur en le diluant dans
du SFMM (1 vol + 20 vol) suivi d’'une centrifugation a 200 g pendant 10 min a 4 °C. Le culot est
repris @ 100 x 10° cellules/mL dans du SFMM. Il est maintenu a 4 °C quelques minutes
maximum avant utilisation.

2. Analyse de la qualité cellulaire du sperme
décongelé

L'analyse de la qualité des spermatozoides n’a été réalisée que sur les échantillons
décongelés, puisque I'objectif de cette étape était d’objectiver la variabilité de la qualité
cellulaire du fait de la cryoconservation. De plus, la qualité du sperme frais chez la truite arc-
en-ciel est toujours trés élevée et tres homogéne lorsque les males sont collectés au coeur de
leur saison de reproduction, ce qui a été le cas dans nos expérimentations. Comme indiqué
plus loin, un contréle de motilité a permis de vérifier que tous les spermes frais collectés
étaient de la plus haute qualité, et qu’aucun accident de manipulation ne les avait dégradés.

2.1 Qualité des membranes

La qualité des membranes a été évaluée apres marquage des cellules a I'iodure de propidium
(IP). liodure de propidium est une molécule fluorescente rouge (Exc. 535 nm ; Emi. 617 nm si
liaison a I’ADN), hydrophile, ayant une capacité pratiquement nulle a traverser les membranes
intactes des cellules viables. Lorsque la membrane plasmique d’une cellule est endommagée,
ce fluorochrome pénétre dans la cellule et s’intercale entre les bases de 'ADN du noyau
(Figure 25). Ses propriétés physico-chimiques font que sa liaison a ’ADN décuple l'intensité
du signal fluorescent émis (x 30), ce qui évite le recours au lavage des cellules pour éliminer le
fluorochrome libre.

Figure 25: Représentation schématique des noyaux marqués ou pas par l'iodure de
propidium (Gutiérrez et al. 2017). a. Cellule ayant une membrane intacte et un noyau non marqué
a l'lP. b. Cellule ayant une membrane altérée et un noyau marqué a I'lP.
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Les échantillons du sperme frais et décongelé dilués a 1 x 10° cellules/mL dans du SFMM ont
été incubés avec I'iodure de propidium a une concentration finale 24 nM pendant 2 min a 4°C.
Le pourcentage de cellules non marquées (cellules avec des membranes plasmiques intactes)
a été évalué par la cytométrie en flux (Ref 130-096-343, MACSQuant Analyzer 10). Dans nos
conditions d’analyse, I'IP a été excité a 488 nm (laser bleu) et la fluorescence émise a été
mesurée sur un filtre de bande passante 655-730 nm (filtre rouge). Des duplicats techniques
de chaque échantillon ont été mesurés (2 marquages suivis de 2 mesures de la méme
suspension cellulaire) et une valeur moyenne par échantillon a été calculée.

2.2 Qualité des mitochondries

La qualité des mitochondries a été évaluée par le marquage JC-1 en utilisant le kit MitoProbe™
JC-1 Assay Kit for Flow Cytometry (M34152, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Le JC-1
est un fluorochrome cationique ayant un pic d’excitation a 514 nm. |l marque toutes les
mitochondries indépendamment de leur activité, sous forme de monoméres de JC-1 ayant
une fluorescence qui émet dans le vert (529 nm). En théorie, quand le potentiel membranaire
mitochondrial est élevé (mitochondrie fonctionnelle), le JC-1 se concentre avec les protons
dans I'espace intermembranaire mitochondrial et forme des agrégats dont la fluorescence
émet alors dans le rouge (590 nm).

Ainsi, d’apreés le principe théorique proposé par le fournisseur, il semble qu'’il faille rechercher
des valeurs stables du vert (présence des monomeéres en quantité constante dans les
membranes, représentative de la quantité de membrane), et que les variations du rouge
rendent compte des variations de la fonctionnalité des mitochondries (Figure 26).

J 10*
d u b ;
1UJ_

1074

JC-1 red fluorescence

10'

JC-1 red fluorescence
=)

JC=1 green fluorescence JC-1 green fluorescence

Figure 26 : Profils de cytométrie en flux des cellules Jurkat marquées au JC-1 (Notice du JC-
1, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). a. Cellules cultivées non traitées, marquées au JC-1. Les
cellules ont incorporé le marqueur (green fluorescence en X) et la présence d’'un marquage rouge (red
fluorescence en Y) signe I'accumulation du JC-1 du fait de l'activité mitochondriale des cellules
analysées. B. Cellules cultivées, traitées avec I'agent découplant de la chaine de transport des électrons
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CCCP (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone), et marquées au JC-1. L’accumulation de rouge liée
a I'activité mitochondriale des cellules a diminué considérablement.

Ainsi, le ratio d’intensité de fluorescence rouge/vert diminue en cas de dépolarisation des
mitochondries de la cellule analysée. L'intérét de ce ratio est qu’il dépend uniquement du
potentiel membranaire mitochondrial et non pas d’autres facteurs tels que la taille des
mitochondries, leur forme et leur densité, parametres qui pourraient influencer I'intensité de
fluorescence dans le cas de molécules a un seul signal.

Pour évaluer la qualité des mitochondries de nos échantillons, le sperme décongelé dilué a 1
x 106 cellules/mL dans du SFMM a été incubé avec du JC-1 & une concentration finale de 0,5
UM pendant 15 min a 20 °C. Le JC-1 a été préparé a partir d’une solution mere a 50 uM dans
du DMSO pur, et une prise d’essai de 5 uL de cette solution mére a été ajoutée a 495 uL de la
suspension de spermatozoides. Un contréle de la méme suspension cellulaire mais sans JC-1
(5 uL de DMSO seul) a été réalisé afin de vérifier comment le DMSO affectait le profil cellulaire
(taille/structure) et de valider la concentration de la suspension cellulaire dans la fenétre
d’analyse du cytomeétre. Les échantillons ont été ensuite mesurés par cytométrie en flux a une
excitation de 488 nm (laser bleu) et avec une analyse simultanée des intensités d’émission
dans le vert (filtre 500-550 nm) et dans le rouge (filtre 565-605 nm). Chaque échantillon a été
mesuré en triplicats (3 marquages suivis de 3 analyses de la méme suspension de
spermatozoides). En effet, au cours de nos mises au point, nous avons déterminé que des
réplicats techniques constituaient une bonne sécurité d’analyse. Cette analyse a été réalisée
a temps fixe post-décongélation (56 min 37 s £ 18 s)
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2.3 Motilité

La motilité du sperme frais a été mesurée au microscope optique en estimant le pourcentage
de spermatozoides mobiles par champ. Du fait de la trés bonne motilité du sperme frais, cette
mesure était juste destinée a s’assurer que tous les spermes retenus dans I'expérience étaient
de trés bonne qualité (> 99 %). Nous avons ensuite estimé une moyenne de spermatozoides
mobiles sur un ensemble de champs. A cet effet, sur une lame de microscopie, 2 uL de sperme
frais (60 x 10° spermatozoides/mL) ont été activés avec 20 pL d’Actifish (REF. 018274, IMV
Technologies) avec de la BSA a 5 mg/mL. La mesure a été faite au microscope sur fond noir
(LEITZ DMRB, Leica) a un grossissement x 400 immédiatement aprés |’activation.

La motilité du sperme décongelé a été mesurée de fagon plus poussée avec un systeme
automatisé d’analyse d’image (CASA : Computer Assisted Sperm Analysis) IVOSII (Hamilton
Thorne) en utilisant le programme “HTCasall” (IMV Technologies). Les spermatozoides
retenus comme mobiles ont été sélectionnés sur la base d’'une VAP (average path velocity) >
30 um/s, et les spermatozoides retenus comme progressifs ont une VAP > 65 um/s. La VAP
(Figure 27) est une mesure de vitesse qui correspond au ratio de la distance moyenne de la
trajectoire parcourue par la téte du spermatozoide divisée par la durée pour parcourir cette
trajectoire (Rurangwa et al. 2001).

Parametres de motilité — N

Ligne curvilinéaire
. VSL: Vitesse en ligne droite(um/s) i oo
. VCL: Vitesse curvilinéaire (um/s)
= VAP Vitesse moyenne (um/s) Ligne moyenne
= DSL: Distance en ligne droite (um) ‘ ‘ VAP, DAP
= DCL Distance curvilinéaire (um) Ligne droite
= DAP: Distance moyenne(um) VsL, DsL
. ALH: Amplitude du déplacement latéral de la téte (um)
= BCF: Fréquence de battement (Hz)
€ LIN: Linéarité (ratio VSL/VCL) (%)
. STR: Rectitude (ratio VSL/VAP) (%)
. WOB: Oscillation (ratio VAP/VCL) (%) /
L J

Figure 27: Les différents parameétres de motilité : manuel de I'IVOS Il (IMV technologies)

Chaque valeur de motilité pour un échantillon donné correspond a la moyenne des mesures
de 3 réplicats techniques (3 prises d’essai et mesures du méme échantillon). Les mesures ont
été réalisées dans les 3 min post décongélation. Pour chaque réplicat, 10 puL du sperme
décongelé (2,4 x 10° spz/mL) ont été activés avec 600 pL d’Actifish (REF. 018274, IMV
technologies) et une fraction (2,8 uL) a été chargée dans une chambre d’une lame Leja (Leja®,
REF. 025107-025108). La motilité totale (%) du sperme décongelé a été mesurée pour chaque
réplicat entre 10 s et 15 s apres activation (8 films de 30 images, a une vitesse de 60
images/s).p*
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2.4  Capacité de fécondance

Deux tests de fécondance indépendants ont été réalisés avec les mémes échantillons, avec
des paillettes différentes et des ovules issus de femelles différentes. La veille de chacun de ces
tests, sur le site de I’'UE PEIMA d’INRAE, les ovules de 30 femelles agées de 2 ans issues de la
souche printaniére et de 22 femelles agées de 3 ans issues de la souche SYNTHETIQUE ont été
collectés par stripping apres anesthésie. Les pontes avec I'aspect le plus intégre (homogénéité
des lipides a la surface des ovules) ont été égouttées (élimination du liquide coelomique) et
enfermées par lot de 2 000 dans des sacs a congélation gonflés sous oxygéne. L'ensemble des
ovules a été stocké sur glace et envoyé sur le site LPGP par transporteur. lls ont été utilisés le
lendemain, 24 h apres collecte, apres mélange des ovules de tous les sacs. Des témoins de
fécondance frais (voir plus bas) ont permis d’évaluer la qualité des ovules au moment de leur
utilisation.

Dans la premiére expérimentation, le test de fécondance de chaque échantillon cryoconservé
(12 males x 3 conditions de cryoconservation) a été réalisé immédiatement apres
décongélation, en utilisant deux rapports spermatozoides/ovule. Ainsi, 100 pL de sperme
décongelé non lavé et 10 mL d’Actifish (IMV Technologies) ont été ajoutés a environ 150
ovules (ratio de 2 x 10® spermatozoides/ovule), et 25 pL du méme sperme décongelé et 10 mL
d’Actifish (IMV Technologies) ont été ajoutés a un autre lot de 150 ovules (ratio de 500 000
spermatozoides/ovule). Pour réaliser le contréle de la qualité des ovules, 25 pL de sperme
frais (issu d’un male de truite arc-en-ciel de la souche printaniere prélevé la veille dans la
pisciculture expérimentale UE PEIMA d’INRAE) et 10 mL d’Actifish (IMV Technologies) ont été
ajoutés a environ 150 ovules tous les 8 tests de fécondance. Apreés la fécondation et I'agitation
douce, les ceufs ont été incubés en absence de lumiére a 10°C dans 'eau recirculée des
installations expérimentales de I'ISC LPGP d’INRAE. Les pourcentages de fécondation ont
ensuite été déterminés a partir des pourcentages de développement au stade ceillé (environ
20 jours post fécondation). Pour ce faire, chaque test de fécondance a été transféré dans une
boite de pétri et une photo a été prise. Le nombre total d’ceufs a été compté
automatiquement avec la macro « VisEgg » (Cardona et al. 2021) avec le logiciel Fiji-Image)
(Figure 28). Ensuite, le nombre d’ceufs fécondés (embryons développés au stade ceillé) a été
compté par clic manuel sur chaque photo, avec le compteur Fiji-lmagel. Le pourcentage de
fécondation a été calculé selon I'équation suivante : nombre d’ceufs fécondés/nombre total
d’ceufs x 100. Tous les résultats avec le sperme décongelé ont ensuite été exprimés en
pourcentage du pourcentage de fécondation du sperme frais (= valeurs normalisées).
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Figure 28: Exemple de photos utilisées pour le comptage des ceufs fécondés (embryons au

stade ceillé) avec la macro VisEgg. a. Photo des embryons au stade ceillé (ceuf avec 2 points noirs
correspondant aux yeux pigmentés) et ovules non fécondés (absence de points noirs). b. Image de a,
apreés traitement avec la macro VisEgg. Les lignes rouges qui entourent les embryons et les ovules non
fécondés indiquent ceux qui ont été reconnus par la macro (vérification de la qualité du comptage
automatique).

Pour la seconde expérimentation, le test de fécondance s’est déroulé de la méme facon, mais
les ovules provenaient d’'une souche de femelles SYNTHETIQUE a reproduction hivernale.
Dans cette série, les tests avec les échantillons de sperme cryoconservé avec du glycérol n’ont
pas été réalisés, puisque nous avions déja confirmé, suite a la premiére expérimentation, que
les pourcentages de fécondation étaient tous a 0 % avec ce cryoprotecteur.

2.5  Analyse statistique des données de qualité du
sperme

Pour toutes les analyses, nous avons utilisé des tests non-paramétriques sur k échantillons
indépendants. Le test de Kruskal-Wallis suivi d’'une correction de Dunn pour faire une
comparaison multiple, ou le test de Mann-Whitney pour des comparaisons deux a deux, ont
été utilisés a I'aide du logiciel graphpad prism. Pour mieux visualiser la variabilité des données,
les données ont été représentées sous forme de boite a moustache. La boite a moustache
choisie dans ce travail nous donne la valeur de la médiane (valeur centrale), la symétrie de
distribution (quartiles, bords hauts et bas de la boite), et la position des valeurs extrémes
(longueur des moustaches hautes et basses).
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3. Analyse de la méthylation de ’ADN

3.1 Extraction de I’ADN

L’extraction de I’ADN a impliqué une digestion préalable du sperme frais (25 x 10°
spermatozoides figés par congélation ultra rapide, voir en 1 de cette partie) et du sperme
décongelé (4 x 10° spermatozoides) dans 800 pL du mix de tampon TNES (Table 4) et de
protéinase K (concentration finale75 pg/mL) (P6556 ; Sigma-Aldrich) a 42°C pendant la nuit.

NacCl 58,44 125 1,83
EDTA 372,2 10 0,93
SDS 288,4 17 1,25
Urée 60,06 4000 60,06
Tris-HCI 157,6 10 0,40

Table 4 : Composition du milieu TNES. (Ajusté a pH 8) PM : poids molaire.

L'urée dénature les protéines, le SDS solubilise les membranes et inhibe toute activité
RNasique et DNasique, et 'EDTA inhibe I'activité des nucléases en chélatant les ions divalents
nécessaires a ces enzymes. La digestion des spermatozoides avec ce mix permet de digérer les
cellules et de libérer ’ADN de ses protéines nucléaires. Pour séparer I’ADN des lipides et des
protéines dénaturées, 800 uL de phénol-chloroforme-isoamyl (25 :24 :1) ont été ajoutés aux
800 pL de I'échantillon digéré. L'ensemble a été doucement agité et maintenu pendant 15 min
a température ambiante avant d’étre centrifugé (8 000 g, 4 °C, 15 min). L’ajout de ce mélange
permet une extraction en systéme biphasique (aqueux/organique). L’ADN se localise dans la
phase aqueuse, les lipides sont dans la phase organique (phénol chloroforme) et les protéines
insolubles sont dénaturées et s’agrégent a l'interface. L'ADN de la phase aqueuse (400 uL) a
été transféré dans de nouveaux tubes Eppendorf et a été précipité avec 100 pL de NaCl 5M
(0,25 vol pour 1 vol de phase aqueuse) et 1 mL d’éthanol absolu (2,5 vol pour 1 vol de phase
aqueuse) pendant 15 min a température ambiante, puis centrifugé (12 000 g, 4 °C, 15 min). La
précipitation de I’ADN est due au fait que les ions Na* du sel neutralisent les charges négatives
des phosphates de I’ADN et réduisent sa solubilité dans I’eau. L’éthanol favorise l'interaction
Na*/POs (car sa constante diélectrique est plus basse que celle de I'eau) et renforce
I'insolubilité de ’ADN. L’ADN est ensuite lavé avec 100 pL d’éthanol 75 % puis recentrifugé. Le
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surnageant est éliminé et le culot est mis a sécher a I'air libre a température ambiante. Une
fois que le culot d’ADN est sec, il est re-suspendu avec de I'eau nucléase free et de la RNAse
(100 pg/mL) pour dégrader I’ARN. Afin d’activer I'activité RNAsique, I’échantillon est incubé a
37 °C pendant 1 h. L'ADN extrait est légerement contaminé par la RNase (contamination
protéique) et par les nucléotides libres issus de la digestion de I’ARN. Nous avons donc purifié
I’ADN en le re-précipitant avec 100 uL NaCl 5M et 1 mL d’éthanol absolu froid. Apres 4 h
environ, une centrifugation a eu lieu suivi d’'un lavage avec 100 pL d’éthanol 75 %. Suite a une
nouvelle centrifugation et au séchage du culot, 'ADN a été re-suspendu dans 20 uL d’eau
nucléase free. L'ADN a été stocké a -20 °C pour limiter toute prolifération bactérienne et
activité nucléasique résiduelle. La concentration d'ADN obtenue a été mesurée au
Qubit™dsDNA BR Assay kit (REF Q32853, invitrogen by Thermo Fisher Scientific) par la mesure
de fluorescence d’un fluorochrome a forte affinité pour ’ADN. La qualité de I'ADN extrait a
été évaluée par électrophorése sur gel d'agarose (absence d’échelle de dégradation). En
moyenne, 500 ng d’ADN ont été envoyés a la compagnie Integragen pour réaliser le RRBS.

3.2 Procédure du RRBS

La préparation de la banque d’ADN et le séquencage ont été réalisés par la compagnie de
séquencage « Integragen ». La préparation de la banque a été effectuée avec le kit
« Diagenode Premium RRBS kit ». La procédure consiste en une digestion enzymatique de
I’ADN avec I'enzyme Mspl qui coupe au niveau du site CCGG apreés la 1° cytosine dans le sens
5’-3’ (Figure 29). Cette étape est suivie de I'ajout des nucléotides adéquats (cytosine et
guanine) pour réparer les extrémités des fragments aprés la coupure. En plus de ces
nucléotides, une adénine est ajoutée afin de permettre la ligation des adaptateurs qui a lieu a
I’étape suivante. Le traitement individuel des échantillons a cette étape permet que
I'identifiant (index) contenu dans les adaptateurs soit différent entre chaque échantillon (que
ce soient les réplicats biologiques et ou les traitements de congélation). Durant I'étape de
réparation des extrémités des fragments, une séquence contrble (spike-in) est ajoutée a
chacun des échantillons. Le spike-in est une séquence d’ADN contréle dont toutes les
cytosines sont non méthylées (spike-in contréle non méthylé). Cette séquence permettra par
la suite d’analyser la qualité de la conversion au bisulfite. Les fragments sont ensuite
sélectionnés selon leur taille. Pour notre étude, la majorité des fragments sélectionnés pour
le premier séquencage avaient une taille observée sur les puces comprise entre 150 et 1000
pb, alors que pour le second séquencage (reséquencage), la majorité des fragments
sélectionnés avaient une taille comprise entre 300 et 2000 pb. Ce second ségquencage nous a
semblé nécessaire car suite au premier séquencage, la profondeur de séquencage des
cytosines n’était pas suffisante, du fait d’'un nombre trop important de petits fragments et de
leur élimination technique. Suite a la sélection de la taille des fragments, les échantillons sont
ensuite mélangés par lots aléatoires puis traités au bisulfite de sodium pour conversion (voir
plus loin).
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Chaque fragment contient donc I’ADN d’intérét (insert) issu du brin + ou du brin —de I’ADN de
I’échantillon, et les adaptateurs. Pour différencier ces deux brins qui ne seront plus appariés
aprés conversion bisulfite (Figure 29), on parle de brin du dessus (original top -OT-) et du
dessous (original bottom -OB-). Les échantillons sont ensuite amplifiés par PCR. Les banques
étant orientées (amélioration méthodologique récente), seuls les brins correspondant a I'OT
et I'OB ont été séquencés (et non plus tous les brins issus de la PCR, incluant les brins
complémentaires des OT et OB). Le séquencage a été réalisé par synthése sur un Illlumina
NovaSeq™ 6000 en mode extrémités pairées (paired-end) (2 x 100 b), sur une Flow Cell a
motifs (patterned). Chaque séquence de 100 b générée sera mentionnée avec I'anglicisme
read (lecture) dans la suite du document. Le read 1 fait référence au séquencage de la
premiere extrémité de l'insert, le read 2 fait référence au séquencage de la seconde extrémité
aprés inversion du site d’attachement du fragment d’ADN sur la Flow Cell (voir
https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWIxM pour la description du principe). Les
tailles des reads seront mentionnées en bases (b) et non pas en paires de base (pb) car
I'identité de chacun des brins (OT et OB) est différente apres conversion au bisulfite (Figure
29).
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https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
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Figure 29: Les différentes étapes du RRBS (adapté de https://www.ngbdx.com/rrbs.php).

Pour le séquencage, le nombre de reads commandé a Integragen a été calculé de la facon
suivante : la taille du génome de la truite arc-en-ciel est de 2,18 Gb et la représentation
génomique minimale que nous avons recherchions par la technique du RRBS était de 5 % du
génome. Cela donne donc 0,109 Gb a séquencer. Or d’aprés une étude réalisée par notre
équipe (Brionne et al. 2023), nous avons savions que |'efficacité de I'alignement des reads au
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génome de référence de la truite arc-en-ciel était d’environ 50 %. Ainsi, nous avons d{ doubler
le nombre de bases a séquencer (= 0,218 Gb). Comme nous avons choisi une profondeur de
séquencage de 20-25X, nous avons calculé que nous devrions séquencer 5 Gb par échantillon.
Or les reads demandés ayant une taille de 100 b, les 5 Gb correspondent a 50 x 10°reads. Cela
nous a amenés a commander 25 x 10° paired-end reads. En raison de certaines difficultés avec
le premier séquengage comme évoqué plus haut, certains échantillons ont été re-séquencés.
Cela a donné une moyenne de 68,5 millions de paired end reads, autrement dit 137 millions
de reads bruts totaux.

3.3 Traitement des données de séquencage

Les données de séquencage ont été d’abord soumises a un controle qualité par le programme
FastQC (FastQC_v0.11.7) (Andrews, n.d.) afin de vérifier gu’il n’y a pas eu d’erreur lors du
déroulement du séquencage et afin de vérifier si les données de séquencage recues sont de
bonne qualité.

Nous avons ensuite traité les données de séquencage avec le programme Trim Galore
(version : TrimGalore-0.6.5) (Krueger, n.d.).. Ce programme supprime les séquences des
adaptateurs et les bases ajoutées ainsi que les bases d’intérét (contenues dans les inserts)
mais de faible qualité, c’est-a-dire qui ont un phred score < 30, et enfin les reads qui ont une
taille inférieure a 20 b. La suppression des reads de moins de 20 b permet de réduire la taille
des fichiers résultant de cette étape, et évite qu’il y ait des problemes au niveau des
programmes d’alignement au génome nécessitant des séquences avec une taille minimale.
Trim Galore fournit des fichiers avec les ségences trimmées des reads 1 et reads 2 mais aussi
un rapport de qualité indiquant le nombre de séquences analysées qui correspond au nombre
de séquences avant le trimming, le % des séquences ayant eu des adaptateurs (donc dont les
inserts font moins de 100 b) et le % des paires de séquences dont I'un des 2 reads est inférieur
a 20 b. L'option « fastqc » a été précisée dans le programme TrimGalore.

Afin de calculer le taux de conversion au bisulfite des échantillons, nous avons traité la
séquence du « spike in » non méthylé au bisulfite in silico grace a Bismark (Bismark-0.22.3)
avec l'option « bismark_genome_preparation ». Ensuite, les séquences trimmées (reads 1 et
2) de chacun de nos échantillons contenant par ailleurs la séquence controle (spike-in) ont été
alignées a la séquence du spike in non méthylé converti, suivi d’'une extraction de toutes les
cytosines dans tous les contextes (en ignorant les 2 premiéres bases et les 2 derniéres bases
des reads 1 et reads 2 car il existe un biais au niveau de ces bases en 5’ et 3’). Nous avons
ensuite modifié le fichier de facon a avoir des colonnes indiquant le numéro du chromosome
(chr), le numéro de la position (pos), le nombre de cytosines totales (N) et le nombre de
cytosines méthylées (X) par position chromosomique, sachant que dans ce cas-la le
chromosome ce n’est que la séquence du spike in. Nous avons calculé le ratio de méthylation
en divisant le nombre de cytosines méthylées (X) par le nombre total de cytosines (N) pour
chaque position chromosomique, puis calculé la moyenne du ratio méthylation de toutes les
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positions chromosomiques pour chaque échantillon. Le taux de conversion au bisulfite (%) =
100 - taux moyen de méthylation.

Pour l'alignement au génome de référence des échantillons séquencés, les séquences
trimmées des reads 1 et 2 de chacun des échantillons sont alignées au génome de référence
« Omyk_1.0 » (version du génome) avec le programme bio-informatique Bismark (Krueger
and Andrews 2011). Pour réaliser cet alignement, le génome de référence « Omyk_1.0 » a été
converti au bisulfite in silico grace a I'option « bismark_genome_preparation ». Les séquences
trimmées ont été également converties avant leur alignement. A cet effet, les cytosines ont
été transformées en thymine et les guanine en adénine (ce qui est équivalent a une conversion
de C en T sur le brin « reverse ») (Krueger and Andrews 2011) (Figure 30a). Bismark, en
utilisant bowtie2, a ensuite passé en revue les différentes possibilités d’alignement de
séquence (chaque read 1 avec son read 2) au génome avant de choisir le meilleur et unique
alignement (Figure 30a). En parallele de l'alignement, Bismark a déterminé I'état de
méthylation de chaque cytosine dans chaque read (Krueger and Andrews 2011). L'étape
d’inventaire des méthylations, ou methylation call, consiste en pratique a attribuer un point
pour toute base qui n’est pas une cytosine, et des lettres aux cytosines (Majuscule= cytosine
méthylée et minuscule= cytosine non méthylée) la nature de la lettre indiquant la nature du
contexte de la cytosine (Figure 30b). Cela permettra par la suite de n’extraire que les données
qui correspondent aux cytosines en contexte CpG.

a genomic fragment

sequence after bisulfite
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Figure 30 : L'approche de Bismark pour I’'alignement et le « methylation call » (Krueger and
Andrews 2011).a. Une conversion des C en T est effectué sur les séquences des reads. Ces séquences
converties sont ensuite alignées au génome de référence préalablement converti. Un meilleur et
unique alignement est déterminé a partir des 4 processus d’alignement ayant lieu en paralléle. b. L’état

de méthylation des cytosines est déterminé en comparant les séquences des reads par rapport aux
séquences du génome de référence.
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A lafin de I'étape de I'alighement et du « methylation call », Bismark nous a fourni des fichiers
BAM (Binary Alignment/Map). Ce format de fichiers est une version compacte et indexée pour
représenter les séquences de nucléotides alignés issues du methylation call. Un rapport du
mapping est également généré pour chaque échantillon. Ce rapport indique le nombre de
paires de séquences alignées une fois au génome, le nombre de paires de séquences qui ont
été alignées plusieurs fois au génome et le nombre de paires de séquences non alignées. Nous
avons ensuite utilisé les fichiers BAM pour extraire les données sur les cytosines en contexte
CpG, toujours a l'aide de Bismark en utilisant I'option « bismark_methylation_extractor ». A
cette étape, nous avons ignoré les 2 premiéres bases et les 2 dernieres bases des reads 1 et 2,
car comme déja évoqué, il existe un biais de séquencage au niveau de ces bases. Cette étape
nous a permis de produire des fichiers « extracted_cytosines » renfermant les positions
chromosomiques des cytosines en contexte CpG ainsi que le brin d’ADN concerné ( + ou —
selon gu’il est dans le méme sens ou dans le sens inverse du génomes de référence), le nombre
de cytosines méthylées, et le nombre de cytosines non méthylées, par position
chromosomique.

Afin de pouvoir étudier le différentiel de méthylation entre traitements, nous avons modifié
les fichiers « extracted_cytosines ». Ces nouveaux fichiers, toujours propres a chaque
échantillon, et appelés ici fichiers « count », sont constitués d’'une premiére colonne qui
contient toutes les positions chromosomiques contenant une cytosine en contexte CpG. Les
colonnes suivantes contiennent successivement le sens du brin, le nombre de cytosines
totales et enfin le nombre de cytosines méthylées pour chaque position chromosomique.
(Figure 31).

pos strand N X
215 35 35
494 73 73

343 73 37
676 14 14
680 14 14

Figure 31: Exemple d’une partie du fichier « count ». Cette partie est issu du fichier « count » du
sperme du male 1 cryoconservé avec du DMSO. Chr : numéro du chromosome, pos : numéro de la
position sur le chromosome ; strand : sens du brin; N : nombre total de cytosines; X: nombre de
cytosines méthylées.

Cette modification de fichiers en ce nouveau format est essentielle pour leur traitement
ultérieur par DSS (Dispersion shrinkage for sequencing data), package du logiciel statistique R.
Mais ces fichiers modifiés ont aussi été utilisés pour déterminer plusieurs parametres d’intérét
dont la profondeur de séquencage des cytosines, et le ratio de méthylation global de chaque
échantillon. La profondeur de séquencage a été déterminée en appliqguant la
fonction « summary » de R sur le nombre total de cytosines (N) par position chromosomique,
afin d’obtenir la médiane et la moyenne du nombre de cytosines séquencées par échantillon.
Pour calculer la méthylation globale de I’ADN I’échantillon, le nombre de cytosines méthylées
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(X) a été divisé par le nombre total de cytosines (N) pour chaque position chromosomique,
suivi de I"application de la fonction « summary » pour obtenir le ratio de méthylation moyen
(moyenne des valeurs de toutes les positions) par échantillon. Pour visualiser les taux de
méthylation des cytosines en contexte CpG, nous avons converti les fichiers BedGraph en
fichiers BigWig avec |'outil bedGraphToBigWig (Kent et al. 2010). Les fichiers en format
BedGraph sont des fichiers utilisés pour représenter des données quantitatives le long d'un
génome ou d'une séquence génomique. Quant au fichier BigWig, il s’agit d’'un format de fichier
binaire utilisé pour I'affichage de données denses et continues sous forme de graphique. Nous
avons ensuite affiché ces fichiers avec le logiciel Integrative Genome Viewer (Robinson et al.
2011). L'intégralité de ces outils est en libre acces en ligne.

Pour déterminer s’il existe des DMCs entre les échantillons issus de sperme cryoconservé, par
comparaison aux frais, le package DSS de R (Feng, Conneely, and Wu 2014; H. Wu et al. 2015)
a été utilisé. Nous avons comparé I'état de méthylation de toutes les cytosines en contexte
CpG de tous les échantillons de chacun des spermes cryoconservés avec du DMSO ou MeOH
ou glycérol par rapport a ceux du sperme frais. Pour comparer I'état de méthylation des
mémes cytosines d’'un méme male en condition de cryoconservation par rapport au frais, une
analyse en mode pairée du modele généralisé de DSS a été effectuée. Enfin, nous avons fait
le choix de ne pas lisser nos données. On a donc précisé I'option « smoothing= FALSE », afin
de désactiver le mécanisme glissant d’attribution d’un niveau de méthylation mesuré sur une
cytosine aux cytosines voisines. En effet, le lissage est adapté aux modifications de
méthylation de nature physiologique qui affectent souvent de la méme fagon des cytosines
contigués. Dans le cas de I'étude de la cryoconservation, nous voulions pourvoir visualiser un
éventuel effet ponctuel, autrement dit sur une cytosine donnée indépendamment de ses
voisines.

A l'issue de ces étapes de recherche des DMCs, DSS a ensuite été utilisé afin de déterminer s’il
existe des DMRs. Pour identifier les DMRs, nous avons utilisé la fonction « callDMR » en
précisant une taille minimale de fenétre glissante de 50 b (minlen = 50) contenant au moins 5
CpGs (minCG =5), avec au moins 75 % de ces CpGs identifiées comme des DMCs (pct.sig =0.75)
et avec une p-value < 0.001 (p.threshold = 0.001).

Pour réaliser une digestion in silico du génome de référence « Omyk_1.0 » avec Mspl (qui
donnera un RR génome, ou reduced representation génome), nous avons utilisé la fonction
« DigestDNA » disponible dans le package de R « DECIPHER v2.0 » (Wright 2023). Cela nous a
permis de couper I’ADN du génome de référence (brin +) au niveau de ses sites CCGG. Nous
avons également précisé que la coupure avait lieu apres la premiéere cytosine de ce site (site
de restriction de Mspl). “DigestDNA” montre aussi les positions des fragments. Le package de
R “Biostrings: Efficient manipulation of biological strings” (Pages et al. 2023) a ensuite été
utilisé pour identifier la taille des fragments et le nombre de CpG, ce qui nous a permis de
réaliser les seuils de taille voulus et de récupérer l'information sur le nombre de CpG
théoriques attendus.

71
PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES



Partie lll : Résultats



1. Qualité cellulaire du sperme décongelé

Notre projet de recherche avait pour objectif d’étudier la méthylation de ’ADN dans des
situations contrastées de sperme décongelé, grace a [l'utilisation de différents
cryoprotecteurs. Pour qualifier ces situations, nous avons évalué certains criteres cellulaires
et fonctionnels qui sont affectés par la cryoconservation et qui renseignent sur la qualité
cellulaire du sperme décongelé. Une partie des données présentées dans cette section a
alimenté l'article « Cryopreservation effect on DNA methylation profile in rainbow trout
spermatozoa » (doi: 10.1038/s41598-023-44803-2) publié dans Scientific reports et ajouté
en annexe.

1.1 Qualité membranaire

Le processus de congélation induit des stress osmotique et mécanique entrainant
respectivement une dénaturation des protéines et des cassures de la membrane plasmique
des spermatozoides. Ainsi, nous nous sommes intéressés a étudier la qualité membranaire
des spermatozoides décongelés pour voir I'état d’altération de la membrane.

Nous avons observé que les meilleurs pourcentages de cellules a membrane plasmique intacte
sont obtenus avec le DMSO et le glycérol (Figure 32). Ces résultats valident ce qui est déja
connu d’apres la littérature quant au fait que le DMSO est le meilleur cryoprotecteur pour le
sperme de salmonidés. lls montrent également que le glycérol assure bien une protection
structurelle des spermatozoides. Par contre, avec le MeOH, le pourcentage de cellules a
membrane plasmique intacte est significativement plus faible que celui du DMSO et du
glycérol. Cette faible protection de I'intégrité membranaire avec le MeOH peut étre expliquée
soit par la présence de lésions dans les membranes (trous), soit par le fait que le MeOH aurait
induit des modifications des propriétés de la membrane en la rendant plus perméable a
I'iodure de propidium.

De plus, avec le DMSO et le glycérol, les pourcentages des cellules a membrane intacte des
différents males sont homogenes entre eux. Cela indique que les spermatozoides décongelés
issus de différents males auraient la méme réponse envers le DMSO et le glycérol. Par contre,
avec le MeOH, nous avons observé une grande variabilité entre les males, ce qui suggére que
les spermatozoides décongelés issus des différents males se comportent différemment avec
le MeOH.
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Figure 32: Qualité membranaire du sperme décongelé en fonction du cryoprotecteur utilisé.
Chaque point représente la valeur individuelle du sperme d’'un méale donné (n=12 réplicats biologiques
dans chaque condition). Les valeurs individuelles sont issues de la moyenne de deux réplicats
techniques. Les boites a moustaches présentent (du bas vers le haut) : minimum, 1e quartile, médiane,
3e quartile, maximum. Les différences significatives entre cryoprotecteurs sont indiquées par ** : p
value < 0,01 et **** : p value < 0,0001 (Test Kruskal-Wallis).

En résumé, le DMSO préserve particulierement bien la qualité membranaire. Le glycérol a
pu également protéger la qualité membranaire avec une efficacité similaire au DMSO. En
revanche, le MeOH n’est pas aussi bon a la protection des membranes. Un effet
cryoprotecteur marquant est déja visible au niveau de la qualité membranaire.

1.2 Qualité des mitochondries

Au cours du processus de congélation, la partie intracellulaire des spermatozoides est
susceptible d’étre altérée, notamment les mitochondries. L’altération des mitochondries a
pour risque d’entrainer une perte du potentiel énergétique et un relargage d’agents oxydants
qui peuvent induire des altérations des spermatozoides se trouvant a c6té de ceux ayant les
mitochondries altérées. Nous avons évalué la qualité des mitochondries du sperme décongelé
en fonction du cryoprotecteur.
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1.2.1 Mise au point du marquage JC-1 avec du sperme décongelé

Le JC-1 est un marqueur qui a été initialement développé pour I'étude de cellules
mammaliennes en culture. Les conditions d’incubation préconisées sont donc adaptées a ces
modeles cellulaires (concentration de marqueur, température et durée de marquage). Il était
donc important de tester ces différents parametres sur notre modele cellulaire, afin de nous
assurer de la validité des résultats donnés par le test.

Deux parameétres d’analyse ont été fixés a priori pour nos tests, la concentration en cellules,
et la température d’incubation. La notice recommandait d’incuber les cellules a une
concentration de 1 x 10° de cellules/mL dans le JC-1, ce qui est également la concentration
optimale d‘analyse des spermatozoides dans notre cytométre. Nous avons donc choisi
d’utiliser cette concentration. De plus, nous avons décidé d’incuber le JC-1 a 20 °C, car c’est la
température maximale que peuvent supporter les truites arc-en-ciel, et par extension leurs
spermatozoides. Cette température est beaucoup plus basse que les 37 °C recommandés par
le fabricant, et cette différence s’ajoute au fait que la mitochondrie unique des
spermatozoides de truite arc-en-ciel est lovée dans les replis membranaires au niveau de
I'insertion du flagelle (voir en 2.3.1 de notre synthése bibliographique), ce qui est susceptible
de la rendre moins accessible. Ces éléments spécifiques nous ont donc conduits a tester les
concentrations de JC-1 et les durées d’incubation. L'ensemble des tests a été réalisé sur
spermatozoides décongelés, pour des raisons de disponibilité en matériel biologique, mais les
résultats ont ensuite été validés sur du sperme frais (hon montré dans ce manuscrit).

Comme indiqué en méthodes dans la section 2.2, les cellules a mitochondries fonctionnelles
sont caractérisées par une intensité de fluorescence verte du JC-1 qui rend compte du nombre
et taille des mitochondries de la cellule, et par une intensité de fluorescence rouge du JC-1
rendant compte de la fonctionnalité des mitochondries. Le rapport des intensités rouge/vert
est donc le critére de résultat proposé par le fabricant. Un exemple du profil que nous avons
obtenu avec les spermatozoides décongelés de truite arc-en-ciel est présenté Figure 33a. Ce
profil apparait peu différent, en premiéere analyse, de I'exemple donné par le fabricant (Figure
26a), et un ratio des intensités rouge/vert a pu étre défini. Le contréle DMSO (Figure 33b)
indique la position des cellules en absence de marquage, et valide I'absence d’auto
fluorescence de nos cellules.
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Figure 33: Exemple de profils obtenus suite au marquage du sperme décongelé en présence
et absence de JC-1. a: Profils obtenus suite a I'incubation du sperme (décongelé lavé) avec du JC-1
0.5 uM (concentration finale) pendant 15 min a 20 °C. L’excitation du JC-1 s’est faite a 488 nm (laser
bleu) et la fluorescence émise a été recueille dans le vert (filtre 500-550 nm) et une dans le rouge (filtre
565-605 nm). b: Profils obtenus suite a I'incubation du sperme décongelé lavé avec du DMSO (vecteur
du JC-1) pendant 15 min a 20 °C.

Les profils de gauche montrent la distribution des cellules selon leur taille (FSC) et leur structure (ou
brillance, SSC). La population de cellules de taille et structure homogénes (cadre rose) a été utilisée
pour I'analyse JC-1. Les cellules dispersées, de taille et structure plus élevées, considérées comme des
agrégats, n’ont pas été intégrées dans I'analyse. Les profils de droite sont des profils de fluorescence
en format density plot (les zones les plus denses en cellules ont les couleurs les plus chaudes, échelle
arbitraire). Le sperme décongelé utilisé a été cryoconservé au préalable avec du DMSO.

Afin de valider I'évolution du rapport d’intensité rouge/vert dans le cas de mitochondries
défectueuses, nous avons réalisé le contréle classique d’exposition des spermatozoides a
I’agent découplant CCCP, qui neutralise toute activité mitochondriale. Comme évoqué en
méthode (section 2.2), cet agent induit, sur les cellules Jurkat, une disparition du signal rouge
tout en maintenant le signal vert (Figure 26b). Mais dans notre étude sur les spermatozoides
de truite, nous avons constaté qu’en présence de CCCP, I'intensité de la fluorescence verte a
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considérablement diminué et devient presque nulle par rapport a celle observée sur les
cellules non traitées au CCCP (Figure 34). La fluorescence rouge a également
considérablement diminué. Ainsi, ces cellules dont les mitochondries ont été rendues non-
fonctionnelles par le CCCP adoptent un profil différent de celui attendu en cellules
mammaliennes (Figure 26b, notice du fabricant). Or nos cellules restent integres en taille et
structure (Figure 34). Nous faisons I’hypothése que le JC-1 ne s’intégre pas de fagon pérenne
dans les mitochondries des spermatozoides de truite. Ainsi, les mitochondries fonctionnelles
integreraient le JC-1 (fluorescence verte) tout en I'accumulant (fluorescence rouge), tandis
gue les mitochondries non fonctionnelles perdraient cette aptitude a intégrer le marqueur et
a 'accumuler (diminution puis perte des deux fluorescences).

55C
Fluorescence rouge

FSC Fluorescence verte

Figure 34 : Exemple de profils obtenus suite au traitement du sperme a I’agent découplant

CCCP. a: Profils obtenus suite a l'incubation du sperme (décongelé lavé) avec du JC-1 0.5 uM
(concentration finale) et du CCCP 50 uM (concentration finale) pendant 15 min a 20 °C. L’excitation du
JC-1 s’est faite a 488 nm (laser bleu) et la fluorescence émise a été recueille dans le vert (filtre 500-550
nm) et dans le rouge (filtre 565-605 nm). Le sperme décongelé lavé incubé avec du JC-1 et du CCCP a
été cryoconservé au préalable avec du DMSO. SSC : taille. FSC : structure.

Ce résultat surprenant nous a conduits a reconsidérer le critere d’analyse de la fonctionnalité
des mitochondries. En effet, si les cellules a mitochondries non fonctionnelles perdent les deux
fluorescences, I'utilisation du ratio d’intensités rouge/vert n’a pas de sens dans notre systéme.
Aprés de nombreuses et exigeantes analyses dont certaines sont présentées a la suite de ce
chapitre, nous avons retenu un critére discriminant fiable. Il est basé sur la mesure de la
capacité d’intégration du JC-1 par les spermatozoides dont les mitochondries sont les plus
fonctionnelles. Ainsi, en se basant sur les intensités de fluorescence des spermatozoides du
cytogramme, nous avons sélectionné la sous population ayant les plus fortes intensités de
fluorescence verte comme étant les spermatozoides dont des mitochondries sont les plus
fonctionnelles (cette sous-population fixe mieux le JC-1). Cette population a été qualifiée de
haute qualité (Figure 35) en référence a la qualité de leurs mitochondries. Par contre, les
intensités vertes plus faibles des spermatozoides hors de cette sous-population indiquent
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gu'’ils fixent mal le JC-1. lls seraient donc de moindre qualité, d’ou leur qualification de basse
qualité (Figure 35).

Basse
qualité

Fluorescence rouge

Fluorescence verte

Figure 35 : Un exemple de profil de fluorescence obtenu suite au marquage du sperme
décongelé.

Ainsi, pour rendre compte du critere de fonctionnalité des mitochondries des spermatozoides,
nous avons choisi d’utiliser le pourcentage de cellules dans la population qualifiée de haute
qualité. Cependant, pour la suite des mises au point et des analyses de ce chapitre, nous avons
continué a présenter ce rapport d’intensité rouge/vert, afin d’en montrer les limites et les
arguments qui nous ont fait faire un autre choix de critére. De plus, en vue de la valorisation
de ce travail, il était nécessaire de pouvoir comparer nos résultats au critére proposé en
cellules somatiques mammaliennes.

1.2.1.2 Choix de la concentration finale du JC-1

Pour déterminer la concentration optimale de JC-1 a utiliser dans notre étude, nous avons
décidé de tester plusieurs concentrations (2 uM ; 1 uM et 0,5 uM), sachant que d’apres la
notice du JC-1, il est recommandé d’incuber les cellules a une concentration finale de 2 uM.
Suite au marquage JC-1 a ces différentes concentrations (en gardant un volume de vecteur, le
DMSO, constant), nous avons observé que la densité des cellules dans la région des
agglutinées diminuait avec la baisse des concentrations de JC-1 (Figure 36). Nous avons
observé gu’a la concentration de 2 uM de JC-1, ces pertes pouvaient atteindre 60 % de la
population des cellules marquées, et qu’elles sont les plus faibles a la concentration de 0,5 uM
de JC-1.

78
PARTIE IIl : RESULTATS
1. Qualité cellulaire du sperme décongelé



704
ns

60

o
o
1

ns

_{

% de pertes

[%]
o
1

n
o
1

104

2 uM 1M 0,5 uM

Figure 36 : Pertes de spermatozoides en fonction de la concentration finale du JC-1. Pour
une méme suspension cellulaire, nous avons mesuré la concentration de la population principale
(cadran SSC/FSC Figure 33) dans le contréle DMSO, et la concentration de la méme population aprés
marquage aux 3 concentrations de JC-1 (20 °C, 15 min). Les pourcentages de pertes sont calculés
selon: 100- (% de récupération des spermatozoides), sachant que le % de récupération de
spermatozoides correspond a (concentration des cellules du test JC-1/concentration du contrdle
DMSO)*100). Les résultats sont exprimés en moyenne * ET de n = 3 réplicats biologiques indépendants.
Les différences significatives (test de Kruskal-Wallis) sont indiquées par : * : p-value < 0,05. ET : écart-

type.

Comme nous avons choisi d’exclure des analyses la région des cellules agglutinées, les
agglutinations entrainent une perte des cellules analysées dans la population d’intérét, et
donc un risque de perte d’information. Nous avons donc choisi d’incuber les spermatozoides
avec une concentration finale de JC-1 de 0,5 uM, car c’est la concentration pour laquelle il
existe le moins de pertes de cellules.

Lors de ces mises au point sur la concentration de JC-1, nous avons observé que le ratio des
intensités de fluorescence rouge/vert de la population d’intérét diminue avec la concentration
de JC-1 (Figure 37). Cette diminution est significative entre 2 et 0,5 uM Cela indique que le
ratio des intensités de fluorescence rouge/vert est sensible a la concentration finale du JC-1,
ce qui est un argument supplémentaire pour réfuter ce critére d’analyse. Pour autant, cette
observation (instabilité d’un critére) pose la question de la stabilité du propre critére que nous
avions retenu (taille des populations de haute et basse qualité).
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Figure 37 : : Ratio des intensités de fluorescence rouge/vert des spermatozoides en fonction
de la concentration finale de JC-1. Le JC-1 est incubé pendant 15 min & 20 °C. Les résultats sont
exprimés en moyenne + ET. ET: écart-type. Les différences significatives (test de Kruskal-Wallis) sont
indiquées par : * : p-value < 0,05. n=3 réplicats biologiques.

Pour analyser ce risque de biais, nous avons comparé le pourcentage de spermatozoides dans
la population de haute qualité selon les différentes concentrations de JC-1. Aucune différence
significative n’a été observée entre les différentes concentrations (Figure 38). Cela indique
que ce critere de mesure n’est pas biaisé par la concentration en JC-1 utilisée, puisque quelle
gue soit la concentration finale du JC-1, la proportion de spermatozoides appartenant a la
population de haute qualité est constante. Cela indique également que méme si le ratio des
intensités de fluorescence rouge/vert est le plus faible a 0,5 uM, ceci n’affecte pas I'analyse
de la qualité des mitochondries des spermatozoides selon notre critere. En effet, cela signifie
gue les spermatozoides ont suffisamment de JC-1 pour pouvoir évaluer la qualité de leur
mitochondrie.
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Figure 38 : : Comparaison des pourcentages de spermatozoides dans la population de haute
gualité en fonction de la concentration finale du JC-1. Le JC-1 est incubé pendant 15 min a 20 °C.

Les résultats sont exprimés en moyenne * ET. ET : écart-type. n=3 réplicats biologiques par
concentration. Test Krukal-Wallis : pas de différence significative.

1.2.1.3 Choix de la durée d’incubation du JC-1

Afin de déterminer la durée d’incubation optimale des spermatozoides dans le JC-1, nous
avons testé plusieurs durées d’incubation (15 min, 20 min et 30 min) a 20 °C sachant que la
notice recommande une incubation pendant 15 a 30 min a 37°C.

A nouveau, le ratio des intensités de fluorescence rouge/vert s’est avéré trés sensible vis a vis
des conditions expérimentales, notamment quant aux différentes durées d’incubation testées
ici (Figure 39). En effet, ce ratio augmente avec la durée d’incubation, le ratio le plus élevé
étant obtenu a 30 min.
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Figure 39: Ratio des intensités de fluorescence rouge/vert en fonction de la durée
d’incubation des spermatozoides dans le JC-1. Le JC-1 est incubé a une concentration finale de
0,5 uM a 20 °C. Chaque point représente la moyenne d’un triplicat technique d’un male donné. n=6
réplicats biologiques. Les différences significatives (test de Kruskal-Wallis) sont indiquées par : * : p-
value < 0,05.

En ce qui concerne le critere du pourcentage de spermatozoides dans la population de haute
qualité a ces différentes durées d’incubation (Figure 40), nous avons observé que le
pourcentage le plus élevé était obtenu a 15 min. A 20 min, ce pourcentage était légerement
plus faible mais aucune différence significative n’a été observée par rapport a 15 min. Par
contre, nous avons observé une diminution significative de ce pourcentage a 30 min par
rapport a 15 min. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’au cours du temps d’incubation a 20 °C,
les spermatozoides de bonne qualité se dégradent et disparaissent de la population de haute
qualité. Ces résultats montrent qu’afin d’éviter tout biais d’altération des spermatozoides au
cours de I'incubation, la meilleure durée d’incubation est 15 min. Une durée d’incubation de
20 min est une autre alternative si jamais certains soucis ont eu lieu en cours
d’expérimentation et ont empéché une mesure a 15 min.
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Figure 40: Quantité de cellules dans la population de haute qualité en fonction de la durée
d’incubation des spermatozoides dans le JC-1. Le JC-1 est incubé a une concentration finale de
0,5 UM a 20 °C. Chaque point représente la moyenne d’un triplicat technique d’'un male donné. n=6
réplicats biologiques. Les différences significatives (test de Kruskal-Wallis) sont indiquées par : ** : p-
value < 0,01.

Suite a ces résultats, nous avons décidé d’incuber les spermatozoides dans le JC-1 pendant 15
min. Nous recommandons en outre d’étre rigoureux dans cette durée d’incubation, puisque
I'augmentation de la durée induit un risque de baisse de la population de haute qualité, et
peut rendre inopérante la comparaison de différents échantillons.

Au final, ces expérimentations ont permis de disposer d’une procédure fiable d’évaluation
de la qualité des spermatozoides en fonction de leur qualité mitochondriale. La méthode
retenue, présentée en méthodes (section 2.2), implique une incubation de 1 x 10°
spermatozoides en présence de 0,5 uM de JC-1 pendant 15 min a 20 °C. Le critére de qualité
retenu est le pourcentage de spermatozoides dans la population de haute qualité du
cytogramme de fluorescence rouge et verte.

1.2.2 Etude de la variabilité inter-paillettes

Il est souvent avancé que la température de cristallisation lors de la congélation pouvait varier
d’une paillette a 'autre, avec le risque d’induire une certaine variabilité de la qualité des
spermatozoides entre paillettes. Pour déterminer I'étendue de la variabilité de la qualité des
mitochondries présente entre les paillettes de sperme cryoconservé d’'un méme male, afin de
pouvoir ensuite différentier la variabilité observée entre les paillettes de celle due a I'effet
d’une biotechnologie ou d’un traitement, nous avons étudié la variabilité de la qualité des
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mitochondries entre les paillettes du méme male. La variabilité a été objectivée en s’appuyant
sur le coefficient de variation (écart-type/moyenne *100).

Comme illustré par la Figure 41, nous avons observé une trées faible variabilité du pourcentage
de spermatozoides dans la population de haute qualité entre paillettes d’'un méme male. La
variabilité moyenne (coefficient de variation) est respectivement de 2,4 %, 2,2 % et 2,7 % entre
les paillettes des males A, B et C. La répétabilité des mesures nous permet de considérer que
des moyennes d’échantillons qui s’écarteront de plus de 3 % les unes des autres signeront
vraisemblablement des différences notables de qualité des mitochondries liées a un
traitement. Nous avons également calculé le coefficient de variation entre les ratios de
fluorescence rouge/vert de la population d’intérét des différentes paillettes d’'un méme male.
Nous avons observé que le coefficient de variation est respectivement de 10,4 %, 15,5 % et 12
% en moyenne entre les paillettes du male A, B et C. Cela montre la variabilité du ratio de
fluorescence rouge/vert.
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Figure 41: Variabilité de la réponse au test JC-1 entre les paillettes d’'un méme male. Le JC-1
estincubé a une concentration finale de 0,5 uM pendant 15 min a 20 °C. Chaque valeur de pourcentage
de cellules dans la population de haute qualité représente la moyenne d’un triplicat technique d’un
male donné.

1.2.3 Comparaison de la qualité des mitochondries selon le cryoprotecteur

Notre objectif était d’étudier I'effet du cryoprotecteur couplé au processus de congélation-
décongélation sur la qualité de la mitochondrie des spermatozoides. Dans cette partie, nous
avons choisi de maintenir la présentation des résultats du ratio rouge/vert, car ils contribuent
une nouvelle fois a illustrer les faiblesses de ce critére et les raisons du choix du critere obtenu.
Nous n’avons pas observé de différence significative entre les ratios des intensités de
fluorescence rouge/vert des spermatozoides entre les différents cryoprotecteurs (Figure 42).
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Les ratios sont en effet tres proches les uns des autres. En revanche, la variabilité entre les
males au sein du méme cryoprotecteur est assez élevée.
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Figure 42 : Ratio des intensités de fluorescence rouge/vert en fonction du cryoprotecteur.
Chaque point représente la moyenne du ratio des intensités de fluorescence rouge/vert d’un triplicat
technique d’un male donné. n=12 réplicats biologiques par condition. Test de Kruskal-Wallis : pas de
différence significative.

En revanche, lorsque nous avons comparé le pourcentage de spermatozoides dans la
population de haute qualité entre les différents cryoprotecteurs, nous avons observé un net
effet du cryoprotecteur (Figure 43). Les pourcentages les plus élevés ont été obtenus avec le
DMSO. Cela est cohérent avec le fait que le DMSO soit connu pour apporter la meilleure
cryoprotection aux spermatozoides de truite. Ces pourcentages sont également élevés avec
le glycérol, bien que légérement plus faible (non significatif) que ceux obtenus en DMSO. Cela
indique que le glycérol a protégé la qualité des mitochondries aussi bien que le DMSO. En
revanche, le pourcentage de spermatozoides dans la population de haute qualité s’est
effondré aprés cryoconservation avec le MeOH, ce qui indique une moindre protection de la
fonctionnalité des mitochondries par le MeOH. En outre, la variabilité entre les males est plus
importante en MeOH (coeffcient de variation : 32 %) qu’avec les deux autres cryoprotecteurs
(coefficient de variation : 14-15 %, proche du coefficient de variation interpaillette voir ci-
dessus). Cela révéle que la cryoprotection apportée par le MeOH sur les mitochondries des
spermatozoides est plus variable que celle du DMSO ou du glycérol.
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Figure 43 : Qualité des mitochondries selon le cryoprotecteur. Chaque point représente la
moyenne du nombre de spermatozoides dans la population « haute qualité » d’un triplicat technique
d’'un male donné. n=12 réplicats biologiques par condition. Test Kruskall-Wallis. Les différences
significatives sont indiquées : *** : p-value < 0,001 ; **** : p-value < 0,0001.

La réponse cellulaire vis-a-vis des cryoprotecteurs, que nous avons pu visualiser grace au
critere de la population de haute qualité, nous a conduits a chercher a mieux caractériser les
sous populations (haute qualité et basse qualité). Nous avons alors analysé le ratio des
intensités de fluorescence rouge/vert de ces deux populations selon les cryoprotecteurs.
Comme le montre la Figure 44a, il n’y a pas de différence significative entre les ratios des
intensités de fluorescence rouge/vert obtenus dans les différents cryoprotecteurs. Par contre,
les valeurs individuelles sont toujours trés variables, sans que nous ayons pu faire de
corrélation entre ces valeurs et tout autre critéere de qualité. Cela suggére que le ratio des
intensités de fluorescence rouge/vert de la population de haute qualité n’est pas informatif.
Le méme manque de caractére informatif du ratio rouge/vert a été constaté pour la
population de basse qualité (Figure 44b). De plus, les ratios des intensités de fluorescence
rouge/vert des deux populations (haute qualité et basse qualité) sont similaires. Cela confirme
que le ratio des intensités de fluorescence rouge/vert n’est pas informatif et pas pertinent
pour notre modéle cellulaire.
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Figure 44 : Ratio rouge/vert des sous-populations « haute qualité » et « basse qualité » selon
les cryoprotecteurs. Chaque point représente la moyenne du ratio des intensités de fluorescence
rouge/vert d’un triplicat technique d’'un male donné. n=12 réplicats biologiques par condition. Test
d’ANOVA : pas de différence significative.

Nos résultats nous permettent de conclure que le DMSO et le glycérol ont montré la
meilleure capacité a préserver la qualité des mitochondries des spermatozoides
cryoconservés, alors qu’avec le MeOH la qualité des mitochondries est trés faible. Nous
avons aussi pu valider un critére fiable, répétable et discriminant de caractérisation de la
fonctionnalité des mitochondries des spermatozoides de truite, basé sur la capacité a
incorporer le JC-1 des spermatozoides les plus fonctionnels, indépendamment du ratio
rouge/vert.

1.3 Motilité

La motilité des spermatozoides de poissons dépend des canaux ioniques présents dans la
membrane plasmique et sensibles aux ions présents dans le milieu extra-cellulaire. La
détection d’une variation des ions dans le milieu extra-cellulaire par ces canaux entraine une
activation de la motilité du spermatozoide. La motilité peut aussi dépendre de I'énergie
produite par la mitochondrie et stockée dans le spermatozoide. Par conséquent, suite a la
congélation, toute altération structurelle, méme transitoire, de la membrane plasmique est
susceptible d’entrainer une perte de motilité de certains spermatozoides, conduisant a une
altération du pourcentage de motilité globale d’un ensemble de spermatozoides. Nous avons
étudié la motilité du sperme décongelé en fonction des cryoprotecteurs afin de comparer
I'impact du cryoprotecteur couplé au processus de congélation-décongélation sur la motilité.
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1.3.1 Adaptation des conditions de mesure de la motilité du sperme
décongelé

Pour I'analyse des spermatozoides décongelés, nous avons fixé un seuil de VAP (average path
velocity) de fagon a ce que les spermatozoides lents soient ceux ayant (30 um/s < VAP < 65
um/s) et que les progressifs soient les spermatozoides ayant une VAP > 65 um/s (Figure 45).
Ainsi, les spermatozoides dits mobiles renferment a la fois les spermatozoides lents et
progressifs.

Figure 45: Exemple de mesure de motilité du sperme décongelé, illustrant les différentes
catégories de spermatozoides selon leur VAP. La trace des trajectoires des spermatozoides
individuels lors de la prise du film est indiquée par différentes couleurs. En bleu : spermatozoide
progressif; enviolet : spermatozoide lent ; en rouge : spermatozoide non mobile. Mesure réalisée avec
I'IVOS Il avec une vitesse de la caméra de 60 images /seconde et un enregistrement d’un film de 30

images.

Nous avons alors analysé si le pourcentage de spermatozoides progressifs pouvait apporter
une information supplémentaire par rapport a I'analyse de la motilité totale. Nous avons
détecté une corrélation significative entre les pourcentages de motilité totale et ceux des
spermatozoides progressifs (Figure 46). Une telle corrélation fait un peu perdre de son intérét
au parametre du pourcentage de spermatozoides progressifs, puisque, a I'exception de
guelgues males qui s’écartent de la droite de corrélation, une information similaire est donnée
par les deux parametres.
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Figure 46: Etude de la corrélation entre la motilité totale et les spermatozoides progressifs.
La motilité des spermatozoides étudiés est celle de ceux ayant subi congélation classique en DMSO.
Progressifs en % de la motilité totale : pourcentage de spermatozoides ayant une motilité dans la
catégorie des progressifs a été normalisé par rapport au pourcentage de spermatozoides motiles, afin
de ne pas induire de biais de corrélation (I'IVOS Il exprime ces valeurs en % de la population totale de
spermatozoides). Corrélation de Spearman (p-value : 0,0106) : corrélation significative. n= 12 réplicats
biologiques.

Au final, malgré cette exploration des parametres de motilité dans la présente mise au point,
nous les avons donc peu utilisés ensuite dans I'analyse de I'effet des cryoprotecteurs, car ils
ne nous apportaient pas, en pratique, d’information supplémentaire majeure. Cela n’exclut
pas leur utilisation dans I’équipe pour d’autres questions scientifiques, mais dans ce présent
travail, nous avons exprimé les résultats de mobilité de nos expériences en pourcentages de
motilité totale (nombre de spermatozoides mobiles (VAP > 30 um/s) /nombre total de
spermatozoides (mobiles et non mobiles) x 100).

Le second point d’attention avant de réaliser nos analyses de motilité concernait la question
de la stabilité des motilités au cours du temps aprés la décongélation. Nous avons donc voulu
déterminer la durée d’attente que peut supporter le sperme apres la décongélation, sans
perte de ses performances de motilité totale.

Comme illustré par la Figure 47a, la meilleure motilité totale du sperme a été obtenue a 2 min
post décongélation sauf pour les males D et F, alors qu’elle a diminué progressivement au
cours du temps pour la plupart des males. Nous avons également observé une grande
variabilité entre les males a 2 et 5 min. Cela pourrait expliquer I'absence d’une différence
significative entre ces deux temps de mesure (Figure 47b) alors que la motilité totale diminue
significativement au cours du temps en comparant les autres temps de mesure a celui de 2
min. Quant a 5 min, nous avons déja une baisse avec 5 males sur 7. Ainsi, suite a ces analyses
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toutes les mesures ultérieures de la motilité totale ont été faites a 2 min. De plus, pour avoir
la meilleure motilité, il est recommandé de mesurer a 2 min post décongélation.
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Figure 47: Motilité totale du sperme décongelé selon le temps d’attente post décongélation.

a. Motilité totale de chaque male en fonction du temps de mesure. Chaque point représente la
moyenne de la motilité totale d’un triplicat technique d’'un male donné. n=7 réplicats biologiques. b.
Les boites a moustaches présentent (du bas vers le haut) : minimum, 1e quartile, médiane, 3e quartile,
maximum. Ces valeurs sont celles de n= 7 réplicats biologiques analysés en triplicats a chaque temps
de mesure. Test de Kruskal-Wallis. Les différences significatives sont indiquées : * : p-value < 0,05 ; ** :

p-value < 0,01.
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1.3.2 Etude de la variabilité de la motilité entre les paillettes du méme méle

Pour les mémes raisons que décrit précédemment en 1.2., nous avons voulu déterminer la
variabilité de la motilité du sperme décongelé entre les différentes paillettes du méme male.
Nous avons mesuré la motilité du sperme décongelé de 7 a 8 paillettes du méme lot de
paillettes pour chaque male (Figure 48). Les motilités totales du sperme décongelé sont en
moyenne 9,3 + 1,3 % pour le male A, 11,25 + 2,05 % pour le male B et 13,01 + 1,66 % pour le
male C. Cette analyse montre une certaine variabilité de la motilité totale entre les paillettes
de chacun de ces males. Cette variabilité (coefficient de variation) est de 13,9 % pour le male
A, 18,2 % pour le male B et 12,8 % pour le male C (Figure 48).
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Figure 48 : Etude de la variabilité de la motilité totale entre les paillettes d’'un méme male.
Chaque point représente la moyenne de la motilité totale d’un triplicat technique pour une paillette
d’un male donné. n=7-9 paillettes différentes par male.

Cette variabilité entre les paillettes illustre le fait que, contrairement au parameétre de qualité
des mitochondries, la motilité n’est pas un parametre stable entre les paillettes. Dans la
mesure ou nous avons parfaitement rationnalisé les conditions de mesure de ce paramétre,
nous faisons I"hypothése que nous sommes bien en face de la variabilité du comportement
des paillettes lors de la congélation -décongélation, et que la motilité des spermatozoides est
une fonction qui y est trés sensible. On ne peut exclure par ailleurs une hypothése plus
mathématique. En effet, les faibles valeurs de motilité du sperme décongelé donnent
beaucoup de poids a des variations de quelques % (une variation de 5 a 10 % semble plus
importante qu’une variation de 65 a 70 % comme ce que nous avons en sperme frais). Au final,
une telle variabilité rend le test de motilité peu sensible et donc peu discriminant pour
comparer différents échantillons, et elle nous a imposé le recours a de nombreux réplicats
(pools de paillettes a la décongélation, multiplication des réplicats biologiques).
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1.3.3 Comparaison de la motilité du sperme décongelé selon les
cryoprotecteurs

Nous avons mesuré la motilité totale du sperme décongelé selon le cryoprotecteur (Figure
49). Les meilleures motilités ont été obtenues avec le DMSO. Cela est cohérent avec le fait que
le DMSO est le meilleur cryoprotecteur en assurant une meilleure protection aux
spermatozoides chez la truite arc-en-ciel (voir notre synthése bibliographique). Ces résultats
sont également cohérents avec ceux que nous avons obtenus sur la qualité membranaire et
la qualité des mitochondries. Avec le MeOH, la motilité a significativement diminué. Ces
résultats sont également cohérents avec la qualité membranaire qui a subi une protection
insuffisante avec le MeOH, et la qualité des mitochondries montrant un tres faible
pourcentage de spermatozoides appartenant a la population de haute qualité. Cela indique
gue le MeOH a apporté une certaine protection aux spermatozoides de truite arc-en-ciel, mais
pas aussi bonne que celle apportée par le DMSO. De plus, nous avons observé que les motilités
sont trés variables entre les males, que ce soit au sein du DMSO ou du MeOH (Figure 49). Ceci
s’explique par la variabilité biologique entre les males. Enfin, la motilité est nulle avec le
glycérol alors qu’il protégeait la membrane et la qualité des mitochondries d’'une fagon
similaire au DMSO. Cette absence de motilité avec le glycérol peut s’expliquer par le fait que,
soit le glycérol affecte directement les spermatozoides en inhibant leur motilité, selon un
mécanisme a élucider, soit le processus de congélation-décongélation avec le glycérol
entraine cette perte de motilité.
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Figure 49 : Motilité totale du sperme décongelé selon le cryoprotecteur. Chague point
représente la moyenne de la motilité totale de 3-4 réplicats techniques de chague male. n=12
réplicats biologiques par condition. Test de Kruskal-Wallis. Les différences significatives sont
indiquées : *: p-value < 0,05 ; ****: p-value < 0,0001.
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Comme les meilleures motilités ainsi que la meilleure qualité des mitochondries sont
obtenues avec le DMSO, nous avons recherché si ces 2 critéres sont liés. En étudiant la
corrélation entre la qualité des mitochondries et la motilité totale obtenue avec le DMSO,
nous n’avons pas observé une corrélation significative (Figure 50). Cela indique qu’une
population de spermatozoides capable de bien fixer le JC-1, ayant ainsi une activité
mitochondriale élevée, n’entraine pas forcément une motilité élevée. Ainsi, la qualité des
mitochondries n’expliquerait pas la motilité a la décongélation.
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Figure 50 : Etude de la corrélation entre la qualité des mitochondries et la motilité totale du
sperme décongelé en DMSO. Corrélation de Spearman (p-value = 0,5881) : pas de corrélation.
n= 12 réplicats biologiques. L’analyse a été effectuée sur les échantillons cryoconservés avec
le DMSO.

Pour conclure, nos analyses sur la motilité du sperme décongelé indiquent que les mesures
doivent étre réalisées au plus tard a 2 min post décongélation, pour avoir la meilleure
motilité totale. Nous avons aussi vu que la variabilité de la motilité d’une paillette a 'autre
est élevée, ce qui rend I'analyse de la motilité peu sensible pour détecter de faibles
variations de qualité sur ce critére. Pour autant, nous avons pu montrer que les meilleures
motilités totales du sperme décongelé sont obtenues avec du DMSO alors qu’elles sont
extrémement faibles avec le MeOH et nulles avec le glycérol.
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1.4 Capacité de fécondance du sperme décongelé

Pour évaluer l'intégralité de la fonctionnalité du sperme décongelé, nous avons évalué leur
capacité de fécondance. Il s’agit d’un critére trés important car la finalité du sperme décongelé
est de pouvoir féconder I'ovocyte. Pour étudier la capacité de fécondance maximale ainsi que
la capacité limite de chaque sperme décongelé selon le cryoprotecteur, nous avons réalisé des
tests de fécondance avec des concentrations de sperme en exces et en quantité limite, en
appliquant respectivement 2 ratios spermatozoides/ovule différents : 2 x 10 et 500 000
spermatozoides/ovule. Nous faisions en effet I’hypothése que sile nombre de spermatozoides
par ovule est en trop grand exces, cela peut conduire a masquer des différences ténues de
capacité de fécondance, et faire perdre de sa sensibilité au test.

Avec le ratio 2 x 10° spermatozoides/ovule, nous avons observé que les pourcentages de
fécondation les plus élevés sont obtenus en DMSO (en moyenne : 54 + 21 %) (Figure 51a). Cela
est cohérent avec les meilleures motilités obtenues avec le DMSO, ainsi que la bonne
protection de la qualité membranaire et de la qualité des mitochondries. Les pourcentages de
fécondation obtenus avec le MeOH sont significativement plus faibles (en moyenne : 17 + 11
%) que ceux du DMSO. Ces résultats sont également cohérents avec la plus faible protection
procurée par le MeOH a la membrane, aux mitochondries et a la motilité. Nous avons
également noté que malgré des pourcentages de motilité trés bas avec les échantillons MeOH,
les pourcentages de fécondation sont un peu plus élevés. Cela indique qu’un excés de
spermatozoides au moment de la fécondation a permis d’augmenter la performance de
fécondance de ces échantillons. Avec le glycérol, les pourcentages de fécondation observés
sont nuls. Cela est cohérent avec I'absence de motilité des spermatozoides, et ce malgré la
préservation de la membrane et de la qualité des mitochondries. De plus, nous avons observé
une grande variabilité des pourcentages de fécondation avec le DMSO et le MeOH entre
males.

Avec le ratio 500 000 spermatozoides/ovule, bien que les pourcentages de fécondation soient
globalement plus faibles, la méme hiérarchie de l'impact du cryoprotecteur sur les
pourcentages de fécondation a été observée (Figure 51b). En effet, les pourcentages de
fécondation sont en moyenne 25 + 15 % avec le DMSQO, 7 + 6 % avec le MeOH et nuls avec le
glycérol. En revanche, aucune différence significative n’a été détectée entre le DMSO et le
MeOH. Ceci peut s’expliquer par la grande variabilité des pourcentages de fécondation entre
les différents males que ce soit avec le DMSO ou avec le MeOH a ce ratio de fécondation.
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Figure 51 : Capacité de fécondance du sperme décongelé selon le cryoprotecteur. a.
Pourcentages de fécondation normalisés obtenus avec un ratio de 2 x 10° spermatozoides/ovule. Test
de Kruskal-Wallis : *: p-value < 0,05 ; ***: p-value < 0,001. b. Pourcentages de fécondation normalisés
obtenus avec un ratio de 500 0000 spermatozoides/ovule. Test de Kruskal-Wallis : **: p-value < 0,01 ;
***:. p-value < 0,001. c. Représentation fusionnée des pourcentages de fécondation deux premiers
graphes (ratios 2 x 10° et 500 0000 spermatozoides/ovule) pour comparer les ratios
spermatozoides/ovule. F : forte concentration : 2 x 10°spermatozoides/ovule ; f : faible concentration :
500 0000 spermatozoides/ovule. Test de Mann Whitney entre forte et faible concentration de chaque
cryoprotecteur : *: p-value < 0,05 ; ***: p-value < 0,001.

La baisse significative des pourcentages de fécondation obtenus avec 500 000
spermatozoides/ovule (Figure 51c) pouvait étre attendue, mais elle pose la question de la
linéarité de ce pourcentage par rapport aux spermatozoides disponibles. En effet, entre les 2
ratios 500 000 et 2 x 10° spermatozoides/ovule, il existe un facteur 4 x de quantité de
spermatozoides. Nous pouvions donc nous attendre a ce qu’a 2 x 10° spermatozoides/ovule,
les pourcentages de fécondation soient 4 x plus élevés que ceux a 500 000
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spermatozoides/ovule. Or nos résultats contredisent cette hypothése. De méme, nous avons
montré que les pourcentages de fécondation ne sont pas a 100 % avec un ratio de 2 x 10°
spermatozoides/ovule, alors que ce ratio donnait un tres fort excés de spermatozoides par
ovule. Nous n’avons donc pas atteint une saturation de la fécondation des ovules. Cette
observation nous conduit a proposer que les spermatozoides endommagés ou méme morts
bloqueraient I'accés aux ovules par les autres spermatozoides, en raison de leur nombre
important.

Un dernier élément d’analyse de ces données concerne le maintien, ou pas, de la hiérarchie
entre males quel que soit le ratio de fécondation. Bien que la hiérarchie male a male n’ait pas
été parfaitement conservée, nous avons cependant observé une corrélation trés significative
entre les deux pourcentages de fécondation, que ce soit en DMSO ou en MeOH (Figure 52).
Ainsi, les meilleurs spermes donneront les meilleurs pourcentages, quel que soit le ratio de
fécondation utilisé. Cette observation, ajoutée aux résultats décrits ci-dessus, font donc un
peu perdre de son intérét au bas ratio spermatozoides/ovule qui n’apporte en fait pas
d’information supplémentaire.
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Figure 52 : Etude de la corrélation entre les pourcentages de fécondation obtenus a un fort
et a un faible ratio de spermatozoides/ovule. Quel que soit le ratio de spermatozoides/ovule, les
pourcentages de fécondation normalisés ont été obtenus avec du sperme décongelé lavé issu d’une
cryoconservation avec du DMSO. Test de Spearman : corrélation significative : p value : 0,0073.

En raison de la grande variabilité des pourcentages de fécondation que nous avons obtenue
au sein d’'un méme cryoprotecteur entre les différents males, sachant que chaque test de
fécondance a été fait en un seul réplicat pour chague male, nous avons décidé de valider les
résultats de cette premiére expérimentation en réalisant une deuxieéme expérimentation avec
des duplicats de chaque test de fécondance de chaque male selon le cryoprotecteur. Etant
donné que les pourcentages de fécondation avec le glycérol sont nuls, nous avons uniquement
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réalisé la deuxieme expérimentation avec du sperme cryoconservé avec du DMSO ou MeOH
uniquement.

Comme le montrent les Figure 53a et Figure 53b, cette deuxiéme expérience a permis de
confirmer que les meilleurs pourcentages de fécondation sont obtenus avec du DMSO alors
gue ceux obtenus avec du MeOH sont significativement plus faibles. Les pourcentages de
fécondation avec 2 x 10° spermatozoides/ovule étaient de 68 + 31 % en DMSO et 19+ 14 % en
MeOH, et les pourcentages de fécondation avec 500 000 spermatozoides/ovule étaient en
moyenne 35 + 20 % en DMSO et 6 + 4 % en MeOH. Bien que dans cette seconde expérience
de fécondation, les pourcentages aient été un peu meilleurs pour les deux cryoprotecteurs,
ces résultats valident les résultats de la premiére expérimentation en démontrant la méme
hiérarchie des pourcentages de fécondation selon le cryoprotecteur.

Comme pour la premiére expérimentation, nous avons constaté une variabilité importante
des pourcentages de fécondation entre les différents males en DMSO et en MeOH.
L’'homogénéité des duplicats pour chaque test de fécondance indique que la variabilité
observée est liée a la variabilité biologique entre males (a laquelle s’ajoute la variabilité entre
paillettes) comme suggéré suite aux résultats de la premiere expérimentation. En outre, les
pourcentages de fécondation avec un ratio 500 000 spermatozoides/ovule ont également été
significativement plus faibles que ceux avec 2 x 10® spermatozoides/ovule pour un méme
cryoprotecteur (Figure 53c). Ainsi, ces résultats valident nos observations de la premiére
expérimentation.
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Figure 53: Validation des pourcentages de fécondation du sperme décongelé selon le
cryoprotecteur. a. Pourcentages de fécondation normalisés obtenus avec un ratio de 2 x 10°
spermatozoides/ovule. Test de Mann Whitney : *: p-value < 0,001. b. Pourcentages de fécondation
normalisés obtenus avec un ratio de 500 0000 spermatozoides/ovule. Test de Mann Whitney : *: p-
value < 0,001. c. Pourcentages de fécondation normalisés obtenus avec les ratios 2 x 108 et 500 0000
spermatozoides/ovule. F : forte concentration : 2 x 108 spermatozoides/ovule. f : faible concentration :
500 0000 spermatozoides/ovule. Test de Mann Whitney entre fort et faible ratio de chaque
cryoprotecteur : *: p-value < 0,05

Par ailleurs, nous avons voulu tirer profit de ces deux expériences de fécondation
indépendantes pour évaluer si nous obtenions la méme hiérarchie entre males, et étudier si
les résultats de la 1° expérimentation étaient suffisants malgré la mesure d’un seul réplicat
pour chaque test de fécondance et I'obtention de pourcentages de fécondations un peu plus
faibles. Nous avons étudié la corrélation entre ces deux expérimentations, et avons observé
gue les pourcentages de fécondation en DMSO étaient corrélés, et ce quel que soit le ratio de
spermatozoides/ovule (Figure 54). Cette corrélation a également été observée en MeOH, mais
uniqguement au fort ratio spermatozoides/ovule. Nous pensons que I'absence de corrélation
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au faible ratio est techniquement due aux faibles variations des pourcentages de fécondation
entre males dans les 2 expérimentations, entrainant un poids important a des petites
différences pas nécessairement significatives biologiquement. Ces corrélations indiquent que
les résultats obtenus avec la premiere expérimentation sont valides et fiables. Cela suggére
également qu’une expérimentation unique et en simplicat de tests en fécondance est
suffisante pour avoir des résultats fiables, notamment grace au nombre élevé de réplicats
biologiques.
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Figure 54: Etude de la corrélation des pourcentages de fécondation entre les 2
expérimentations. a. Corrélation entre les pourcentages de fécondation normalisés obtenus en
DMSO avec un ratio 2 x 10° spermatozoides/ovule entre la 1° et la 2° expérimentation. Test de
Spearman : p value : 0,001. b. Corrélation entre les pourcentages de fécondation normalisés obtenus
en DMSO avec un ratio de 500 0000 spermatozoides/ovule entre la 1° et la 2° expérimentation. Test
de Spearman : p value < 0,0001. c. Corrélation entre les pourcentages de fécondation normalisés
obtenus en MeOH avec un ratio 2 x 108 spermatozoides/ovule entre la 1° et la 2° expérimentation. Test
de Spearman : p value : 0,0005. d. Corrélation entre les pourcentages de fécondation normalisés
obtenus en MeOH avec un ratio de 500 0000 spermatozoides/ovule entre la 1°¢ et la 2°¢
expérimentation. Test de Spearman : p value : 0,23.
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Les meilleurs pourcentages de fécondation obtenus avec le DMSO, associés aux meilleures
motilités que nous avons observées avec ce cryoprotecteur, nous ont conduits a vouloir tester
si la capacité de fécondance d’'un male pouvait étre prédite par sa motilité. Nous avons
observé une absence de corrélation entre ces deux parametres (Figure 55), malgré une
tendance globale montrant que quand la motilité totale augmente, la capacité de fécondance
augmente.
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Figure 55 : Etude de la corrélation entre la motilité totale et la capacité de fécondance en
DMSO. Corrélation de Spearman : p value : 0,0541. Absence de corrélation significative. Les

pourcentages de fécondation normalisés sont ceux obtenus avec du DMSO & un ratio 2 x 10°
spermatozoides/ovule.

Nos résultats montrent que la meilleure capacité de fécondance est obtenue avec le DMSO
puis avec le MeOH, et que le glycérol ne maintient aucune capacité de fécondation dans le
spermatozoide. Nos données montrent également une absence de saturation des taux de
fécondation avec une concentration de spermatozoides en exces.
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Conclusion générale concernant I’analyse de la qualité cellulaire du
sperme décongelé

L'analyse de la qualité cellulaire du sperme décongelé a révélé la présence d'un panel
d’altérations différentes des spermatozoides selon le cryoprotecteur. Le DMSO est bien le
cryoprotecteur le plus performant dans nos conditions, qui préserve le mieux toutes les
fonctions cellulaires du spermatozoide. Le MeOH est moins efficace dans la protection de la
qualité cellulaire quel que soit le parameétre cellulaire. De maniére intéressante, le glycérol a
été capable de préserver particulierement bien la qualité membranaire et la qualité des
mitochondries, alors qu’il s’est avéré completement inefficace dans la protection de la motilité
et capacité de fécondance. Outre la variabilité constatée entre les cryoprotecteurs, nous
avons également observé une certaine variabilité entre les males pour certains parameétres.
Par conséquent, ce panel d’altérations montre que nous avons pu induire des situations
contrastées suite a la cryoconservation du sperme avec différents cryoprotecteurs. Notre
objectif consiste ensuite a étudier I'impact de la cryoconservation sur la méthylation de I’ADN
dans des situations d’altérations cellulaires trés variables, a la fois liées aux molécules
cryoprotectrices en présence et aux réponses individuelles des males.
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2. Analyse de la méthylation de I’ADN par le RRBS :
forces et faiblesses

Pour étudier la méthylation de I’ADN, nous avons utilisé la technique du RRBS. Comme évoqué
auparavant dans ce manuscrit (section 2.4 de la synthese bibliographique), nous avons choisi
cette méthode de représentation réduite du génome afin de limiter la quantité de données
produites, et donc d’étudier plusieurs réplicats biologiques et plusieurs conditions
expérimentales. En préalable a cette étude, nous proposons ici de déterminer la qualité de
représentations des informations fournies par le RRBS. Nous avons ainsi réalisé une analyse
critique des données de séquencage obtenues avec le RRBS et des traitements bio-
informatiques retenus.

Cette analyse, réalisée sur le jeu de données issues des 12 spermes frais, a consisté tout
d’abord a effectuer les controles classiques de qualité des données de séquencage a leur
réception, a déterminer la quantité des données disponibles suite au nettoyage des données
brutes, et enfin a déterminer I'ampleur des informations disponibles par rapport aux CpGs du
génome de référence, notamment en évaluant la qualité de I'alignement de nos séquences a
ce génome (pourcentage d’alignement). De plus, dans la mesure ou les informations sur la
méthylation des cytosines dans les sites CpGs de chacun des 2 brins de I’ADN nous intéressent,
car nous ignorons leur degré d’'indépendance lors de dommages liés a la cryoconservation,
nous avons recherché a quel pourcentage de représentation du génome les cytosines
séquencées correspondent, en incluant tous les sites des brins + et - du génome de références.

Comme indiqué auparavant, le RRBS s’appuie sur un séquencage réduit du génome. Le choix
de I'enzyme de restriction Mspl pour la digestion de ’ADN a en outre permis que chez les
souris et les humains, les régions séquencées soient enrichies en sites CpG, notamment les
flots CpGs et les régions promotrices (Smith et al. 2009 ; Gu et al. 2010). Ainsi, le RRBS génére,
chez les mammiféres, une couverture en sites CpGs supérieure a la couverture de la fraction
séquencée du génome. Suite a une coupure in silico du génome, digestion identique a celle
réalisée par Mspl, le RRBS induit en effet un enrichissement en sites CpGs qui est de x 5,9 (par
rapport a la couverture du génome) chez ’lhumain. Cet enrichissement, calculé a partir des
données de Smith et al. 2009 est de x 5,0 chez la souris.Par contre, chez le poisson zébre, cet
enrichissement ne serait que de x 2,4, d’aprées un calcul théorique suite a une coupure in silico
du génome, digestion identique a celle réalisée par Mspl (Chatterjee et al. 2013).Cette
observation souléve la question de I'aptitude du RRBS a représenter suffisamment de sites
CpGs chez d’autres espéeces de poissons. Ainsi, nous avons cherché a déterminer quel
enrichissement en sites CpGs du génome nous obtenions chez la truite, par rapport a la
couverture du génome (déterminée par le pourcentage d’alignement de nos séquences au
génome de référence). Notre objectif était au final de déterminer si des fragments d’ADN
enrichis en sites CpG ont été capturés par le RRBS dans nos échantillons (ADN de
spermatozoides de truite arc-en-ciel).
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En raison de la digestion de I’ADN par I'’enzyme Mspl, les fragments qui seront sélectionnés et
séquencés sont plus susceptibles de représenter les mémes régions génomiques entre les
réplicats biologiques que ne le ferait une fragmentation aléatoire (par sonication par
exemple). C'est en tout cas ce qui a été précédemment proposé par Meissner et ses collegues
( Meissner et al. 2008) pour les génomes de mammiferes. Cela devrait donner des sites CpGs
qui seront plus similaires entre les réplicats biologiques en comparant a ceux obtenus a la suite
d’une fragmentation aléatoire. Pour évaluer cela, nous avons exploré dans notre étude si les
sites CpG génomiques représentés étaient reproductibles entre les réplicats biologiques. Nous
avons apporté une attention particuliére a la représentation des CpGs dans les réplicats
biologiques, puisque notre objectif initial était d’intégrer cette notion de variabilité
biologique.

Nous avons en outre analysé la distribution des données tout au long du génome pour pouvoir
identifier a quel point les données représentent le génome d’une facon réduite mais
homogene. Afin d’étudier d’'une maniere plus approfondie la représentation du génome avec
nos données de RRBS, nous avons évalué dans quelle mesure les sites CpGs génomiques
appartenaient aux différentes régions génomiques annotées qui sont les régions promotrices,
les régions 5’ et 3’UTR, les introns et les exons et les régions intergéniques.

Pour mettre en avant I'importance d’adapter I'analyse bioinformatique aux données obtenues
avec le RRBS, et a ne pas se lancer aveuglément dans I'interprétation des données en se basant
sur les DMCs qui peuvent ne pas avoir de signification biologique, nous avons mené une
analyse factice, en comparant la méthylation de ’ADN du sperme frais entre 2 groupes de
males créés de fagcon totalement aléatoire (tirage au sort). Dans la mesure ol ces deux groupes
ont les mémes caractéristiques, aucune différence statistique ne doit sortir d’'une telle
analyse.

La réalisation de cette analyse critique des données fournies par le RRBS m’a permis de
découvrir, et donc de mettre en avant, des points d’attention lorsqu’on a affaire a un jeu de
données de RRBS.

Ce travail a été soumis le 20/06/2023 dans la revue Fish Physiology and Biochemistry et sur le
site BioRXive sous le DOI : 10.1101/2023.06.20.545730. Il est en cours de révision dans la
revue Fish Physiology and Biochemistry.
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Abstract

DNA methylation in CpG dinucleotides is an important epigenetic mark in fish spermatozoa
since it has been shown that some sperm methylome features are transmitted to the
offspring. RRBS (reduced representation bisulfite sequencing) is one of the genome-scale
methods developed to assess DNA methylation. It allows the sequencing of a reduced fraction
of the genome expected to be enriched in CpGs. We aim to characterize the features of the
CpGs provided by RRBS in rainbow trout spermatozoa, in order to evaluate the potential of
this approach for sperm biotechnologies studies. We observed that RRBS did provide a
reduced amount of genomic data, the sum of the CpGs analyzed on 12 males spanning 9 % of
the total genomic CpGs. CpGs were only slightly enriched in the RRBS data (x 1.7 when
referring to all the sequenced nucleotides), likely because of the trout genome structure and
the sequenced fragments size. All genomic functional features were represented in our CpG
dataset, with a noticeable enrichment in exons but not in promoters. We also showed that
the sharing of common CpGs between biological replicates was reduced (< 10 % of the
analyzed CpGs), although this proportion was maintained from 3 to 9 biological replicates.
RRBS is therefore a relevant method to scan the CpG DNA methylation status of spermatozoa
along rainbow trout genome, although in a very reduced pattern. The choices that are to be
made regarding fragment size selection and regarding the options during bioinformatic data
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processing are discussed.
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Introduction

Epigenetic actors include the well described histone tails modifications and DNA methylation
(Labbé et al., 2017; Cavalli and Heard, 2019). DNA methylation, one of the most extensively
studied epigenetic mark, involves the covalent binding of a methyl group on a cytosine,
followed almost exclusively in vertebrates by a guanine. Hence, DNA methylation can be
referred to as the methylation of CpG dinucleotides. This epigenetic mark has significant
importance in the control of gene expression, X chromosome inactivation and monoallelic
gene expression in mammals (Bird, 2002). Furthermore, DNA methylation is particularly
important in fish spermatozoa. Indeed, it has been demonstrated in zebrafish that some
sperm methylome features are transmitted to the offspring and maintained during early
embryogenesis (Jiang et al., 2013; Murphy et al., 2018; Potok et al., 2013). These features are
involved in the control of embryo development. Hence, we surmise that alterations of the
DNA methylation in spermatozoa might induce the risk of altering the offspring’s
development.

To assess DNA methylation at the whole genome level, bulk assay of the cytosines bearing
methyl groups include the LUMA (Luminometric Methylation Assay) (Karimi et al., 2006), LC-
MS/MS or HPLC (Kurdyukov and Bullock, 2016), but these provide a mean methylation level
for the whole sample rather than the methylation status of a given cytosine in the genome.
Characterization of methylated sites at identified positions in the genome relies, among others
(Agius et al., 2023), on methods involving DNA bisulfite conversion and sequencing (BS-Seq).
During bisulfite treatment of the purified and fragmented DNA, unmethylated cytosines are
deaminated into uracils, the latter being converted into thymines after PCR amplification of
the DNA fragments. Since methylated cytosines (both 5-methylcytosine and 5-
hydroxymethylcytosine) will not be deaminated, they can be a posteriori differentiated from
the unmethylated cytosines that will have been thymine-converted. This differentiation is
carried out after DNA fragments sequencing, and mapping of the sequences to a reference
genome (both in its in silico bisulfite-converted and non-converted versions). Whole-genome
bisulfite sequencing (WGBS) (Frommer et al., 1992), and reduced representation bisulfite
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sequencing (RRBS) (Meissner et al., 2005, 2008; Smith et al., 2009) are the two genome-wide
bisulfite-based methods. The RRBS method for DNA methylation study differs from WGBS in
that it involves endonuclease fractionation of the DNA instead of a random one, and that the
number of fragments submitted to sequencing is reduced. RRBS was developed for mice
genome in order to assess the methylation status of a reduced CpG fraction deemed to be
representative of the whole genome (Meissner, 2005). This technique was then considered as
cheaper than would be the sequencing of the whole genome, while still providing a reliable
amount of information on DNA methylation. The choice of the Mspl endonuclease for DNA
fractionation further allowed that in mice and humans, the sequenced regions are enriched in
CpG-sites, namely CpG islands and promoter regions, while CpG poor regions are
underrepresented (Smith et al., 2009; Gu et al., 2010). Hence, RRBS generates, in mammals, a
CpG coverage that is higher than the coverage of the sequenced genome fraction. Another
advantage of RRBS is that it cuts the genomic DNA at specific restriction sites, and the subset
of the fragments resulting from this cut was proposed to be reproducible among the biological
replicates (Meissner, 2005). Last, because RRBS does not involve the sequencing of the whole
genome, the amount of produced data is reduced. As a consequence, less storage availability
and less calculation power for analyses will be needed. This allows the analysis of many
biological replicates at a lower cost, which is very useful when the assessment of sample
variability is at stake.

The question of using RRBS for fish genome studies was first settled in zebrafish (Chatterjee
etal., 2013) and applied to the brain methylome. Despite zebrafish genome being smaller than
in humans and mice, the in silico testing of RRBS showed that, for the same amount of
sequenced genome (about 2.2 % of the whole genome), a lower amount of CpG-sites would
be recovered in zebrafish compared to humans and mice. This meant that a reduced
sequenced fraction would yield a lower fraction of informative CpGs than in humans or mice.
This observation raises the question of the suitability of RRBS to really represent enough CpG-
sites in other fish species.

Rainbow trout is a farmed species with high economic importance for which the transmission
of environmental clues to the progeny via DNA methylation in the spermatozoa is an
important question (Brionne et al., 2023). To date, however, only one study assessed sperm
DNA methylation with RRBS in this species (Gavery et al., 2018). They evaluated the genetic
and epigenetic variations of sperm from hatchery and natural origin males. While this study
provided valuable insights into environmentally-driven genetic and epigenetic modifications
in rainbow trout, the efficiency of the RRBS in representing the genomic CpGs sites from a
reduced genome fraction was not explored. In the present study, our aim is to characterize
the data yielded by RRBS in rainbow trout spermatozoa, in order to evaluate the suitability of
this approach on a reduced sequenced fraction of the genome, when the incorporation of
many biological replicates (n=12) is at stake.
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Results and Discussion
Sequencing strategy and yield

As shown in Table 1, our RRBS sequencing provided 79 to 182 million raw reads depending on
the sperm DNA sample: some males had a much lower number of reads (males 1, 3, 6) than
the average while others were over-represented in the sequencing data (males 4 and 8). This
variability is due to the difficulty of obtaining a homogeneous representation of the different
samples during the sequencing step, after libraries preparation and sample multiplexing. The
males with the lowest read numbers have been resequenced to increase their representation
to at least 80 x 10° reads. We can only surmise that the over representation of some males is
due to the hybridization which was randomly more favorable to these samples on the flow
cell. Another feature of our data is that among the total raw reads, an average of 53 % had
adapters (Table 1). Because our sequencing conditions were set on 100 bases per read, such
detection of adapters in more than half the reads means that the smallest DNA fragments
(inserts < 100 bp) were abundant in our libraries. The size selection step of the library
preparation did not remove enough of the smallest fragments, but it cannot be excluded
either that the small fragments attached more easily to the flow cell than did the bigger ones,
so that they became more represented during the sequencing. Since these inserts are < 100
bp and that we carried out a paired-end sequencing, this induced sequencing redundancy
between read 1 and read 2 of the same fragments. Additionally, the lack of distance between
read 1 and read 2 from these too short inserts reduced the chances of the reads to be uniquely
mapped to the genome by the Bismark bio-informatic software (Krueger and Andrews, 2011).
Indeed, we found that an average of 21 % of the trimmed reads were mapped at more than
one position, and these were discarded from the analysis.

107
PARTIE IIl : RESULTATS
2. Analyse de la méthylation de I’ADN par le RRBS : forces et faiblesses



Mapping Number of covered

Median

Male Total raw Reads with Trimmed .. sequencin

s reads adapter (%) reads efficiency  bases (genome g depth of
% coverage %) .

cytosines
1 95 635 102 58 573 187 (61) 95 136 704 51 51798 719 (2,4) 33
2 151 i:é 83438479 (55) 149738098 51 87 865 444 (4,0) 27
3 81595606 45338627(56) 80699518 50 23734101 (1,1) 83
4 175 igg 94 762 242 (54) 173321634 50 42 512 540 (2,0) 84
5 147 32171 79 667 018 (54) 145989720 50 45848 983 (2,1) 66
6 79520772  43445356(55) 78680558 51 73 916 787 (3,4) 20
133 i;g 68 731323 (52) 132030612 52 85418 648 (3,9) 24
8 182 ;32 92514127 (51) 180072 804 53 88 834 477 (4,1) 31
9 151 gi’: 75371224 (50) 149887 092 52 88480070 (4,1) 26
10 149 ggi 75358 506 (51) 147 508 530 52 81820981 (3,8) 29
11 163 2?(9) 81571487 (50) 161959 698 52 86 250076 (4,0) 30
12 132 :ZZ 64 790692 (49) 131026414 52 84231207 (3,9) 25
M:a 136 22; 71963522 (53) 135504282 51 70059336 (3,2) 40
SD 34408 539 16 547 308 (3) 33943 890 1 22734512 (1,0) 23

Table 1 Summary of the RRBS sequencing data. Total raw reads number includes the reads 1
and the reads 2 of each sample (paired end sequencing). Reads with adapter is the number of
reads that were shorter than 100 nt. As a consequence, their adapters were sequenced as a
part of the read, until the 100 nt length of sequencing was reached. Trimmed reads refer to
the total number of reads after those shorter than 20 nt were removed (see method section).
Mapping efficiency = (number of reads that mapped at only one position on the trout
genome/trimmed reads number) x 100. Number of covered bases= number of bases that were
sequenced and mapped at least once to the reference genome. Genome coverage % =
(number of sequenced bases that matched only once with reference genome bases/ trout
genome size (2 178 982 971 nt)) x 100. Sequencing depth is the number of times a cytosine
has been sequenced, mapped to the reference genome and extracted as a cytosine in a CpG
context.

The mapping efficiency of the reads to the reference genome is another important
information when processing RRBS data. Indeed, this parameter reflects the amount of data
that will be further analyzed for methylation call (the step when the methylation status of the
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cytosines is searched) and methylation extraction (when the average methylation value of a
given cytosine is calculated). In all, we observed that only 51 % of the trimmed reads could be
confidently and uniquely aligned to the trout reference genome (Table 1). A part of the losses
is due to the above-mentioned removal of redundantly mapped reads (21 %). Besides, the
presence of repetitive sequences in the trout genome is known to account for 57.1 % of the
whole genome (Pearse et al., 2019). This added up to alignment redundancies during mapping.
Last, the bisulfite conversion of the genome changed almost all cytosines into thymine bases,
thus reducing genome sequence diversity. This difficulty was further enhanced by the fact that
the salmonid genome underwent two additional rounds of whole genome duplication
(Berthelot et al., 2014). As a consequence, duplicated regions that did not diverge enough
during evolution were likely to be observed as multi-mapped reads on the bisulfite-converted
genome. Our data also revealed that an average of 28 % of reads could not be mapped at all
to the reference genome. It must be pointed out that the rainbow trout that was used to
create the reference genome (Isolate Swanson of an American strain) is genetically very
different from the rainbow trout French line used in our experiment. This may have induced
several alignment mismatches that are only due to genetic drift between the two genomes.
However, because of bisulfite conversion of the DNA, but we had to use high stringency in our
alignment process, and therefore we did not authorize any mismatch at all during the
alignment search. This refusal of any mismatch may have induced the above-mentioned
mapping failures. In all, our 49 % reads losses during the mapping step consist in reads mapped
at more than one position, and reads that were not mapped at all. This seemingly low mapping
efficiency was also seen in the study that assessed sperm DNA methylation with RRBS in
rainbow trout (Gavery et al., 2018), as we calculated that the average mapping efficiency in
this work was about 33 % of the total reads. RRBS data are not the only sequencing data with
this level of mapping efficiency. A recent study using whole genome bisulfite sequencing
(Brionne et al., 2023) showed that the mapping efficiency with this trout genome was
approximately 60 % of the reads. A wide range of mapping efficiency was observed in
mammals after RRBS study in spermatozoa depending on the species, with an average
mapping efficiency of only 19 % in cattle (Jiang et al., 2018), 55 % in human (Ingerslev et al.,
2018), whereas it was up to 70 % in rats (Suvorov et al., 2018).

The last parameter describing the sequencing yield with RRBS is the number of bases from the
reference genome that were sequenced in our experiment. When considering all the reads
that were mapped at only one position to the reference genome, a mean genome coverage
of 3.2 % was obtained (Table 1), but this coverage was highly variable among the males. It is
noteworthy that the males who had the lowest raw reads are not necessarily the ones with
the lowest genome coverage (see male 6). With our set of data, male 3 represented only 1.1
% of the reference genome. We infer that for this specific sample, many reads represented
the same genomic regions, and this is further emphasized by the high CpGs sequencing depth
(times the same CpG-site is sequenced) for this sample (n=83) despite its low read number.
This may be explained by the fact that RRBS analyses command that the PCR duplicates are

109
PARTIE IIl : RESULTATS
2. Analyse de la méthylation de I’ADN par le RRBS : forces et faiblesses



not removed during the alignment check, and this specific sample might have been more
prone to PCR duplicates over-representation. Such low genome coverage in one sample may
become a problem when comparisons with the other males are at stake, and this male may
have to be discarded from further analysis.

Analysis of CpG-sites versus Individual cytosines (in CpG context)

Among the 2 178 982 971 bases of the rainbow trout reference genome, there is a total of
35 336 285 CpG dinucleotides (Omyk_1.0 genome version). At the molecular level, this CpG
number is the same on the forward and reverse strand. Therefore, a so called CpG-site
includes the cytosine (in CpG context) on the forward strand, and its corresponding one on
the reverse strand. After both DNA strands are separated, during bisulfite conversion, they no
longer match each other and they are treated as separate entities during the sequencing
phase. The random selection of the strands during sequencing can result in the fact that the
same CpG-site is sequenced twice: once on the cytosine of the former forward strand, once
on the cytosine of the former reverse one. Thus, the processing of the data can be carried out
in two ways. First, we can consider that the methylation status of the cytosines at a given CpG-
site is the same on both strands. This is the case in most situations where a biological process
is studied, since DNA methylation occurs symmetrically and it can be repaired by DNA
methyltransferase in the case of hemi methylated DNA. In this case, the redundancy between
the two strands must be removed during the data treatment, and the resulting unique
information is one out of the 35 336 285 CpG-sites. Second, we can be interested in the
methylation status of the cytosines on each strand of a given CpG-site. This is the case for
example when some biotechnologies are applied to the spermatozoa. If no repair mechanism
has been operating, a CpG-site can then be altered on the forward strand but not on the
reverse one. Therefore, each CpG-site is characterized by the methylation status of its two
cytosines: the one from the forward and the one from the reverse strand. As a consequence,
the information that is expected is one out of 70 672 570 cytosines (twice the number of
genomic CpG-sites). This seemingly fastidious choice is important in the case of RRBS whose
sequencing yield is much lower than by WGBS. In our set of data, we calculated that an
average of 28 % of the analyzed cytosines belonged to the reverse strand of a forward
cytosine. This can lead to either 28 % redundancy that is to be removed from the data (first
choice) or 28 % of sites for which a possible hemimethylation can be explored (second choice).

The question of enrichment in CpG-sites after RRBS

Because RRBS reduces the sequencing extent, as confirmed above, we analyzed which
proportion of the CpG-sites of the trout genome was present in our data. Our purpose was
also to investigate whether RRBS in rainbow trout spermatozoa would capture DNA fragments
enriched in CpG-sites, as reported with mammalian DNA. As shown in Table 2, from 2 to 6.9
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% of the trout genomic CpG-sites were represented depending on the male. As this value is
meant per CpG-site here, the cytosines found on both the forward and reverse strand have
been calculated as one single information. However, when we performed the same calculation
over the 2 cytosines from each CpG-site of the genome, we obtained a lower representation
(from 1.2 to 5.2 % depending on the males, Table 2). This is due to the fact that, as mentioned
above, only 28 % of the sequenced cytosines belonged to both DNA strands for a given CpG-
site.

In order to assess the enrichment in CpG-sites among the sequenced fraction, the percentage
of genomic CpG-sites covered in our analysis (Table 2) was compared to the percentage of
genome coverage (Table 1). We observed a very homogeneous enrichment of 1.7 to 1.8 X in
CpG-sites in all males. The enrichment fold was only 1.2 X when counting the 2 cytosines from
each CpG-site. Hence, in the later situation, RRBS does not provide any substantial enrichment
in analyzed cytosines, but it is still providing some information on a small fraction of the
genomic CpGs.

Number of % of total . . Number of % of total
. o . Enrichment in . e .
Males |dent|f|ed genor.nlc CpG-sites |dent|.f|ed ger;om_c
CpG-sites CpG-sites /genome (C) cytosines cytosines ina
(A) (B) (D) CpG context (E)
1 1532633 4,3 1,8 2031111 2,9
2 2406 116 6,8 1,7 3667 465 5,2
3 710 888 2,0 1,8 813 505 1,2
4 1244 325 3,5 1,8 1514634 2,1
5 1323 326 3,7 1,8 1611036 2,3
6 2 044 500 5,8 1,7 2 898 053 4,1
7 2369 361 6,7 1,7 3559536 5,0
8 2444 130 6,9 1,7 3679 864 5,2
9 2422 373 6,9 1,7 3 665 894 5,2
10 2263435 6,4 1,7 3292 897 4,7
11 2364475 6,7 1,7 3536955 5,0
12 2300074 6,5 1,7 3405 609 4,8
Mean 1952136 5,5 1,7 2 806 380 4,0
SD 591 835 1,7 0,1 1027 725 1,4

Table 2 Number of CpG-sites and cytosines in CpG context sequenced by RRBS, compared to
the total numbers in the rainbow trout genome. B = (A / 35 336 285) x 100, with 35 336 285
referring to the number of CpG-sites in the reference genome. C =B/ F, with F referring to the
% genome coverage values for each sample shown Table 1. D: includes all the cytosines in
CpG-sites whatever their sequencing depth. E = (A / 70 672 570) x 100, with 70 672 570
referring to the number of cytosines in a CpG context in the reference genome.
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These enrichment values are the result of a sequencing experiment on biological samples,
where the exact size of the sequenced DNA fragments (inserts) cannot be precisely controlled.
The fragment size issue could be important, because Mspl digestion of mammalian DNA was
proposed to yield lower CpG density in the longest fragments (Smith et al., 2009). Thus, we
compared our sequencing data to a theoretical in silico digestion at Mspl sites (CCGG) that we
performed on rainbow trout genome (Table 3). Our objective was to explore whether inserts
size would theoretically affect the enrichment ratio in rainbow trout genome. We observed
that theoretical fragments of increasing size (40-220 nt to 150-1400 nt) led to decreasing
theoretical enrichment ratios (Table 3), from 2.5 X with the smallest fragments to 1.3 X with
the biggest ones. This means that when selecting bigger fragments for sequencing, to mitigate
the low mapping success of the smallest fragments, the enrichment ratio is at risk to be
reduced. This would also indicate that most CpGs are in the smallest fragments fraction of the
rainbow trout genome. This is further confirmed by the in silico distribution of the CpGs
according to the size of the fragments (Fig.1), where we found that the majority of the CpGs
were in the small fragments fractions. It is nevertheless difficult to compare such predicted in
silico enrichment values to the 1.7 X enrichment ratio that we obtained with our sequenced
data. Indeed, although the sequencing company proposed a fragment size selection of 150-
1400 b, which should have yielded an enrichment of 1.3 X, we know that much smaller
fragments were sequenced (< 100 nt, see the discussion above). This illustrates the gap
between the theoretical fragments size eventually proposed by the sequencing company and
the size of the fragments which were really sequenced. This also means that when ordering
the sequencing service, the trade-off in size fragments that is to be made in order to obtain as
many CpGs as possible together with fragments long enough to allow a good mapping
efficiency does not always yield the expected results.
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Zebrafish

Species Rainbow trout (1) Mouse (2)
Selected fragments size (nt) 40 - 220 40-400 150-1400 40-220 40 - 220
Genome size (Gb) (A) 2.18 2.18 2.18 1.41 2.8
RR genome size (Mb) (B) 56 142 676 31 38
% genome coverage (C) 2.6 6.5 31.1 2.2 1.4
Number of CpG-sites (D) 2241808 4436904 13820867 1430390 1506712
% CpG (E) 6.3 12.6 39.11 5.3 7.0
CpG-sites enrichment ratio 25 19 13 54 50

(F)

Table 3 In silico analysis of the rainbow trout genome upon in silico RRBS treatment. A Msp1
digestion of the reference genome of rainbow trout was performed in silico, and the
fragments were in silico selected according to different size ranges (Selected fragments size,
in nucleotides, nt). (1) comparison with the zebrafish in silico analysis (Chatterjee et al., 2013)
and (2) the mouse one (calculated from (Smith et al., 2009). RR genome size (in Mb) is the
number of bases obtained in silico when selecting a given fragments size range. C= (B / A) x
100. E = (D / 35 336 285) x 100, with 35 336 285 referring to the number of CpG-sites in the

reference genome. F=E/C
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Number of CpG

Size of fragments (bases)

Fig.1 Distribution of the in silico CpG-sites number according to the DNA fragment size. Each
dot represents the total number of CpG-sites in all the fragments of a given size. For the sake
of representation, 3 dots corresponding to 3 extreme CpG number values have been hidden:
27 nt fragments contain 52 133 CpGs, 42 nt fragments contain 41 640 CpGs and 52 nt
fragments contain 37 587 CpGs. The number of CpGs and the size of the fragments were
obtained from our in silico digestion of the rainbow trout reference genome (Omyk_1.0
genome version)

In zebrafish, it has been shown in silico that RRBS induced a CpG-sites enrichment of 2.4 X
when the selected fragments were between 40-220 bp (Chatterjee et al., 2013), a value that
is very similar to the one that we obtained in silico with the rainbow trout genome (Table 3).
These two calculations show that RRBS did not provide the same enrichment in two fish
genomes as it did for mammals. Indeed, with the same selection of size fragments, the
enrichment was 5 X in mice (Smith et al., 2009) and 5.9 X in human (Chatterjee et al., 2013).
Such low CpGs enrichment in fish can be explained by the fact that fish genomes are less
heterogeneous regarding CpG density than in mammals (Cai et al. 2021). This reduces the
chance of obtaining CpG dense regions in the fish genome fragments, leading to a reduced
genomic CpG representation in the fragments compared to mammalian genomes.

In all, our thorough analysis of CpG enrichment after RRBS in rainbow trout genome, both
experimentally and in silico, emphasizes the compromise that is to be made when using this
method. The sequencing of the smallest fragments should theoretically enrich to some extent
the fractions with CpG-sites, but these small fragments will poorly map to the reference
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genome, and will be sequenced twice (read 1 and read 2) but to no avail because they produce
redundant information. Bigger fragments will better map to the reference genome, their read
1 and read 2 will not overlap, but their CpG density will be lower. This compromise is important
to clarify before carrying on the step of libraries preparation and fragment size selection.

Representation of RRBS CpGs between biological replicates

Since RRBS consists in DNA digestion with a restriction enzyme, the fragments that will be
selected and sequenced are more likely supposed to represent the same genomic regions
among biological replicates, as previously discussed by (Meissner et al., 2008) for mammalian
genomes. This should yield CpG-sites that will be more similar among biological replicates than
would random fragmentation, such as the one obtained after sonication for example. Hence,
we explored in our study whether the represented genomic CpG-sites were repeatable among
the biological replicates. Since this issue is important when assessing the impact of
reproductive biotechnologies on CpG methylation in fish, we determined the genomic CpG-
sites representation at the cytosine level (the forward and reverse ones in a CpG-site), thereby
using all 70 672 570 cytosines of the CpG-sites of the reference genome (plus and minus
strands).

First, we found that when all the cytosines were combined irrespective of the male origin of
the data, an overall 9.1 % of the cytosines in genomic CpG-sites were represented (6 422 403
cytosines at CpG-sites). But when this calculation was made on each individual male as
presented before (Table 2), this value dropped to 4 % only (on average). This gives a first hint
that, contrarily to the expectations in other species or studies (Meissner et al., 2008), a high
number of fragments sequenced in some samples were not sequenced in the others.

We then investigated deeper to which extent the same cytosines were repeatably observed
or not between biological replicates, in relation to the number of these replicates. As shown
in Fig.2, the highest proportion of cytosines among the 6 422 403 analyzed ones was present
in one male only. Interestingly, the numbers of common cytosines were within the same range
from low (n=3) to high (n=9) biological replicate numbers (8.1 to 9.3 % of the 6 422 403
analyzed cytosines). This means that increasing the replicates numbers did not lessen the
chances to get cytosines that are common between the males. The numbers dropped when
selecting 10 to 12 males, the lowest common cytosine number obtained for 12 males being
due to the low cytosine yield in male 3 (Table 2). Nevertheless, the low proportion of common
cytosines between males (< 10 % of the analyzed ones) indicates that the fragments that were
sequenced were very different between males, despite the supposedly non-random
fractionation of the genome using Mspl restriction enzyme.

A small part of this lack of common cytosines between males could be due to the genetic
polymorphisms at CpG-sites among these biological replicates, resulting in less sites that
115

PARTIE IIl : RESULTATS
2. Analyse de la méthylation de I’ADN par le RRBS : forces et faiblesses



would be common between males. However, this polymorphism cannot account for the whole
extend of the divergent cytosines between biological replicates. It was previously reported
that rainbow trout and zebrafish genomes have more CpG dense sites than in mammals (Cai
et al., 2021; Beck et al., 2022), likely because CpG-sites erosion was lower in fish (Chatterjee
et al., 2013; Cai et al.,, 2021). We believe that this feature induced an almost unbiased
fragment selection despite Mspl digestion, and contrarily to what could have been expected
from RRBS results with mammalian genome. As a consequence, the reduced number of reads
that is associated with RRBS did not provide enough coverage because of the diversity of the
resulting sequenced regions. In other terms, the too many fragments that were retained
because of this unbiased selection induced a high variability in the represented sequences.
This effect is amplified by the small size of the sequenced fragments in our study. We could
hypothesize that a size selection of bigger fragments may improve the overlapping of these
fragments between males upon sequencing. It must be kept in mind however that increasing
the fragment size will reduce the number of sequenced CpGs (as discussed above), unless a
more important sequencing effort is made (i.e. an increase in the number of ordered raw
reads). To some extent, such a compromise could be made, in order to avoid the WGBS option
and its huge set of produced data, difficult to handle when many biological replicates are
needed.
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Fig.2 Distribution of the number of cytosines in a CpG context that are common between
males in a given number of biological replicates. All sequenced cytosine (in CpG context) were
checked for the number of male samples where they were found (from 1 to 12), and the
number of common cytosines for each given number of biological replicates (males) was
calculated (blue bars). The results are thus not shown as cumulative numbers, but as total
cytosines shared among the males for each given replicate number. Number of cytosines in 1
male refers to the cytosines that were found only once (not common).
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In all, these results showed that increasing the number of replicates in RRBS analysis still
ensured an acceptable representation of the genomic cytosines in CpG-sites. However, it also
showed that if the purpose of a given study is to assess the variability between biological
replicates, such study will have to rely on a very reduced number of cytosines that are
common between males (520 000 to 600 000 cytosines), at least in our conditions. This also
stresses once more the possible importance of the fragment size selection strategy, and the
difficulty encountered with the rainbow trout genome because of its higher density in CpG
sites, thus its lower fraction of CpG-deserts.

Distribution of the data over the reference genome

All our analyses concurred to show that RRBS provides a reduced representation of the
genome with only a moderate enrichment in CpG-sites. Hence, we wanted to determine the
distribution pattern of the sequenced CpG-sites over the whole genome, in order to ensure
that the genome is homogeneously represented with our data. It is particularly important
when assessing the effect of biotechnologies, because all regions possibly affected, including
the random ones in non-functional genome regions, are of interest. As shown in the example
Fig.3, our sequenced cytosines (in CpG-sites) were homogeneously distributed all over the
genomes. In addition, we did not identify any genomic regions bigger than 2.9 x 10° bases that
were devoid of these sequenced cytosines. Our results also demonstrated that the
represented genomic CpGs per sample were distributed homogeneously across all the
chromosomes of the genome. This means that despite the restricted number of CpGs in the
RRBS data set, they give some information from all over the genome.
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Fig.3 Distribution of the sequenced cytosines in CpG sites over the reference genome. The six males
represented here have been randomly chosen. The displayed region is representative of the pattern
observed over the whole genome. The chart was obtained with IGV_2.8.13 and shows the distribution
on the chromosome 1 from the position 37 682 451 to 59 737 137 (22.10° b) of the rainbow trout
reference genome “Omyk_1.0 genome version”. Each line corresponds to a different male, where each
sequenced cytosine in a CpG site is represented by a blue bar. The bars position above and below the
horizontal line represent cytosines on the plus and minus strands respectively. The bottom line
represents the genes associated to this genomic fraction. Scale bar: 10 bases (1 mb).
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To investigate further the genome representation of our RRBS data, we assessed to what
extent the sequenced genomic CpG-sites belonged to the different genomic features that are
promoter and downstream regions, 5" and 3’UTR regions, introns and exons or intergenic
regions (Fig.4). We observed that the CpG genomic sites obtained in our RRBS data were found
in all genomic features, most of them being found in gene introns and intergenic regions.
Besides, this distribution was repeatable between males, as observed from the low variability
of the data. When we compared this distribution with data obtained by WGBS (Brionne et al.,
2023), we found that both methods results in a similar distribution of the CpGs (Fig.4). This
similarity is striking when considering that WGBS data are representing up to 92 % of the
reference genome CpGs, while RRBS data yield only 4 % of those (Table 2). Some slight
differences were observed however, as CpG distribution in exons (including exon 1) tended to
be higher in our RRBS data than in WGBS ones. On the contrary, the CpGs distribution in
promoter was lower in RRBS than in WGBS. Although no statistics can be drawn from this
comparison, this would mean that RRBS did induce some enrichment in some genomic regions
(the exonic ones), although not in the often-cited promoter region. This is at odds with the in
silico RRBS analysis of (Meissner et al., 2008) which showed that in mice and in human
genome, CpG-islands (contained in promoter regions) are much more enriched (x 10 to 60)
than exonic and intronic regions (x 1.3 to 1.5). This may deserve further in silico study on CpG
density in rainbow trout genome according to the functional genomic region, that is beyond
the scope of the present work.

In all, based on the homogeneous distribution of CpGs along the genome and on the
representation of all the different genomic features by these CpGs, RRBS represented the
whole rainbow trout genome in a reduced but representative pattern.
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Fig.4 Distribution of the CpG sites obtained by RRBS according to their genomic features,
and comparison with WGBS published data. For RRBS, bars represent the mean value of the
12 biological replicates. The values are calculated as a percentage of all the cytosines present
in at least one of the chosen genomic features. Error bars: standard deviation. For WGBS, data
were calculated from (Brionne et al., 2023). The selected genomic features included the
following: Promoter: -1kb up to the transcription starting site (TSS); 5’UTR: untranslated
region upstream of the first translated codon; Exons: all exons; Exon 1: first exon of all genes;
introns: all introns; 3’UTR: untranslated region downstream of the STOP codon; Downstream:
transcription end site (TES) +1kb; InterG: intergenic regions

The risk of poor statistical relevance: case study from a random comparison of males

In the present work, all males belonged to the same line and they were all reared in the same
conditions from fertilization to spermiation. Additionally, all sperm samples were processed
similarly after collection. As a consequence, all sperm samples should bear the same general
DNA methylation profile, although some individual variability would still be present (due to
genetic polymorphism and individual physiology). We took the set of data from these
biological replicates to build two sham groups of 6 fish, each fish having been randomly
allotted to a given group. Each group thus contained individual samples with slightly variable
information, but such variability should be reduced during averaging when the data are
processed as a group. Therefore, no difference between groups should arise from group
comparison. However, when we used DSS for the 2 groups comparison, we obtained, with this
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method, as many as 1593 differentially methylated cytosines (DMCs). This striking
observation is underlying a major risk of false interpretation of the results. Indeed, if these
two sets of males had belonged to two groups that we would have liked to compare (after
biological treatment for example) a background of about 1600 DMCs with no ground for
biological significance would have been detected whatever the effect of the treatment. This
illustrates the risk of overestimating the number of DMCs when comparing treatment to
control conditions.

A deeper analysis of the significant DMCs additionally showed that these were detected from
heterogeneous replicate numbers between groups, the outermost values being as little as one
male in each group, or one male in one group and 6 males in the other group. This means that
for a given cytosine position, some DMCs were identified as significant when only one male in
one group differed from 1 to 6 males in the other group (likely because of inference of missing
data within groups). We were able to make this striking observation because the RRBS data
were small enough to be hand-made and controlled with regards to the number of males
involved in each significant DMC. When we applied a threshold so that each DMC should be
found in at least 5 males in each group, the number of these spurious DMCs dropped to 22, a
more acceptable (because negligible) value. This illustrates why it is to be recommended that
the number of biological replicates at each CpG position should be carefully set before the
statistical analysis. This seemingly obvious statement becomes more complicated when one
is dealing with the selection of bioinformatic options within specific algorithms.

This sham analysis emphasizes the need to carefully adapt the bioinformatic parameters to
the dataset and to the experimental purpose, and that one should not go blindly into data
interpretation on the basis of DMCs (leading to DMRs) that may not bear any biological
significance. One great advantage of studying the effect of biotechnologies on sperm is that
in most cases, the same sperm sample can be split between control and treatment conditions.
This allows the use of the paired comparison option in DSS (El Kamouh et al., 2023), thus
strengthening the biological significance of the identified DMCs and preventing the bias
identified in the present study.

Conclusion

Our study showed that the cytosines in CpG context obtained after RRBS on rainbow trout
spermatozoa could yield some information on the methylation status of about 10 % of the
genomic CpG-sites, provided that enough biological replicates were analyzed (n=12 in our
case). These cytosines were evenly distributed all over the genome, and they were present in
all genomic features. It can thus be considered that the reduced representation provided a
widespread, although restricted, picture of genomic CpGs in rainbow trout. We also showed
that this reduced representation provided a reduced but workable number of cytosines that
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are shared between biological replicates (< 10 % of the analyzed sites), and that this number
was stable when the replicate number increased. This is important for further studies dealing
with treatment comparisons. We emphasized that the method provided only a limited
enrichment in CpG-sites compared to the genome coverage, as already shown in zebrafish,
and contrarily to human and mice. This emphasizes in another fish species the greater
homogeneity in CpG distribution along the genome in these vertebrates, as already
demonstrated (Cai et al., 2021). Our data also showed the difficult compromise that is to be
made between the sequencing of small fragments enriched in CpGs but difficult to map, and
the sequencing of bigger fragments with less CpGs but easier to analyze. Last, the choice of
the parameters set for data analysis should also be carefully made to avoid any bias in data
interpretation. Although in some cases, it may be more relevant to reduce the number of
experimental condition and replicate numbers in order to allow the use of WGBS, we propose
from the present work that RRBS in rainbow trout is still a relevant first-step approach, as it
allows the scanning of a wide range of conditions on many replicates while allowing to treat
only a reduced representation of the genomic CpGs.

Materials and methods
Sperm collection and DNA extraction

Two years old mature males from the SYNTHETIC INRAE strain (average weight 1.2 kg) reared
at the experimental fish farm of INRAE-PEIMA were transferred to INRAE-ISC LPGP fish facility.
After 2 weeks in recirculated water tanks (12 °C, winter photoperiod), the sperm from 12
males was collected by gentle striping and stored individually on ice for up to 30 min. Motility
of all sperm samples was above 90 %. After sperm concentration determination by flow
cytometry, 4 x 10° spermatozoa per sample were snap frozen and stored at - 80 °C until use.
Thawed spermatozoa were digested overnight at 42°C in 800 puL TNES buffer (10mM Tris-HCl,
125mM NaCl, 10mM ethylene diamine tetra-acetic acid -EDTA-, 17 mM sodium dodecyl
sulfate, 4M urea, pH 8) and 75 ug/mL proteinase k (P6556 ; Sigma-Aldrich), prior to DNA
extraction according to (Depince et al., 2019). DNA quality was checked on agarose gel 0.8 %
(no degradation smears). DNA concentration was determined by the Qubit™dsDNA BR Assay
kit (REF Q32853, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) and 500 ng was sent for RRBS library
preparation and sequencing to the Integragen company (Evry, France).

RRBS library preparation, sequencing and data processing

DNA digestion with Mspl, library preparation and bisulfite conversion using Diagenode
Premium RRBS kit were performed in July 2021 by the Integragen company, and the samples
were sequenced on Illumina NovaSeq™ 6000, with S2 patterned flow cells. The number of
sequenced clusters that we ordered to the company was calculated from the following: the
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size of the rainbow trout genome is 2.18 Gb (x 2 because of plus and minus strands) and the
genomic representation that we wanted by RRBS was 5 % of the genome, yielding 0.218 Gb
to be sequenced. We knew from Brionne et al (2023) that the mapping efficiency would be
about 50 % with the trout genome. As a consequence, we had to double the number of bases
to be sequenced (0.436 Gb). Because we chose a 10-15X sequencing depth, we calculated that
we should sequence 5 Gb per sample. Since the sequenced reads are 100 nt long, the 5 Gb
corresponds to 50 x 10° raw reads. This led us to order 25 x 10° paired-end raw reads. Because
of some difficulties with the first sequencing round (too many reads with adapters), some
samples have been resequenced after some trials by Integragen to increase fragment size
selection (Supplementary figure S1). This resequencing of the same libraries did not improve
the number of reads without adapters, but it increased the number of raw reads in our final
dataset. After merging of the two datasets, we obtained an average of 68.5 million paired end
raw reads, 137 million total raw reads (Tablel). The sequencing quality of the raw data was
checked with FastQC program (version: FastQC_v0.11.7)
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Raw reads were trimmed

using Trim Galore to remove adaptors sequences, the bases added in the process of RRBS
library preparation, and the bases with a phred score < 30 (Q30)
(https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore version: TrimGalore-0.6.5). We observed that

only 12 to 16 % of the reads were truncated after removal of these bases showing a low phred
score. Last, the trimming step removed all sequences shorter than 20 nt. These sequences
cannot map to the bisulfite-converted genome, and they saturate the mapping algorithm with
untreatable data.

In order to determine if there is a risk of overestimation of DNA methylation due to a low
bisulfite conversion (< 98 %), we calculated the bisulfite conversion rate and found a mean
value of 99.5 %. Using bowtie2 aligner (version: bowtie2-2.3.5.1) available in Bismark bio-
informatic software (Krueger and Andrews, 2011), trimmed reads were aligned to the
reference genome (Omyk_1.0 genome version). Methylation status of every cytosine in a CpG
context was extracted using “bismark_methylation_extractor”. It must be understood that
RRBS increases the chances to digest DNA fragments that are similar within the same sample,
because of the non-random Mspl digestion step. Because we did not want to lose the
information provided by this type of duplicates, we took care to disable the function which
searches and removes the PCR duplicates. These steps are available in the workflow which
agrees to FAIR principles and is accessible online (https://forgemia.inra.fr/lpgp/methylome).
BigWig files were obtained with bedGraphToBigWig (Kent et al., 2010) and methylation values
were visualized with Integrative Genome Viewer (Robinson et al., 2011).

For the identification of differentially methylated cytosines (DMCs), the “2 group comparison"
analysis from DSS R package (Feng et al., 2014; Wu et al., 2015) was used. Each group had 6
males chosen randomly and all the cytosines in CpG context of each sample were used
(regardless of their sequencing depth). In addition, we used the option “smoothing=FALSE”
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for the dmlTest function performed by DSS, leading to the absence of any smoothing of DNA
methylation status between adjacent CpGs. This allows that, in a context of studying
technological impact, any sporadic alteration remains visible.

For the in silico analysis of RR genome, we performed an in silico digestion with Mspl on the
Omyk_1.0 genome version using DECIPHER v2.0 R package (Wright, 2023). We used
“DigestDNA” available in DECIPHER v.2.0 package in order to cut the DNA on the forward
strand at the CCGG sites. We also specified that the cut takes place after the first cytosine of
this site. These options were applied to mimic the digestion performed with Mspl enzyme.
“DigestDNA” also showed the fragments positions. “Biostrings: Efficient manipulation of
biological strings” R package (Pages et al., 2023) was used to identify the fragments size and
CpG content.

Ethical approval

Rainbow trout males were kept in the experimental fish facilities ISC LPGP of INRAE
(Agreement number D-35-238-6) with full approval for experimental fish rearing in strict
accordance with French and European Union Directive 2010/63/EU for animal
experimentation. The Institutional Animal Care and Use Ethical Committee in Rennes LPGP
(Fish Physiology and Genomics Department) specifically approved this study (n° T-2020-37-
CL). All fish were handled for gamete collection in strict accordance with the guidelines of the
Institutional Animal Care and Use Ethical Committee in Rennes LPGP (Fish Physiology and
Genomics Department). Catherine Labbé is accredited by the French Veterinary Authority for
fish experimentation (n° 005239). The animal study is reported in accordance with ARRIVE
guidelines (https://arriveguidelines.org) for animal research.
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Conclusion sur les informations fournies par le RBBS chez les
spermatozoides de truite arc-en-ciel

Notre analyse des données de séquencage obtenues avec le RRBS et des traitements bio-
informatiques retenus a confirmé que nous pouvions inclure nos 12 réplicats biologiques sans
atteindre de limite de capacité de traitement de nos données. Nous avons aussi observé que
le RRBS a fourni des informations sur I'état de méthylation d’environ 9 % des cytosines du
génome en contexte CpG, si'on additionne les données des 12 males. En revanche, a I'échelle
individuelle, nos données ne représentent plus que 4 % (en moyenne) de toutes les cytosines
en contexte CpG du génome. Nous avons aussi montré que, contrairement aux mammiferes,
I’enrichissement en sites CpGs est limité si I'on raméne le pourcentage de représentation de
nos CpG au pourcentage de couverture du génome de nos données séquencées. Dans notre
étude in silico, nous avons attiré I'attention sur le fait que I’enrichissement dépend aussi de la
taille des fragments sélectionnés, sachant que les fragments les plus gros seront mieux alignés
au génome de référence mais leur densité en sites CpGs sera plus faible, d’ou I'importance de
trouver un compromis entre ces deux critéres.

Par ailleurs, nous avons pu démontrer que les sites CpGs génomiques représentés par nos
échantillons sont distribués tout au long du génome et sont présents dans toutes les régions
génomiques. Le RRBS a donc fourni une représentation réduite mais homogéne des sites CpGs
génomiques chez la truite arc-en-ciel. Quant au nombre de cytosines communes en contexte
CpG entre les males, nous nous attendions a en obtenir un nombre important. Or nous avons
observé un nombre limité de cytosines communes en contexte CpG entre les différents males
dans notre étude et dans nos conditions d’analyse. Cela refléte I'importance d’avoir plusieurs
réplicats biologiques afin d’assurer une représentation acceptable des cytosines génomiques
en contexte CpG. Mais I'accessibilité a la variabilité inter-individuelle est restreinte.

Notre travail a aussi permis de mettre en évidence I'importance du choix des parameétres lors
de la recherche de DMCs, avec l'importance d’imposer un effectif minimum de réplicats
biologiques dans la comparaison entre lots expérimentaux. Nous en avons déduit qu’il est
également important, quand c’est possible, de recourir a une analyse pairée des données pour
des études d’effet de traitements, afin d'imposer que I'analyse d’une cytosine entre
I’échantillon contréle et traité (sperme frais et cryoconservé dans notre cas) ait lieu sur un
méme male, afin de ne pas biaiser I'analyse de la méthylation de I’ADN.

Ce travail approfondi de la facon dont les scripts bioinformatiques ont traité nos données nous
a permis d’étre plus critiques et plus vigilants dans le choix des multiples options mise a notre
disposition par la communauté des biostatisticiens. Cela nous a permis de faire un choix
éclairé pour la suite de ce travail.
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3. Meéthylation de ’'ADN en réponse a la
cryoconservation

Ce dernier chapitre de la these capitalise sur tous les résultats précédents pour explorer de
facon fiable I'impact de la cryoconservation du sperme sur la méthylation de I'ADN, et
déterminer si cet impact varie selon le cryoprotecteur. La majorité des données évoquées
dans cette section a alimenté I'article « Cryopreservation effect on DNA methylation profile in
rainbow trout spermatozoa » (doi: 10.1038/s41598-023-44803-2) publié dans Scientific
reports et ajouté en annexe.

3.1 Validation des données de séquencage des
échantillons issus de cryoconservation

Nous avons développé dans le chapitre précédent I'étendue des informations données par
nos séquencages RRBS par rapport au génome de référence, sur le jeu de données des
spermes frais. Dans la présente analyse, nous avons intégré les données du séquencage des
trois conditions de cryoconservation (Table 5). Nous avons observé que, comme pour le
sperme frais, le RRBS a fourni une représentation réduite des 70,6 x 10° cytosines en contexte
CpG du génome de truite arc-en-ciel dans les trois autres jeux de données. Une moyenne
d’environ 4 % des cytosines génomiques en contexte CpG a été analysée par échantillon dans
le sperme cryoconservé, avec également une variabilité importante entre males. La
représentation légérement plus élevée des échantillons cryoconservés avec du MeOH peut
s’expliquer par le fait que ces échantillons ont eu plus de séquences (reads) que les autres
conditions (nombre de reads significativement plus élevé en MeOH comparé a DMSO et
glycérol). Par conséquent, quand ces séquences en plus grand nombre ont été alignées au
génome et que les cytosines en contexte CpG ont été extraites, un plus grand nombre de
cytosines en contexte CpG a été obtenu.
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Nombre Médiane de MNombre des

Reads avec . % cytosines
total de % la profondeur  cytosines i
. adaptateur . . s génomigues
Condition raw reads mapping de identifiés
6 6 . . 6 en contexte
x 10 x 10 efficiency séquencage x10 CoG
(% du total) des cytosines P
137.0 72.0 (53.0) 51.3 2.8 4.0
Frais 39.8
+34.4 +16.5 (£3.5) +1.1 +1.0 +1.5
109.9 57.4 (52.4) 50.6 2.9 4.0
DMSO 29.1
+15.4 +7.2 (x2.3) +0.5 +0.8 +1.1
151.4 77.9 (51.9) 50.8 3.6 5.1
MeOH 26.7
+45.6 +21.2 (£2.2) +0.6 +0.2 +0.3
134.1 71.0 (53.1) 50.7 2.7 3.8
Gly 36.1
+49.0 +25.8 (+3.3) +0.9 +1.0 +1.4

Table 5 : Résumé des données de séquencage obtenues avec le RRBS. Le nombre total de raw
reads inclut les reads 1 et les reads 2 du paired end sequencing. Les reads avec adaptateur correspond
au nombre de reads ayant des inserts inférieurs a 100 bp. Mapping efficiency = (hnombre des reads
alignés uniquement une fois sur le génome de la truite arc-en-ciel/ nombre de reads trimmés) x 100.
La profondeur de séquencage est le nombre de fois qu’une cytosine a été séquencée, alignée au
génome de référence et extraite en tant que cytosine en contexte CpG. Le % des cytosines génomiques
totales en contexte CpG correspond au (nhombre des cytosines identifiées en contexte CpG/ nombre
des cytosines en contexte CpG dans le génome de référence -70 672 570-) x 100. Les valeurs sont
exprimées en tant que moyenne + ET des 12 males dans chaque condition (Frais, cryoconservé avec
du DMSO, MeOH ou glycérol). Gly : glycérol. Test Krukal-Wallis : pas de différence significative pour
ces % de cytosines génomiques en contexte CpG entre spermes frais et spermes cryoconservés quel
gue soit le cryoprotecteur : p-value > 0.05. n= 12 échantillons par condition.

Comme pour le sperme frais, quand tous les échantillons de la méme condition ont été
combinés, la représentation des cytosines génomiques en contexte CpG a doublé (frais : 9.1
%, DMSO : 9.0 % ; MeOH : 9.1 % ; glycérol : 9.1 %). Ainsi, nous confirmons sur 4 jeux de
données différents que la faible représentation des cytosines génomiques en contexte CpG
par nos données a I’échelle de I'échantillon a été compensée par le grand nombre de réplicats
biologiques dans cette étude.

Nous avons vérifié si ces 9 % de cytosines génomiques en contexte CpG sont distribuées de
facon homogene pour toutes les conditions, comme réalisé précédemment avec le sperme
frais. Comme le montre la Figure 56, ces 9 % des cytosines génomiques en contexte CpG ont
été distribuées d’'une facon homogeéne tout au long des chromosomes du génome de truite
arc-en-ciel quel que soit le jeu de données, et comme pour le sperme frais, nous n’avons pas
observé de régions de plus que 150 kb entre 2 cytosines consécutives. Nous avons également
constaté que parmi les régions vides, c’est-a-dire dénuées de cytosines, certaines sont vides a
la fois dans le sperme frais et cryoconservé. Cela suggere que ces régions sont non accessibles
ou mal annotées.
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Figure 56: Exemple de la distribution des cytosines séquencées en contexte CpG tout au long
du génome de référence. Cette région illustrée est représentative du profil observé tout au long du
génome. Cette représentation a été obtenue avec IGV_2.8.13 et montre la distribution sur le
chromosome 1 de la position 58 234 274 4 1a 59 476 270 (1.2 x 10°) du génome de référence de truite
arc-en-ciel “Omyk_1.0 genome version”. Chaque ligne correspond a une condition différente dans
laquelle sont représentées toutes les cytosines séquencées (en contexte CpG) des 12 males. Chaque
cytosine en contexte CpG séquencée et alignée est représentée par une barre. La ligne du bas
représente les genes (bleu foncé)

3.2  Analyse de I'effet de la cryoconservation

3.2.1 Méthylation globale de ’ADN aprés cryoconservation

La premiere étape de notre analyse a consisté a évaluer si la cryoconservation du sperme
affectait la méthylation de ’ADN a une échelle globale. Comme indiqué Figure 57, le
pourcentage de méthylation globale de I’ADN est similaire, quel que soit le cryoprotecteur, a
celui obtenu avec le sperme frais. Ces résultats démontrent que la cryoconservation du
sperme n’affecte pas la méthylation globale de I’ADN.
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Figure 57 : Pourcentages moyens de la méthylation globale de I’ADN du sperme frais et
cryoconservé. Chaque point représente la valeur individuelle de chaque sperme d’un méle donné
(n=12 réplicats biologiques dans chaque condition). Chaque valeur individuelle correspond a la
moyenne du pourcentage de méthylation de toutes les cytosines dans chaque échantillon. Les boites
a moustaches présentent (du bas vers le haut) : minimum, 1le quartile, médiane et 3e quartile. Test
Krukal-Wallis : pas de différence significative : p-value > 0.05.

Dans une analyse globale plus poussée que celle basée seulement sur le pourcentage moyen
de la méthylation par échantillon, nous avons comparé tous les échantillons les uns aux autres
en se basant sur le ratio de méthylation de chacune de leurs cytosines séquencées (entre 2,1
et 3,5 x 10° cytosines par échantillon selon les males et les traitements, Table 5). Comme le
montre I’ACP résultant de cette analyse (Figure 58), nous n’avons pas observé de ségrégation
entre les traitements, sperme frais ou cryoconservé avec un des trois cryoprotecteurs. Quatre
échantillons sont relativement séparés des autres (sur I'axe 1), mais ces échantillons ne
proviennent pas du méme traitement (2 échantillons de sperme frais, 1 cryoconservé avec du
DMSO et 1 avec du glycérol). Leur séparation des autres échantillons peut étre expliquée par
le fait que ces quatre échantillons s’averent avoir un nombre de cytosines en contexte CpG
plus faible. L’absence de ségrégation des traitements sur les axes de I’ACP renforce le fait que
la cryoconservation n’affecte pas la méthylation de I’ADN de facon majeure. Cela signifie que
si un effet de la cryoconservation existe, il doit étre recherché a un niveau plus fin.
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Figure 58: Distribution des échantillons du sperme frais et cryoconservé. Analyse en
Composantes Principales montrant la distribution des échantillons du sperme frais et cryoconservé
selon le ratio de méthylation de 'ADN de chaque cytosine au sein de chaque échantillon (n=12
échantillons de sperme par condition).

Dans une derniére analyse globale, nous avons étudié le ratio de méthylation individuel de
toutes les cytosines ayant une profondeur de séquencage N > 10 de tous les échantillons dans
chaque condition. Nous avons observé que, quelles que soient les conditions expérimentales,
plus que 80 % des cytosines analysées en contexte CpG ont un ratio de méthylation de 1
(Figure 59). Cela confirme I'état hautement méthylé des cytosines dans tous les échantillons,
et le haut pourcentage de méthylation de 'ADN du spermatozoide de truite. La seconde
catégorie la plus représentée englobe les cytosines non méthylées (Figure 59). Seule une faible
proportion de cytosines a des valeurs intermédiaires de méthylation. Cela signifie que I'état
de méthylation des cytosines entre les spermatozoides d’un échantillon est tres peu variable
(la plupart des cytosines sont soient méthylées soient déméthylées). Quand nous avons
comparé les échantillons du sperme frais par rapport aux cryoconservés, nous n’avons
observé aucune modification significative des valeurs entre les 3 catégories (Figure 59). Une
augmentation des cytosines a niveau de méthylation variable aurait pu indiquer que certaines
cytosines auraient acquis un état de méthylation différent de 0 ou 1 parmi les spermatozoides,
mais ce n’est pas le cas. Ainsi, si la cryoconservation des spermatozoides a induit des
altérations subtiles du ratio de méthylation de la cytosine, elle n’a pas été détectée a partir de
cette représentation.
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Figure 59 : Histogramme de fréqguence montrant le nombre de cytosines en contexte CpG
selon leur ratio de méthylation (0 a 1) pour chaque condition (frais et cryoconservé avec
DMSO, MeOH et glycérol). L’axe des x montre 20 classes avec des intervalles de 0.05 (ratios de
méthylation de 0-0.05 a 0.95-1). Les pourcentages indiqués au-dessus des classes de 0-0.05 et 0.95-
1.0 indiquent le pourcentage moyen des cytosines totales en contexte CpG dans ces 2 classes
(moyenne des 12 échantillons dans chaque traitement). Test Krukal-Wallis: pas de différence
significative pour ces pourcentages entre spermes frais et spermes cryoconservés quel que soit le
cryoprotecteur : p-value > 0.05. n= 12 échantillons par condition.

3.2.2 Caractérisation des cytosines différentiellement méthylées (DMCs) aprés
la cryoconservation du sperme.

Le second niveau d’analyse de I'effet de la cryoconservation sur la méthylation de I’ADN a été
effectué a I’échelle de la cytosine individuelle, identifiée par ses coordonnées génomiques. Un
différentiel de méthylation des cytosines en contexte CpG entre les différentes conditions de
cryoconservation a ainsi été recherché. Comme analysé dans le chapitre précédent, nous
avons effectué une analyse pairée afin d’étudier une cytosine donnée dans un male donné, la
cytosine devant étre présente a la fois dans la condition frais et dans une des conditions de
cryoconservation. Cela empéche tout biais statistique ou les cytosines d’autres males sont
utilisées pour compenser le manque d’information a un site donné. Ainsi, pour chaque male,
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ce sont uniquement les cytosines qui sont présentes a la fois dans le sperme frais et
cryoconservé avec le DMSO ou MeOH ou glycérol qui sont prises en considération. Nous les
appellerons des cytosines pairées. Dans cette analyse, toutes les cytosines avec une
profondeur de séquencgage N>1 sont incluses. En effet, comme indiqué plus haut, les cytosines
sont en grande majorité soit completement méthylées, soit complétement déméthylées. Cela
nous permet ainsi d’analyser toutes les cytosines sans devoir sélectionner les cytosines en
seuillant a une certaine profondeur de séquencage.

En premiére exploration, nous avons recherché combien de cytosines pairées
(indépendamment de la nature de la paire -frais/DMSO, frais/MeOH, frais/glycérol-) sont
représentées chez les différents males. D’une fagon surprenante, la plus grande proportion de
cytosines pairées (> 15 % du nombre total de paires de cytosines) sont présents dans 8 a 10
males (Figure 60) alors qu’une proportion plus faible de cytosines (< 6 %) est présente dans
uniquement 1 a 5 males. La présence d’une portion plus importante de cytosines pairées dans
plus de males peut indiquer que ce sont les mémes fragments qui sont séquencés plus que les
autres dans la majorité des males. Cela peut résulter d’un biais de séquengage dont I'origine
est difficile a expliquer. Nous avons également observé que le nombre de cytosines pairées
entre les échantillons frais et MeOH était plus important que celui dans les autres
comparaisons. Comme évoqué plus t6t, les échantillons MeOH ont plus de cytosines en
contexte CpG. Ainsi, en comparant frais vs MeOH, la probabilité d’obtenir des cytosines
pairées est plus grande. Enfin, nous avons observé que le nombre de cytosines pairées de 6 a
12 males représente 90 % du nombre total de cytosines pairées. Ainsi, comme nous voulons
sélectionner la plus grande proportion de cytosines pairées, nous avons décidé de
sélectionner les cytosines pairées présentes dans au moins 6 males (n = 6). Ce seuil nous a
permis de renforcer le sens biologique des DMCs que nous pourrions obtenir.

Frais vs DMSO -
Frais vs Glycérol __ [T _
Frais vs MeOH 1

Cytosines pairées (%)

Nombre des males

8 9 10 11 12

Figure 60 : Distribution du nombre de cytosines pairées selon le nombre de males ayant ces
cytosines dans chaque comparaison entre le sperme frais et un cryoprotecteur. Les résultats
sont exprimés en pourcentages du nombre total de cytosines pairées (frais vs DMSO : 748 770, frais vs
MeOH : 1 645 797 et frais vs glycérol : 714 554). n=12 males dans chaque comparaison.
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Sur cette base de comparaison des cytosines pairées présentes dans au moins 6 males, nous
avons observé que 335, 564 et 357 cytosines étaient différentiellement méthylées (DMCs)
entre la condition frais et les conditions DMSO, MeOH et glycérol respectivement (Figure 61).
Aucune DMC n’est commune aux 3 cryoprotecteurs, et seulement quelques DMCs sont
communes entre 2 cryoprotecteurs.

DMSO MeOH
319 12 542
0
4 10
343
Glycérol

Figure 61: Diagramme de Venn des cytosines différentiellement méthylées (DMCs)
obtenues dans chague comparaison entre sperme frais et cryoconservé selon le
cryoprotecteur. Les nombres indiquent le nombre de DMCs dans chaque groupe.

L’analyse individuelle de ces DMCs nous a permis d’observer que les DMCs n’ont pas toutes le
méme sens de variation chez tous les males (Exemple Figure 62). Ainsi, dans certains males,
une DMC donnée aura sa méthylation augmentée par la cryoconservation (nous I'appellerons
alors DMC hyperméthylée), alors que chez d’autres males, la méme DMC aura sa méthylation
diminuée par la cryoconservation (nous I'appellerons alors DMC hypométhylée). Une autre
observation est qu’au sein d’'un méme male, les différentes DMCs auront également des sens
de variation différents. Ainsi, les effets ténus de la cryoconservation que nous observons sont
extrémement variables d’un site a I'autre chez un méme male et entre males.
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Figure 62: Exemple de la répartition des différentes classes de DMCs obtenues en frais vs
DMSO dans différents males. Ligne du dessus : coordonnées génomiques des DMCs : chromosome-
position. Hypométhylée: DMC ayant sa méthylation diminuée par la cryoconservation.
Hyperméthylée : DMC ayant sa méthylation augmentée par la cryoconservation. NA : position non
séquencée chez un male donné. Statut final de méthylation : méme tendance de modification de la
méthylation (hypo ou hyperméthylation) dans > 50 % des males

Afin de déterminer des tendances dans le sens de modification de la méthylation, les DMCs
ont été classées en hypométhylée ou hyperméthylée quand elles ont eu la méme tendance
de modification de la méthylation dans plus de la moitié (> 50 %) des males (voir exemple de
tendances Figure 62). La Figure 63 montre que la cryoconservation avec le DMSO a entrainé
des DMCs hypométhylées et hyperméthylées en proportions identiques (35 %). Par contre, en
MeOH, nous avons observé plus de DMCs hypométhylées (45 %) que hyperméthylées (33 %).
Une tendance inverse a été observée apres la cryoconservation avec du glycérol, avec plus de
DMCs hyperméthylées (42 %) que hypométhylées (32 %). En plus des DMCs hypo et
hyperméthylées, certaines DMCs n’ont pas pu étre classifiées car elles ne présentaient pas
une tendance claire de modification de la méthylation entre les males. Cela illustre le fait que
la cryoconservation n’a pas entrainé un effet homogene sur tous les males. En outre, nos
résultats révelent que I'impact de la cryoconservation du sperme sur la méthylation de ’ADN
est cryoprotecteur dépendant.
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Figure 63 : Distribution des différentes classes de DMCs au sein de chaque comparaison
entre frais et chaque cryoprotecteur. Hypométhylée: DMC ayant une tendance vers une
hypométhylation dans > 50 % des males. Hyperméthylée : DMC ayant une tendance vers une
hyperméthylation dans > 50 % des males. Etat de méthylation indéterminé inclut les DMCs qui n’ont
pas pu étre classifiées car elles ne présentaient pas une tendance claire de modification de la
méthylation entre les males. Les valeurs sont exprimées en tant que pourcentages des DMCs totales
Nombre de DMC totales : DMSO : 335, MeOH : 564 et glycérol : 357.

3.2.3 Caractérisation des régions potentiellement sensibles a la
cryoconservation

Malgré le faible nombre de DMCs obtenues dans nos conditions de cryoconservation, nous
avons exploré s’il existe des DMRs entre le sperme frais et cryoconservé. Aucune DMR n’a été
statistiqguement détectée entre échantillons frais et cryoconservés avec le DMSO ou le MeOH.
En revanche, 2 DMRs ont été observées dans la comparaison frais-cryoconservation avec le
glycérol.

Nous avons cherché a affiner cette analyse. En effet, nous ne pouvions exclure que certaines
régions potentiellement sensibles avaient peut-étre échappé a la détection par DSS en raison
des critéres stricts sélectionnés dans notre étude, ou une recherche DMR exige qu’au moins
cing CpGs consécutifs soient présents dans une fenétre de 50 bases. A ce seuil s’ajoutait la
contrainte supplémentaire que nous nous étions fixés : une DMC doit étre présente dans au
moins 6 males pour étre validée, et nous travaillions en cytosines pairées. Par une approche
site a site manuelle, focalisée sur les DMCs que nous avions identifiées, nous avons cherché
des régions présentant au moins 2 DMCs consécutives séparées par moins de 100 pb. Nous
avons donné a ces régions le nom de régions potentiellement sensibles a la cryoconservation.
Par cette approche, nous avons observé 62 régions potentiellement sensibles a Ia
cryoconservation dans toutes les comparaisons du sperme cryoconservé au sperme frais
(Table 6). Parmi ces régions potentiellement sensibles, 17 sont sensibles au DMSO, 33 sont
sensibles au MeOH et 16 sont sensibles au glycérol (Table 6). Les deux uniques DMRs
identifiées précédemment dans la comparaison frais-glycérol figurent par ailleurs dans ces 16
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régions potentiellement sensibles au glycérol. Une région est affectée par les 3
cryoprotecteurs (8 : 79 446 507 - 8 : 79 446 591, Table 5) et 3 régions sont sensibles au DMSO
et au MeOH mais pas au glycérol.

Les régions qui sont potentiellement sensibles aux cryoprotecteurs sont distribuées dans
toutes les régions génomiques incluant les introns, intronl, exons, promoteur 5 kb et les
régions intergéniques (Table 6). Nous avons pu identifier quelques géenes dans ces régions
sensibles, mais la région commune aux 3 cryoprotecteurs appartient a une région
intergénique. Parmi les régions sensibles liées a des génes annotés (promoteurs, introns et
exons), seulement 4 sont affectées par DMSO alors que 12 sont affectées par le MeOH et 12
par le glycérol. Ces différences sont intéressantes en regard du meilleur potentiel
cryoprotecteur du DMSO, méme s’il est difficile de conclure sur de si faibles effets. En se
focalisant sur les régions impliquées dans la régulation des genes (régions promotrices et
intron 1), nous avons observé que les promoteurs distaux de ebf2 et p4hala sont dans une
région sensible a la cryoconservation avec le DMSO. Parmi les promoteurs affectés par le
MeOH, I'un d’eux régule le géne u2. Les autres promoteurs distaux affectés sont localisés dans
le chromosome mitochondrial. Ces promoteurs sont liés aux génes cox2, cox3, nd3, nd4, nd4l,
atp6 et atp8. Les génes pcdhb et slc26a2 ont également leur 1° intron appartenant a une des
régions potentiellement sensibles. Nous avons également observé que parmi les promoteurs
distaux affectés par le glycérol, un est associé au géne znf385d et un autre est associé au géne
osbpl10. D’autres génes comme ptprub et ndufs8a sont également affectés au niveau de leurs
introns par le glycérol.
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Nbre de Nt::e N:ere Région
Régions DDhI\:SC; DMCs DMCs génomique Geéne Geéne ID
MeOH | Gly

1:77284194 -

1:77 284341 NA 0 7 Other NA NA

2:51809 891 -

2:51809918 0 2 0 Other NA NA

2 :55 059 488 -

2:55059 512 NA 2 NA Other NA NA

2:84 969754 - ENSOMYG0000003

2:84969 757 2 0 NA Introns NA 3911

3:18143279-

3:18 143295 0 2 0 Other NA NA

3:28999 827 - Promoter_5 ENSOMYG0000000

3:28999 911 0 0 4 b znf385d 7065

3:38641242- 0 0 5 introns; |~ | ENSOMYG0000000

3:38 641 260 intron1 P 0944

5:87773 628 -

5:87 773 708 0 0 6 Other NA NA

6 : 27 006 900 - Promoter ENSOMYG0000000

6 : 27 006 938 3 0 NA 5kb ebf2 7222

6:63 230513 - ENSOMYG0000001

6: 63 230 563 0 3 0 Introns adam10a 0593

7:66 339321 -

7:66 339 343 NA 2 NA Other NA NA

8:49417 188 -

8:49 417 201 NA 0 2 Other NA NA

8:62178 762 —

8:62 178 843 6 0 NA Other NA NA

8 : 79 446 507 -

8 : 79 446 591 2 2 4 Other NA NA

8:79 446 729 -

8 :79 446 753 2 1 0 Other NA NA

8 : 79 446 753 -

8 : 79 446 760 1 2 0 Other NA NA

9:13 905 316 - ENSOMYG0000001

9:13 905 359 0 0 2 Exons NA 5701

9: 23 506 605 -

9:23 506 613 NA 2 0 Other NA NA

9:40751199 - o 5 o Promoter 5 A ENSOMYG0000000

9:40 751319 Kb 7596

9:65 922544 -

9: 65 922 597 0 3 0 Other NA NA

ENSOMYG0000002

6688;

10:58 822 172 ENSOMYG0000002

-10:58 822 2 NA NA Introns; NA 6627;

151 intron 1 ENSOMYG0000002
6688;

ENSOMYG0000002

6627
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11:41 239948

-11:41 239 NA 0 2 Other NA NA

982

11:75710382

-11:75710 NA 3 0 Other NA NA

453

12:87 125997

-12:87 126 2 NA NA Other NA NA

003

14 :50 325 080

-14: 50 325 0 5 0 I.ntrons, pedhb ENSOMYG0000001
intronl 4270

136

16:13 278 338

-16:13278 NA 2 NA Introns SLC319A1 ENSOM3Y167(;000003

342

17 : 57 694 790

-17:57 694 0 2 0 Introns cdh4 ENSOMI;%OOOOM

858

18:26 437 868

-18:26 NA NA 4 Promlf;er_S 0SBPL10 ENSOM;OC;(;OOOOOZ

437 930**

18:28 780 753

-18:28 780 5 0 0 Other NA NA

850

18:53 775 926

-18:53775 0 2 NA Other NA NA

987

19:14 572 357 Exons;

-19:14572 0 0 2 introns; ndufs8a ENSOM;EC;OOOOOO

390 intronl

19:43 252 495 Promoter_5 ENSOMYG0000003

-19:43 252 0 0 2 kb - Ick 9929

511

19:45 634 077

-19:45634 NA 2 NA Introns coll2ala ENSOMYG0000000

6853

080

20:20273-20 0 3 1 Downstrea 5 8S_rR ENSOMYGO0000000

:20301 m NA 8170

20:3482719- ENSOMYGO0000000

20: 3482 759 3 NA 0 Introns cdhrl 9577

20:4582942 -

20: 4582 970 0 1 2 Other NA NA

20:13 286 267

-20: 13 286 ) 0 1 Prosrr(gter pdhala ENSOM3Y76101000004

314

20:24528 122

-20:24528 0 2 0 Other NA NA

126

20:30738907 ENSOMYG0000004

-20 : 738 987 0 0 3 Introns khdrbs2 3413

21:51651818

-21:51651 2 0 1 Other NA NA

870

23:47 115194 - 2 0 0 Other NA NA

23:47 115 229
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25:19 063 744
-25:19 063
823

NA

Introns;
intronl

slc26a2

ENSOMYG0000001
7229

25:82 566 468
-25:82 566
493

NA

Introns

smocl

ENSOMYG0000003
7447

27 :391 849 -
27 : 391 854

NA

NA

Other

NA

NA

29:15 383450
-29:15383
576

NA

11

Exons;
exonl

NA

ENSOMYGO0000004
2159

MSJNO1 009
823.1:484 -

1:569

MSJN01009823.

Other

NA

NA

MSJNO1 009
823.1:538-

1:569

MSJN01009823.

Other

NA

NA

MSJNO1 011
709.1:7 185 -

1:7215

MSJN010117009.

Other

NA

NA

MSJNO1 019
798.1: 257 543

1:257574

MSJN01019798.

NA

Introns;
Intronsl

NA

ENSOMYGO0000004
0507

MSJNO1 041
575.1:20760 -

1:20774

MSJN01041575.

NA

Other

NA

NA

MSJNO1 051
995.1:1354 -

1:1404

MSJN01051995.

Other

NA

NA

MSJNO1 053
504.1:13 293 -

1:13312

MSJN01053504.

NA

Other

NA

NA

MSJNO1 053
808.1:39 504 -

1:39747 **

MSJN01053808.

Introns

NA

ENSOMYG0000003
0867

MSJNO1 064
445.1:1089 -

1:1113

MSJN01064445.

Other

NA

NA

MSJNO1 064
445.1:1194 -

1:1261

MSJN01064445.

10

Other

NA

NA

MSJNO1 064
445.1:1 227 -

1:1247

MSJN01064445.

Other

NA

NA
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MSJNO1 067
055.1:47 598 -
MSIN01067055. | A 5 0 Other NA NA
1:47624
MSJNO1 068 Exons; ENSOMYG0000004
470.1: 831- exonl: U2 for 1560;

NO 0 2 0 ’ promote ENSOMYG0000004
MSIN01068470. oromoter_5

r_5kb 1563 for
1:873 kb
promoter_5kb

MSJNO1 119
667.1:20426 -
MSJNO01119667. 0 2 0 Other NA NA
1:20474
MT: 6 657 - MT * . voir légende
. 6754 0 2 0

Table 6: Liste des régions potentiellement sensibles selon le cryoprotecteur. Les régions
séquencées montrant au moins 2 DMCs (cytosines différentiellement méthylées) entre échantillons
frais et cryoconservé, dans un intervalle maximum de 100 b (taille du read), sont incluses dans cette
liste. La colonne “region” indique le numéro du chromosome et les coordonnées de la région sur le
génome de référence. Gly : glycérol. Géne : nom du géne de la base de données ensembl (version 104)
selon le génome de référence (Omyk 1.0 genome version). Promoter 5 kb: region 5 kb en amont du
site d’initiation de la transcription ; Exon 1 : premier exon ; Downstream : région 1 kb en aval du site
de terminaison de la transcription ; Other : région intergénique ; NA : not available. *les 2 DMCs
appartiennent au premier exon (exonl) de coxl, downstream de nd2, promoter 5 kb de cox2,
promoter 5 kb de atp8, promoter 5 kb de atp6, promoter 5 kb de cox3, promoter 5 kb de nd3, promoter
5 kb de nd4l, promoter 5 kb de nd4 ; ** : DMR observée suite a la comparaison entre frais et sperme
cryoconservé avec glycérol.

L’ensemble de nos analyses sur la méthylation de ’ADN nous a permis de démontrer que la
méthylation globale de ’ADN n’est pas affectée par la cryoconservation quel que soit le
cryoprotecteur utilisé. Par contre, nous avons pu détecter un nombre limité de DMCs, dont
la plupart sont exclusives d’un cryoprotecteur. Malgré I'absence de DMRs et ce nombre
limité de DMCs, nous avons pu identifier des régions potentiellement sensibles aux
cryoprotecteurs. D’'une maniére intéressante, certaines de ces régions sont impliquées dans
la régulation de I’expression de génes annotés.
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3.3 Lien entre la méthylation de I’ADN et la qualité cellulaire
du sperme décongelé

Dans notre stratégie expérimentale, nous avions voulu disposer d’échantillon montrant des
altérations cellulaires variables, afin d’étudier s’il existe un lien entre les altérations de la
méthylation de I’ADN aprés la cryoconservation et le niveau d‘altérations cellulaires
correspondantes des mémes échantillons. Au vu du faible niveau de dommages a la
méthylation de ’ADN quel que soit le cryoprotecteur utilisé, ce lien est difficile a analyser.
Nous I'avons recherché en utilisant le nombre de DMCs détecté chez chaque male dans les
différentes conditions de cryoconservation mises en ceuvre. Nous avons étudié s’il existe un
lien entre les différents niveaux d’altérations de chacun des parametres cellulaires et le
nombre de DMCs obtenu avec tous les cryoprotecteurs. Nous avons observé que cette étude
est biaisée en raison des nombres différents de cytosines pairées analysées et de DMCs entre
les différentes comparaisons (résultats non montrés). De plus, une normalisation du nombre
de DMCs par le nombre de cytosines pairées induit également un biais dans les résultats
(résultats non montrés), car elle sous-représente les DMCs de la condition MeOH. Cela force
artificiellement la corrélation dans une condition expérimentale ou la qualité cellulaire est par
ailleurs assez faible. Pour éviter ces biais, nous avons évalué au niveau d’'un méme
cryoprotecteur s’il existe une corrélation entre les différents niveaux de dommages des males
pour chacun des parameétres cellulaires étudiés et le nombre de DMCs de ces males obtenus.
Cela revient a utiliser la variabilité de la réponse des males au sein d’un méme cryoprotecteur
pour essayer de mettre en évidence des corrélations.

Concernant la qualité membranaire, nous n’avons pas observé de lien entre le nombre de
cellules ayant une membrane intacte et le nombre de DMCs (Figure 64).
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Figure 64 : Etude de la corrélation entre les cellules a membrane intacte (%) et le nombre de
DMCs selon le cryoprotecteur. a. Cellules ayant une membrane plasmique intacte (%) et nombre
de DMCs obtenu en DMSO. Corrélation de Spearman (p-value = 0,93) : absence de corrélation. b.
Cellules ayant une membrane plasmique intacte (%) et nombre de DMCs obtenu en MeOH. Corrélation
de Spearman (p-value = 0,82) : absence de corrélation. c. Cellules ayant une membrane plasmique
intacte (%) et nombre de DMCs obtenu en glycérol. Corrélation de Spearman (p-value =0,93) : absence
de corrélation.

Concernant la qualité des mitochondries, comme pour la qualité membranaire, aucune
corrélation n’a été observée entre les cellules ayant une forte activité mitochondriale (cellules
de la population de haute qualité) et le nombre de DMCs (Figure 65). Cela indique que,
independamment du nombre de cellules ayant une forte activité mitochondriale, et quel que
soit le cryoprotecteur utilisé, la méthylation de I’ADN est altérée au niveau d’un nombre limité
de cytosines en contexte CpG.
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Figure 65 : Etude de la corrélation entre les cellules ayant une forte activité mitochondriale
et le nombre de DMCs selon le cryoprotecteur. a. Cellules ayant une forte activité mitochondriale
et nombre de DMCs obtenu en DMSO. Corrélation de Spearman (p-value = 0,72): absence de
corrélation. b. Cellules ayant une forte activité mitochondriale et nombre de DMCs obtenu en MeOH.
Corrélation de Spearman (p-value = 0,15) : absence de corrélation. c. Cellules ayant une forte activité
mitochondriale et nombre de DMCs obtenu en glycérol. Corrélation de Spearman (p-value = 0,94) :
absence de corrélation.

En revanche, contrairement a la qualité membranaire et a la qualité des mitochondries, la
motilité du sperme décongelé est significativement corrélée au nombre de DMCs obtenu en
DMSO (Figure 66). Cette corrélation peut étre due au fait que les valeurs de motilité obtenues
avec le DMSO sont variables augmentant les chances d’observer une corrélation entre la
motilité et le nombre de DMCs. Or nous avons observé que les motilités totales d’environ 6
échantillons sont dispersés par rapport a la courbe de tendance. Nous supposons que cette
corrélation ne semble pas avoir vraiment un sens biologique. Nous n’avons pas analysé la
corrélation entre les motilités totales et le nombre de DMCs en MeOH vu que les motilités en
méthanol sont tres faibles, ce qui entrainerait un poids important a des petites différences qui
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ne sont pas nécessairement significatives biologiquement. Nous n’avons pas non plus réalisé
cette analyse en glycérol vu que les motilités totales sont nulles avec ce cryoprotecteur.
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Figure 66: Etude de la corrélation entre la motilité et le nombre de DMCs en DMSO.
Corrélation de Spearman (p-value = 0,04) : corrélation significative.

Quant a la capacité de fécondation qui révele lintégralité de la fonctionnalité des
spermatozoides, aucune corrélation significative n’a été observée entre les pourcentages de
fécondation et le nombre de DMCs en DMSO et en MeOH (Figure 67). Cela suggere que quel
gue soit la capacité de fécondation d’un méale donné et quel que soit le cryoprotecteur utilisé,
la méthylation de I’ADN est altérée au niveau d’'un nombre limité de cytosines en contexte
CpG. Nous n’avons pas étudié le lien entre les pourcentages de fécondation et le nombre de
DMCs en glycérol puisque la capacité de fécondation est nulle avec ce cryoprotecteur.
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Figure 67 : Etude de la corrélation entre la capacité de fécondation et le nombre de DMCs.
a. Pourcentages de fécondation normalisés et nombre de DMCs obtenu en DMSO. Corrélation de
Spearman (p-value = 0,37) : absence de corrélation. b. Pourcentages de fécondation normalisés et
nombre de DMCs obtenu en MeOH. Corrélation de Spearman (p-value = 0,48) : absence de corrélation.
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Pour conclure, nous montrons que le niveau des altérations cellulaires induites par la
cryoconservation n’a pas de lien avec les altérations de la méthylation de I’ADN, sauf pour
la motilité avec le DMSO. La cryoconservation altéere la qualité cellulaire et la méthylation
de I'ADN selon des mécanismes différents qui ne semblent pas liés.

Conclusion concernant la réponse de la méthylation de ’ADN a la
cryoconservation

Notre étude a montré que la cryoconservation du sperme n’affecte pas la méthylation
globale de I’ADN. Par contre, a I’échelle de la cytosine individuelle, la cryoconservation n’a
pas un effet unique puisqu’un méme male a des DMCs hypo et hyperméthylées et un
cryoprotecteur donné a également des DMCs hypo et hyperméthylées selon les males.
D’une maniére intéressante, la cryoconservation peut altérer des régions qui sont
potentiellement plus fragiles que d’autres. Certaines de ces régions étant impliquées dans
larégulation de I’expression des génes, ce processus peut a son tour étre endommagé. Notre
étude a également montré I’absence de lien entre les altérations cellulaires d’un male donné
et ses modifications de la méthylation de ’ADN sauf pour la motilité en DMSO.
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La cryoconservation du sperme de truite arc-en-ciel avec 3 cryoprotecteurs différents a
entrainé différents profils d’altérations de la qualité cellulaire du sperme décongelé dans
notre étude. Ainsi, ces résultats ont validé nos choix de cryoprotecteurs qui ont induit
différentes réponses cellulaires a la cryoconservation. De plus, des réponses variables vis-a-
vis de la cryoconservation entre les différents males ont révélé une variabilité biologique
intrinseque. Une telle variabilité a fourni un lot d’échantillons adéquat pour étudier I'effet de
la cryoconservation sur notre parametre moléculaire d’intérét qui est la méthylation de I’ADN.
Nous avons montré que la méthode du RRBS utilisée dans cette étude a généré un nombre
limité de cytosines en contexte CpG. Pour autant, ce nombre réduit de données nous a permis
de pouvoir incorporer un nombre élevé de réplicats biologiques pour faire une analyse de
I'impact de la cryoconservation du sperme sur la méthylation de 'ADN. Nos résultats ont
démontré que la cryoconservation n’a pas impacté la méthylation globale de I’ADN, mais
plusieurs DMCs ont été détectées entre le sperme frais et cryoconservé. Des régions
susceptibles d'étre plus sensibles a la cryoconservation ont été proposées, mais peu sont
communes entre les cryoprotecteurs.

Un biais commun a toute étude d’une population de cellules est que la qualité cellulaire et les
caractéristiques de méthylation du sperme décongelé obtenues dans notre étude
correspondent a celles de I'ensemble du sperme décongelé d’'un male donné. Tous les
spermatozoides sont analysés sans tenir compte de la sous-population (en bon ou mauvais
état) a laquelle ils appartiennent.

Stabilité de la méthylation globale de ’ADN du sperme cryoconservé chez la truite arc-en-
ciel

Notre étude a montré que I'ampleur des dommages cellulaires n’avait pas de lien avec celle
des variations de méthylation globale. En effet, I'utilisation d’un cryoprotecteur optimal
(DMSO0), suboptimal (MeOH) ou inadéquat (glycérol) n’a pas affecté la méthylation globale de
I’ADN chez la truite arc-en-ciel. Cette stabilité s'oppose a ce qui a été observé chez d’autres
espéces de poissons. Chez le poisson rouge (Depincé et al. 2020) et I'anguille (Herranz-Jusdado
et al. 2019), une cryoconservation avec le cryoprotecteur optimal qui est le MeOH n’a pas
altéré la méthylation globale de I’ADN évaluée par le LUMA, alors que le DMSO, suboptimal
dans ces espéces, a induit une hypométhylation. Plus généralement, la stabilité de la
méthylation globale de I’ADN vis-a-vis de la cryoconservation que nous avons observée chez
la truite arc-en-ciel s’oppose a la plupart des autres études disponibles pour les
spermatozoides. En effet, d’autres especes de poisson, telles que le tambaqui, ont montré une
hypométhylation quel que soit le cryoprotecteur (de Mello et al. 2017), tout comme une étude
menée chez le coq (Salehi et al. 2020). Par contre, chez certains mammiféeres (bélier (Glingor
et al. 2021), cheval (Aurich et al. 2016)) une hyperméthylation a été observée suite a la
cryoconservation du sperme. Il est difficile de parfaitement comparer ces différentes espéeces

151
PARTIE IV : DISCUSSION



dans la mesure ou des méthodes de mesure différentes ont été utilisées, mais la stabilité
globale que nous avons observée chez la truite arc-en-ciel est une propriété remarquable.

Un effet ténu de la cryoconservation du sperme sur la méthylation de 'ADN a I’échelle du
nucléotide

Comme nous avons eu recours au RRBS, cela nous a permis d’aller plus loin que la méthylation
globale, et nous avons pu aborder la méthylation de I’ADN a I’échelle des nucléotides. Nos
données ont démontré la présence d’un nombre limité de DMCs apres la cryoconservation du
sperme. De plus, nous n’avons détecté aucune DMR sauf 2 dans le glycérol. Cela souligne
I'effet ténu de la cryoconservation sur la méthylation de ’ADN des spermatozoides chez la
truite arc-en-ciel. Cette incapacité a détecter un nombre plus important de DMCs et de DMRs
n’est pas due a la technique de représentation réduite RRBS utilisée dans notre étude. En
effet, dans une étude abordant I'adaptation physiologique de la truite arc-en-ciel a son
environnement, 108 DMRs ont été observées dans les spermatozoides entre les truites arc-
en-ciel males domestiqués et d’origine naturelle en utilisant la méme technique du RRBS
(Gavery et al. 2018). Nous supposons que I'impact de la domestication sur la méthylation de
I’ADN était suffisamment important pour induire de nombreuses DMCs conduisant a de
nombreuses DMRs. Dans notre étude, comme l'impact de la cryoconservation des
spermatozoides est ténu, il y a un nombre restreint de DMCs et, par conséquent, les DMCs ne
sont pas assez denses pour former des DMRs.

Ces DMCs obtenues dans notre étude semblent peu significatives, du fait méme de la
variabilité de leurs caractéristiques. En effet, nous avons vu que le statut de chaque DMC
differe selon le male, une DMC pouvant étre hypo- et hyperméthylée aprés la
cryoconservation. Pour autant, malgré le nombre limité de DMCs obtenues dans notre étude
et leur variabilité de méthylation, elles sont reproductibles entre les males puisqu’elles étaient
observées dans au moins 6 males.

Notre analyse a donc révélé que la cryoconservation a induit a la fois une hypométhylation et
hyperméthylation selon les DMCs. Ainsi aucune tendance claire peut étre proposée quant a
I'effet de la cryoconservation. Comme la chromatine des spermatozoides est dans un état
guiescent au moment ou ils sont soumis a la cryoconservation, ces modifications ont peu de
chances d’étre médiées par les enzymes responsables de la méthylation (DNMTs) et
déméthylation (voie des TET). En outre, le processus de congélation-décongélation des
spermatozoides est trop rapide pour qu’une enzyme soit capable de catalyser la réaction de
méthylation et déméthylation. Les hypométhylations et les hyperméthylations observées
dans notre étude sont donc plus susceptibles de résulter d’une réaction chimique catalysée
par les fortes contraintes physico-chimiques présentes lors du processus de
congélation/décongélation. Jusqu’a présent, on ne sait toujours pas cependant comment les
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cryoprotecteurs peuvent modifier la méthylation de 'ADN. Le DMSO est une molécule
réactive chimiquement et portant 2 groupes méthyl. Il a été montré dans une étude in vitro
que I’ADN peut acquérir des groupes méthyls quand il est incubé avec du DMSO et des
radicaux hydroxyl (Kawai et al. 2010). Dans le cas de la cryoconservation, on pourrait imaginer
que la libération de radicaux libres par des mitochondries de spermatozoides endommagées
déclencherait la formation de ces radicaux hydroxyles et induirait cet événement de
méthylation associé au DMSO. Concernant la déméthylation, il a été montré que la 5-mC peut
étre oxydée en 5-hmC en présence de radicaux libres (Castro, Gbmez, and Castro, n.d,;
Madugundu, Cadet, and Wagner 2014). Il a aussi été montré in vitro (avec des
mononucléotides) que les bases hydroxyméthylées pouvaient étre déméthylées sous I'unique
effet d’'un pH élevé (Alegria 1967). Il a en outre été montré que dans certaines solutions
tampon, le pH peut augmenter au moment de la congélation (Kolhe, Amend, and K. Singh
2010). Sur la base de ces éléments, on ne peut exclure qu’un changement semblable se
produise localement dans les spermatozoides lors des contraintes de |Ia
congélation/décongélation. En ce sens, la déméthylation pourrait avoir lieu en oxydant
chimiqguement 5-mC et 5-hmC en une cytosine, sachant que le passage de la 5-hmC en cytosine
serait ensuite induite par des changements du pH local durant la cryoconservation. Ce qui est
déroutant dans tous ces changements de méthylation induits chimiquement est que la
méthylation et la déméthylation ont eu lieu dans le méme échantillon de sperme, et il est
difficile de comprendre comment cela est possible. Nous ne savons pas non plus comment de
tels microréacteurs sont rendus possibles dans le noyau. En I'état, nous n’avons donc pas
d’assurance sur le sens réel de ces DMCs, et c’est pourquoi nous avons approfondi leur étude
pour voir si elles pouvaient étre des signatures de régions plus labiles dans la chromatine des
spermatozoides, comme nous allons le discuter plus loin.

Enfin, il convient de mentionner qu’une modification possiblement induite par la
cryoconservation, 'oxydation de la 5-mC en 5-hmC, échappe a la détection par le RRBS
puisque la technique du RRBS n’est pas capable de distinguer entre 5-mC et 5-hmC (Huang et
al. 2010; Nestor et al. 2010). Cette modification restera donc transparente dans notre
systéme, puisque les deux bases seront détectées comme des cytosines méthylées.

Des régions de I’ADN sensibles a la cryoconservation, mais pas de DMRs

Malgré I'absence de DMRs avec les cryoprotecteurs d’intérét dans notre étude, nous avons
sélectionné des régions potentiellement sensibles dans lesquelles plusieurs cytosines ont
montré des modifications de la méthylation envers un ou deux cryoprotecteurs. Certaines de
ces régions sont liées a des promoteurs de génes, qui sont eux essentiels pour une expression
correcte des genes. Nous nous sommes focalisés sur les genes affectés par le DMSO et le
MeOH puisque le glycérol ne peut pas produire de descendance.
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Parmi les genes dont les promoteurs sont affectés apres la cryoconservation avec du DMSO,
nous avons identifié ebf2 (early B cell factor 2) et p4hala (prolyl 4-hydroxylase, alpha
polypeptide | orthologue a) qui sont impliqués dans les processus d’embryogenése. Chez le
poisson zeébre, ebf2 est un facteur de transcription impliqué dans la neurogenése primaire
chez I'embryon (L. Bally-Cuif, Dubois, and Vincent 1998) et qui permet de stabiliser les
progéniteurs neuronaux. Le géne p4hala est un géne orthologue de p4hal. Ce géne est
impliqué dans la régulation de la croissance précoce dans les tissus osseux chez la carpe a
grosse téte (Hypophthalmichthys nobilis) (Luo et al. 2021). Concernant les génes dont les
introns ou les promoteurs ont été affectés aprés la cryoconservation avec MeOH, quelques-
uns possedent des fonctions liées au développement comme pcdhb, slc26a2 et u2. Bien
gu’aucune fonction de pcdhb et slc26a2 n’ait encore été décrite chez les poissons, il a été
démontré chez la souris que pcdhb est impliqué dans la régulation du développement
neuronal en étant un acteur principal dans I'assemblage axonal (Hasegawa et al. 2017) et dans
la convergence en glomérules dans le bulbe olfactive (Mountoufaris et al. 2017). L'inhibition
de I'expression de slc26a2 (transporteur de sulfate de dysplasie diastrophique) chez la souris
modifie la croissance osseuse (Forlino et al. 2005) et la méthylation aberrante de slc26a2 chez
I’'homme inhibe cette expression génique et réduit son expression protéique (Inoue et al.
2015). Concernant le gene u2, il a été démontré chez le poisson zébre que sa protéine
appartient au complexe « pre-mRNA Retention and Splicing (RES) » qui est fondamental lors
de I'embryogenése (Fernandez et al. 2018). Les autres génes (cox2, cox3, nd3, nd4, nd4l, atp6
et atp8) sont impliqués dans la réaction de phosphorylation oxydative (OXPHQOS) en faisant
partie des complexes de la chaine respiratoire de la mitochondrie chez les poissons. En effet,
nd3, nd4 et nd4l sont présents dans le complexe |, cox2 et cox3 codent pour les sous-unités
du complexe |V, et atp6 et atp8 codent pour les sous-unités du complexe V chez les poissons
(Zhao et al. 2014; Consuegra et al. 2015; Uddin et al. 2020). Etant donné le peu de données
obtenues sur chaque région potentiellement affectée, ces génes représentent des pistes
préliminaires de la présence d’un léger impact de la cryoconservation sur la méthylation de
I’ADN, et fournissent une base pour d’autres études sur des genes candidats éventuellement
importants, dont il serait rigoureux de confirmer la modification de méthylation par
pyroséquencage.

Il est également possible de valider les régions potentiellement sensibles obtenues dans notre
étude en réalisant du WGBS (Whole Genome Bisulfite Sequencing) sur du sperme frais et
cryoconservé de truite arc-en-ciel, en réduisant le nombre de tests (un seul cryoprotecteur,
moins de réplicats biologiques). L'application de cette méthode permettrait de récupérer 92
% des cytosines génomiques en contexte CpG, d’aprés une étude réalisé par notre équipe
(Brionne et al. 2023). Cela entrainerait une augmentation des chances d’obtenir des DMRs
ayant le nombre nécessaire de cytosines en contexte CpG dont la plupart sont des DMCs. Si
les régions potentiellement sensibles appartiennent aux DMRs, ceci validerait que ces régions
sont sensibles a la cryoconservation.

Récemment, une étude a rapporté que des genes seraient différentiellement méthylés aprés
la cryoconservation du sperme du sébaste noir (Sebastes schlegelii) (Niu et al. 2022). Mais les
résultats présentés par cette étude ne sont pas exploitables car nous soupgonnons un biais
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dans l'utilisation de la méthode MéthylRAD-Seq, notamment quant au bon usage de I'enzyme
de coupure).

Conséquences chez la descendance

A ce point, il est difficile d’estimer si les altérations observées dans les spermatozoides
peuvent avoir des conséquences pour la progéniture. Parmi les spermatozoides décongelés, il
peut y en avoir certains dont la méthylation de I'ADN n’a pas été affectée par la
cryoconservation. Si un de ces spermatozoides féconde un ovocyte, aucune transmission
d’altérations de la méthylation de ’ADN n’aura lieu. Par contre, si un spermatozoide avec un
profil de méthylation de I’ADN altéré féconde un ovocyte, il existe un risque de transmission
de ces altérations a la progéniture. Pour autant, I’étendue de cette transmission ne peut pas
étre prédite. En effet, il est connu que les cassures de ’ADN peuvent étre réparées par la
machinerie maternelle chez la truite arc-en-ciel (Pérez-Cerezales et al. 2010) mais rien n’est
connu autour de la réparation de la méthylation de I’ADN.

Si la progéniture hérite du profil de méthylation altéré du spermatozoide et que les génes
affectés sont essentiels pour le développement embryonnaire, cela devrait entrainer une
augmentation des mortalités embryonnaires. Une autre possibilité peut étre qu’entre la
fécondation et le stade d’activation du génome embryonnaire (stade de la transition mid
blastula, MBT), ces altérations peuvent possiblement étre réparées éliminant le risque
d’altération de la progéniture.

Si les altérations de la méthylation de I’ADN n’ont pas été réparées, nous supposons qu’apres
I'activation du génome zygotique (ZGA) ayant lieu a la MBT, le méthylome du sperme qui a
été maintenu jusqu’a la MBT (L. Jiang et al. 2013) peut étre réparé. Cela pourrait expliquer le
fait que la fécondation avec des spermatozoides cryoconservés chez la truite arc-en-ciel est
inoffensive en ce qui concerne le développement embryonnaire, une fois la fécondation
déclenchée (C. Labbe et al. 2001; Young et al. 2009). En cas de non réparation de ces
altérations de la méthylation de I’ADN, I'absence d’altération embryonnaire précédemment
mentionnée indique que les dommages vont s’exprimer plus tard, apres la fin du
développement embryonnaire. La conséquence peut étre que des effets non |étaux a long
terme auront été transmis. |l a été décrit que la cryoconservation du sperme entraine des
malformations des larves du poisson chat africain (Horvath and Urbanyi 2000) et des
altérations de la croissance des larves de la truite fario (Nusbaumer, Marques da Cunha, and
Wedekind 2019). Par conséquent, ceci suggere que l'impact de ces altérations n’a pas
commencé a la MBT mais apres le stade de I’éclosion. Il a été également montré que la
cryoconservation du sperme a affecté la performance de la descendance des truite arc-en-ciel
en modifiant leur résistance au stress (Hayes et al. 2005). Ainsi, cela indique qu’il y a pu avoir
un impact par une modification épigénétique du sperme avec un effet qui s’exprime
tardivement.
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Perspectives

Comme l'effet de la cryoconservation du sperme sur la méthylation de ’ADN que nous avons
observé est ténu, une analyse des modifications possibles de la méthylation de I’ADN chez la
descendance, ainsi que I'’étude des conséquences sur leurs performances physiques, semblent
étre une tache difficile. Cela nécessiterait un grand nombre d’échantillons a chaque analyse,
notamment plusieurs réplicats de sperme cryoconservé et plusieurs réplicats d’embryons
issus des mémes géniteurs. Une étude des geénes candidats identifiés a partir des régions
sensibles détectées pourrait étre une piste plus pertinente et faisable. Ainsi, nous pourrions
envisager d’étudier la méthylation de 'ADN de ces genes, potentiellement altérés par la
cryoconservation du sperme, a différents stades du développement des embryons issus d’'une
fécondation avec du sperme cryoconservé, pour vérifier s’ils sont bien altérés ou si au
contraire ils vont étre réparés. Cela nous permettrait également de déterminer a quel stade
du développement l'altération de la méthylation de 'ADN ou sa réparation aura lieu.
Cependant, cette étude de ces génes candidats ne peut étre entreprise qu’une fois que les
génes affectés auront été validé par pyroséquencage au niveau des spermatozoides eux
méme.

Malgré la forte compaction de la chromatine des spermatozoides de poissons, il existe
toujours des régions qui sont ouvertes et accessibles. Il a été montré que plusieurs régions
hypométhylées ainsi que des marques d’histones répressives correspondant aux promoteurs
des genes exprimés durant le développement embryonnaire précoce persiste chez le
spermatozoide du poisson zébre (S.-F. Wu, Zhang, and Cairns 2011). Cela indique que
I'accessibilité de ces régions est essentielle afin de permettre I’expression des genes impliqués
dans le développement embryonnaire. Nous nous sommes ainsi demandés s’il existe, dans la
chromatine des spermatozoides cryoconservés, des régions plus ouvertes qui ne sont pas
présentes dans la condition contréle. Dans ce cas-la, nous supposons que c’est la
cryoconservation qui a induit I'ouverture de ces régions. Cela indique que la cryoconservation
risque ainsi d’entrainer une altération de I'expression des genes et probablement une
altération du développement embryonnaire. Nous supposons que cette altération peut étre
dd au fait que certains génes devraient étre réprimés, contrairement a d’autres, lors du
développement embryonnaire alors que les régions ouvertes suite a la cryoconservation
permettent probablement I'expression de ces geénes. Pour étudier les variations de
compaction, I’ATAC Seq (assay for transposase-accessible chromatin with sequencing)
pourrait étre la méthode a privilégier vu que cette technique vise a déterminer I'accessibilité
a la chromatine tout au long du génome en séquencant les régions ouvertes de la chromatine.
Cette méthode pourrait étre appliquée sur les spermatozoides de la truite arc-en-ciel.

La truite arc-en-ciel, appartenant au groupe des salmonidés, possede des protamines comme
SNBP dans ces spermatozoides. Or d’autres especes de poissons ont des SNBPs différentes
des protamines. A titre d’exemple, le poisson zébre, appartenant aux cyprinidés, possede des
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histones particulieres et non pas des protamines (Ausid, Gonzalez-Romero, and Woodcock
2014). Nous nous sommes ainsi demandés quel serait I'impact de la cryoconservation du
sperme sur la méthylation de I'ADN des spermatozoides du poisson zebre ayant une
organisation nucléaire différente de celle des truites arc-en-ciel. Afin de mener cette étude,
nous pourrions réaliser du WGBS (Whole Genome Bisulfite Sequencing) sur du sperme frais et
cryoconservé. Contrairement au RRBS, cette méthode assure une meilleure couverture des
cytosines en contexte CpG chez la truite arc-en-ciel (92 % d’aprés Brionne et al. 2023). Cette
technique nous permettra de s’affranchir des limites du RRBS.

Une question a été soulevée par les résultats de cette étude, méme si ce n’est pas en relation
directe avec la méthylation de I’ADN : il s’agit du phénomeéne de saturation de la fécondance
bien que le sperme décongelé soit en exces. Nous nous sommes demandés si les
spermatozoides morts ou fortement altérés bloquent les spermatozoides de bonne qualité de
féconder les ovocytes. Pour la suite de I'étude, il pourrait étre envisagé de faire un tri des
spermatozoides pour ne garder que ceux qui sont en meilleur état. Le but de ce tri serait
d’étudier si en présence de seulement les spermatozoides de bonne qualité, la capacité de
fécondance d’un male donné sera plus importante. Les conditions de tri restent cependant
encore a définir, chez une espéce a durée de motilité tellement courte que le swim up utilisé
chez certains mammiféeres n’est pas envisagable.
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Conclusion générale

A travers notre étude sur la qualité du sperme décongelé, nous avons re-explorer les
méthodes d’études de la qualité du sperme. Nous avons ainsi rationnalisé et optimisé les
procédures existantes. Nous avons également montré les difficultés d’établir des corrélations
entre les différents parametres cellulaires dans une étude avec de nombreux réplicats
biologiques.

En réalisant une analyse critique sur des données de séquencgage obtenues par le RRBS, nous
avons pu démontrer que le RRBS a pu fournir une représentation réduite du génome de la
truite arc-en-ciel de plusieurs réplicats biologiques. Mais la représentation des sites CpGs est
limitée surtout ceux qui sont communs entre les males. Nous avons ainsi mis en relief
I'importance de I'analyse pairée. Nous avons également souligné I'importance du choix de
I’étude de la méthylation des cytosines en contexte CpG et de travailler sans lissage des
données de méthylation en cas de I'évaluation de l'impact des biotechnologies de
reproduction sur la méthylation de I’ADN.

L’originalité de notre étude est que nous avons montré a la fois I'impact de la cryoconservation
sur la méthylation de ’ADN a I’échelle globale, et a I’échelle de la base pour la premiére fois,
méme si nous avons révélé que le RRBS ne fournit qu’une information parcellaire comme
évoqué ci-dessus. Cela nous a permis de scanner une grande diversité de conditions
expérimentales, a compléter par des approches différentes au niveau de la chromatine.

Nous avons également montré que la cryoconservation a un effet ténu sur la méthylation de
I’ADN alors que les altérations cellulaires sont importantes. Nos données ont également révélé
I'absence de lien entre les altérations de la méthylation de I’ADN et les altérations cellulaires
induites par la cryoconservation sauf pour la cryoconservation avec le DMSO. En conséquence,
aucun des paramétres cellulaires utilisés dans cette étude, méme la motilité, ne peut étre
utilisé comme marqueur fiable du risque d’altération de la méthylation de I'’ADN.

Nous avons aussi révélé que les modifications de la méthylation de I’ADN sont tellement
variables que I'origine moléculaire de ces modifications est difficile a élucider. En plus ce
caractere aléatoire des modifications de méthylation, nous laisse soupgonner un impact qui
sera tres difficile a suivre dans la descendance.

Notre étude a enfin montré la présence de régions potentiellement sensibles a la
cryoconservation dans les spermatozoides de truite arc-en-ciel. Nous avons également
constaté que certaines de ces régions sont impliquées dans la régulation de I'expression des
geénes jouant un réle dans le développement embryonnaire. Comme nous venons de le
préciser plus haut, il est nécessaire de valider ces régions.
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Les nouvelles données issues de notre travail montrent que I'effet ténu de la cryoconservation
sur la méthylation de I’ADN ne permet pas de conclure quant au risque pour la descendance.
Les régions potentiellement sensibles que nous avons identifiées ouvrent la possibilité de
nouvelles investigations pour mieux caractériser I'impact de la cryoconservation sur la
méthylation de I’ADN du spermatozoide et des descendants issus de sperme cryoconservé.
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Cryopreservation effect on DNA
methylation profile in rainbow
trout spermatozoa

Marina El Kamouh?, Aurélien Brionne®, Amin Sayyari?, Audrey Laurent™ &
Catherine Labbé™

Spermatozoa are the cells that are most commonly used for cryopreservation of valuable genetic
resources in aquaculture. It is known that fish spermatozoa transmit to the embryo not only their
genetic but also their epigenetic profile, especially DNA methylation. Therefore, any alteration of the
DNA methylation profile in spermatozoa induces the risk of transmitting epigenetic alterations to

the offspring. The aim of this study was to assess the effect of cryopreservation on DNA methylation
in rainbow trout spermatozoa. To trigger variable cellular response after freezing-thawing,
spermatozoa from mature males were cryopreserved with dimethyl sulfoxide, methanol or glycerol as
cryoprotectant. We observed that dimethyl sulfoxide was the best to preserve thawed spermatozoa
functions. Methanol only slightly preserved all the cellular parameters, while glycerol failed to protect
motility and fertilization ability. The consequences on DNA methylation were assessed using Reduced
Representation Bisulfite Sequencing (RRBS). Sperm cryopreservation did not thoroughly impact DNA
methylation, although 335-564 differentially methylated cytosines were characterized depending on
the cryoprotectant. Very few of them were shared between cryoprotectants, and no correlation with
the extent of cellular damage was found. Our study showed that DNA methylation was only slightly
altered after sperm cryopreservation, and this may render further analysis of the risk for the progeny
very challenging.

Cryopreservation of fish spermatozoa is widely used to secure genetic selection programs and to preserve rare or
endangered species. It is known that besides conveying the genetic background of the breeders to the progeny, fish
spermatozoa also bear a specific epigenetic profile, particularly DNA methylation. This profile is important for the
offspring as it has been shown in zebrafish that some features of the sperm methylome are inherited and main-
tained during early embryogenesis, and that they contribute to the regulation of zebrafish embryo development' .
Such sperm methylome inheritance by the embryos raises the concern that any alteration of DNA methylation in
spermatozoa bears the risk of transmitting epigenetic alterations to the offspring. The effect of cryopreservation
on sperm DNA methylation has received limited attention yet, and the studies are reduced to few species, using
very different methylation analysis methods. In human, two candidate analyses of parentally imprinted genes
showed that sperm cryopreservation had no effect on the maternally imprinted genes LIT1, SNRPN, MEST and
SNURF-SNRPN, on the paternally ones MEG3, H19, and UBE3A, nor on repetitive elements (ALU, LINE1), on
a spermatogenesis-specific gene (VASA) or on a gene associated with male infertility (MTHFR)*°. However, a
third candidate gene study showed more recently that sperm cryopreservation induced an increased methylation
in the promoter regions of three other paternally imprinted genes (PAX8, PEG3 and RTL1)®. More global analyses
in ram’ and stallion® using ELISA showed an increased DNA methylation in frozen-thawed spermatozoa, but the
affected genomic regions were not explored. In fish, some studies also evaluated the global DNA methylation of
cryopreserved spermatozoa, using LUMA (Luminometric assay) which provides information on the overall DNA
methylation, without providing information on the identity of the altered sites>'°. These studies showed intricate
species-related effects and cryoprotectant-related ones. Indeed, methanol (MeOH) did not alter DNA methylation
in European eel and in goldfish, but it triggered a slight hypermethylation in zebrafish. Goldfish DNA methylation
was not completely insensitive to cryopreservation since dimethyl sulfoxide (DMSO) and 1,2-propanediol did
induce some DNA hypomethylation in this species'. Cryopreservation also induced a global hypomethylation
(assessed with LUMA) of tambaqui spermatozoa whatever the tested cryoprotectants, including MeOH, DMSO
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and glycerol'!. In all, cryopreservation might induce a risk of DNA methylation alteration in spermatozoa, but
the extent of the damages at the scale of the genome and its functional regions has not been addressed yet.
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is important in aquaculture and it has been an ever-present species
in selective breeding programs in the past decades!>"*. Cryobanking of the improved commercial strains using
cryopreserved sperm is operational in France', but to date, the impact of sperm cryopreservation on DNA
methylation has never been studied in rainbow trout. Therefore, testing the risk of DNA methylation changes at
the spermatozoa level is the first step to be carried on before the consequences on the progeny can be considered.
The aim of our study was then to assess whether cryopreservation of rainbow trout spermatozoa can alter their
DNA methylation profile and whether alterations of the cellular quality of thawed sperm is related to possible
DNA methylation alterations. To this end, we used different cryoprotectant molecules in order to induce some
variability in cellular cryoprotection, namely DMSO, MeOH and glycerol. DMSO and MeOH are the most
commonly used molecules for sperm cryopreservation in salmonids. However, DMSO is a highly chemically
reactive molecule comparing to MeOH. Glycerol does not protect spermatozoa functionality as do DMSO and
MeOH, but it still provides some structural protection. Thawed spermatozoa quality was evaluated from their
membrane quality, mitochondria quality, motility and fertilization ability. DNA methylation was assessed at the
genome-wide level using reduced representation bisulfite sequencing (RRBS), a method that allows a partial
genome representation, thereby allowing the assessment of many biological replicates for each cryoprotectant.

Results

Cellular quality of the thawed spermatozoa according to the cryoprotectant

Plasma membrane quality of the thawed spermatozoa was deduced from spermatozoa ability to exclude the
membrane impermeant propidium iodide. As shown Fig. 1a, DMSO provided a good protection of the plasma
membrane, since all samples had more than 75% of the cells with intact plasma membrane. Glycerol was also able
to preserve the plasma membrane quality with an efficiency similar to that of DMSO. On the contrary, MeOH
yielded the lowest percentages of cells with intact plasma membranes, and the highest variability in plasma
membrane quality among the spermatozoa of the different males. Mitochondria quality of the spermatozoa
was estimated from their JC-1 staining intensity (Fig. 1b). Again, DMSO and glycerol showed the best ability
to preserve the mitochondria quality, with more than 50% of the cells having mitochondria with a high activity,
while the spermatozoa cryopreserved with MeOH had a very low mitochondria quality.

Regarding motility, despite the overall low sperm motility after thawing (Fig. 1c), the highest values were
obtained with DMSO. The spermatozoa cryopreserved in MeOH retained very little motility while glycerol
completely fail to protect sperm motility ability. The same trend was observed with the fertilization ability of the
cryopreserved spermatozoa (Fig. 1d). Our results showed that the best fertilization ability was obtained with
DMSO. MeOH yielded lower performances, with no fertilization rates above 50%. After cryopreservation in
glycerol, the spermatozoa completely lost their fertilization ability, which was to be expected when considering
the total loss of motility of these samples. These fertilization results were confirmed in another fertilization test in
which other straws from the same sperm samples were used, with another batch of oocytes (results not shown).

In all, cryopreservation with different cryoprotectants altered the functionality of the thawed spermatozoa,
and the different cryoprotectants yielded different cellular response to cryopreservation. We observed that DMSO
preserved the membrane quality and the mitochondria quality, and protected to some extent the motility and
the fertilization ability. MeOH was less efficient at protecting whatever cellular quality level, while interestingly,
glycerol was able to preserve the membrane quality and mitochondria quality, but was completely inefficient
regarding the motility or the fertilization ability. This wide set of alterations depending on the samples provided
us with a very variable biological material to explore further the risks of changes in DNA methylation after
cryopreservation.

Validation of the RRBS sequencing data for DNA methylation analysis

Because RRBS yields a reduced representation of the analyzed genomes, we assessed whether our sequencing
data still had enough cytosines in CpG sites to provide an acceptable representation of those in the whole rain-
bow trout genome. As a reference, we used a total number of cytosines (in CpG sites) of 70.6 x 105, although the
reference trout genome contains 35.3 x 10° CpG dinucleotides (Omyk_1.0 genome version). Indeed, cytosines
of both forward and reverse strands can be sequenced (named plus and minus strands depending on their sense
on the reference genome), and this can result in the sequencing of the same CpG site twice. We did not remove
this redundancy (+and — CpGs) from our data, because we do not know whether a CpG site can be altered sym-
metrically by cryopreservation or not. As a consequence, the whole information was kept, and each sequenced
cytosine (in a CpG site) in our conditions is one out of the 70.6 x 10° genomic cytosines (twice the number of
genomic CpG sites). We found an average of 2.9 x 10° cytosines in CpG sites per sample (fresh and cryopreserved
sperm), that represent 4% of the 70.6 x 10 genomic cytosines in CpG sites (Tablel). This representation was
slightly higher in MeOH, likely because these samples also had more reads than those in the other conditions,
leading to more successful extraction of the cytosines. It is noteworthy that when combining all the cytosines of
all the males from one condition, the representation of the genomic cytosines in CpG sites was doubled (9%).
Hence, the reduced representation of the genomic cytosines in CpG sites by the data at the sample level was
compensated by the large number of biological replicates in this study.

To investigate whether these 9% of genomic cytosines in CpG sites were homogeneously distributed over the
entire reference genome, we analyzed their individual location. We observed a homogeneous distribution of the
cytosines all along the chromosomes of the rainbow trout genome, with never more than 150 kb between two
consecutive cytosines (Fig. 2). The same homogeneous distribution of the sequenced cytosines in CpGs sites
was found within each sample of each cryopreservation condition. Therefore, this distribution indicates that
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Figure 1. Cellular quality of the thawed spermatozoa according to the cryoprotectant. (a) Cells with an intact
plasma membrane, analyzed from the percentage of cells which excluded the impermeant fluorochrome
propidium iodide; (b) Cells with high mitochondrial activity, analyzed from the percentage of cells which

had the highest fluorescence intensity after JC-1 labelling; (c) Motile cells calculated from the percentage

of cells which had an average path velocity > 30 um/s; (d) Development at eyed stage after fertilization with
cryopreserved spermatozoa. The percentages were normalized according to the development rate of the

egg quality controls (fertilized with standard fresh sperm). In the boxplot representation (a-d), each dot
corresponds to individual value for one sperm (n=12 biological replicates in each condition). The boxplots show
(from the bottom to the top): minimum, 25% percentile, median, 75% percentile and maximum. Significant
differences between cryoprotectants (Kruskall and Wallis followed by Mann-Whitney test) are indicated by *p
value <0.05; **p value <0.01; ***p value <0.001, ****p value <0.0001.

the captured cytosines in CpG sites provided a reduced but homogeneously distributed representation of the
rainbow trout reference genome.

Global DNA methylation after cryopreservation

Cryopreservation had little effect on the sperm global DNA methylation. Indeed, we found that the average
DNA methylation percentage of cryopreserved sperm (DMSO: 86.60 +1.05, MeOH: 87.34+0.11 and glyc-
erol: 85.93 £2.06) were not significantly different (p > 0.05, Kruskal-Wallis test) from the fresh control one
(86.34 £ 1.76). This indicates that cryopreservation did not impact DNA methylation at a global scale. In a
further analysis of the data, instead of using only the average methylation ratio of each sample, we compared all
the samples to each other based on the methylation ratio of every sequenced cytosine (PCA, Fig. 3a). We found
no clear segregation between fresh and cryopreserved sperm regardless of the cryoprotectant used. Only four
samples were distant from the others to some extent (on the first axis of the PCA), but they did not share any
treatment similarities (2 fresh samples, one DMSO, and one glycerol). Their separation from the others can be
explained by the lower number of cytosines in CpG sites of these specific samples. This result enforces the fact
that cryopreservation did not thoroughly affect DNA methylation, and that if any alteration has been induced
by cryopreservation, it should be sought at a more discrete level.
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Reads with adapter x 10° Median sequencing depth | Number of identified % total genomic cytosines
Condition | Total raw readsx 10° | (% of total) % mapping efficiency | of cytosines cytosines x 10° in CpG sites
72.0£16.5
Fresh 137.0+34.4 51.3%1.1 39.8 2.8£1.0 4.0£15
(53.0 £3.5)
57472
DMSO 109.9 £15.4 50.6+0.5 29.1 2.9+0.8 4.0+1.1
(52.4 £2.3)
77.9+21.2
MeOH 151.4 £45.6 50.8£0.6 26.7 3.6+0.2 51£03
(519 £2.2)
71.0+25.8
Glycerol 134.1+49.0 50.7£0.9 36.1 27410 38+14
(53.1£3.3)
Table 1. Summary of the sequencing data obtained in the RRBS analysis. Total raw reads number includes
reads 1 and reads 2 (paired end sequencing). Reads with adapter is the number of reads whose insert is shorter
than 100 bp. The % mapping efficiency = (number of reads that mapped only once on the trout genome/
trimmed reads number) x 100. Sequencing depth is the number of times a cytosine has been sequenced,
mapped to the reference genome and extracted as a cytosine in CpG sites. The % total genomic cytosines
in CpG sites refers to (number of identified cytosines in CpG sites/number of cytosines in CpG sites in the
reference genome—i.e. 70.6 x 10°—) x 100. Values are expressed as mean + SD of the 12 males in each condition
(Fresh, Cryopreserved in DMSO, MeOH, or Glycerol).
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Figure 2. Example of the homogeneous distribution of the sequenced cytosines in CpG sites over the reference
genome. The displayed region is representative of the pattern observed with all the sequenced data over the
whole genome. The chart was obtained with IGV_2.8.13 and shows the distribution on the chromosome 1 from
the position 58,234,274-59,476,270 (1.2 x 10° bases) of the rainbow trout reference genome “Omyk_1.0 genome
version”. Each line corresponds to a different condition in which all the sequenced cytosines (in CpG sites) of
all 12 males are represented. Each sequenced cytosine in a CpG site is represented by a bar. The bottom line
represents the genes (dark blue) associated to this genomic fraction.

We thus studied the individual methylation ratio of all the cytosines with a sequencing depth N >10. For all
treatments, more than 80% of the analyzed cytosines in CpG sites had a methylation ratio of 1 (Fig. 3b, class
0.95-1). This confirms the highly methylated status of the cytosines in all samples, as shown above in the global
results. The second most represented category encompassed the cytosines with a methylation ratio of 0. Only a
very small proportion of cytosines had intermediate methylation values, meaning that there is very little vari-
ability in the methylation status of the cytosines between spermatozoa within a sample (most are in the binary
status of either methylated or unmethylated). When we compared the fresh to the cryopreserved samples, we
did not observe any shift between the 3 categories (Fig. 3b, percentages) that would have indicated that some
cytosines would have acquired a more variable status among spermatozoa. Besides, no significant difference was
found when comparing the 12 fresh samples to any of the cryopreserved ones (p > 0.05, Kruskal-Wallis test).
Thus, if sperm cryopreservation has induced some subtle alterations of the cytosine methylation ratio, it was
not detected from this representation.

Characterization of differentially methylated cytosines (DMCs) after sperm cryopreservation

The differential methylation of cytosines in CpG sites between fresh and cryopreserved samples was character-
ized using a paired-driven analysis, in order to focus on the cytosines within each male that were read in both
the fresh and respectively the DMSO, MeOH and glycerol conditions. This prevented any statistical bias where
neighboring cytosines are used in the comparison to compensate for the lack of information at a given site. These
cytosines will be referred to as paired cytosines (i.e. a cytosine at a genomic position that is present in both the
fresh sperm and the corresponding cryopreserved one). In this analysis, all cytosines with a sequencing depth
N 21 were included. We first assessed how many paired cytosines would be shared between the different males.
Surprisingly, the highest proportion of these cytosines (> 15%) were shared by 8-10 males (Fig. 3¢c) whereas fewer
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Figure 3. Analysis of sperm DNA methylation according to the cryoprotectant. (a) Principal Component Analysis
showing the distribution of the fresh and cryopreserved sperm samples according to the DNA methylation ratio of
each cytosine within each individual sample (n=12 sperm samples per condition). No clear segregation was observed
among the different treatments. (b) Frequency plot showing the number of cytosines in CpG sites according to their
methylation ratio (0-1) for each condition (fresh and cryopreserved with DMSO, MeOH and glycerol). The x axis
shows 20 classes of 0.05 interval values (methylation ratios ranging from 0-0.05 to 0.95-1.0). The percentages written
above the classes 0-0.05 and 0.95-1.0 indicate the percentage of the total cytosines in CpG sites in these 2 classes.

(c) Histogram showing the distribution of the number of paired cytosines according to the number of males sharing
them, in each comparison between fresh and cryopreservation with a given cryoprotectant. Results are expressed as

a percentage of the total number of paired cytosines (fresh vs DMSO: 748,770; fresh vs MeOH: 1,645,797; fresh vs
glycerol: 714,554). (d) Venn diagram of differentially methylated cytosines (DMCs) obtained in each comparison
between fresh and each cryoprotectant. The numbers indicate the number of DMCs in each group. e. Histogram
showing the distribution of the different classes of DMCs in each comparison: hypomethylated (>50% of males
having this DMC as hypomethylated), hypermethylated (>50% of males having this DMC as hypermethylated) and
unclassified methylation status (DMCs whose methylation status between males was too variable to be included into
one of the first two classes). Values are expressed as a percentage of total DMCs: (335 in DMSO, 564 in MeOH and 357

in glycerol).
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cytosines (< 6%) were present in only 1-5 males. Furthermore, the number of paired cytosines shared from 6
to 12 males represented 90% of the total number of paired cytosines. That paired cytosines were found as being
more abundant in more males would indicate that some fragments were more prone to be sequenced than oth-
ers in the majority of the males, although the origin of this phenomenon regarding a possible sequencing bias is
difficult to understand. In all, since we wanted to select the highest proportion of paired cytosines, we selected
the paired cytosines present in at least 6 males (n 2 6). This threshold also allowed us to strengthen the biological
meaning of the DMCs that we may obtain.

When comparing DMSO, MeOH and glycerol to fresh sperm, we found 335, 564 and 357 DMCs, respectively
(Fig. 3d). No DMCs were common to the three cryopreservation conditions, and only few DMCs were common
to 2 cryoprotectants. None of these DMCs had a straightforward status as we observed that depending on the
males, a given DMC could be hyper-or hypomethylated after cryopreservation. In order to sort out some trends
in the methylation changes, the DMCs were classified as hypermethylated, or hypomethylated, when they had
the same trend in>50% of the males. As shown in Fig. 3e, cryopreservation with DMSO triggered the same
number of hypomethylated and hypermethylated DMCs (35%) whereas in MeOH, more DMCs were hypo-
methylated (45%) than hypermethylated (33%). A reverse tendency was observed after cryopreservation with
glycerol where more DMCs were hypermethylated (42%) than hypomethylated (32%). Some DMCs remained
unclassified because they did not show a clear trend among the corresponding males. This emphasizes the fact
that cryopreservation did not trigger a homogeneous effect in all the males, and that sperm cryopreservation
impact on DNA methylation was different depending on the cryoprotectant.

Characterization of regions potentially sensitive to cryopreservation

Despite the low DMCs numbers obtained in our cryopreservation conditions, we investigated whether there
were any DMRs (differentially methylated regions) between fresh and each cryoprotectant. No DMRs were
found after cryopreservation with DMSO and MeOH, whereas only 2 DMRs were observed after cryopreser-
vation with glycerol. Some potentially sensitive regions could have escaped detection by DSS because of the
stringency of the chosen settings, where a DMR search requires that at least five consecutive CpGs are present
in a sliding 50 bases window. In an empirical approach focused on the DMCs that we have identified, we sought
for regions with at least two DMCs separated by no more than 100 bp (our maximum read size). These regions
were referred to as potentially sensitive regions. We found 60 of these potentially sensitive regions, present in
at least one comparison between cryopreserved sperm and fresh controls. Among them, 17 were sensitive to
DMSO, i.e. they contained at least 2 DMCs in the DMSO-fresh comparison, 33 were sensitive to MeOH, and 16
were sensitive to glycerol. One region was affected by all 3 cryoprotectants, and 3 regions were sensitive to both
DMSO and MeOH, but not to glycerol.

These regions found to be sensitive to the cryoprotectants were distributed in all genomic regions and these
included features such as introns, exons, promoter 5kb (Table 2) and intergenic regions (33 regions, Supplemen-
tary Table S1). Some annotated genes were identified in these regions, although the only region common to the
3 cryoprotectants belonged to an intergenic region (8: 79,446,507-591). It is noteworthy that among the regions
related to annotated genes (promoters, introns and exons), only 4 of them were affected by DMSO while 12 were
affected by MeOH and 12 by glycerol. We found that the distal promoters of ebf2 and p4hala genes were affected
by cryopreservation with DMSO. Among the promoter regions affected by MeOH, one regulates u2 gene. The
other affected distal promoters were localized in the mitochondrial chromosome. These promoters are related
to cox2, cox3, nd3, nd4, nd4l, atp6 and atp8 genes. The pcdhb and slc26a2 genes had their first intron affected as
well. We also found that among the distal promoters affected by glycerol, one was associated to znf385d gene
and another one was associated to osbpl10 gene. Other genes such as ptprub and ndufs8a were also affected at
their introns by glycerol.

Relationship between DNA methylation changes and cellular alterations

To explore the possible link between DNA methylation changes after cryopreservation and the corresponding
cellular alterations of the same samples, we assessed whether there was a correlation between the number of
DMCs and the fertilization rate. Indeed, fertilization ability is a cellular quality parameter that combines several
functions of the spermatozoa. This includes its motility capacity, its ability to reach the egg micropyle, its plasma
membrane ability to fuse with the egg membrane, its nucleus ability to decondense and to fuse with the female
pronucleus, and finally the paternal DNA ability to sustain development up to eyed stage, far later than embryonic
genome activation. No significant correlation (p >0.05) was found between the 2 parameters. Because glycerol
did not yield any fertilization, thus preventing the testing of some correlation, two other cellular parameters that
are plasma membrane quality and mitochondrial activity were also tested. No correlation with DMCs number
was found either, whatever the cryoprotectant. Surprisingly, a significant negative correlation was found between
DMC number and motility after cryopreservation with DMSO (p =0.04, not shown).

Discussion

Cryopreservation of rainbow trout sperm with 3 different cryoprotectants led to varying pattern of cellular
alterations of thawed spermatozoa in our study. Although cryoprotectant comparison for rainbow trout sperm
cryopreservation was not the scope of this study, the hierarchy between cryoprotectants that we observed in our
study deserves some comments, especially regarding the poor performances of MeOH and glycerol. Indeed,
fertilization rates (at eyed stage or at hatching) above 80% have been reported after cryopreservation with
MeOH'"", yielding performances comparable to those with DMSO'#-%. In their thorough comparison, Babiak
et al.?! were proposing that dimethyl acetamide was yielding the best fertilization rates, followed by glycerol, then
methanol, but they were also showing that the best cryoprotectant could lose its rank depending on the additives.
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Nb Nb Nb
DMCs |DMCs | DMCs | Genomic
Regions DMSO | MeOH | Gly feature Gene Gene ID
2: 84,969,754-757 2 0 NA Introns NA ENSOMYG00000033911
3:28,999,827-911 0 0 4 Promoter 5kb znf385d ENSOMYG00000007065
3:38,641,242-260 0 0 2 Intron 1 ptprub ENSOMYG00000000944
6:27,006,900-938 3 0 NA Promoter 5kb ebf2 ENSOMYG00000007222
6:63,230,513-563 0 3 0 Introns adam10a ENSOMYG00000010593
9:13,905,316-359 0 0 2 Exons NA ENSOMYG00000012701
9:40,751,199-319 0 3 0 Promoter 5kb NA ENSOMYG00000007596
ENSOMYG00000026688;
10: 58,822,172-181 2 NA NA Intron 1 NA Egggﬁgggggggggggégz
ENSOMYG00000026627
14: 50,325,080-136 0 2 0 Intron 1 pedhb ENSOMYG00000014270
16: 13,278,338-342 NA 2 NA Introns SLC39A11 | ENSOMYG00000033173
17: 57,694,790-858 0 2 0 Introns cdh4 ENSOMYG00000044618
18: 26,437,868-930 NA NA 7 Promoter 5kb OSBPL10 ENSOMYG00000025071
19: 14,572,357-390 0 0 2 Exons; intron 1 ndufs8a ENSOMYG00000005413
19:43,252,495-511 0 0 2 Promoter 5kb Ick ENSOMYG00000032229
19: 45,634,077-080 NA 2 NA Introns coll2ala ENSOMYG00000006853
20:20,273-301 0 3 1 Downstream SFEIS\IA ENSOMYG00000008170
20: 3,482,719-759 3 NA 0 Introns cdhrl ENSOMYG00000009577
20: 13,286,267-314 2 0 1 Promoter 5kb p4hala ENSOMYG00000043711
20: 30,738,907-987 0 0 3 Introns khdrbs2 ENSOMYG00000043413
25:19,063,744-823 0 4 NA Intron 1 slc26a2 ENSOMYG00000017229
25: 82,566,468-493 NA 1 2 Introns smocl ENSOMYG00000037447
29: 15,383,450-576 NA 11 0 Exon 1 NA ENSOMYG00000042159
%g{g{&g;i”&l’ NA 0 2 Intron 1 NA ENSOMYG00000040507
ooy o 0 8 Introns NA ENSOMYG00000030867
sy o o Eon 1 Promoter kb |2 ENSOMYGO0000041563
MT: 6657-6754 0 2 0 *:See legend

Table 2. List of the potentially sensitive regions according to the cryoprotectant. The sequenced regions which
displayed at least 2 DMCs (differentially methylated cytosines) between fresh and cryopreserved samples
within 100 b (read size) in regions others than intergenic were included in this list. Gly: glycerol. Regions:
chromosome number and region coordinates on the reference genome. Gene: name from the ensembl database
(version 104) according to the reference genome (Omyk_1.0 genome version). Promoter 5 kb: region 5 kb
upstream of the transcription starting site; Exon 1: first exon; Downstream: region 1 kb downstream of the
transcription end site; NA: not available. *the 2 DMCs belonged to the exonl of cox1, downstream of nd2,
promoter 5 kb of cox2, promoter 5kb of atp8, promoter 5kb of atp6, promoter 5kb of cox3, promoter 5kb of
nd3, promoter 5kb of nd4l, promoter 5kb of nd4.

It is also known from a model study that the extender composition can reverse the cryoprotectant efficiency?.
In a previous work, we had observed that MeOH was yielding higher fertilization rates than DMSO?, but the
additives were different (egg yolk instead of liposomes), and we have never been able to repeat this results with
the conditions of the present work. Why MeOH yielded such low sperm motility and fertilization performances
after thawing in our study might indeed be due to the composition of our extender (containing liposomes and
sucrose). Regarding the plasma membrane integrity parameter, MeOH?* and DMSO?*>* are known to alter
plasma membrane fluidity and permeability. This is why the spermatozoa were washed before the tests, but it
cannot be excluded that propidium iodide exclusion was lessened in membranes previously exposed to MeOH,
and this would misleadingly increase the percentage of cells with altered membranes. However, it is difficult to
ascertains why the sperm plasma membranes would be more affected by the remnants of MeOH than by those
of DMSO, as both are short acyl chain molecules.

Despite our inability to clearly understand the roots of the differences between the tested cryoprotectants,
these differences validated our choice of the cryoprotectants, as they induced different cellular responses to
cryopreservation. In addition, the variable response towards cryopreservation among fish males revealed an
intrinsic biological variability. Such overall variability provided us with a set of samples that was suitable to study
the effect of cryopreservation on the molecular parameter that is DNA methylation. The RRBS method used in
this study yielded a limited number of cytosines in CpG sites, and this reduced set of data made possible the use
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of many biological replicates to explore the impact of sperm cryopreservation on DNA methylation. Our results
demonstrated that cryopreservation had no straightforward impact on the global DNA methylation, although
it yielded some DMCs between cryopreserved and fresh sperm. Presumed regions that would be more sensitive
to cryopreservation were proposed, but few were shared between cryoprotectants.

Our study showed that the extent of the cellular cryoprotection provided by the different cryoprotectants had
no related consequence on DNA methylation alteration. Indeed, using either an optimal (DMSO), non-optimal
(MeOH) or the worst cryoprotectant (glycerol) did not affect the global DNA methylation in rainbow trout. This
is at odds with some other species such as goldfish!® and European eel’, where the optimal cryoprotectant which
is MeOH did not alter global DNA methylation assessed by LUMA, while DMSO induced a hypomethylation.
Therefore, our study revealed the stability of global DNA methylation towards the cryopreservation whatever
the cryoprotectant used in rainbow trout. However, since we used RRBS technique, this allowed us to go further
than global methylation and to assess DNA methylation at the nucleotide level.

We observed a limited number of DMCs after sperm cryopreservation, although a high number of paired
cytosines was analyzed in each comparison. Besides, we were not able to find any DMR except 2 in glycerol. This
further emphasizes how slight is the impact of cryopreservation on sperm DNA methylation in rainbow trout.
This failure to detect more DMCs and DMRSs is not due to the reduced representation of RRBS used here. Indeed,
in a study dealing with rainbow trout physiological adaptation to its environment, 108 DMRs were found in
spermatozoa between hatchery and natural origin rainbow trout using the same RRBS technique?’. We surmise
that the impact of hatchery on DNA methylation was important enough to induce many DMCs leading to many
DMRs. In our study, since the impact of sperm cryopreservation is tenuous, it yielded a restricted number of
DMCs and as a consequence the DMCs were not dense enough to form DMRs. However, despite the limited
number of DMCs found in our study, these DMCs are reproducible among the males since they were found in
at least 6 males. This reveals the importance of having many biological replicates when assessing the impact of
cryopreservation in order to validate the slight impact that can be observed.

Our analysis revealed that cryopreservation induced both hypomethylation and hypermethylation depend-
ing on the DMCs. As a consequence, no clear trend could be proposed as to the effect of cryopreservation. In
addition, the status of the same DMC differs among the males, and the same male has DMCs with different sta-
tus. Because of the quiescent state of sperm chromatin, the methylation changes were unlikely mediated by the
enzymes responsible for methylation (the DNMTs) and demethylation (the TET pathway). Besides, the process
of freezing-thawing of the spermatozoa is too fast for any enzyme being able to catalyze the methylation or
demethylation reaction. The hypomethylations and hypermethylations observed in our study were more likely
resulting from chemical impact on DNA methylation. Until now, it is still unclear how the cryoprotectants are
able to modify the DNA methylation. DMSO is a chemically reactive molecule bearing 2 methyl groups, and it has
been shown in an in vitro study that DNA can acquire methyl groups when incubated with DMSO and hydroxyl
radicals®®. In the case of cryopreservation, the releasing of reactive oxygen species by damaged sperm mitochon-
dria may trigger the formation of these hydroxyl radicals and induce this DMSO-associated methylation event.
Regarding the demethylation event, it has been shown that 5-mC can be oxidized into 5-hmC in the presence of
reactive oxygen species®. The further transformation of 5-hmC into cytosine was shown to be made possible
at high pH*'. It is known that pH can increase upon freezing of buffered solutions*?, and it cannot be excluded
that a similar change is occurring locally within the cryopreserved spermatozoa. Therefore, demethylation may
take place by chemically oxidizing 5-mC, and 5-hmC transformation into a cytosine may be linked to local pH
changes during cryopreservation. The puzzling part in all these chemically-induced methylation changes is that
both methylation and demethylation took place in the same sperm sample, and we have no clue as how such
microreactors are made possible, either within the same nucleus or between nuclei.

Despite the lack of DMRs in our study, we could identify potential sensitive regions in which several cytosines
showed methylation changes in one or two cryoprotectants. Some of these regions are related to gene promoter
regions that are instrumental to gene proper expression pattern. We focused our discussion on the genes affected
by DMSO and MeOH, as glycerol cannot produce any offspring. Interestingly, the genes of promoter regions
affected by cryopreservation with DMSO (ebf2, p4hala) are involved in specific processes of embryogenesis. In
zebrafish, ebf2 (early B cell factor 2) is a transcription factor involved in primary neurogenesis in the embryo™,
where it stabilizes the commitment of the neuronal progenitors. The p4hala gene (prolyl 4-hydroxylase, alpha
polypeptide I orthologue a) is an ortholog of p4hal whose protein is involved in the regulation of early growth in
bone tissues in bighead carp*®. Regarding the genes whose introns or promoters were affected after cryopreserva-
tion with MeOH, some had developmental functions as well (pcdhb, slc26a2, u2). While no function of pcdhb
and slc26a2 was described yet in fish, it has been shown in mice that pcdhb is involved in the regulation of neural
development during the axonal assembly* and the axonal convergence into glomeruli in the olfactory bulb.
Expression inhibition of slc26a2 (diastrophic dysplasia sulphate transporter) in mice is altering bone growth¥,
and aberrant methylation of slc26a2 in human inhibits this gene expression and reduces its protein expression®.
Concerning u2, it has been shown in zebrafish that its protein belongs to the pre-mRNA Retention and Splicing
(RES) complex that is fundamental during zebrafish embryogenesis”. The other genes (cox2, cox3, nd3, nd4,
nd4l, atp6 and atp8) are involved in the oxidative phosphorylation (OXPHOS) reaction in fish as they belong to
different mitochondria respiratory complexes**~*2. In light of the limited amount of data that was collected for
each region, these affected genes represent preliminary clues about a slight impact of cryopreservation on DNA
methylation, and provide a basis for further studies on important candidate genes. Recently, one study claimed
that differentially methylated genes would be found after cryopreservation of Black Rockfish sperm®’, but the
authors studied CpC dinucleotides instead of CpGs. These dubious methylation results on sites which are not
supposed to be methylated in vertebrates unfortunately prevent any comparison with our present data. Indeed,
our study was focused on the CpG sites, the only sites whose changes in methylation status are known to have
functional consequences in vertebrates.
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Our data revealed the absence of a link between alteration of DNA methylation and fertilization ability. The
males that had the worst quality for a cellular quality parameter did not necessarily have the highest number of
DMC:s. This indicates that the damages which altered the spermatozoa functions to a great extent, such as cell
dehydration and ice crystal formation*, had little effect at the chromatin level. As a consequence, none of the
cellular parameters used in this study can be used as markers of the risk of DNA methylation alterations. This
lack of correlation can be explained by the general stability of the DNA methylation, validated by the low number
of DMCs and the overall maintenance of the global DNA methylation level in all samples.

At this point, it is difficult to estimate whether the slight alterations observed in our study bear any conse-
quence for the progeny. Indeed, our sequencing data reveal the DNA methylation pattern of the whole sper-
matozoa population, whereas fertilization selects a minor proportion in this population. Among the thawed
spermatozoa, there may be some whose DNA methylation was not affected by cryopreservation. If one of these
spermatozoa is the one which fertilizes an oocyte, there will be no transmission of any DNA methylation altera-
tion. Nevertheless, if a spermatozoon with an altered DNA methylation pattern did fertilize an oocyte, there
may be a risk of transmitting this alteration to the progeny, although the extent of such transmission cannot be
predicted. It is known that DNA strand breaks can be repaired by the maternal machinery in rainbow trout, and
that in some cases, inhibiting the repair mechanism will increase the post-hatching mortality rate**. However,
nothing is known yet about DNA methylation repair after fertilization, and what would be the template to direct
this repair. It was shown in zebrafish that specific histone variants in the spermatozoa (H2AFV) transmit the
hypomethylated status of some DNA loci to the early embryo®. These variants stabilize the DNA hypomethylated
status of these loci by deterring DNA methylation. However, we do not know whether these variants can protect
their DNA loci from the spurious methylation induced by cryopreservation. If not, these variants may still be
able to redirect a proper DNA demethylation in the embryo, as they did in maternal haploids®. The existence of
such a speculative DNA methylation repair mechanism in the embryo would be strengthened if demonstrations
were made that spermatozoa with experimentally altered DNA methylation do not sire abnormal or unviable
embryos. However, to the best of our knowledge, we could not find such evidences, apart from the study on
xenopus embryos sired with spermatids, whose DNA methylation profile differs from that of the spermatozoa,
and where abnormal and reduced developments were observed*®.

Regarding the slight modifications obtained after cryopreservation in our study, if the offspring is to inherit
the altered DNA methylation pattern of the spermatozoa due to the lack of repair mechanism, and that the
affected genes are essential for embryo development, this should induce some increased embryonic mortalities.
However, fertilization with cryopreserved sperm in rainbow trout was reported to be harmless regarding embryo
development, once fertilization is triggered*”*. It cannot be excluded however that non-lethal long-term effect
could be transmitted. For example, rainbow trout embryos sired with cryopreserved spermatozoa had altered
expression of several marker genes®, reduced growth two weeks after hatching™, and their stress resistance was
modified at later stages’. In all, the effect of sperm DNA methylation changes on the progeny is utterly difficult
to assess. Indeed, when the effect is not immediately made visible by increased embryonic mortalities, or by
obviously reduced growth rates after hatching, the biological targets can be multiparametric, or adopt a wide
range of symptoms in a wide range of tissues over the whole life of the individual. This is the case for example
with artificial reproductive technologies (ART) in human (reviewed in*?), including when in some cases, ART-
induced epigenetic defects resolves at later age®. In another context, changes in zebrafish sperm DNA methyla-
tion (induced by FO male exposure to mercury) were associated with far off symptoms that were hyperactivity
and retinal dysfunction of their adult progeny (F2)>*. Farmers may be more interested in checking stress and
disease coping abilities, feed conversion and growth ability etc., but such criteria, already assessed in selective
breeding schemes, are often very difficult to separate from the environmental specificities the individual were
reared in*. Besides, it is now accepted that spermatozoa is transmitting a large variety of information to the
progeny, including clues on the life of the father (reviewed in*®), thereby adding another difficulty to assess the
extent of the transmission that may not be solely related to DNA methylation alteration. Additionally, it was
shown in Atlantic salmon that small changes in the fertilization procedure, for example spermatozoa number,
induced some changes in the offspring characteristics*, likely by changing the fertilizing sub-population of
spermatozoa. Another unexpected difficulty to sort out epigenetic effect was shown in cattle, where sperm DNA
was experimentally damaged (oxidative stress)*®. The authors showed that, although the damage had no link with
DNA methylation changes in the spermatozoon, it reduced the paternal chromatin ability to be demethylated
during early development of the embryo.

In all, as long as epidemiological studies are not set up, it is only when altered genes are identified in the
gametes that a candidate analysis can be performed in the progeny. This enforces the strategy chosen in the pre-
sent work, that was to test in the spermatozoa first whether some important genomic sites would be repeatedly
and consistently affected by cryopreservation. We observed only marginal modifications, that were variable in
their expression between individuals, and that were not related to the intensity of the cellular damages induced
by cryopreservation. At this stage of our knowledge, this would indicate that cryopreservation of rainbow trout
spermatozoa is not triggering DNA methylation damages that would bear a high risk for the progeny.

Material and methods

Ethics statement

Rainbow trout males from the synthetic strain were kept in the experimental fish facilities ISC LPGP of INRAE
(Agreement number D-35-238-6) with full approval for experimental fish rearing in strict line with French and
European Union Directive 2010/63/EU for animal experimentation. The Institutional Animal Care and Use
Ethical Committee in Rennes LPGP (Fish Physiology and Genomics Department) specifically approved this
study (n° T-2020-37-CL). All fish were handled for gamete collection in strict accordance with the guidelines
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of the Institutional Animal Care and Use Ethical Committee in Rennes LPGP (Fish Physiology and Genomics
Department). CL is accreted by the French Veterinary Authority for fish experimentation (no. 005239). The ani-
mal study is reported in accordance with ARRIVE guidelines (https://arriveguidelines.org) for animal research.

Sperm collection and cryopreservation

Rainbow trout from the SYNTHETIC INRAE strain were sired in January 2019 at the experimental fish farm UE
PEIMA of INRAE. After development in natural spring water in the dark up to hatching, they were transferred
into indoor tanks supplied with the same water, under natural photoperiod. At 4 months post fertilization,
they were transferred into outdoor tanks supplied with dam water. They were fed ad libitum with commercial
pellets (Le Gouessant B-Repro 32 ASTX—semi F7). After 2 years (January 2021) the males (average weight 1.2
kg) were transferred to the ISC LPGP fish facility. After 2 weeks in recirculated water tanks (fiberglass, 12 °C,
winter photoperiod, same feeding as in the fish farm), 12 fish were anaesthetized, and their sperm was collected
by gentle striping and stored individually on ice. All sperm samples were treated individually (12 biological
replicates in every analyses). They all had high motility and high membrane quality percentages (mean of the
12 males: 99.92 0.2 and 98.05 + 0.84 respectively). Fresh sperm concentration was adjusted to 6 x 10° sperma-
tozoa/mL in SFMM (Seminal Fluid-like Mineral Medium: 110 mM NaCl, 28.3 mM KCl, 1.1 mM MgSO,,7H,0,
1.8 mM CaCl,,2H,0, 10 mM Bicine, 10mM Hepes sodium salt, pH 8), and a fraction (50 x 10° spermatozoa)
was snap-frozen in liquid nitrogen prior to storage at — 80 °C. This fraction was referred to as fresh sample, as
it was not submitted to the whole cryopreservation process (no exposure to cryoprotectant, no slow freezing
and thawing and no associated cellular constraints**). The remaining sperm sample was split into 3 fractions
to be cryopreserved with one of the three penetrating cryoprotectants dimethylsulfoxide (DMSO), methanol
(MeOH) and glycerol (Fig. 4).

Sperm cryopreservation was carried out with the FreezeFish kit (IMV Technologies ref 026913). One volume
of sperm at 6 x 107 cells/ml was mixed with one volume of each cryopreservation solution (buffered saline with
sucrose and liposomes and one of the three penetrating cryoprotectant: DMSO, MeOH or glycerol). The final
cryoprotectant concentration with the spermatozoa was 7.5% (vol %) and the final concentration of liposomes
(Freezelip) was 1.75% (vol %). The mix of sperm suspension with each cryopreservation solution was loaded
into 500 uL French straws (36-48 straws per male and 144-192 per condition). Straws were cryopreserved in
the programmable freezer Micro DigitCool according to a fast-freezing curve (bovine curve, IMV Technology,
—4°/min up to - 12 °C, —40 °C/min up to - 110 °C, and — 20 °C/min up to — 140 °C) and were then stored into
liquid nitrogen until use. All males were treated at the same time in the same cryopreservation session. Thus,
the time between sperm collection and sperm treatment (60 min), and between sperm mixing with each of the
3 cryoprotectant and cryopreservation (40 min) was the same for all males.

Fresh sperm Cryopreserved =
(snap frozen) sperm =S

_

m MeOH Glycerol

" “/ M

|

Figure 4. Experimental design. One sperm sample from each rainbow trout male (n=12) was split into 4
fractions: one fraction was snap frozen in liquid nitrogen and used as fresh control. The 3 other fractions were

cryopreserved, each one with a different cryoprotectant: dimethyl sulfoxide (DMSO), methanol (MeOH), and
glycerol.
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When needed, the straws were thawed in a water bath at 37 °C for 10 s. Thawed sperm was then washed by
dilution with SEFMM (1 vol + 20 vol) and centrifugation at 200 g for 10 min at 4 °C. The pellet was resuspended
at 100 x 10° cells/mL in SEMM unless otherwise stated, and maintained on ice before use.

Membrane quality

Membrane integrity of the spermatozoa was assessed from their ability to exclude the fluorescent probe pro-
pidium iodide. Fresh and washed frozen-thawed sperm samples diluted at 1x 10 cells/mL were incubated with
propidium iodide (final concentration 12 pM) for 2 min and the percentage of unstained cells (cells with intact
plasma membranes) was assessed by flow cytometry (MACSQuant Analyzer 10, Ref 130-096-343). Measure-
ments were performed in duplicate on each sperm sample, using two different sperm suspensions in propidium
iodide, within 1 h after thawing.

Mitochondria quality

Mitochondrial membrane potential of the sperm samples was assessed with the JC-1 fluorescent probe using
the kit “MitoProbe™ JC-1 Assay Kit for Flow Cytometry (M34152, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific).
Diluted sperm in SFMM was incubated for 15 min at 20 °C with JC-1 at a final concentration of 0.5 puM. JC-1
fluorescence was then measured by flow cytometry (MACSQuant Analyzer 10). The population with the highest
red and green fluorescence was selected as the one whose spermatozoa had high quality mitochondria, and its
representation was given as a percentage of the whole sperm population. Each sperm sample was measured in
triplicates within 1 h after thawing.

Motility

Thawed spermatozoa motility was assessed using a Computer-assisted Sperm Analysis (CASA) IVOS II using
the software HTCasall (IMV Technologies). The measurements were performed in triplicates for each sperm
sample within 3 min post thawing on unwashed spermatozoa. For each replicate, 10 uL of thawed sperm (2.4 x 10°
spz/mL) were activated with 600 pL of Actifish (IMV Technologies), and a fraction (2.8 uL) was loaded within
10 s into the chamber of a Leja slide (Leja®, REE. 025107-025108). Motility was recorded from 10 to 15 s post
activation (8 movies of 30 pictures at a speed of 60 pictures/min), and spermatozoa with an average path velocity
(VAP) 230 um/s were counted as motile. Results are expressed as a percentage of motile spermatozoa.

Fertilization ability

The fertilization test was conducted by adding 100 pL of thawed unwashed spermatozoa and 10 mL of Actifish
(IMV Technologies) to approximately 150 oocytes (2 x 10° spermatozoa/oocyte). As a control for the quality of
the oocytes, 25 pL of fresh sperm and 10 mL of Actifish (IMV Technologies) were added to approximately 150
oocytes every 8 fertilization tests. All sperm samples (12 males x 3 cryopreservation conditions and the fresh
controls) were tested for fertilization on the same egg batch obtained from the pool of 30 spawns (spring strain
females from UE PEIMA, 3 years old). The spawns were collected one day before the experiment and transported
over night at 4 °C under oxygen to ISC LPGP. After fertilization, eggs were incubated in the dark at 10 °C in
recirculated water at the fish facility ISC LPGP. Fertilization rates were assessed from the development rates at
eyed stage (about 20 days post fertilization). To do so, the eggs of each fertilization test were transferred into a
petri dish and a picture was taken. The total number of eggs was counted with the macro VisEgg® on Fiji-Image]
while the number of fertilized oocytes (embryos with developed eyes) was manually counted with the Fiji-Image]J
counter. Fertilization percentage was calculated by the following formula: (number of fertilized eggs/total number
of eggs x 100). The normalized fertilization percentage used in the results correspond to: fertilization rate of each
sample/average fertilization rate of fresh sperm x 100.

Statistical analyses

Significant differences between cryoprotectants were assessed with the non-parametric Kruskall and Wallis test
(multiparametric) followed by a two ways comparison with the Mann and Whitney test. Significance threshold
are indicated in the figures, but the highest p value accepted is 0.05. Data representation was made using the
non-parametric whisker box-plots, the whiskers indicating the minimum and maximum values, and the box
showing, from bottom to top, the first quartile, the median, and the third quartile.

DNA extraction

Fresh spermatozoa previously snap-frozen (50 x 10° spermatozoza) were thawed by adding 800 uL of warm (42 °C)
DNA releasing medium containing TNES buffer (125 mM NaCl, 10 mM EDTA, 17 mM SDS, 4 M urea, 10 mM
Tris-HCI, pH 8) and proteinase k (P6556; Sigma-Aldrich) at 75 pug/mL (final concentration). Thawed washed
spermatozoa (4 x 10° spermatozoa) were mixed with 800 pL of DNA releasing medium. All samples were digested
overnight at 42 °C. After cooling, 800 pL of phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1 vol) were added to the
800 pL of digested spermatozoa. After gentle shaking for 15 min at room temperature, the two phases were
separated by centrifugation for 15 min at 8000g at 4 °C. A fraction of 400 uL of the upper aqueous phase was
mixed with 100 uL NaCl 5 M in water and 1 mL cold 100% ethanol and incubated for 15 min at room tempera-
ture prior to centrifugation for 15 min at 12,000g at 4 °C. The DNA pellet was washed with 100 uL 75% ethanol
and centrifuged for 15 min at 12,000g at 4 °C. The new DNA pellet was left to air dry. It was then resuspended
in RNAse (A7973; Promega) 100 pg/mL final concentration in nuclease-free water and incubated for 1 h at 37
°C. DNA concentration was measured with the Qubit3 Fluorometer-invitrogen by Thermo Fisher Scientific
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using the Qubit™dsDNA BR Assay kit (REF Q32853, invitrogen by Thermo Fisher Scientific) according to the
manufacturer’s instructions.

For practical reasons, the same thawed sperm was used for membrane quality assessment and for DNA
extraction. In parallel, the same thawed sperm but from different straws was used for motility and mitochondria
quality assessment.

RRBS library preparation, sequencing and data processing

DNA digestion with Msp], library preparation and bisulfite conversion of the 48 samples (12 males x 4 conditions)
using Diagenode Premium RRBS kit were performed by the Integragen company (Evry, France). Paired-end
sequencing (100 b read length) was carried out by the company on Illumina NovaSeq™ 6000, with S2 patterned
flow cells. Because of some difficulties with the first sequencing round (too many reads with adapters, indicating
too short inserts), some samples have been resequenced after some changes in fragment size selection. These
yielded an average of 66.5 x 10° paired end raw reads (133 x 10° total raw reads). The sequencing quality of the
raw data was checked with FastQC program (version: FastQC_v0.11.7) (https://www.bioinformatics.babraham.
ac.uk/projects/fastqc/). Raw reads were trimmed using Trim Galore to remove adaptors sequences, the bases
added during RRBS library preparation, and the bases with a phred score < 30 (https://github.com/FelixKrueger/
TrimGalore version: TrimGalore-0.6.5). In order to exclude any risk of overestimation of DNA methylation due
to a low bisulfite conversion (< 98%), we calculated the bisulfite conversion rate and found a mean value 99.6%.

Using bowtie2 aligner (version: bowtie 2-2.3.5.1) available in Bismark bio-informatic software®, trimmed
reads were aligned to the reference genome (Omyk_1.0 genome version). Methylation status of every cytosine in
CpG sites was extracted using “bismark_methylation_extractor” These steps are available in the workflow which
agrees to FAIR principles and is accessible online (https://forgemia.inra.fr/lpgp/methylome). All the samples
had a median sequencing depth of the cytosines in CpG sites above 18 (Table 1) indicating that the data per
sample was sufficient. To visualize methylation levels distribution on the reference genome, BigWig files were
obtained with bedGraphToBigWig®! and methylation values were visualized with Integrative Genome Viewer®?.
Because both 5-mC and 5-hmC are protected from bisulfite conversion into uracil®*®, the cytosines claimed
to be methylated in this RRBS study are in fact either methylated or hydroxy methylated, and the information
about the proportion of 5-hmC is not available. However, because 5-hmC are mainly found at an early step of
the demethylation process (reviewed by Kohli and colleagues®), we consider that their merging with 5-mC did
not induce any bias in the interpretation of the data.

For the identification of differentially methylated cytosines (DMCs), the paired design of DSS general experi-
mental design from DSS®*¢” was used. For the DMCs detection, all cytosines with a sequencing depth N > 1 were
included in the analysis. Indeed, almost all cytosine sites are either completely methylated or unmethylated
(Fig. 3b), meaning that averaging the methylation status of several cytosines at the same site is not absolutely
mandatory. In addition, DSS was also used to detect the differentially methylated regions (DMRs). The criteria
used to determine the DMRs were to have a sliding sequence of at least 50 bases with >5 CpGs with a minimum
of 75% DMCs (with p-value <0.001). Ven diagram was created using Jvenn®, a web-based tool. The position of
the DMCs within genomic features and the identity of the genes corresponding to regions potentially sensitive
to cryopreservation was obtained by annotating DMCs with GenomeFeatures® and ensembl v104.1 annotation.

Data availability
The data for this study has been deposited in the European Nucleotide Archive (ENA) at EMBL-EBI under
accession number PRJEB60579 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB60579).
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présentation orale.

Le résumé ci-dessous offre un apercu des résultats qui ont été présentés au cours de ces
communications orales.

CRYOPRESERVATION AFFECTS CELLULAR QUALITY BUT NOT DNA METHYLATION PROFILE
IN RAINBOW TROUT SPERMATOZOA.
Marina EL KAMOUH?", Aurélien BRIONNE?, Audrey LAURENT?, Catherine LABBE!
TINRAE, Fish Physiology and Genomics, UR 1037, Rennes, France

marina.el-kamouh®@inrae.fr; aurelien.brionne@inrae.fr; audrey.laurent@inrae.fr;
catherine.labbe@inrae.fr

Sperm cryopreservation is a widely used biotechnology in fish. In the spermatozoa, DNA bears
the genotype of the donor male, whose transmission to the progeny will allow the restoration
of valuable genetic resources. Additionally, it is now known that fish spermatozoa epigenetic
profile, particularly DNA methylation, is transmitted to the embryo. As a consequence, any
alteration of DNA methylation in spermatozoa induces the risk of transmitting epigenetic
alterations to the offspring leading to altering the progeny. Published data on
cryopreservation impact on DNA methylation are limited and contradictory because they are
species and cryoprotectant dependent. The aim of this study is to assess whether
cryopreservation of rainbow trout spermatozoa can alter their DNA methylation profile and
whether the thawed sperm cellular quality is related to DNA methylation alterations. We also
wanted to investigate whether the cryoprotectant molecules play a role in DNA methylation
alterations. Sperm from rainbow trout mature males (n=12) was cryopreserved with
dimethylsulfoxide (DMSO), methanol (MeOH) or glycerol and compared to fresh sperm.
Thawed spermatozoa quality was assessed from their plasma membrane integrity and
fertilization ability. DNA methylation was studied by Reduced Representation Bisulfite
Sequencing (RRBS). Our results showed that membrane integrity is best preserved with DMSO
and very well preserved with glycerol whereas methanol provided a lower membrane integrity

193


mailto:marina.el-kamouh@inrae.fr
mailto:aurelien.brionne@inrae.fr
mailto:audrey.laurent@inrae.fr
mailto:catherine.labbe@inrae.fr

protection. Fertilization ability data confirmed that DMSQO is the best cryoprotectant and that
methanol spermatozoa protection is variable. However, glycerol did not preserve thawed
spermatozoa fertilization ability. Despite the variability in thawed spermatozoa quality
depending on the cryoprotectant, our data demonstrated that cryopreservation did not alter
DNA methylation of cryopreserved spermatozoa regardless of the cryoprotectant used. This
result was observed at the global scale and confirmed at the base resolution. To conclude,
DNA methylation is a robust epigenetic actor unaffected by cryopreservation regardless of the
cryoprotectant used. This reveals that fish farming of rainbow trout can safely use sperm
cryopreservation.

Keywords: biotechnology, epigenetics, gamete, fish
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Glyphosate exposure disrupts zebrafish spermatogenesis

Lombd, Marta «25, Giommi Christian vs, EI| Kamouh, Marina ©, Habibi, Hamid, R. ©, Maradonna,
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3 INRAE, Fish Physiology and Genomics, UR 1037, Rennes, France
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INTRODUCTION

Glyphosate is an active component of most herbicides largely used in conventional agricultural
practices worldwide. Growing evidence has reported that glyphosate disrupts the homeostasis of the
endocrine system mainly due to its estrogen-like properties, thus having deleterious consequences for
the reproductive health. In addition, this herbicide has been reported to promote epimutations in
mammals, pointing to potential inheritance of its effects to the following generations. Since the
environmental levels of glyphosate are alarmingly increased and, considering that the safety of this
compound remains a controversial issue, more information is still needed. In this study, we used
zebrafish as model species to have a deeper insight into the molecular changes affecting
spermatogenesis and male breeding capacity.

METHODS

Zebrafish adult males were dietary exposed to three different doses of glyphosate: 0.5 mg/kg bw day
(defined as acute reference dose by the EFSA), 5 mg/kg bw day and 50 mg/kg bw day (defined as the
no observable adverse effect level dose) for three weeks. Fishes were fed twice a day using dry
commercial food with or without glyphosate (control group). After the treatment, males were
euthanized and testicles were immediately excised to assess the potential changes in their structure
at histological level, whereas in testicular cells apoptosis was evaluated by TUNEL assay, the alterations
at protein level by western blot, and the histone modifications by immunohistochemistry.

RESULTS & DISCUSSION

The results revealed that, although the gonadosomatic index of males was similar between control and
glyphosate-exposed ones, testicles of males exposed to the highest dose displayed abnormal cystic
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structures, whereas those exposed to the lowest dose of glyphosate showed a higher frequency of
spermatogonia. The TUNEL assay allowed the detection of an increased number of apoptotic cells in
the testicles from males treated with 50 mg/kg bw day, but no changes were observed in the Casp3
levels in the whole gonads. Bearing in mind the crucial role of the endocannabinoid system in
reproduction, the levels of the cannabinoid receptor CB1 were evaluated. In this case, exposure to
both 0.5 and 5 mg/kg bw day decreased the levels of CB1, thus likely affecting different processes
occurring during spermatogenesis, such as cell differentiation, chromatin remodeling, and sperm
maturation. For this reason, immunohistochemistry was performed to study proteins involved in cell
proliferation and differentiation as well as two epigenetic marks: the acetylation of K9 in H3 (H3K9ac)
and the acetylation of K12 in H4 (H4K12ac). Altogether, these results suggest that male exposure to
glyphosate promotes genotoxic and epigenotoxic effects in the testicular cells in a dose-dependent
manner. Considering the lack of consensus about the toxic effects of glyphosate, these data could be
of the utmost interest to agencies, such as the EFSA and EPA, and lawmakers to better regulate the
use of this pesticide in areas devoted to crop production.

The project received funding from the Fondo Ateneo 2022 to FM and OC The project received funding
from the Fondo Ateneo 2022 to FM and OC
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Procédure expérimentale | Nombre de pages : 11

Type de technique : Biologie moléculaire

Marquage du potentiel membranaire mitochondrial au
JC-1 du sperme décongelé lavé.

. Objet, domaine d'application et limites d’utilisations
Le marquage au JC-1 permet d’étudier le potentiel membranaire mitochondrial.

Il permet d’étudier la qualité cellulaire du sperme frais et du sperme décongelé en étudiant la
qualité de leurs mitochondries (fonctionnalité des mitochondries)

La concentration du JC-1 recommandée par le fabricant est de 2uM. Mais le JC-1 a cette
concentration entraine des pertes de 64 a 85% des spermatozoides dans la population a
étudier. Par contre, un marquage avec du JC-1 1uM entraine des pertes autour de 45% des
spermatozoides et un marquage avec du JC-1 0,5uM entraine des pertes autour de 28% des
spermatozoides. La concentration retenue pour le marquage JC-1 est 0,5uM.

Rédigée par : Marina EL
KAMOUH

Fonction :

Visa

Revue par: Catherine Labbé
Fonction:
Visa:

Approuvée par:
Visa:




Il. Principe et références

Le JC-1 est un fluorochrome cationique bicolore. Il est excité a 488 nm. Il existe sous forme de
monomeres de fluorescence verte ( ~529 nm) et marque toutes les mitochondries
indépendamment de leur activité. Quand le potentiel membranaire mitochondrial est élevé,
le JC-1 se concentre et forme des agrégats de JC-1 de fluorescence rouge (~590 nm). On
suppose que c’est le potentiel de membrane qui assure la séquestration des cations dans
I’espace intermembranaire mitochondrial. Il existe donc un shift d’émission de la fluorescence
verte au rouge. En pratique, il semble qu’il faille rechercher des valeurs stables du vert, et que
les variations du rouge rendent compte de la fonctionnalité des mitochondries. Les résultats
sont exprimés par le ratio rouge/vert. Le ratio de fluorescence rouge/vert dépend uniguement
du potentiel membranaire mitochondrial et non-pas d’autres facteurs comme la taille des
mitochondries, leurs formes et leur densité qui peuvent influencer signaux de fluorescence a
un seul composant

Notice JC-1:

“MitoProbe™ JC-1 Assay Kit for Flow Cytometry (M34152)”

Ill. Matériel, produits, solutions et échantillons

11l.1. Matériel :

e Tubes Eppendorf 1.5 ml (autoclavés)

e Tubes Eppendorf 5 ml (autoclavés)

e Tubes5ml

e Tubes falcons 15 ml

e Tubes falcons 50 ml

e Centrifugeuse eppendorf 5804R (salle centri)
e Cytométre (labo Audrey)

e Ministat (labo Audrey)
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111.2. Produits

e JC-1(30ugdelC-1; MW=652,23 g/mol)
“MitoProbe™ JC-1 Assay Kit for Flow Cytometry (M34152)”:

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific

e DMSO (du kit)

111.3. Solutions

-SEFEMM

Milieu utilisé pour la dilution des spermatozoides de truite et de poisson rouge. Permet de
controler le pH et la PO dans lequel baignent les spermatozoides, permet la conservation du
sperme pendant au moins 24h (testé sur truite et poissons rouge).

pour 500 ml :

NacCl (58.44 g/mol) 110 mM 32g

KCl (74.55 g/mol) 28.3 mM 1.05¢g

MgS0s, 2 H,0 (246.47 g/mol) 1.1 mM 0.15g

CaCly, 2 H,0 (147.02 g/mol) 1.8 mM 0.13g

Bicine (163.2 g/mol) 10 mM 0.82¢g

Hepes de Na (260.3 g/mol) 10 mM 13g
Le pH est de 8 (pas besoin de I'ajuster), PO 290 mOsm/kg
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111.4. Echantillons

Sperme cryoconservé (paillettes) : 2 paillettes bleues de HD 8 (1 male) sont a 3*1079 spz/mL

IV. Mode opératoire

IV.1. Décongélation et lavage du sperme

- Noter I'heure : t pré décongélation=

- Décongeler 2 paillettes/condition (bain marie 10 s a 37°C) et verser leur contenu (environ 800 pL
total) dans un tube Falcon de 50 mL.

- Noter I'heure : t post décongélation=
- Ajouter doucement 10 mL de SFMM froid (4°C) pour dilution du cryoprotecteur

- Incuber a 4°C pendant 5 min pour équilibration de la PO intracellulaire (le cryoprotecteur est
hyperosmotique par rapport au SFMM)

- Centrifuger 10 min 200 g (rotor swing : centri 5804R ; rcf = g)

- Eliminer le surnageant (trompe a eau ou pipette)
Reprendre le culot dans 1,6 mL de SFMM (V SFMM = 2* V spz-cryoprotecteur) a 4°C, par
homogénéisation douce (agitation manuelle puis aspiration/refoulement avec pastette ou
P1000 + c6ne coupé)

A ce stade, pour un sperme congelé d 3.10° spz/mL dans les paillettes, le sperme lavé est 0 une

concentration approximative de 1,5.10° spz/mL (estimation de 800 uL de sperme décongelé, et de 50

% de pertes dues a I’éclatement de cellules et a I’aspiration de cellules dans le surnageant).

- Noter I'heure : t post lavage =
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Remarques :

Le marquage du sperme décongelé lavé au JC-1 doit étre mesuré le plutot possible apreés le
lavage du sperme décongelé car aprés 2h15 post lavage (expérimentation 15/09/2021), on
retrouve une perte de cellules de 46,34% (éclatement des cellules ?)

Pour comparer des conditions différentes (ex : différentes conditions de cryoconservation
du sperme), il faut strictement mesurer le marquage au méme temps post lavage du sperme
décongelé pour chaque condition. Pour un écart du début d’incubation de 8min30s entre 2
échantillons, on retrouve le méme marquage au JC-1 et les mémes pertes. Mais les sous
populations P2 et P3 (cf analyse des résultats) , qui sont répétables, sont plus labiles.

IV.2. Déterminer la concentration du sperme décongelé et lavé

- Dilution 1/100 :

Préparer 3 tubes au Vf=1 ml a partir de spz décongelé lavé
Tube a: 10 pL spz décong lavé + 990 pL SFMM
Tube b : 10 uL spz décong lavé + 990 uL SFMM

Tube c: 10 pL spz décong lavé + 990 uL SFMM

Astuces :

e Homogénéiser le spz décongelé lavé
e Se mettre a la surface en pipetant le spz décongelé lavé

- Dilution 1/10:

Tube a’ : 100 pL spz a (spz 1/100) + 900 pL SFMM
Tube b’ : 100 pL spz b (spz 1/100) + 900 puL SFMM

Tube ¢’: 100 pL spz ¢ (spz 1/100) + 900 uL SFMM

- Mesurer la concentration au cytometre :
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Nommer I’échantillon au cytométre : ex : spz a NM

- Calculer la moyenne des concentrations

- Faire le calcul de la dilution nécessaire pour étre a 1*1076 spz/mL lors du marquage avec JC1

Modifier la 1© dilution et garder la 2¢ dilution en tant que dilution au 1/10

- Nouvelle dilution 1/.... :

....pL spz décong lavé + ....uL SFMM

- Dilution 1/10:

wMLspz 1/... + ....uL SFMM

- Noter I’heure : t post ajustement conc=

IV.3. Marquage avec JC1 0,5uM final

- Reconstituer une solution mere de JC-1 a 200uM dans DMSO :
30 pg de JC-1 (MW=652,23 g/mol) + 230 ul DMSO du kit

- Préparer une solution travail de JC-1 dans DMSO a 50 uM a partir de
la solution mére JC-1 200uM

- Déposer 5 ul DMSO dans tubes « DMSO+ spz-SFMM » a mesurer

- Déposer 5 ul JC-1 50uM (solution de travail) dans chacun des tubes a mesurer sauf celui avec
du DMSO

- Ajouter 495 pl spz 1/10 (spz a 1*1076 spz/ml) au tube qui sera utilisé pour caler les fenétres

- Mettre aincuber a 20°C pendant 15min

Rédigée par : Marina EL Revue par: Catherine Labbé | Approuvée par:
KAMOUH Fonction: Visa:

Fonction : Visa:

Visa




- Lancer le chronométre

- A5min, Ajouter 495 ul spz de 1/10 (spz a 1*1076 spz/ml) au tube avec DMSO
=>» Mettre aincuber a 20°C pendant 15min

- A 6min30s, Ajouter 495 pl spz de 1/10 (spz a 1¥1076 spz/ml) au 1° tube du triplicat
= Mettre a incuber a 20°C pendant 15min

- A8min, Ajouter 495 ul spz de 1/10 (spz a 1*1076 spz/ml) au 2° tube du triplicat
=>» Mettre a incuber a 20°C pendant 15min

- A9min30s, Ajouter 495 pl spz de 1/10 (spz a 1¥1076 spz/ml) au 3° tube du triplicat
=>» Mettre a incuber a 20°C pendant 15min
Chaque échantillon a mesurer contient :

S5l JC-1 50uM (solution de travail) + 495 pl spz de 1/10 (spz a 1*10”6 spz/ml)

IV.4. Mesure au cytométre

- Parameétres (septembre 2021) :

- PourlJC-10,5uM :
o (FSC;SSC; B1;B2)(415V ;524V ;435V ;445V)

- Pour JC-1 1uM (si utilisation de cette concentration) :
o (FSC;SSC; B1; B2)(415V ;524V ;396V ;365V)

- Trigger pour JC-1 0,5uM et 1uM : (FSC ; SSC) (50 ; 100)

- Vitesse : medium (passer en high en cas de besoin)

- Afficher dans le tableau de la fenétre de I’échantillon :

- Count; count/mL; mean et %-#

Mesurer les tubes a respectivement : 15 min, 20 min, 21min30s, 23min et 24min30s
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IV.5. Analyse des résultats

1) Le controle de I’expérimentation : DMSO + spermatozoides-SFMM

Le « controle » de cette expérimentation est le tube contenant le DMSO avec spz-SFMM. Suite
a sa mesure au cytometre, on retrouve les profils ci-dessous.

La fenétre P1 représente une grande proportion de la population totale. La population
d’intérét, population a étudier, est celle qui est présente dans la fenétre P1. On n’a pas
sélectionné la population présente a droite de la fenétre P1 car elle a une taille et une
structure plus grande. Elle correspond a des agrégats.

Concernant le profil de fluorescence, I'intensité de la fluorescence verte et celle du rouge sont
nulles. Ceci est cohérent étant donné que le DMSO n’est pas un fluorochrome.

Ce contréle permet de déterminer la concentration de P1 en absence du JC1

P1\P4
100.00%#
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2)

Les échantillons marqués avec JC-1 : JC-1 0,5uM final + spermatozoides-SFMM

Suite a la mesure de I'échantillon marqué avec JC-1 0,5 uM final, on retrouve la
population d’intérét dans la fenétre P1.

Concernant la concentration de P1, « count /mL », on la compare a celle du DMSO
avec spermatozoides-SFMM pour évaluer les pertes de cellules due a I'agglutination
provoquée par le JC-1.

Concernant le profil de fluorescence,

On retrouve 2 populations : une population moins marquée en vert présente dans la
fenétre P3 et une autre plus marquée en vert présente dans la fenétre P2. La
population moins marquée en vert possede une moindre capacité a absorber le vert
alors que la population plus marquée en vert est en meilleur état et arrive a mieux
absorber le vert.

On affiche dans le tableau les moyennes des intensités de la fluorescence rouge et de
la fluorescence verte pour calculer par la suite le ratio moyenne de l'intensité de
fluorescence rouge/moyenne de l'intensité de la fluorescence verte. Le ratio étant
toujours rouge/vert. L'intensité de la fluorescence verte est censée étre stable entre
les différents échantillons. Le calcul du ratio nous permet de comparer entre les
échantillons et de déterminer ainsi les échantillons avec une meilleure qualité
mitochondriale des spermatozoides.

Concernant les populations présentes dans P2 et P3, on affiche dans le tableau le %
de P2 et le % de P3 par rapport a P1. |l est important d’afficher le % de ces populations
afin d’étudier I'état des sous populations de spermatozoides présentes dans notre
population d’intérét.
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3) Points de vigilance :

A- Répétabilité des mesures

Exemple : marquage avec JC-1 0,5 uM final (expérimentation 23/09/2021)

1e série: Mesures avec marquage JC10,5pM final aprés 50 min post lavage

[P1] ratio ratio % heure de
Ech | Tube [ci] (*10n6 | %P3/P1 | % P2/P1| I-P3 Ir-P3 |Rouge/v | Iv-P2 Ir-P2  |Rouge/ver |récupérati| % pertes mesure
spz/mL) ert P3 t P2 on
0005 1D |5pL DMSO| 0,865 X X x X X X X x X X 14:15
oooe 2 |0,5uM final| 0,669 34,63 64,46 9,48 13,39 1,41 25,67 51,59 2,01 77,3 22,7 14:16
0007 3 |0,5uM final| 0,625 33,75 65,53 9,78 14,49 1,48 25,72 53,67 2,09 72,3 27,7 14:17
ooo8 4 |0,5uM final| 0,654 36,81 62,55 9,57 13,46 1,41 24,72 48,99 1,98 75,6 24,4 14:18
moyenne | 0,649 | 3506 | 6418 | o061 | 1378 | 143 | 2537 51,42 2,03 75,07 24,93
Gcart type| 0,022 1,58 1,51 0,15 0,62 0,04 0,56 2,34 0,05 2,59 2,59

Les mesures de [P1], % P2/P1, % P3/P1, ratio rouge/vert P2, ratio rouge/vert P3 sont répétables.

Exemple : marquage avec JC-1 1 uM final (expérimentation 15/09/2021)
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Mesures avec marguage JC1 1pM final a partir de 15min du début d'incubation

[P1] o= - ratio ratio % o= heure
Ech (Tube [c1] (*10n6 Iv-P3 Ir-P3  |Rouge/vert| Iv-P2 Ir-P2 | Rouge/ver |récupér de
P3/P1|P2/P1 i pertes
spz/mL) P3 tP2 ation mesure
5 2D (10upL DMsSO| 0,842 X X X X X X X X X X 10:24
6 3 1uM final 0,459 47,43 | 52,76 7,69 20,76 2,70 17,15 46,22 2,70 54,5 45,5 10:26
7 1pM final 0,456 | 49,94 | 50,07 7,74 18,57 2,40 17,44 44,5 2,55 54,2 45,8 10:28
8 5 1pM final 0,458 50,48 | 49,81 7,71 20,77 2,69 17,36 47,15 2,72 54,4 45,6 10:29
moyenne 0,458 | 49,28 | 50,88 7,71 20,03 2,60 17,32 45,96 2,65 54,35 | 45,65
écart type 0,002 1,63 1,63 0,03 1,27 0,17 0,15 1,34 0,09 0,18 0,18

Les mesures de [P1], % P2/P1, % P3/P1, ratio rouge/vert P2, ratio rouge/vert P3 ainsi que le % de

pertes sont répétables.

La répétabilité des mesures permet de valider la valeur obtenue du parametre étudié.
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B- Plusieurs sous populations

Au cours du temps, les spermatozoides décongelés-lavés s’abiment et se dégradent. Lors de
la mesure au cytometre a un instant donné, on retrouve plusieurs sous-populations : une
population trés marquée en vert (high stain), une population moins marquée en vert (medium
stain) et méme une 3e population encore moins marquée en vert (low stain)

Il existe un glissement des cellules dans des populations moins marquées
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FICHE RESUME :

1/ Echantillon

Sperme cryoconservé (paillettes) : 2 paillettes bleues de HD 8 (1 male) sont a 3*1079 spz/mL

2/ Décongélation et lavage du sperme

= Décongeler 2 paillettes dans un bain marie pendant 10s a 37°C :
= Verser 800uL spz-cryop dans un falcon 50mL

=  Ajouter 10mL de SFMM au falcon 50mL

= Attendre 5min

= Centrifuger pendant 10 min 200 g a 4°C

= Jeter le surnageant

= Ajouter 1.6 mL SFMM franco sur culot

= Agiter, aspirer et refouler délicatement

3/ Déterminer la concentration du sperme décongelé et lavé

= Dilution 1/100 : Préparer triplicat de 10 pL spz décong lavé + 990 puL SFMM
= Dilution 1/10 : Préparer triplicat de 100 pL spz a (spz 1/100) + 900 puL SFMM
= Mesurer la concentration au cytometre

=  Calculer la moyenne de ces 3 concentrations

=  Faire le calcul de la dilution nécessaire pour étre a 1¥*10”6 spz/mL lors du marquage avec JC1

= Nouvelle dilution 1/.... : ....uL spz décong lavé + ....uL SFMM
= Dilution 1/10 : iImL spz 1/... + 9mL SFMM

4/ Marguage avec JC-1 0,5uM final

= Reconstituer une solution mére de JC-1 a 200uM dans DMSO :
=  Préparer une solution travail de JC-1 dans DMSO a 50 uM a partir de la solution mere
= Déposer 5 pL. DMSO dans tubes « DMSO+ spz-SFMM » a mesurer

= Déposer 5 uL JC-1 100uM (solution de travail) dans chacun des tubes a mesurer sauf celui

avec du DMSO
= Ajout de 495 puL spz 1/10 (1*1076 spz/ml) a :
0 min au tube qui sert a caler les fenétres ; a 5min au tube avec DMSO

a 6min30s au 1€ tube du triplicat ; a 8min au 2¢ tube du triplicat ; a 9min30s au 3¢

tube du triplicat

= Apres ajout de 495 pL spz 1/10 (1*1076 spz/ml) au temps adéquat,
Mettre directement a incuber a 20°C pendant 15min
=  Chaque échantillon a mesurer contient :
5uL JC-1 50uM (solution de travail) + 495 pL spz de 1/10 (spz a 1*10”6 spz/mL)
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5/ Mesure au cytométre

=  PourJC-10,5uM : (FSC; SSC; B1; B2) (415V ;524V ;435V ;445V)
®* PourJC-11uM: (FSC; SSC; B1; B2) (415V ;524V ;396V ;365V)
= Trigger pour JC-10,5uM et 1uM : (FSC ; SSC) (50 ; 100)
= Mesurer les tubes a respectivement :
15 min, 20 min, 21min30s, 23min et 24min30s
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Etude de I’épigénétique du spermatozoide chez les poissons :
Risques induits par la cryoconservation du sperme sur la méthylation de ’ADN

Mots clés : gaméte, truite arc-en-ciel, biotechnologie

Résumé : Les spermatozoides sont les cellules
les plus utilisées pour la cryoconservation des
ressources génétiques en aquaculture. Il est
connu que les spermatozoides de poissons
transmettent aux embryons non seulement leur
patrimoine génétique, mais aussi leur profil
épigénétique notamment la méthylation de 'ADN.
Ainsi, toute altération du profil de méthylation de
'ADN des spermatozoides induit un risque de
transmission d’altérations épigénétiques a la
descendance. L’objectif de cette étude est
d’évaluer si la cryoconservation du sperme peut
modifier le profil de méthylation de 'ADN du
spermatozoide chez la truite arc-en-ciel. Sa finalité
est de connaitre le risque de I'utilisation de sperme
cryoconservé pour la descendance. Pour induire
des réponses cellulaires variables aprés la
cryoconservation, les spermatozoides ont été
cryoconservés dans différents cryoprotecteurs : le
diméthyl sulfoxyde, le méthanol, et le glycérol.
Nous avons confirmé que chacun d’eux apportait

Sperm epigenome in fish:

un niveau de protection cellulaires différent
selon le critere étudié (qualité des membranes
et des mitochondries, motilité, fécondance).
Suite a 'analyse de la méthylation de ’ADN par
RRBS, nous n’avons pas vu d’effet global de la
cryoconservation. Au niveau du génome, nous
avons pu identifier un faible nombre (335 a 564)
de cytosines a statut différentiellement méthylé
(DMCs). Peu sont communes entre les
cryoprotecteurs, et aucune corrélation n’a été
observée entre le nombre de DMCs et les
altérations cellulaires post-cryoconservation.
Nous suggérons cependant que les DMCs
signent I'existence de régions potentiellement
sensibles a la cryoconservation.

En conclusion, la méthylation de I'ADN des
spermatozoides de truite arc-en-ciel ne serait
que faiblement sensible a la cryoconservation.
Les régions affectées nécessitent confimation
avant d’étudier I'effet sur la descendance.

Exploration of the risks induced by sperm cryopreservation on DNA methylation

Keywords : gametes, rainbow trout, biotechnology

Abstract : Spermatozoa are the cells the most
commonly used for cryopreservation of valuable
genetic resources in aquaculture. It is known that
fish spermatozoa transmit to the embryo not only
their genetic but also their epigenetic profile,
particularly DNA methylation. Therefore, any
alteration of the DNA methylation profile in
spermatozoa induces the risk of transmitting
epigenetic alterations to the offspring. The aim of
this study was to assess whether sperm
cryopreservation can alter DNA methylation profile
in rainbow trout spermatozoa. Its purpose is to
know the risk of using cryopreserved sperm for the
offspring. To trigger variable cellular response
after  cryopreservation, spermatozoa were
cryopreserved with different cryoprotectants

dimethyl sulfoxide, methanol and glycerol. We
confirmed that each of them provided a different

level of cellular protection according to the
cellular parameter (membrane and mitochondria
quality, motility, fertilization ability). Following the
analysis of DNA methylation by RRBS, we did
not see an overall effect of cryopreservation. At
the genome level, we were able to identify a
small number (335 to 564) of differentially
methylated cytosines (DMCs). Few are common
between cryoprotectants, and no correlation was
observed between the number of DMCs and
cellular alterations after cryopreservation. We
suggest that the DMCs indicate the presence of
potentially sensitive regions to cryopreservation.
In conclusion, sperm DNA methylation of
rainbow trout would be only slightly sensitive to
cryopreservation. Affected regions need to be
confirmed before studying the impact on
offspring.
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