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Contexte général du projet

La conchyliculture en Région Basse Normandie constitue une activité importante, classant la région
actuellement a la 3iéme place en production d’huitres (environ 20% de la production nationale)[1]. Depuis,
l'ostréiculture francaise s’est diversifiée par la production d’huitres triploides (3n), né de la volonté
d’annualiser la consommation en proposant des animaux stériles avec une qualité organoleptique
équivalente sur 'année. Un second intérét est de gagner un an d’élevage, sur les 3 ans habituels chez les
huitres diploides (2n). Initialement induite par chocs thermique ou chimique, la triploidisation des huitres
est maintenant assurée par le croisement d’huitres 2n avec des huitres tétraploides (4n)[2], [3].

Cependant, différents travaux ont montré la capacité d’'une certaine catégorie d’huitres 3n (3na) a mener
une gamétogenése[4], [5]. Force est de constater la forte plasticité gamétogénétique de cette espéce
assurant pour les animaux polyploides a nombre pair (2n et 4n) la capacité de mener une reproduction
compléte, et une reproduction nulle ou tres faible chez les animaux 3n (3nf)[5], [6]. D’autres études ont
également montré les cas d’aneuploidie élevée (proche de 25-35% et généralement de ’hypoploidie), de
réversion (2n vers 3n) et de mosaicisme hétéroploide chez les huitres 3n[3], [7]-[10]. Ces constats
aboutissent a un premier questionnement sur 'impact des animaux polyploides et aneuploides sur les
populations naturelles en cas d’échappement en termes d’aquaculture durable. Ces mécanismes
accroissent le risque d’augmenter les capacités reproductives des animaux et leur échappement,
originellement non natifs de I'Europe. De méme, la polyploidisation des espéces est un moteur de la
spéciation soit par alloploidie, soit par autoploidie et de fait, entraine une compétition adaptative entre les
animaux polyploides et 2n. Fréquent chez les plantes, peu de travaux chez les animaux ont argumenté ce
fait, sauf chez des especes de rainettes ou de daphnies ou la polyploidisation semble accroitre la tolérance

des animaux polyploides aux variations climatiques[11], [12].

D’un point de vue scientifique, cette plasticité gamétogénétique est-elle en lien avec des mécanismes mis
en jeu pendant la production des animaux polyploides? En effet, les processus cellulaires et moléculaires,
se déroulant pendant la production des gamétes et pendant la fécondation, puis chez 'adulte sont assez
peu connus. Cependant, la méthode actuelle d’obtention des géniteurs 4n nécessite certainement une
gynogenése chez 'ovocyte, méme si Guo et al [13] n’ont pas pu stabiliser la population 4n dans leur étude.
Généralement, la faible fécondité est attribuée a une mauvaise ségrégation chromosomique pendant la
méiose avec la production de gametes aneuploides. Seulement 'ensemble des mécanismes de ségrégation

a été étudié surtout sur les tissus somatiques (branchies) ou pendant la méiose[8], [14] et sur des



animaux produits selon les méthodes antérieures a celle employée maintenant dans la production (soit
avant 2007). Les seules études sur la gamétogeneése menées sur les huitres 3n produites par la méthode
IFREMER sont celles de Jouaux et al. (2010)[4] et Dheilly et al. (2014)[15], dont l'effort de gamétogenese
est de l'ordre de 75%. Suivant les méthodes d’obtention précédentes (cytochalasine B ou 4n produits
selon les méthodes de Guo et al. (1994)[16] ou de McCombie et al. (2005)[3]), les seules données
disponibles sont tres hétérogénes (20 a 80% d’occupation gonadique, ne discriminant pas les tubules

gonadiques et le tissu de réserve).

Objectifs de la thése

L’objectif de la thése est I'étude de la plasticité gamétogénétique en relation avec les mécanismes
cellulaires (aneuploidie et compensation chromatinienne) et moléculaires (régulation du cycle cellulaire)
chez I'huitre 3n.

Le mécanisme communément observé chez les huitres 3n au niveau des tissus somatiques est
I'aneuploidie et le mosaicisme, lié certainement a un dysfonctionnement de la ségrégation, entrainant des
ségrégations multivalentes pendant la métaphase. Quelques rares observations sur les gameétes ou sur les
cellules germinales montrent des ségrégations bi-, tri- ou quadrivalentes[5], [6], [14], [17] pendant la
métaphase [ de méiose. Ces ségrégations se traduisent dans les tissus somatiques aussi par des
regroupements de chromosomes bloqués (ou « clumps »), ainsi que des réversions[9], [10] ou des pertes
chromosomiques[4] et mettent en jeu des modifications des complexes synaptonémaux. Par ailleurs, le
blocage des complexes synaptonémaux favorise les crossing-over, facilitant le brassage génétique pendant
la reproduction et peut faciliter les changements dans le génome.

Héritant du méme génome parental, les différences de performance de croissance et de reproduction
peuvent également sous l'influence de changements épigénétiques, Largement documentés chez les
plantes, ces changements sont assez peu démontrés chez les animaux hormis chez la truite[18] et
I'huitre[19], ou ces études ont montré, non par une variation de la méthylation globale, mais au sein de
loci spécifiques. Ces résultats peuvent alors suggérer une régulation épigénétique au sein d’ensemble de

génes régulant la reproduction chez les huitres 3n.

Actions et approches méthodologiques

Le projet de recherche se décompose en trois actions :

Action 1- Caractérisation des cellules germinales précoces des huitres 3n: Cette action portera sur
I'identification des caracteres ultrastructuraux en microscopie électronique (corpuscules de Barr,
condensation chromatinienne, organisation cytoplasmique, rapport nucléoplasmique) entre les cellules
germinales primordiales chez les huitres 3n a et 3, et des cellules goniales.

Action 2- Etudes des mécanismes cellulaires et moléculaires de la régulation de reproduction : La
régulation de la reproduction induisant deux stratégies chez les huitres 3n sera abordée au niveau
cellulaire et moléculaire. Le blocage des huitres 3n sera étudié par La mesure des facteurs régulateurs du
cycle cellulaire (PCR quantitative, immunocytochimie et ELISA) des cellules germinales. La dérégulation
du cycle peut alors engendrée des variations de la ploidie, comme la perte de chromosome chez

I'huitre[4]. L’aneuploidie sera abordée par le caryotypage associé au FISH, les approches DRACCAR[20] et



TUNEL, par la perturbation des fuseaux mitotiques par immunocytochimie. Une seconde hypothese est
une régulation épigénétique pour compenser le génome 3n par méthylation du génome ou silencing de
génes cibles. Elle sera abordée par les approches de méthylation globale de ’'ADN ou de loci spécifiques et
de mesures des enzymes de modification comme les ADN Méthyl Transférases, et des petits ARN identifiés
a partir des données du programme GigamiRNome sur les 3n.

Action 3- Influence des facteurs environnementaux sur les mécanismes régulateurs de la
reproduction des huitres 3n:

La polyploidie pour certaines espéces augmente la tolérance des variations environnementales [12], [21].
L’'influence de I'environnement sera alors mesurée a partir du suivi de lot(s) d’huitres 3n sur différents
sites, avec un lot 2n contrdle. Le facteur choisi sera la température, premier critere fluctuant selon les sites
d’élevage en France, mais aussi conséquence importance du réchauffement climatique. Ce suivi sera
réalisé sur 3 ans (incluant deux cycles de reproduction). L'effort de reproduction sera mesurée par
histologie quantitative et la viabilité des gametes et des embryons par croisements entre des huitres 3n
et/ou 2n. Au niveau cellulaire et moléculaire, la gamétogenese sera suivie par les mémes approches citées

dans les actions 1 et 2.

Intérét général et caractere innovant des recherches

Ce projet concerne la compréhension des mécanismes régulant la reproduction chez les huitres 3n, par
des approches novatrices. Il permettra sur cette espéece économiquement importante de lier les
phénotypes observés aux régulations cellulaires et moléculaires. Il mettra aussi en lien la plasticité
reproductive avec I'environnement.

Ce projet apportera des données majeures pour comprendre 1'évolution de la reproduction des huitres 3n
dans le contexte des changements globaux, vis-a-vis des populations huitres 2n. Les connaissances
développées seront importantes pour la gestion des stocks d’élevage 2n et 3n, et également pour
I'optimisation de la production des géniteurs pour les écloseries commerciales. Elles seront également

importantes pour 'autorité publique sur 'utilité des réseaux de biovigilances.

D’un point de vue scientifique, ces données renforceront la position de I'huitre comme organisme modéle,
dont de nombreuses données moléculaires ont été générées. Elles apporteront une meilleure
connaissance sur les modes de reproduction selon la ploidie, grace a la grande plasticité de cette espéce et
sur le potentiel invasif des populations polyploides vis-a-vis des stocks naturels. Ces résultats assureront
une meilleure compréhension des mécanismes de polyploidisation chez les espéces animales, ou peu de

données existent vis-a-vis des espéces végétales.
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