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Avant-propos
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I. L'huitre creuse

1. Ecologie et Biologie
v Ecologie : mode de vie et contraintes

L'huitre creuse est un organisme planctonique aux stades embryonnaires et larvaires
qui vit fixé sur un substrat toute sa vie adulte. Elle doit donc développer des adaptations
pour tolérer les contraintes de son environnement, notamment pour s'assurer une bonne
reproduction et survie. Les facteurs abiotiques (température, photopériode, salinité ...) et
biotiques (nourriture ...) auxquels est soumise une huitre peuvent ainsi varier selon les
périodes de I'année, sa localisation sur le littoral, sa position dans la colonne d’eau, sa
situation sur I'estran et par conséquent, son temps d’immersion (KORPELAINEN 1990 ; RUESINK
et al. 2003). De nombreuses études dans des écosystemes tempérés ont montré que la
concentration en plancton avait une influence sur I'effort de reproduction ainsi que sur la
qualité des gametes (ENRIQUEZ-DIAZ et al. 2009 ; BERNARD 2011). La température impacte
également la reproduction de I'huitre notamment le déclenchement de différentes phases
du cycle de reproduction : le repos sexuel, la maturation et la ponte (CHAVEZ-VILLALBA et al.
2002 ; FABIOUX et al. 2005 ; BERNARD et al. 2011). Ainsi, a des températures basses de 8°C, la
maturation des cellules germinales peut avoir lieu avec un allongement de la durée du cycle
de 4 mois (FABIOUX et al. 2005) alors que le déclenchement de la ponte nécessite des

températures de 19°C (MANN 1979).

v’ Biologie
L'huitre est un animal a corps mou recouvert d'une coquille a deux valves
asymétriques maintenues par un muscle adducteur (Figure 1). Les organes sont enveloppés
dans un manteau dont les deux lobes sont soudés entre eux et qui délimite la cavité palléale.
Dans sa partie antérieure, le manteau forme un capuchon céphalique qui recouvre les palpes
labiaux et la bouche. Sa fonction premiere est de secréter la coquille mais il a aussi,

notamment, un réle dans les fonctions sensorielles et dans le stockage des réserves.
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Figure 1 : Anatomie générale de Crassostrea gigas.
Photo (A) et dessin (B, d'apres GALTSOFF 1964) illustrant I'anatomie de I'huitre.

Le systeme digestif de I'huitre est adapté a la consommation de phytoplancton. Il est
composé de la bouche, d'un court oesophage, d'un estomac avec une fonction de tri de
particules et de digestion extracellulaire mécanique et chimique, ainsi que d'une glande
digestive trés volumineuse ou aura lieu la digestion intracellulaire. Enfin les aliments passent
dans l'intestin qui débouche sur l'anus. Les branchies assurent une double fonction de
respiration et de nutrition. Elles permettent a I'animal de retenir les particules alimentaires
afin de les transporter jusqu'aux palpes labiaux puis a la bouche. Le systéme circulatoire est

partiellement clos et composé de vaisseaux et de sinus coelomiques. Le cceur, situé pres du
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muscle adducteur, comporte un ventricule et deux oreillettes. Le ventricule envoie
I'hémolymphe dans les organes par l'intermédiaire des artéres et des artérioles puis
I'hémolymphe est épurée par le rein avant de repartir vers les oreillettes. Le systeme

nerveux est réduit a une paire de ganglions cérébroides et a une paire de viscéraux.

2. Importance économique

L'huitre Crassostrea gigas est le mollusque le plus cultivé au monde avec une
production mondiale annuelle de 4,2 millions de tonnes en 2009 (Figure 2A, source: FAO
2011). Originaire du Japon, elle a été introduite en France a partir de 1971 apres les
mortalités observées de |'huitre endémique Ostrea edulis et de I'huitre portuguaise
Crassostrea angulata (GRizeL 1985 ; GRizeL et HERAL 1991). Elle est depuis cultivée quasiment
en monoculture (95 %), ce qui implique une grande vulnérabilité de I'ostréiculture face a un

nouveau cas d'épizootie.
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Figure 2 : Productions conchylicoles annuelles mondiale et francaise.

(A) Production mondiale. Les 9 especes citées assurent 85 % de la production mondiale et les
huitres creuses représentent un tiers de la production conchylicole (Source: FAO 2011,
données 2010). (B) Production Francaise. Annuellement, 129 800 tonnes d'huitres sont
produites en France (Source: CNC 2011, données 2009).

En dehors des pays d'origine de Crassostrea gigas, la France est le principal pays de
production dans le monde avec presque 130 000 tonnes vendues en 2009 (Figure 2B, source:
CNC 2011). L'ostréiculture est la premiére activité aquacole tant en chiffre d’affaires qu’en
emplois dans de nombreuses régions littorales francaises. La Basse-Normandie est la
troisieme région francaise de production avec 27 000 tonnes d'huitres (source: CNC 2011).

L'importance économique de cette espece nécessite donc une bonne maitrise de sa
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production en masse. Cela impligue un approvisionnement suffisant des ostréiculteurs en
naissain. Le captage dans le milieu naturel étant irrégulier d’'une année a 'autre, le naissain
de captage laisse de plus en plus la place a du naissain produit en écloserie.
L'approvisionnement de la production ostreicole francaise repose selon les années pour 20
ou 30% sur la production de naissain en écloserie (Source: IFREMER, 2011). Pour satisfaire la
demande des ostréiculteurs, les écloseries doivent donc non seulement maitriser leurs
stocks de géniteurs males et femelles mais aussi améliorer la qualité du naissain qui
présente des mortalités élevées lors du développement de sa gonade. Il faut pour cela mieux
comprendre la physiologie de la reproduction de cette espéce, notamment son

déterminisme sexuel, tant au cours du développement que chez I'adulte.

3. Importance phylogénétique

L'analyse des ARNr 18S et 28S a permis depuis quelques années de préciser les
relations existant entre les différents phyla, auparavant essentiellement basées sur les
similarités morphologiques. Ainsi, deux grands clades se distinguent au sein des bilatériens,
les deustérostomiens et les protostomiens regroupant les ecdyzosoaires et les
lophotrochozoaires. L'huitre creuse se classe parmi les lophotrochozoaires caractérisés par la
présence d'un stade larvaire nommé trochophore possédant une couronne de cils autour de
la bouche nommée lophophore. Des études récentes (PAPs et al. 2009) ont permis d'affiner
la phylogénie des lophotrochozoaires (Figure 3). Ainsi les lophotrochozoaires sensu stricto
peuvent étre divisés en 2 clades. Les mollusques sont classés dans le premier qui regroupe
des phyla a clivage radial (les brachiozoaires) et des phyla a clivage spiral (les annélides, les
siponcles, les échiuriens et les némertes). Le second clade regroupe les bryozoaires, les
cycliophores, les entoproctes et les plathelminthes.

Contrairement aux ecdyzosoaires qui font I'objet de nombreuses études, notamment
sur les organismes modeles Drosophila melanogaster et Caenorhabtidis elegans, peu de
connaissances sont disponibles chez les lophotrochozaires en général et les mollusques en
particulier, qui ne disposent pas encore d'organismes modeéles. Pourtant I'embranchement
des mollusques est I'un des plus importants du réegne animal, aprés les arthropodes, en
termes de diversités morphologique et physiologique ainsi qu’en nombre d’espéces (environ

117 000). Ainsi de par sa position phylogénétique, la récente caractérisation de son génome
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(ZHANG et al. 2012) mais aussi son mode de reproduction hermaphrodite et, Crassostrea
gigas représente un organisme d'intérét pour enrichir la phylogénie moléculaire du

déterminisme sexuel et la génomique comparée de la reproduction.

Chordata W
Hemichordata @% Dienterostomia
Echirodermata %\/&
Arthropoda &—}
. Tardigvada mp
Kinorlynecha <Tmm
Friapulida Q::) Ecdysozoa
p— N ematoda m
: e Nemaramaipha @

e e e Chactognatha e )

_E Fhoronida ?

Brachiopoda T 3=

Brachiozoa

Mollusca

_E Amnelida M

S:p’unruh
— b Echiinira 6‘@
Nemertea @
1 Bryvozoa @ﬂ

€

Cycliophora —T

oy
— Enroprocta ! B

FPlatyhelminthes §— —
Micrognathozoa G:ZD
_E.{c'an:hocephaiﬂ I :

Rarifera

Gasmomicha é %

Gnathosromulida C:E‘E)

Nemerrodermatida (-:._F_.::-_-)
. G
Cnidaria CE."__

Figure 3 : Phylogénie des métazoaires détaillant les lophotrochozoaires.
Ss : Sensu stricto ; Sl : Sensu lato (d'apres PAPS et al. 2009).
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4. Développement et reproduction

v Développement de I'huitre et mise en place de la gonade

Chez I'huitre, la fécondation est externe et le développement post-embryonnaire se
poursuit par une phase larvaire planctonique. Vingt-quatre heures aprés la fécondation, la
larve de type trochophore devient une larve veligere D dénommée ainsi a cause de la forme
de sa coquille (Tableau 1). A ce stade, la larve présente aussi un vélum qui sert a la nutrition
et a la locomotion. Lorsque la larve atteint 250 um, un organe photosensible appelé ‘ceil’
apparait et elle est alors nommée larve véligere oeillée. Au stade pédivéligere, a environ 15
jours post-fécondation (jpf) a 25°C, apparait un pied qui permet une fixation au substrat et
donc le début de la vie benthique de I'huitre. A 20 jpf a lieu la métamorphose et le plan
d'organisation du jeune naissain est mis en place.

La premiere mise en place de la gonade et sa différenciation ont lieu au cours de la
premiére année de vie des huitres, selon une cinétique influencée par les conditions
d'élevage. Malgré le peu de données actuellement disponibles, la caractérisation chez
I'huitre du gene Oyvlg (Oyster vasa-like gene) a permis de disposer d'un marqueur germinal
et de préciser ainsi les événements précoces de la mise en place gonadique au cours du
développement embryonnaire et larvaire (FABIOUX et al. 2004a ; b). La localisation de I'ARNm
d'Oyvlg de l'ovocyte a la larve véligere suggere ainsi la présence de cellules germinales
primordiales (CGPs) au stade gastrula puis leur migration le long de la masse viscérale. Au
stade larve véligere, les CGPs sont présentes de part et d'autre de la glande digestive. Chez le
naissain, il n’existe actuellement aucune donnée expérimentale sur la migration et la
différenciation des CGPs en cellules germinales souches (CGS). Ainsi, au stade juvénile, seuls
guelques travaux anciens (GALTSOFF 1964 ; TARDY 1970 ; LUBET 1976 ; LUBET et al. 1976) et une
thése (FaBioux 2004) mentionnent qu’un ou deux groupe(s) de CGPs serai(en)t localisé(s)
dans la zone péricardique et se différencieraient en CGSs avant le premier cycle de
reproduction. Des cellules germinales seraient visibles dans les canaux collecteurs et tubules
gonadiques dés le stade naissain agé de 3-4 mois a 18°C et nourri ad libitum (NAIMI et al.
2009b). La premiere maturité sexuelle est observée vers 10 mois d'age pour des huitres

élevées en nurserie ou en claires ostréicoles.
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Tableau 1 : Développement et mise en place de la gonade chez I'huitre élevée en nurserie
a 25°C pour les stades larvaires puis a 18°C aprés la métamorphose.
(CGPs/PGCs: cellules germinales primordiales ; h/jpf: heure/jour post-fécondation ; M:
métamorphose ; m : mois).

Age Taille Description
16-24 | 50-60 Larve trochophore. Apparition de cils. Vie pélagique en
hpf pum pleine mer.
24 70-250 Larve véligere.
hpf- pum Apparition de la future ot
14 coquille et d’un vélum o tdscron
jpf permettant le déplacement. anterieur 7’
Cellules germinales -
primordiales (PGCs) réparties Ui
en deux masses de part et Véligere 14 jof
d’autre de la glande digestive
(FABIOUX et al. 2004b).
Apparition d'un organe photosensible appelé oeil.
14-20 | 250-700 Larve pédivéligere. Apparition d’un pied.
jpf | pm
20 jpf | 700 um- | Métamorphose. Fixation sur le substrat. Transformation en
1 mm naissain.
1-3 Naissain. Migration des CGPs vers les canaux collecteurs et
. =2 mm e s .
mois différenciation en CGSs.
Naissain. Formation des tubules gonadiques. Apparition
des cellules germinales (CG) et des cellules somatiques (CS)
au sein des canaux collecteurs (CC) et des tubules
34 gonadiques (TG) (NAIMI et al. 2009b).
- F .WP N Lk ) o1 3
. 3-4 mm 4 o 3 T
mois A g
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21(.) =70 mm
mois
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v" Reproduction : hermaphrodisme, anatomie de l'aire gonadique et cycle
gamétogénétique

L'huitre creuse est un hermaphrodite successif irrégulier a tendance protandre ce qui
signifie qu'elle est généralement male lors des premiéres saisons de reproduction puis
gu'elle change de sexe de maniére irréguliere (Guo et al. 1998). Une faible proportion
d'individus hermaphrodites simultanés (0,8%) est également observée dans les populations
naturelles de C. gigas (STEELE et MULCAHY 1999).

L'aire gonadique se développe autour de la glande digestive et est composée de deux
compartiments imbriqués, les tubules gonadiques et le tissu de réserve (Figures 4A et B). Les
tubules gonadiques sont délimités par les cellules myoépithéliales et contiennent les cellules
de la lignée germinale et les cellules somatiques associées (Figure 4A et B) (FRANCO et al.
2008, 2011b). lls s’ouvrent sur les canaux collecteurs (Figure 4A) bordés par un épithélium
cilié sur leur face externe et un épithélium germinatif sur leur face interne. Ces canaux se
prolongent par des gonoductes situés entre le manteau et I'aire gonadique et qui convergent
vers un gonopore situé en arriere du muscle adducteur (GALTSOFF 1964). Le tissu de réserve
(Figure 4A et B) est constitué de cellules vésiculeuses et de lacunes hémolymphatiques. Au
cours de la gamétogeneése, les tubules gonadiques se développent au dépend de ce tissu

(HEUDE-BERTHELIN et al. 2001).

TR

e ]
gl

Figure 4 : Aire gonadique composée d'un tissu de réserve, de canaux collecteurs et de
tubules gonadiques, sites de la gamétogenése.

CC : canal collecteur ; CG : cellules germinales ; TG : tubules gonadiques ; TR: tissu de
réserve. (A) stade précoce. (B) stade tardif.

Le cycle de reproduction de C. gigas suit un rythme saisonnier annuel en 4 phases
(HEUDE-BERTHELIN et al. 2001) (Figure 5). Au stade O de repos sexuel, I'aire gonadique est
composée de peu de tubules gonadiques enchassés dans du tissu de réserve en
reconstruction. Ils contiennent quelques cellules germinales souches et des cellules

somatiques. Au stade |, les tubules sont bien développés, les gonies proliférent et le sexe

devient identifiable a la fin du stade. La méiose et la maturation des cellules germinales ont

10
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lieu au stade Il. Les tubules gonadiques sont alors bien développés et contiennent, chez les
males des spermatogonies, des spermatocytes, des spermatides et quelques
spermatozoides. Chez les femelles, ils contiennent des ovogonies, des ovocytes en pré-
vitellogenese et en vitellogenese et quelques ovocytes matures. Le stade Il correspond chez
les deux sexes a un stade de maturité sexuelle (IllA). Les tubules sont alors majoritaires au
sein de l'aire gonadique et ne contiennent pratiquement que des gamétes matures, des
spermatozoides chez les males et des ovocytes chez les femelles. C'est également a ce stade
gu’a lieu I’émission des gametes (llIB) lors des pontes qui peuvent étre totales ou partielles,
notamment dans les régions ou la température est plus froide comme en Normandie
(ENRIQUEZ-DIAZ et al. 2009). Les gametes résiduels sont ensuite lysés par des hémocytes (l1ID).
Les réserves de I'huitre sont reconstituées a I'automne, avant la ré-initiation d'un nouveau

cycle de reproduction.

B TR o, e
Stade |
Prolifération des gonies

Stade 0 I Stade Il méiose et maturation des gametes I
repos sexuel

L)

Stade IlID
Régression gonadique

*

Stade 11IB
Emission des gametes

Stade Il femelle .

| Stade Il -A maturité sexuelle I

Figure 5 : Cycle de reproduction de Crassostrea gigas adulte.

Om : ovocyte mature ; Opv : ovocyte en pré-vitellogenese ; Ov : ovocyte en vitellogenése ;
Spt : spermatide ; Sptz : spermatozoides TG : tubule gonadique ; TR : tissu de réserve. Barres
d’échelles: 20 um.

11



Introduction générale

Il. Les modes de déterminisme sexuel dans le regne animal

Le déterminisme du sexe correspond a la période critique qui permet I'engagement
de la gonade indifférenciée dans une voie de différenciation aboutissant a la formation d'un
testicule ou d'un ovaire (Figure 6). Cet engagement a lieu sous l'action d'un gene majeur
et/ou de I'environnement. Ensuite, malgré cet engagement, le sexe gonadique reste encore
labile un moment. La différenciation gonadique est alors sous le controle de genes
secondaires qui peuvent étre régulés de facon a poursuivre la différenciation ou induire sa
réversion. Passé ce stade réversible, aucune réversion sexuelle n’est possible sans entrainer
une stérilité. Cette différenciation s'achéve avec I'établissement d'un dimorphisme

gonadique définitif et I'acquisition de la capacité reproductive (GEORGES et al. 2010).
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Différentiation sexuelle
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I

Déterminisme Sexuel

Fécondation

Figure 6 : Chronologie du déterminisme sexuel et de la différenciation gonadique.

1. Le déterminisme sexuel chez les vertébrés

Les modes de déterminisme sexuel sont variables entre les différents phyla et au sein
\ R . . s .
d'un méme phylum comme illustré, par exemple, pour les vertébrés sur la Figure 7 (GAMBLE

et ZARKOWER 2012).
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Figure 7 : Modes de déterminisme sexuel retrouvés dans le régne animal
ESD: Déterminisme Sexuel dépendant de I'Environnement. XY et ZW : Déterminisme sexuel
génétique (modifié d’apres GAMBLE et ZARKOWER 2012).

Ainsi, chez de nombreuses espéces de vertébrés, le sexe est déterminé par la présence de
chromosomes sexuels, X, Y, Z et/ou W. On parle alors de déterminisme sexuel génétique
(GSD). Associée ou non au déterminisme génétique, la détermination du sexe peut étre
influencée par I'environnement. On parle alors de déterminisme sexuel environnemental

(ESD) ou de déterminisme sexuel génétique et environnemental (GSD+ESD).

v Le déterminisme sexuel génétique (GSD)

Chez de nombreuses espéces de vertébrés, le sexe est déterminé par la présence de
chromosomes sexuels : on distingue I'hétérogamétie male (XX/XY) retrouvée notamment
chez les mammiferes ou I'hétérogamétie femelle (ZZ/ZW) retrouvée chez les oiseaux.
Certains actinoptérygiens présentent méme un déterminisme sexuel avec trois
chromosomes X, W et Y (VEITH et al. 2003). Les individus d’'un méme phylum peuvent
également présenter des modes de détermination sexuelle différents. C'est notamment le
cas des amphibiens qui peuvent présenter un déterminisme sexuel ZZ/ZW chez Xenopus
tropicalis et de type XX/XY chez Rana rugosa (NAKAMURA 2009). Certains lézards comme
Bassiana duperreyi (QUINN et al. 2009) et quelques rares tortues comme Chelodina longicollis
(Ezaz et al. 2006) possedent un déterminisme sexuel de type XX/XY alors que certains
serpents comme Thamnophis sirtalis ou Daboia russellii (Mobl et CREwS 2005) et lézards

comme Pogona vitticeps (EzAz et al. 2005) en ont un de type ZZ/ZW. La méme diversité est
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retrouvée chez les poissons téléostéens avec parfois un déterminisme sexuel différent au
sein méme d’un genre. Ainsi, les poissons du genre Oryzias présentent un déterminisme
sexuel de type XX/XY chez les espéces dancena et latipes et ZZ/ZW chez I'espéce hubbsi
(TAKEHANA et al. 2007).

Chez tous ces vertébrés, le déterminisme sexuel serait sous controle d'un gene
dominant qui n'est pas nécessairement porté par le chromosome en singulet et qui initierait
la différenciation gonadique (MATSON et ZARKOWER 2012) chez de nombreuses especes. Chez
les mammiferes (Figure 8A), il s'agit du géne Sry (Sex-determining Region on Y chromosome)
qui code un facteur de transcription qui entraine la différenciation des gonades
embryonnaires en testicules (KoormaN et al. 1991). Chez le médaka Oryzias latipes (Figure
8B), poisson gonochorique dont les males sont XY, le géne majeur du déterminisme sexuel
male serait Dmrt1lbY (Double sex and mab-3 related transcription factor 1b on chromosome
Y) également appelé DMY. Ce géne code un facteur de transcription, membre de la famille
des facteurs a domaine DM. Cette espece présente également un autre facteur, Dmrtl
(Doublesex and mab-3 related transcription factor 1), initialement identifié chez la
drosophile et le nématode sous les noms respectifs Dsx (Double-sex) et Mab-3 (Male
abnormal family number 3) et découvert par homologie chez I'homme (RAYMOND et al. 1998).
Chez le médaka, Dmrtl est exprimé apres la différenciation testiculaire et aurait un réle plus
tardif. Chez le poulet (Figure 8C), le géne Dmrtl1 porté par le chromosome Z serait le facteur
déterminant male avec un effet dose-dépendant. Lorsqu’il est présent en double exemplaire
chez les males ZZ, son niveau d’expression est alors suffisant pour induire une différenciation
testiculaire. En simple exemplaire chez les femelles ZW, son niveau d’expression ne permet
pas d’inhiber la différenciation ovarienne (SMITH et al. 2009). Chez I'amphibien Xenopus
laevis (Figure 8D), dont la détermination du sexe est également du type ZZ/ZW, Dmrt1, porté
par le chromozome Z serait responsable de la différenciation testiculaire, alors que DM-W
(W-linked), serait responsable de la différenciation ovarienne (YosHiMOTO et ITo 2011). Toutes
ces études chez des non-mammaliens suggerent un réle conservé de Dmrtl dans l'initiation
de la différenciation testiculaire (MATSUDA et al. 2007) mais également dans le
développement du testicule. D’ailleurs Dmrtl et ses orthologues sont a I'heure actuelle les

seuls facteurs du déterminisme sexuel conservés des invertébrés aux vertébrés.
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Figure 8 : Principaux génes majeurs du déterminisme sexuel identifiés dans le régne
animal.

(A) mammiferes. (B) médaka. (C) poulet. (D) amphibiens (modifié d'aprées MATSON et
ZARKOWER 2012).

Il existerait néanmoins, en plus de Sry et de Dmrtl, d’autres genes majeurs du
déterminisme sexuel au sein du régne animal, notamment parmi les TGFB, comme cela a été
récemment mentionné chez les poissons. Ainsi Gsdf Y (Gonadal soma derived growth factor
on the Y chromosome) aurait supplanté DMY en tant que géne majeur chez Oryzias
luzonensis (MyosHo et al. 2012). Une copie de '’Amh (Hormone anti-miillerienne) présente
uniqguement chez les individus XY jouerait ce réle chez le "pejerrey" Odontesthes hatcheri
(HATTORI et al. 2012). Chez la truite, le géne majeur serait sdY (sexually dimorphic on the
Y chromosome) qui ne présente aucune homologie avec des génes connus du déterminisme

sexuel (YANO et al. 2012).

v Le déterminisme sexuel environnemental (ESD et GSD+ESD)
Contrairement aux espéces présentant un déterminisme sexuel purement génétique,
peu de données sont actuellement disponibles a propos des mécanismes moléculaires
impliqués dans le déterminisme sexuel environnemental (ESD) ou le déterminisme sexuel
combiné (GSD+ESD) (Kato et al. 2011). Ainsi, pour ce dernier, aucun géne majeur n'a été

identifié (RADDER et al. 2008).
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Bien que le systeme GSD soit le plus fréqguemment retrouvé chez les animaux, le
systeme ESD est tres répandu dans divers groupes d'invertébrés comme les rotiféeres, les
nématodes, les crustacés, les mollusques ou encore les insectes, mais aussi parmi les
vertébrés comme les reptiles ou les poissons (KORPELAINEN 1990). Les principaux facteurs
alors impliqués sont la température, la nutrition, le pH ou encore la densité de la population.
Ainsi, par exemple chez certaines tortues, certains lézards et chez tous les crocodiliens et
sphénodons, c’est uniquement la température d'incubation des oeufs qui détermine le futur
sexe de l'animal (BERGERON et al. 1998). Pour le déterminisme sexuel GSD+ESD, la
température se superpose a un déterminisme génétique et provoque l'inversion sexuelle de
I'un des deux sexes. C'est le cas par exemple chez quelques amphibiens comme Triturus
cristatus ou Pleurodeles waltl (EGGERT 2004) et chez de nombreux poissons (BAROILLER et
D’CoTTA 2001). Chez ces derniers, le déterminisme sexuel, bien documenté, serait également
déterminé par des facteurs sociaux comme la densité de population.

Dans les cas ou la température influence le sexe [on parle de sexe dépendant de la
température (TSD)], ses effets sont différents selon les espéces (Tableau 2). Ainsi, chez
certaines, une élévation de la température conduit a une féminisation du sexe (profil l1a)
alors que chez d’autres elle induira une masculinisation (profil Ib). Chez d’autres encore, les
profils sont plus atypiques (Il et Ill), avec des femelles aux températures extrémes et des
males aux températures intermédiaires (ll) ou avec deux alternances de sexes lorsque la

température augmente (lll).

Tableau 2 : Profils des sexes selon la température environnementale au cours du
développement chez des espéces dont le déterminisme sexuel est température-
dépendant. M : male ; F : femelle.

Profils des sexes Animaux Références
Faible T (°C) = Forte T (°C)
Quelques tortues (MATSUMOTO et CREWS 2012)
la: M= F La plupart des lézards (HuLIN et al. 2009)
(RADDER et al. 2008)
La plupart des tortues, tuataras (SHOEMAKER et CREWS 2009)
lb: F>M Quelques crocodiles (VALENZUELA et al. 2003)
Poissons (OSPINA-ALVAREZ et PIFERRER 2008)
La plupart des crocodiles (SHOEMAKER et CREWS 2009)
lla: F>M-F Quelques tortues
) (NEUWALD et VALENZUELA 2011)
Quelques lézards
: F>M-=>F->M Lézard Calotes versicolor (INAMDAR-DODDAMANI et al. 2012)
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Quels que soient |'espece et le type de déterminisme sexuel (TSD ou GSD+TSD), la
température ne peut influer sur la différenciation gonadique d'un individu qu'a une période
précise du développement qui est appelée "période sensible a la température" ou "période
thermosensible" (TSP). Cette derniére est variable selon les especes (MANOLAKOU et al. 2006).
Par exemple chez la tortue Trachemys scripta (Figure 9), la période thermosensible se situe
entre 15 et 21 jours post-fécondation. Une incubation a une température de 26°C favorise le
sexe male alors qu’a 31°C le sexe devient femelle. La gonade s'engage vers |'un des 2 sexes
gonadiques des 18 jours mais un changement de température peut entrainer une réversion
sexuelle jusqu'a 21 jours, age a partir duquel la différenciation gonadique est alors

irréversible.
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Figure 9 : Déterminisme sexuel température-dépendant chez la tortue Trachemys scripta.
La gonade bipotentielle contient des cellules germinales primordiales (CGP) qui se
différencient, a la période thermosensible, soit en cellules germinales femelles a 31°C (TPF)
soit en males a 26°C (TPM) (modifié d'aprés MaTsumoTo et CREws 2012).

2. Le déterminisme sexuel chez les invertébrés

v Le déterminisme sexuel dose-dépendant
Chez certaines espéces comme la drosophile Drosophila melanogaster et le
nématode Caenorhabditis elegans, le déterminisme sexuel est défini par le nombre de
chromosomes sexuels par rapport au nombre d’autosomes (Ratio X/A). Chez le nématode
qui ne présente pas de chromosome Y, un ratio XX/AA (2:2) produit des individus
hermaphrodites émettant des ovocytes a I'age adulte alors qu'un ratio X0/AA (1:2) produit
des individus males fertiles. Chez la drosophile (Figure 10) qui possede 4 paires de

chromosomes dont une paire de chromosomes sexuels, c’est également le ratio X/A qui
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détermine le sexe. Ainsi, un individu XX qui présente un ratio XX/AA (2:2) sera femelle tandis
gu'un individu avec un ratio XY/AA (1:2) sera male. Ce déterminisme sexuel est lié a la
présence de protéines a domaine bHLH (basic Helix-Loop-Helix) qui ne jouent un role de
facteurs de transcription que lorsqu’elles sont sous forme de diméres. Ces protéines sont
codées par des génes portés soit par le chromosome X ("numérateur" ou NUM) soit par un
autosome ("dénominateur" ou DEM). Ce déterminisme sexuel est dit dose-dépendant car le
sexe de l'animal est déterminé par le rapport entre le nombre de sous-unités NUM et DEM
(CLINE 1988). Ces sous-unités sont capables de former des homo- ou des hétéro-dimeres
aléatoirement mais seuls les dimeres NUM-NUM sont capables d'activer la transcription de

Sxl (Sex lethal) dont la protéine active la voie du déterminisme sexuel femelle.
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Figure 10 : Déterminisme sexuel dose-dépendant chez la drosophile D. melanogaster.
Pe: promoteur ; Sxl : gene Sex lethal (modifié d'aprés GRIFFITHS et al. 2000)
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v'  Le déterminisme sexuel a un locus complémentaire

Le déterminisme sexuel haplo-diploide est représenté dans plusieurs taxa du regne
animal mais est majoritaire chez les hyménopteéres (Figure 11). Ces derniers présentent une
parthénogenése arrhénotoque ou les oeufs se développent qu’ils soient fécondés ou pas, les
premiers se développant en femelles et les seconds en males. Ce déterminisme sexuel a un
locus complémentaire serait dépendant de la présence d'un alléle (oeuf non fécondé) ou de
deux (oeuf fécondé) du gene csd (complementary sex determiner). Les abeilles
hétérozygotes pour csd (A1/A2) se développent en femelles avec un épissage vers la forme
femelle de Dsx et les hémizygotes Al ou A2 en males avec I'épissage de la forme male de

Dsx. Les homozygotes (A1/A1) sont stériles et non viables (HEIMPEL et DE BOER 2008).

Figure 11 : Déterminisme du sexe a un
seul locus complémentaire chez les
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v Le déterminisme sexuel environnemental
Chez les invertébrés, l'environnement peut aussi, comme chez les vertébrés,
influencer le déterminisme sexuel. Un des cas les plus étudiés est celui des nématodes de la
famille des mermithidés, vers parasites d’arthropodes comme Aedes vexans. Dans des hbtes
peu infectés, seules des femelles naissent tandis que dans des hotes fortement infectés,
seuls des males sont produits (HARLOS et al. 1980 ; HAAG 2005). A des densités intermédiaires,

le sexe-ratio est équilibré.

v Le déterminisme sexuel chez les mollusques dont I'huitre C. gigas
Les mollusques présentent des modes de reproduction tres variés pouvant aller du
gonochorisme a I'hermaphrodisme simultané et successif en passant par la parthénogenése
(HELLER 1993). Les modes de détermination du sexe seraient également tres divers mais les

travaux a ce sujet sont peu nombreux et essentiellement basés sur des croisements de
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populations et sur l'analyse de triploides (Yusa 2007). Ainsi par un exemple, (i) un systeme
X/Y est retrouvé proposé pour de nombreux gastéropodes (VITTURI et al. 1998) ou la mactre
naine Mulinia lateralis (Guo et al. 1994), (ii) un systéeme X/0 existerait chez les escargots
Theodoxus et Littorina sp (VITTURI et CATALANO 1988 ; VITTURI et al. 1988, 1995) ou encore (iii)
un systéme dose-dépendant X/A est mentionné pour la mye commune Mya arenaria (ALLEN
JR et al. 1986). Chez Crassostrea virginica, un systeme multi-loci a été suspecté il y a déja
guelques années mais n'a pas fait I'objet de plus d'études (HALEY 1977 ; HALEY 1979). Chez les
moules Mytilus galloprovincialis et M. edulis, un modeéle de déterminisme sexuel ZW/Z0 a
été proposé (KivomoTo et al. 1996 ; BRAKE et al. 2004). Des études plus récentes évoquent un
systéeme ol le génome mitochondrial influencerait le sexe de I'animal. En effet, dans le regne
animal, I'ADN mitochondrial (ADNmt) est transmis de facon maternelle mais chez certains
bivalves comme des mytilidés d’eau douce, une transmission par les deux parents est
observée. Ces ADNmt sont identiques pour l'arrangement des genes mais hautement
divergents au niveau des séquences nucléotidiques et protéiques entre les males et les
femelles. Ainsi, chez ces mytilidés, la gonade aurait une différenciation male ou femelle
selon I'apport de ’ADNmt paternel ou maternel (BRETON et al. 2007, 2009, 2010).

Chez les mollusques, le déterminisme sexuel pourrait aussi étre influencé par des
facteurs environnementaux abiotiques (température, photopériode) ou biotiques
(disponibilité de la nourriture, parasitisme, facteurs sociaux) (KORPELAINEN 1990 ; YusA 2007 ;
DUTERTRE et al. 2009). Les travaux qui suggerent cette hypothése sont essentiellement basés
sur des observations de sexe-ratios. Ainsi, chez I'huitre tropicale Cortez corteziensis, les
males semblent favorisés a des températures proches de 18 °C et les femelles a 9°C (CHAVEZ-
VILLALBA et al. 2008 ; RODRIGUEZ-JARAMILLO et al. 2008). Chez la moule Mytella charruana,
STENYAKINA et collaborateurs (2010) observent un sexe-ratio en faveur des males aprés un
mois de régime alimentaire a faible niveau trophique. La taille jouerait également un réle
chez la crépidule Crepidula fornicata chez qui les petits individus qui se fixent sur des gros
deviennent males alors que les solitaires deviennent femelles (HOAGLAND 1978). Les
contaminants et le stress semblent aussi biaiser les sexe-ratios chez les mollusques (SAUCEDO
et al. 2001 ; Hewou et Law 2003 ; ORTIZ-ZARRAGOITIA et CAJARAVILLE 2010). SAUCEDO et
collaborateurs (2001) mentionnent par exemple que des greffes chez I'huitre perliere

Pinctada mazatlanica induiraient un sexe-ratio en faveur des femelles.
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L'huitre creuse, ne présente pas de chromosome sexuels identifiés parmi ses 10
paires de chromosomes (THIRIOT-QUIEVREUX 1984) et ne présente pas de dimorphisme sexuel
visible chez I'adulte. Des biopsies d’aires gonadiques, bien qu’invasives, associées a des
observations instantanées sous microscope photonique permettent néanmoins de
déterminer rapidement le sexe des animaux matures sans les tuer (FRANCO et al. 2011b).
Cependant, elles ne permettent pas de sexer des animaux précoces, en tout début de cycle
de reproduction, car les tubules gonadiques ne sont alors remplis que de cellules germinales
indifférenciées. L’acquisition de données moléculaires peut alors s’avérer utile pour
permettre une identification précoce du sexe gonadique chez I’huitre dont le déterminisme
sexuel reste encore peu connu. Celui-ci résulterait de la combinaison de facteurs génétiques
et environnementaux (Guo et al. 1998, 2012 ; Hebrick et HEDGEcock 2010). Ainsi, des études
de croisements contrélés ont montré que le sexe-ratio serait déterminé par le pére, ce qui
suggere un contréle génétique du sexe chez I’huitre (Guo et ALLEN JR. 1997 ; GuO et al. 1998).
Un premier modéle de déterminisme sexuel basé sur I'existence d’un seul locus a été
proposé avec un allele male dominant (M) et un alléle protandrique (F) et deux génotypes
possible : des males MF ne changeant pas de sexe et des individus FF pouvant évoluer en
males ou femelles sous le contréle de génes secondaires ou de I'environnement (Guo et al.
1998). Ce modele ne pouvant expliquer toute I’'hétérogénéité des sexe-ratios observés chez
les descendants, il a récemment été supplanté par un modéle a 3 génotypes (Figure 12)
(Hebrick et HEDGECOck 2010). Un géne majeur serait sous forme de deux alleles (M ou F) et
induirait I'existence de 3 génotypes: des huitres FF et MM qui seraient respectivement de
vraies femelles et de vrais males et des huitres FM qui seraient des males susceptibles de
devenir des femelles sous l'action de I’environnement ou de facteurs inhibant un

développement male et/ou activant un développement femelle.
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Figure 12 : Modéle du déterminisme sexuel chez I'huitre creuse.
(d'apres Hebrick et HEDGECOCK 2010)
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Une influence de I'environnement, notamment de la température et de
I'alimentation, sur le sexe de C. gigas est également envisagée depuis de nombreuses
années (Guo et al. 1998) sans qu’aucune étude ne cible directement ses effets sur le
déterminisme sexuel. Ainsi, il a été rapporté que de faibles températures (8°C) conduisent a
un sexe-ratio en faveur des males (1 : 1,6) (FABIOUX et al. 2005). A 'inverse, le sexe-ratio est
biaisé en faveur des femelles (1: 1,7) quand les niveaux trophiques sont les plus élevés
(LANGO REYNOSO 1999 ; CHAVEZ-VILLALBA et al. 2011) comme observé chez la moule (STENYAKINA
et al. 2010). Ceci favoriserait notamment le stockage de réserve glucidiques et lipidiques,
plus important chez les individus qui développent une lignée germinale femelle (SOLETCHNIK
et al. 1997).

Les premieres études des acteurs moléculaires du déterminisme sexuel chez C. gigas
sont assez récentes (NAIMI et al. 2009a ; b). Au moment de ces travaux, ne disposant que de
peu d’ESTs mais ni du génome de I'huitre, ni d’études transcriptomiques, les auteurs ont
caractérisé des acteurs potentiels des cascades du déterminisme sexuel chez I'huitre sur la
base de comparaisons avec des facteurs conservés des cascades moléculaires des
invertébrés et des vertébrés. Cela a permis l'identification de 2 facteurs. Le premier Cg-DMI
(C. gigas DM-like), est un orthologue d’un facteur de la famille a domaine DM, a laquelle
appartient Dmrtl, facteur de la différenciation testiculaire. Son expression tissulaire
mesurée en PCR en temps réel est ubiquiste. Dans I'aire gonadique, elle est maximale en
stade Ill chez les males, c'est-a-dire juste avant la reprise d'un nouveau cycle
gamétogénétique (NAIMI et al. 2009a) et les auteurs ont suggéré un réle dans la prolifération
cellulaire et/ou dans la différenciation de la gonade. Le second est Cg-Foxl2 (C. gigas
Forkhead box L2), facteur orthologue de FoxI2 qui contient un domaine conservé Forkhead
de liaison a I'ADN et qui est connu pour jouer un role dans le développement ovarien chez
les vertébrés. Chez I'huitre, son expression est retrouvée principalement dans la gonade
femelle aux stades Il et Ill, ce qui peut laisser supposer un role dans la vitellogenése et la
maturation gonadique et/ou dans le déterminisme du sexe pour préparer le cycle suivant.
Une expression est également retrouvée chez certains males au stade Il et peut
potentiellement traduire un futur changement de sexe. En hybridation in situ, Cg-FoxI2 est
retrouvé dans les cellules germinales des deux sexes avec les sondes anti-sens et sens, ce qui

suggérerait |'existence d’'un ARN anti-sens naturel (NAIMI et al. 2009b). De plus, I’expression
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de Cg-Foxl2 et Cg-DMI au cours du développement montre une fenétre d’expression
intéressante aux alentours du stade naissain élevé a 18°C et 4gé de 1,5 mois, période qui
pourrait correspondre au déterminisme sexuel lors de la premiére mise en place de la

gonade.

lll. Les principaux acteurs du déterminisme sexuel

Nous avons choisi ici de détailler principalement les cascades du déterminisme sexuel
chez les mammiféres pour plusieurs raisons : (i) un grand nombre d'acteurs moléculaires ont
été identifiés chez ces derniers méme s’ils sont également souvent retrouvés chez les
oiseaux ou les poissons ; (ii) ces cascades ont été peu étudiées chez les invertébrés, en
dehors de la drosophile, du nématode et des hyménopteres ; (iii) les facteurs identifiés chez
ces 3 modeles sont peu conservés entre invertébrés et ne sont, en général, retrouvés ni chez

les mammiferes ni chez I’huitre.

La Figure 13 résume les principaux facteurs intervenant dans le déterminisme sexuel
chez les mammiféres ainsi que leurs intéractions et leur localisation cellulaire. Le gene Sry
active la voie de différenciation testiculaire en activant la transcription du facteur de
transcription Sox9 [Sry (Sex determining Region Y)-box 9] qui lui-méme active I'expression du
géne Fgf9 (Fibroblast Growth Factor-9). La protéine de ce dernier maintient en retour
I'expression de Sox9 dans les cellules de Sertoli. Chez les femelles, la différenciation
ovarienne est sous le contréle de deux voies indépendantes, la voie Foxl2 et la voie Wnt-
4/Rspol (Wingless-related MMTV integration site 4/R-spondin 1). Ainsi, les facteurs de ces
deux voies sont co-exprimés dans les cellules somatiques localisées dans le cortex ovarien et
associées aux cellules germinales alors que les cellules somatiques de la médulla n'expriment
gue la voie Foxl2. Ces deux voies inhiberaient I'expression des facteurs de la différenciation
testiculaire tels Sox9 et Fgf9 lors de la différenciation femelle et, a l'inverse, elles seraient

inhibées par Sox9, Fgf9, et probablement Sry, lors de la différenciation male.
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Figure 13 : Principaux acteurs du déterminisme sexuel ainsi que leur localisation cellulaire
chez les mammiferes.

(PANNETIER et PAILHOUX 2010).

Ovaire feetal

1. Les cascades du déterminisme sexuel male

v" Chez les mammiféres

Sox9 [Sry (Sex determining Region Y)-box 9]

Les facteurs Sox constituent une famille de facteurs de transcription identifiés par
homologie avec Sry, regroupés en huit familles (Sry-box A a G) selon leurs homologies de
séquences, et qui interviennent dans de nombreux processus du développement (BOwLES et
al. 2000).

Sox9 est un facteur de transcription de la famille Sry-box E qui possede un domaine
conservé de liaison a I'ADN, le domaine HMG, un domaine de dimérisation ainsi que deux
domaines de transactivation principaux. Il posséde également deux signaux indépendants de
localisation nucléaire et un signal d'exportation nucléaire qui permettent sa translocation
entre le cytoplasme et le noyau afin d'assurer ses fonctions (GAsca et al. 2002). Chez les
mammiféres, il est exprimé dans la gonade bipotentielle des deux sexes génétiques puis, au
moment du déterminisme sexuel, il est surexprimé dans la gonade XY et sous-exprimé dans
la gonade XX (JAkoB et LOVELL-BADGE 2011). Il reste exprimé chez |'adulte dans le testicule
méme si une expression ubiquiste est alors retrouvée, notamment dans le cerveau (SOTTILE
et al. 2006) et dans le cartilage (ZHAo et al. 1997). Facteur clé de la différenciation
testiculaire chez les mammiféres, Sox9 est la cible de nombreuses régulations chez les deux

sexes (Figure 14).
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Ainsi, de récentes recherches montrent que Sry et Sfl (Steroidogenic factor 1)
peuvent se lier a I'élément régulateur TESCO (Testis-specific enhancer of Sox9) du géne de
Sox9 entrainant ainsi sa régulation positive (SEKIDO et LOVELL-BADGE 2008). De plus des
transfections in vitro suggerent que Sox9 pourrait également s'autoréguler par son
association a Sf1 a la place de Sry en activant TESCO (SEkiDO et LoVELL-BADGE 2008). Comme
pour Sry, I'expression de Sox9 est aussi activée par GATA-4 (GATA-binding protein 4) lorsque
ce dernier est complexé avec Sf1 et Fog2 (Friend Of GATA-2) (MiyaAmoTO et al. 2008 ; VIGER et
al. 2008). De récentes études montrent que Fgf9 et Pgd2, via leurs voies de signalisation,
maintiennent I'expression de Sox9 (Kim et al. 2006) en favorisant son accumulation dans le
noyau (MoNIOT et al. 2009). Sox9 active lui-méme directement ces deux facteurs en retour
(Kim et al. 2006 ; WILHELM et al. 2007). Enfin, Dmrtl participe au maintien du sexe male en
contr6lant également le maintien de |'expression de Sox9 (MATSON et al. 2012). Sox9 quant a
lui joue un rdle direct dans la transcription de I'Amh, I'hormone anti-millérienne lors de la
différenciation testiculaire (ARANGO et al. 1999). Il réprime également la voie Wnt/B-caténine
(Figure 14) en entrainant la phosphorylation de cette derniére (ToroL et al. 2009). Une
répression de FoxI2 par Sox9 est suggérée mais n'a pas encore été démontrée (EGGERS et

SINCLAIR 2012).

Sox 3 et 8 [Sry (sex determining region Y)-box 3 et 8]

Le facteur Sox8, qui appartient également a la famille SoxE, présente une expression
spécifique dans les cellules de Sertoli dont la cinétique est comprise entre celle de Sox9 et de
I'Amh (ScHEPERS et al. 2003) (Figure 14). Mais l'absence de Sox8 n'entraine que des
modifications morphologiques mineures chez I'embryon, notamment une réduction de la
taille de la gonade (O’BRYAN et al. 2008). Ceci suggere que la présence de ce facteur pourrait
étre partiellement compensée par celle d'un autre membre de la famille SoxE. En effet, Sox8
et Sox9 peuvent tous les deux, en association avec Sf1, se fixer sur le promoteur de I'Amh
pour activer sa transcription in vitro (SCHEPERS et al. 2003). Cette fonction redondante des
deux facteurs chez I'embryon a été confirmée chez des souris knock-out chez qui il
apparaitrait que Sox8 renforcerait la fonction de Sox9 dans la différenciation testiculaire

(CHABOISSIER et al. 2004). Cependant chez I'adulte, sa fonction semble essentielle puisque son
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absence entraine un déreglement de la spermiation et par conséquent une infertilité
(O’BRYAN et al. 2008).

Le facteur Sox3, qui appartient a la famille SoxB, a été beaucoup moins étudié et son
implication dans le déterminisme sexuel n'a été mise en évidence que tres récemment
(SutTon et al. 2011). Sox3 et Sry semblent interchangeables dans leurs effets sur le
déterminisme sexuel via Sox9 (Figure 14) et ces auteurs suggérent que Sry aurait évolué a

partir de Sox3.

Fgf9 (Fibroblast Growth Factor 9)

Fgf9 appartient a la famille des facteurs Fgf. Comme de nombreux membres de cette
famille, Fgf9 joue un role dans des processus cellulaires multiples comme la prolifération, la
survie, la migration ou encore la différenciation. Sa surexpression est importante a
I'établissement de la voie testiculaire, notamment par la répression de |'expression d'un
facteur clé de la voie femelle, Wnt-4 (Kim et al. 2006) (Figure 14). Dans la gonade d’individus
génétiquement males, il est exprimé juste aprés Sry, et serait impliqué dans la spécification
des cellules de Sertoli (WILLERTON et al. 2004). Dans le testicule embryonnaire, il est exprimé
uniguement dans les cordons testiculaires. En I'absence de Fgf9, I'expression de Sox9 n'est
pas maintenue, les cellules sertoliennes ne se différencient pas et I'appareil reproducteur
devient phénotypiquement femelle (CoLviN et al. 2001). De plus, chez des souris Sox97/,
I'expression de Fgf9 est fortement diminuée. Ces travaux indiquent que |'expression de Sry
n'est pas suffisante pour réguler Fgf9 en I'absence de Sox9. Ainsi, Sox9 est essentiel a
I'expression de Fgf9 qui en retour maintient I'expression de Sox9 générant une boucle

d'amplification (Kim et al. 2006) (Figure 14).

Dmrtl (Doublesex and mab-3 related transcription factor 1)

Un autre acteur important de la cascade du déterminisme sexuel male chez les
mammiféres est le facteur Dmrt1. Il possede un domaine de liaison a I'ADN, le domaine DM,
caractéristique de la famille des facteurs de transcription Dmrt qui sont bien conservés au
cours de I'évolution (VoLFF et al. 2003). Au cours de I'embryogenése précoce de la souris,
Dmrtl est exprimé dans les crétes génitales des embryons XX et XY avec des niveaux

similaires d'ARNm. Vers 13 jours post-coitum (jpc) a une période ou les gonades males et
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femelles sont morphologiquement distinctes, une différence d'expression de Dmrtl est
observée avec une expression marquée dans les cordons testiculaires et tres diffuse dans les
ovaires. Aprés 13,5 jpc, les niveaux s'intensifient dans le testicule et disparaissent dans
I'ovaire. Ce dimorphisme d'expression suggere un réle prédominant dans le développement
sexuel male (Ll et al. 2007). D’ailleurs, des patients humains Dmrt1*" présentent un pseudo-
hermaphrodisme masculin avec une dysgénie gonadique c’est-a-dire un phénotype femelle.
Dmrtl aurait également un réle dans le maintien du sexe male, en empéchant notamment
une réversion du testicule post-natal en ovaire (EGGERS et SINCLAIR 2012). Cette action de
Dmrtl passe par le maintien de I'expression de Sox9 (Figure 14) mais aussi par une inhibition

de FoxI2 (MATsON et al. 2011).

v Chez les autres espéces

Sox9

Chez de nombreuses especes de vertébrés non-mammaliens et invertébrés, des
profils d’expressions de Sox9 dimorphiques mais souvent tardifs (Tableau 3) suggérent un
role conservé au cours de |'évolution dans la différenciation testiculaire mais pas dans le
déterminisme sexuel, contrairement aux mammiféres.

Ainsi chez le poulet et l'alligator Alligator mississippiensis, représentants respectifs
des déterminismes sexuels GSD et (GSD+TSD), Sox9 est exprimé aprés I'Amh uniquement
chez les males, a une période ou les cellules de Sertoli s'organisent pour former les cordons
testiculaires, suggérant ainsi un role lors de ce processus (OREAL et al. 1998 ; WESTERN et al.
1999).

Chez les tortues, les profils d'expression de Sox9 sont variables selon les espéces,
avec par exemple chez L. olivacea une expression précoce, similaire aux mammiféres et
compatible avec un role dans le déterminisme sexuel, alors que chez T Scripta, Sox9 exprimé
lors de la différenciation sexuelle tardive jouerait plutét un réle dans le maintien de la
différenciation des cellules sertoliennes (TORRES MALDONADO et al. 2002 ; SHOEMAKER et al.

2007).
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Tableau 3 : Expression temporelle et/ou cellulaire de Sox9 chez des vertébrés non-
mammaliens qui présentent des modes de déterminisme sexuel GSD, TSD ou GSD+TSD.

Cinétique d'expression précoce

expression lors du déterminisme sexuel. Cinétique

d'expression tardive : expression lors de la différenciation gonadique.

Espéce (Références) Mode de TSD | Cinétique Localisation cellulaire de la
déterminisme d'expression protéine ou de ’ARNm
sexuel
Poulet 72/IW Non Tardive Embryon: protéine dans les
Gallus gallus cellules de Sertoli
(OREAL et al. 1998)
Alligator Pas de Oui Tardive
Alligator mississipiensis chromosomes /
(WESTERN et al. 1999) sexuels
Tortue Pas de Oui Précoce
Lepidochelys Olivacea chromosomes /
(TORRES MALDONADO et al. 2002) sexuels
Tortue Pas de Oui Tardive
Trachemys scripta chromosomes /
(SHOEMAKER et al. 2007) sexuels
Pleurodele 7Z2/IW Oui Tardive Embryon : protéine dans le
Pleurodeles Watl - Noyau des cellules de Sertoli
(DUMOND et al. 2011) - Cytoplasme des ovocytes en
pré-vitellogenése
Xénope 772/7W Non Tardive Embryon : protéine dans le
Xenopus tropicalis - Noyau des cellules de Sertoli
(ELJAMIL et al. 2008) - Cytoplasme des ovocytes en
pré-vitellogenése
- Noyau des ovocytes en
vitellogenese
Poisson zebre Pas de Non Tardive Embryon:
Danio rerio chromosomes - ARNm Sox9a dans les
(RODRIGUEZ-MARI et al. 2005) sexuels cellules sertoliennes
(LIEw et al. 2012) Polygénique - ARNm Sox9b dans le
cytoplasme des ovocytes en
pré-vitellogenése
Médaka XX/XY Non Tardive Adulte :
Oryzias latipes - ARNm Sox9a1l dans l'ovaire
(Yokol et POSTLETHWAIT 2011) Embryon :
- ARNmSox9a2 dans les
cellules somatiques intra-
tubulaires males et femelles
Tilapia XX/XY Oui Tardive
Oreochromis aureus /
(lyr1 et al. 2008)
Drosophile XX/AA Non Tardive
Drosophila melanogaster
(NANDA et al. 2009) /

Abeille
Apis mellifera
(WILSON et DEARDEN 2008)
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Un ré6le similaire est suggéré chez les amphibiens comme le xénope X. Tropicalis et le
pleurodele P. waltl chez qui Sox9 est localisé dans le noyau des cellules sertoliennes (Figure
15A-B). Cependant, une localisation de Sox9 est également retrouvée dans le cytoplasme
des ovocytes en pré-vitellogenese chez les deux espéeces et dans le noyau des ovocytes en
vitellogenese chez le xénope (Figure 15C-D), suggérant ainsi un réle encore inconnu dans

I'ovogenese (ELJAMIL et al. 2008 ; DUMOND et al. 2011).

Figure 15 : Expression spatiale de la protéine Sox9 dans les gonades males (A-B) et
femelles (C-D) chez le xénope X. tropicalis (A et C) et chez le pleurodéle P. Waltl (B et D).
PvO : ovocytes en pré-vitellogenese ; VO : ovocytes en vitellogenése. Les fleches indiquent
les cellules de Sertoli et les étoiles les cellules germinales (d'apres EL JAmIL et al. 2008 ;
DumMOND et al. 2011).

Chez le poisson zébre qui ne présente pas de chromosomes sexuels et qui aurait un
déterminisme sexuel polygénique, il existe, comme chez de nombreuses espéces de
poissons, deux orthologues de Sox9, Sox9a et Sox9b (LIEw et al. 2012). L'ARNm de Sox9a est
localisé dans les cellules de Sertoli a la périphérie des cystes testiculaires (Figure 16A) et
I'ARNm de Sox9b est retrouvé uniquement dans l'ovaire, au niveau des ovocytes pré-
vitellogéniques puis son expression diminue au cours de la vitellogenése sous I'action de
I’'aromatase (Figure 16B)(RODRIGUEZ-MARI et al. 2005). L'Amh s’exprime juste aprés le pic

d’expression de Sox9a dans le testicule, comme chez les mammiféres.

Figure 16 : Expression de I'ARNm de Sox9a et Sox9b dans les gonades male (A) et femelle
(B) chez le poisson zébre.

A. Marquage dans les cellules de Sertoli a la périphérie des cystes ; B. IB : ovocyte pré-
vitellogénique ; Il: ovocyte en vitellogenese. Les fleches précisent les cellules marquées
(d'apres RoDRIGUEZ-MARI et al. 2005).
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Chez les poissons gonochoriques médaka et tilapia, Sox9a et Sox9b sont tous deux
exprimés lors de la différenciation sexuelle tardive (LRI et al. 2008 ; YOKOI et POSTLETHWAIT
2011). Ainsi, chez le médaka un premier orthologue de Sox9, Sox9al (Yokol et al. 2002)
présente une expression en hybridation in situ, uniguement dans I'ovaire adulte alors que
Sox9a2, orthologue du Sox9a du poisson zebre, présente au cours du développement
précoce, une expression similaire dans les cellules somatiques entourant les cellules
germinales des gonades indifférenciées des individus XX et XY. Pendant la différenciation
gonadique, son expression diminue dans la gonade femelle et augmente dans la gonade
male (NAkamoTO et al. 2005). Chez le tilapia, Sox9, orthologue du Sox9a2 du médaka,
présente le méme profil d’expression temporel que chez ce dernier (KOBAYASHI et NAGAHAMA
2009), suggérant ainsi que chez ces deux especes, Sox9 n’interviendrait pas dans le
déterminisme sexuel précoce mais plutét dans le développement des tubules gonadiques
(lnrr et al. 2008).

Chez les invertébrés ecdyzozoaires, quelques facteurs orthologues de Sox9 ont été
caractérisés mais leur role reste peu étudié. Seules deux études rapportent une expression
testiculaire de AmSoxE chez I'abeille Apis mellifera (WiLsON et DEARDEN 2008) et de Sox100B
chez la drosophile (NANDA et al. 2009), ce qui suggere leur implication dans le

développement testiculaire.

Dmrtl

Des orthologues de Dmrtl ont été identifiés chez les vertébrés non-mammaliens
comme le poulet (NANDA et al. 2000), les reptiles (SMITH et al. 1999), les amphibiens (SHIBATA
et al. 2002) et les poissons (GUAN et al. 2000 ; MARCHAND et al. 2000). Chez ces deniers, sa
localisation cellulaire a été assez peu étudiée mais il est toujours exprimé dans la gonade de
facon plus importante chez les males et que chez les femelles. Chez le poulet et le xénope, il
pourrait étre le géne majeur du déterminisme sexuel (SMITH et al. 2009 ; YOSHIMOTO et ITO
2011). Chez les poissons gonochoriques, il jouerait un réle plus tardif, dans le maintien du
sexe male chez le médaka (MAsuYAMA et al. 2012) et durant la spermatogenése et lors de la
préparation de I'émission des gameétes chez le poisson chat Clarias gariepinus, la truite arc-
en-ciel Oncorhynchus myekiss et le silure Silurus meridionalis (HERPIN et SCHARTL 2011). Le role
de Dmrtl a également été étudié chez de nombreuses espéces présentant une

différenciation sexuelle liée a la température. Son expression est régulée positivement aux
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température promouvant un développement male chez des tortues, des alligators ou des
salamandres (KETTLEWELL et al. 2000 ; TORRES MALDONADO et al. 2002 ; FERGUSON-SMITH 2007 ;
RHEN et al. 2007 ; HosHI et NAkAO 2008) mais les auteurs sont plutot en faveur d'un réle dans
une différenciation tardive comme évoquée chez la plupart des poissons.

Chez les invertébrés comme la drosophile et le nématode, méme si les cascades
moléculaires du déterminisme sexuel sont trés différentes de celles des mammiféres, on y
retrouve les orthologues de Dmrtl, Dsx chez la drosophile et Mab-3 chez le nématode
(Figure 17). Chez ce dernier, chez les futurs hermaphrodites, Mab-3 est inhibé en fin de
cascade du fait de I'inactivation en amont de Xol-1 (X0 lethal). Chez les futurs males, Mab-3
n'est pas inhibé par tra-1 et induit une différenciation male. Chez la drosophile I’expression
de Sxl uniguement chez la femelle entraine, par l'intermédiaire d'une régulation en cascade

de plusieurs genes, l'induction de la forme femelle de Dsx.

Caenomabdtis slegans Drosophila mefanogaster
Signal X:A ratio X:A ratio
chromosomes sexuels XX X0 XX Xy
: BE—
sde-1.23 J_

her-1 )

fra-2.3
tra
fem-1.2.3[GN]
fra-1
Facteurs de _ mab-3 mab-3/
Wanseription & mab-23/  mab-23/ [ON] dsxF dsx™ [ON]
domaine DM dmd3 dmd-3 : :
-{' i |
¢ o x o}
T — SNV EES
Iy 3 v
N . vl
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aafc — L r :\\ .f'l'l"\

Figure 17 : Mab-3 et Dsx, orthologues de Dmrtl dans les cascades moléculaires du
déterminisme sexuel respectivement chez la drosophile et le nématode.

dmd : DM-domain gene ; dsx FIM . double-sex forme femelle ou méale ; her-1: hermaphrodite
1; fem : feminizer ; mab : male abnormal ; sdc: syndecan ; sxl : sex lethal ; tra : transformer ;
xol-1: XO lethal 1 (modifié d'aprés GAMBLE et ZARKOWER 2012).
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Les autres facteurs

Peu d'études ont été réalisées sur le role éventuel des facteurs secondaires de la
cascade du déterminisme sexuel orthologues des mammiféres chez d'autres vertébrés. Ainsi
des orthologues de Fgf9 n'ont été identifiés que chez I'amphibien Rana rugosa (YAMAMURA et
al. 2005) et la tortue Chelydra Serpentina (RHEN et al. 2007). lls ne montrent pas d'expression
sexuellement dimorphique au cours du déterminisme sexuel ce qui suggere qu'ils ne seraient
pas impliqués dans ce processus ou dans la différenciation gonadique précoce chez ces
especes. Par ailleurs, aucun orthologue de Fgf9 n'a été retrouvé chez les poissons (Sun et al.

2012).

2. Les cascades du déterminisme sexuel femelle

v Chez les mammiféres
Contrairement aux premiéres idées recues, la voie femelle du déterminisme sexuel
ne serait pas une voie passive (NEF et VAssALLI 2009). Bien qu’elle soit moins connue que la
cascade du déterminisme sexuel male, plusieurs facteurs clés ont été identifiés ces dernieres
années chez les mammiferes et sont mentionnés sur la Figure 18. lls se répartissent en deux
voies principales indépendantes mais qui conduisent a l'activation d'une méme cible, la
follistatine (Fst) : la voie Wnt-4/Rspol/B-caténine et celle faisant intervenir Fox|2, BMP-2 et

I'aromatase (NEF et VAssALLI 2009).

La voie Rspol/Wnt-4/B-caténine

De maniere générale, des facteurs Wnt initient la signalisation via des récepteurs
Frizzled (Fz). Le signal Wnt est relayé par 2 cascades principales en aval. La premieére, la voie
canonique principale, implique la B-caténine qui a une double fonction selon sa localisation.
Associée aux cadhérines membranaires et au cytosquelette d’actine, elle participe a
I’ancrage cellulaire. Sous sa forme libre, elle est stabilisée par déphosphorylation dans le
cytoplasme, ce qui entraine sa translocation dans le noyau afin qu’elle participe a I'activation
des geénes cibles (HOLMEN et al. 2002), notamment par la formation de complexe avec les
facteurs transcriptionnels TCF (T-cell factor) (Nam et al. 2006 ; Kim et al. 2008). Cette voie
est impliquée dans de nombreux processus physiologiques comme |'embryogenése mais

aussi dans le maintien de I'état indifférencié des cellules souches (KATOH et KATOH 2007). Il
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existe une deuxieme voie Wnt dite non-canonique, indépendante de la B-caténine, qui est
beaucoup moins connue et qui intervient notamment dans la formation et la motilité du
cytosquelette (SATO et al. 2006).

La voie de signalisation canonique Wnt-4 est cruciale pour la différenciation
ovarienne chez les mammiféres, la régulation de la formation des canaux de Miiller (PARR et
MCcMAHON 1998) ou de la stéroidogenése (LAPOINTE et BOERBOOM 2011). L'inactivation de Wnt-
4 ou de Rspol conduit a une masculinisation de la gonade femelle (TomizukA et al. 2008)
tandis que leur surexpression mene a la féminisation de la gonade male du fait de la
stabilisation de la B-caténine dans le cytoplasme cellulaire (JORDAN et al. 2003). lls
apparaissent donc comme des facteurs clés de cette voie pour la différenciation ovarienne
chez les mammiféres. Enfin, la voie Wnt est connue pour antagoniser |'expression de Sox9
dans les chondrocytes (AkIYAMA et al. 2004) et le méme mécanisme pourrait avoir lieu dans

la gonade.

Rspol (R-spondin 1)

La R-spondine 1 appartient a une famille de protéines sécrétées qui interviendraient
dans la voie canonique Wnt, notamment en stabilisant la B-caténine dans le cytoplasme des
cellules (TomAsELLI et al. 2011). Chez la souris et I'homme, elle est fortement exprimée a un
moment critique du développement de la gonade (TomAseLLI et al. 2011). Son inactivation
chez la souris conduit a un développement testiculaire chez des individus XX (TOMASELLI et al.
2008). Dans ce cas, aucun changement n'est observé dans les niveaux d'ARNm de la B-
caténine mais son expression protéique diminue, de méme que celle de ’ARNm de Wnt-4.
Ceci suggere que Rspol agirait en amont ou en synergie avec Wnt-4 durant le
développement ovarien précoce (TOMASELLI et al. 2011) (Figure 18). Dans la gonade feetale
femelle de souris, Rspol initie la signalisation non seulement dans les cellules somatiques
mais aussi dans les cellules germinales, induisant alors leur entrée en méiose et ainsi leur

différenciation en ovocytes (CHASSOT et al. 2008, 2011).
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Introduction générale

Wnt-4 (Wingless-related MMTYV integration site 4)

Wnt-4 appartient a la famille Wingless-related MMTV integration site dont les
membres jouent essentiellement un réle paracrine via leur liaison a un récepteur
membranaire Frizzled (Fz). Wnt-4 est impliqué dans de nombreux processus lors du
développement et notamment dans le développement de la gonade femelle chez les
mammiféres (BERNARD et HARLEY 2007). Plus précisément, Wnt-4 interviendrait dans la
formation des canaux de Miller et dans le développement de |'ovocyte et inhiberait la
vascularisation "male-spécifique" dans I'ovaire (HEIKKILA et al. 2005). Il est exprimé dans la
gonade bipotentielle des deux sexes puis est dérégulé dans le testicule vers 11,5 jpc alors
gue son expression persiste dans I'ovaire en développement (VAINIO et al. 1999). De plus, des
souris Wnt-4”7" montrent une réversion sexuelle partielle, avec un aspect male de la gonade
mais aucune expression des marqueurs testiculaires (VAINIO et al. 1999). Enfin, Wnt-4
interagirait directement avec Fgf9 pour bloquer le maintien de I'expression de Sox9 (Kim et

al. 2006) (Figures 14 et 18).

B-caténine [CTNNB1, Catenin (cadherin-associated protein), beta 1]

La B-caténine est un membre de la famille des protéines Armadillo dont le domaine
conservé est spécialisé dans les interactions protéiques (BiENz et CLEVERs 2003). Elle forme,
avec d’autres protéines, comme des cadhérines, des complexes au niveau des jonctions
cellulaires d’adhésion (BIENz 2005). Ces dernieres sont indispensables a la formation des
épithélia en régulant la croissance cellulaire ainsi que I'adhésion entre les cellules (GUMBINER
2005). Son réle dans la voie canonique de la différenciation ovarienne n'a été mis en
évidence que récemment (CHAssOT et al. 2008). Ainsi, des invalidations ciblées de
I'expression de la B-caténine dans les cellules somatiques ovariennes conduisent a un défaut
de différenciation ovarienne similaire a ce qui est observé dans le cas de knock-out de Rspol
ou de Wnt-4 (TevosiAN et MANuYLov 2008). De plus, la surexpression d'une forme stabilisée
de la B-caténine dans des cellules somatiques males entraine Il'arrét du développement
testiculaire et provoque une réversion sexuelle (MaATOUK et al. 2008). Cependant, cette voie
ne serait pas impliquée uniquement durant la différenciation précoce mais interviendrait
aussi dans le processus de folliculogenése nécessaire a la fonction ovarienne (FAN et al.

2010). La stabilisation de la B-caténine dans le noyau active la transcription de ses genes
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cibles BMP-2 et la Follistatine, induisant la différenciation ovarienne (MaaTouk et al. 2008).
Récemment, il a été montré chez I'humain que l'activation de la voie Wnt/B-caténine
inhibait aussi I'expression de Sox9 (Figure 1418) et de I'Amh mais sans altérer |'expression
des ARNms et des protéines de Sry et Sf1 (BERNARD et al. 2012). Les auteurs suggerent que
I'activation de la B-caténine empéche la fixation de Sfl sur I'amplificateur TESCO d'ou

I'absence d'expression de Sox9 et de la différenciation sertolienne.

FoxI2 (Forkhead box L2)

Foxl|2 est un membre de la famille Forkhead. |l possede un domaine bien conservé de
liaison a I'ADN du méme nom et est connu pour jouer un rble durant le développement
ovarien chez les mammiferes (OTTOLENGHI et al. 2005). Il est exprimé précocement dans
I'ovaire foetal et reste exprimée a I'age adulte. Il est impliqué dans la différenciation des
cellules de la granulosa lors du développement folliculaire ainsi que dans le maintien de
I'ovaire durant la vie fertile. FoxI2 est un activateur transcriptionnel principal du géne de
I'aromatase (PANNETIER et PAILHOUX 2010) et indirectement par la transcription de BMP-2 du
géne de la follistatine (KASHIMADA et al. 2011) (Figure 18). FoxI2 agit parallelement a la voie
canonique Wnt-4 mais de maniere indépendante (GARCIA-ORTIZ et al. 2009) pour induire le
déterminisme sexuel femelle mais aussi probablement maintenir le sexe femelle. Des études
récentes ont aussi montré que FoxI2 était capable de réprimer TESCO et de réprimer ainsi la
différenciation testiculaire. Il peut également interagir avec le récepteur aux oestrogenes
ERa pour amplifier cette répression (UHLENHAUT et al. 2009) (Figure 18). De plus, l'invalidation
ciblée de Foxl2 dans des ovaires adultes induit une réversion sexuelle pratiquement
compléte et une augmentation de I'expression de Sox9 accompagnée de celle de marqueurs
sertoliens, notamment GATA-4 ou Dmrtl (OTTOLENGHI et al. 2007). Tous ces résultats
suggerent que FoxI2 pourrait inhiber I'expression de Sox9 ou de Dmrtl. Une telle inhibition

de Dmrtl pourrait également avoir lieu lors de la différenciation testiculaire (Figure 18).

Dax-1 (NROB1, Nuclear Receptor subfamily 0, group B, member 1)

Dax-1, également appelé NROB1, est un membre de la superfamille des récepteurs
nucléaires. C'est en réalité un facteur commun aux cascades du déterminisme sexuel male et

femelle chez les mammiferes. Dans la gonade, Dax-1 interagit avec d'autres récepteurs
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nucléaires comme Sf1 (Figure 14)(NACHTIGAL et al. 1998), les récepteurs aux oestrogenes ERa
et ERB (Figure 18)(ZHANG et al. 2000), le récepteur aux androgénes ou encore celui de la
progestérone (HOLTER et al. 2002) (Figure 14 et 18). Cependant, il n'est pas exclu que Dax-1
puisse directement réguler I'expression des genes en se fixant sur I'ADN ou I'ARN (pour
revue, LUDBROOK et HARLEY 2004). Durant le développement testiculaire, Dax-1 est exprimé
dans les cellules sertoliennes avant I'expression de Sry puis il y est surexprimé a 12,5 jpc. Son
expression sertolienne décroit ensuite pour augmenter dans les cellules interstitielles entre
13,5 et 17,5 jpc. Dans |'ovaire en développement, Dax-1 continue a étre exprimé jusqu'au
moins 14,5 jpc (IKEDA et al. 2001). Dans un premier temps, il a été suspecté d'étre un facteur
pro-ovarian car sa duplication entrainait une réversion sexuelle chez les males (SWAIN et al.
1996). Cependant, la perte de sa fonction n'affecte que le développement testiculaire
(Bouma et al. 2005). Les mécanismes moléculaires conduisant a une fonction pro- ou anti-
testiculaire de Dax-1 ne sont pas connus mais il est possible qu'une balance d’expression de
son expression puisse entrainer un développement vers |'une ou l'autre des deux voies

(LupBrOOK et HARLEY 2004).

v Chez les autres espéces

La voie Wnt-4/Rspol/B-caténine

Chez les vertébrés non-mammaliens, des études montrent I'implication de la voie
canoniqgue Wnt durant la différenciation sexuelle chez des espéces présentant des modes de
déterminisme sexuel variés, comme chez les oiseaux (GSD ZZ/ZW) (CHUE et SmITH 2011) ou
chez le lézard (ESD) (TRIPATHI et RAMAN 2010). Ceci suggere aussi un réle conservé de cette
voie au sein des vertébrés. Ainsi, chez le poulet, Wnt-4 et Rspol présentent une expression
précoce, sexuellement dimorphique, de la médulla jusqu'au cortex de la gonade femelle
avant la différenciation morphologique en ovaire (SMITH et al. 2008). Chez le lézard, Wnt-4
est exprimé uniquement dans les gonades n'exprimant pas Sox9 et Dmrtl, méme si son
expression débute un peu plus tardivement que ces derniers (TRIPATHI et RAMAN 2010). Chez
le médaka, une surexpression de Rspol dans des gonades XY induit une réversion sexuelle
(ZHou et al. 2009). Enfin, chez le poisson zeébre (ZHANG et al. 2010), une expression de ’ARNm
de Rspol est retrouvée dans les cellules germinales primordiales, dans les ovogonies et les

ovocytes pré-vitellogéniques chez la femelle et dans les spermatogonies et spermatocytes
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chez les méles au cours du développement (Figure 19). Cette expression est plus élevée dans
les ovaires, en accord avec un rble dans la différenciation femelle et perdure chez I'adulte.

Une expression est également observée dans les cellules somatiques des deux sexes.

Figure 19 : Expression des ARNm de la Rspol dans la gonade en développement chez le
poisson zebre femelle (A) et male (B).

Oc : ovocytes pré-vitellogéniques ; Oo : ovogonies ; Sc : spermatocytes ; Sg : spermatogonies
; Soc : cellules somatiques ; St : spermatides (ZHANG et al. 2010).

FoxI2

Comme pour la voie de signalisation Wnt, de nombreuses études ont récemment
démontré une implication de FoxI2 dans la différenciation ovarienne chez les vertébrés non-
mammaliens qui est résumée dans le Tableau 4. Chez les poissons médaka (NAKkamMOTO et al.
2006) (Figure 20A), le tilapia Oreochromis aureus (WANG et al. 2007) ou le flet Paralichthys
olivaceus (YAMAGUCHI et al. 2007), Foxl2 s’exprime, comme chez les mammiféres, avec
I'aromatase dans les cellules somatiques de la gonade immature juste apres l'initiation de la
différenciation ovarienne et de |'ovaire adulte. Chez le poulet (Hubson et al. 2005), les
amphibiens comme la grenouille Rana rugosa (OsHIMA et al. 2008), le xénope X. tropicalis
(OkADA et al. 2009) et chez la tortue T. scripta (SHOEMAKER-DALY et al. 2010), une expression
précoce femelle-spécifigue de Foxl2 est également retrouvée dans la gonade. Chez le
xénope, elle est méme observée au moment du déterminisme sexuel, suggérant ainsi une
implication dans ce mécanisme. Chez le tétard de Rana rugosa, |'expression de FoxI2
apparait avant la mise en place d'un dimorphisme sexuel. Elle diminue une fois le sexe établi
et augmente de nouveau dans l'ovaire différencié ou elle est observée dans les cellules
somatiques entourant les ovocytes (Figure 20B) (OsHIMA et al. 2008). A noter que chez deux

des especes présentant un déterminisme sexuel influencé par I'environnement, la tortue
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(TSD) et le flet (GSD +TSD), une diminution des niveaux d'expression de Foxl2 est observée
lors d'une incubation aux températures favorisant les males, suggérant ainsi un role dans
I'initiation de la différenciation ovarienne chez ces espéeces (YAMAGUCHI et al. 2007 ;

SHOEMAKER-DALY et al. 2010).

Tableau 4 : Expression temporelle et/ou cellulaire de Foxl2 chez des vertébrés non-
mammaliens qui présentent des modes de déterminisme sexuel GSD, TSD ou GSD+TSD.
Cinétique d'expression précoce : expression lors du déterminisme sexuel. Cinétique
d'expression tardive : expression lors de la différenciation gonadique.

Espéce (Références) Mode de TSD | Cinétique Localisation cellulaire de la
déterminisme d'expression protéine
sexuel
Médaka XX/XY Non Précoce - Embryon: cellules somatiques
Oryzias latipes de la gonade femelle
(NAKAMOTO et al. 2006) - Adulte: cellules folliculaires en
pré- et vitellogenése
Tilapia XX/XY Oui Précoce -Embryon: cellules somatiques
Oreochromis aureus de la gonade femelle
(WANG et al. 2007) -Adulte: cellules folliculaires en
pré- et vitellogenése ; cellules de
la granulosa
Flet XX/XY Oui Précoce
Paralichthys olivaceus N quand /
(YAMAGUCHI et al. 2007) FPT -> MPT
Poulet 72/IW Non Précoce
Gallus gallus /
(HUDSON et al. 2005)
Xénope /7w Non Précoce
Xenopus tropicalis /
(OKADA et al. 2009)
Grenouille XY/ZZ ou Non Précoce Embryon: cellules somatiques de
Rana rugosa 7Z/IW la gonade femelle
(OsHIMA et al. 2008) suivant
I'origine
Tortue Pas de Oui - Précoce
Trachemys scripta chromosomes -\ quand
(SHOEMAKER-DALY et al. sexuels FPT -> MPT /
2010)
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Figure 20 : Expression de la protéine FoxI2 dans I’ovaire adulte du poisson médaka (A) et
dans l'ovaire de tétard de la grenouille Rana rugosa (B).

Chez les deux especes, FoxI2 est exprimé dans les cellules folliculaires sauf dans les follicules
matures. Les tétes de fleches noires désignent les cellules somatiques exprimant FoxI2.
L'étoile désigne un follicule mature (NAKAMOTO et al. 2006 ; OsHIMA et al. 2008).

Dax-1

Dax-1, méme s’il a fait 'objet de peu de travaux, présente, chez le poulet, le méme
profil d’expression que chez les mammiféres, a savoir une expression précoce chez les deux
sexes qui persiste uniguement dans la gonade femelle (SMITH et SINCLAIR 2004). Cependant,
chez le médaka (NAKAMOTO et al. 2007) ou la truite arc-en-ciel (VizziaNoO et al. 2008), Dax-1 est
suspecté de réprimer l'expression de Foxl2 et de Il'aromatase induisant alors une

différenciation testiculaire.

IV. L'hermaphrodisme
1. Généralités

L'hermaphrodisme est caractérisé par la présence des deux sexes, male et femelle,
chez un méme individu (GHISELIN 1969). Dans le regne animal, I'hermaphrodisme simultané
pour lequel un animal posseéde en méme temps les deux types de gonades est rare. C'est le
cas chez certaines espéces de plathelminthes (planaires), d'annélides (sangsues, lombrics) ou
de mollusques (coquille St-Jacques, escargot). Il n’existe alors qu'une seule glande génitale
appelée ovotestis (DAvVISON 2006). La plupart des animaux hermaphrodites sont donc
successifs, passant au cours de leur vie d'un sexe a l'autre, avec parfois une phase transitoire
avec un ovotestis non fonctionnel. lIs présentent souvent des appareils reproducteurs males

et femelles distincts et successifs, qui ne fonctionnent jamais en méme temps (WARNER
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1975). Chez les hermaphrodites protogynes/protérogynes, la gonade femelle devient male
et I'inverses se produit chez les individus protandres. C'est notamment le cas de ['huitre
creuse qui est généralement male lors des premiers cycles de reproduction et devient
femelle par la suite (Guo et al. 1998). Chez les mollusques bivalves, on retrouve a la fois des
animaux hermaphrodites successifs (huitre) et simultanés (coquille St Jacques) ainsi que des
animaux gonochoriques (moule).

L'hermaphrodisme n'est pas retrouvé que des chez les invertébrés. Il concerne 10%
des poissons ou il est majoritairement successif, avec 9% d’especes protogynes [parmi les
Labridés (girelles), Sparidés (pagres, pageots), Serranidés (mérous, vieilles), Scaridés
(perroquets), Pomacanthidés (poissons-anges), Chétodontidés (poissons-papillons)] et 1%
d'espéces protandres [parmi les Sparidés (daurades, sars, bogues, marbrés, saupes) les
Pomacentridés (poissons-clown) et beaucoup de poissons abyssaux]. Quelques rares cas
d'hermaphrodisme simultané sont néanmoins observés chez les poissons comme chez le
serran (Serranus tigrinus) et augmentant ainsi les chances de reproduction pour cette espéce
solitaire capable d'auto-fécondation.(DE MITCHESON et Liu 2008)

De facon générale, chez les hermaphrodites, la détermination sexuelle s'effectue
toujours sous l'influence de facteurs internes (hormones, poids, age) et/ou externes
(nutrition, facteurs sociaux, stress associés) (DEVLIN et NAGAHAMA 2002 ; MUNDAY et al. 2006 ;
BAROILLER et al. 2009 ; MEROT et CoLLIN 2012). Par exemple, chez le mérou brun Epinephelus
marginatus, le sexe ne dépend ni de I'age ni de la taille des individus mais de la structure de
la population, notamment des densités d’individus (ZABALA et al. 1997). Chez la crépidule,
gastéropode protandre, lors d’un stress lié par exemple a une privation de nourriture, les
animaux perdent rapidement leurs attributs males pour atteindre une phase de transition
asexuée. Cependant quand la nourriture est de nouveau disponible, I'animal acquiert des
attributs femelles sans retourner a un stade male (MeroT et CoLLIN 2012). A I'heure actuelle,
aucun gene majeur n'a été identifié chez les hermaphrodites pour lesquels d’ailleurs peu de

travaux concernent le déterminisme sexuel.

2. Données moléculaires

L'essentiel des données moléculaires sur I'hermaphrodisme concerne les poissons.

Qu'ils soient protogynes ou protandres, les voies de différenciation conduisant a une gonade
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male ou femelle sont plastiques (ZHou et Gui 2010). La compréhension de leur déterminisme
du sexe chez des espéces hermaphrodites, bien que peu avancée a I'heure actuelle, devient
essentielle, notamment pour préserver les especes qui présentent une fragilité de leur sexe-
ratio. Quelques études ont récemment permis d’identifier plusieurs facteurs moléculaires de

la différenciation gonadique chez ces espéeces (Tableau 5).

Tableau 5 : Facteurs moléculaires de la différenciation gonadique ou du déterminisme

sexuel caractérisés chez les poissons hermaphrodites.

Gene Type Espéce Profils d'expression au Références
d'hermaphrodisme changement de sexe
Dmrtl Protandre A. schlegeli N\ (développement ovarien) (LIARTE et al. 2007 ;
S. Aurata SHIN et al. 2009)
Protogyne E. coioides A (développement (HUANG et al. 2005 ;
E. merra testiculaire) XIA et al. 2007 ; ALAM
H. tenuispinis et al. 2008 ; JEONG et
M. albus al. 2009)
FoxlI2 Protandre A. schlegeli A (développement ovarien) | (Wu et CHANG 2009)
Protogyne E. merra N\ (développement testicule) (ALAam et al. 2008)
H. tenuispinis | pas de variation d'expression (KoBAYASHI et al.
2010)
Sox9 Protogyne E. coiodes initiation et maintien du sexe (Luo et al. 2010)
male
Sox9al/ Protogyne M. albus pas de variation d'expression (zHou et al. 2003)
Sox9a2
Sox3 Protandre A. schlegeli développement testiculaire (SHIN et al. 2009)
Protogyne E. coioides développement ovarien (YAO et al. 2007a)
Wnt-4 Protandre A. schlegeli développement ovarien (Wu et CHANG 2009)
Dax-1 Protandre A. schlegeli développement testiculaire (Wu et al., 2007)

Le facteur Dmrtl1, facteur du déterminisme sexuel male conservé des invertébrés aux
vertébrés I'est aussi chez de nombreuses espéces d’hermaphrodites (i) protandres comme la
daurade noire Acanthopagrus schlegeli (HE et al. 2003) et la daurade royale Sparus auratus
(LIARTE et al. 2007) ou (ii) protogynes comme les mérous Epinephelus coiodes et E. merra (XIA
et al. 2007 ; ALAm et al. 2008), le labridé Halichoeres tenuispinis (JEONG et al. 2009) et le
symbranchidé Monopterus albus (HUANG et al. 2005). L'expression de Dmrtl est alors
corrélée au développement ou a la régression du testicule lors du changement de sexe
respectivement chez les poissons protandres ou protogynes. Un orthologue de FoxI2 a aussi
été caractérisé chez plusieurs especes hermaphrodites et montre des variations de son

expression durant les changements de sexe, une augmentation chez le poisson protandre
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Acanthopagrus Schlegeli (Wu et al. 2010) et une diminution chez le protogyne Epinephelus
merra (Figure 21) (ALAM et al. 2008). Cependant, aucun dimorphisme d'expression n'est

observé durant le changement de sexe chez Halichoeres tenuispinis (KOBAYASHI et al. 2010).
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Figure 21 : (A) Structure de l'ovotestis chez le mérou Epinephelus merra lors du
changement de sexe femelle vers male. (B) Expression de Foxl2 mesurée par qPCR lors de
ce méme changement de sexe.

DO: ovocyte en dégénérescence ; F, femelle ; M, maéle ; PT, période précoce de transition ;
SC: spermatocytes ; SG: spermatogonies ; ST: spermatides ; TT, période tardive de transition.
Le niveau d’expression des ARNm de FoxI2 diminue significativement lors de la transition de
femelle en male, c’est-a-dire entre les phases F/PT et TT/ M (ALAM et al. 2008).

Des facteurs Sox9 montrent également des variations d'expression chez des poissons
hermaphrodites lors des réversions sexuelles. Ainsi, Sox9 augmente avant Dmrtl lors du
passage au sexe male chez Epinephelus coioides (Luo et al. 2010) suggérant ainsi un réle
dans l'initiation et le maintien de ce sexe. Par contre ni Sox9al ni Sox9a2 ne semble avoir de
réle dans ce mécanisme chez Monopterus albus (ZHou et al. 2003). Sox3 qui présente une
expression testiculaire chez A. Schelgeli (SHIN et al. 2009) et une expression ovarienne chez
Epinephelus coioides, jouerait un role dans la différenciation gonadique (YA0 et al. 2007). Des
orthologues de Wnt-4 et de Dax-1 ont aussi été identifiés chez A. schlegeli et les auteurs
suggerent un rble dans le développement ovarien pour le premier (Wu et CHANG 2009) et

dans la développement testiculaire pour le second (Wu et al. 2008).
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V. Régulation de la reproduction et du déterminisme sexuel par

les ARN anti-sens naturels
1. Définitions

Les ARN anti-sens naturels (NATs) sont des ARN endogénes simples brins qui sont
transcrits a partir du brin de I'ARN ou du brin opposé de I'ADN et qui sont totalement ou
partiellement complémentaires a I'ARN sens (BEITER et al. 2009). Deux catégories peuvent
étre distinguées, les cis-NATs qui sont transcrits a partir du méme locus et les trans-NATs qui
sont transcrits a partir d'un autre locus (par exemple d'un pseudogéne) et qui présentent
donc une complémentarité partielle (NUMATA et KivosawA 2012) (Figure 22). Deux autres
classes de NATs peuvent étre notées: les micro ARNs (miARNs) qui inhibent la traduction des
ARNmM (BRENNECKE et al. 2003) et les petits ARN nucléaires (SnARNs) qui guident la
modification post-transcriptionelle des ARNs non-codants (Kiss 2002). De plus, de nombreux
vertébrés présentent des ARN avec des séquences répétées trés conservées ou des éléments

transposables susceptibles de former des NATs (LEHNER et al. 2002).
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Figure 22 : Transcrits anti-sens naturels cis- et trans-.

(A) Cis-NAT. La transcription a lieu avec le brin opposé de I'ADN comme matrice dans la
méme région chromosomique et les deux brins forment donc une paire parfaite. (B) Trans-
NAT. La transcription se produit a partir d'un autre locus que le gene cible et I'appariement
possede généralement de nombreuses erreurs et peut concerner plusieurs génes (NUMATA et
Kiyosawa 2012).

Les NATs peuvent réguler au moins en partie |'expression de nombreux génes a

différents niveaux: épissage, maturation, transcription, transport, traduction, dégradation ou
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encore stabilisation de I'ARNm cible (Su et al. 2010) (Figure 23). lls peuvent alors agir sur
I'ADN génomique, notamment en jouant sur la structure de la chromatine, les méthylations
ou en modulant sa transcription. lls peuvent également réguler I'ARNm cible et la production
de sa protéine, soit de maniere directe soit par l'intermédiaire de miRNAs qui régulent a la

maniere d'interférence ARN (Costa 2005).

—— - ———
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Figure 23 : Principaux niveaux de régulation par des ARN anti-sens naturels.

PTGS : Post-Transcriptional Gene Silencing ; NATs : Natural Antisense Transcript (modifié
d’aprés CosTA 2005). Fleches pleines : mécanismes classiques de transcription et traduction.
Fleches pointillées : régulations de ces mécanismes par les NATs

2. Les NATs liés a la reproduction

Les NATs interviennent dans de nombreuses fonctions physiologiques et notamment
dans la reproduction, a des niveaux différents. Par exemple, de nombreux NATs de neuro-
hormones comme la GnRH (Hu et al. 2007), de récepteurs d'hormones stéroidiennes comme
la progestérone (JANowski et al. 2007 ; SCHWARTz et al. 2008) ou encore de protéines de
régulation comme la StAR (CAsTILLO et al. 2011) ont été caractérisés. Chez la carpe, I'ARN

anti-sens de la GnRH réduit I'expression et la sécrétion de cette derniere, conduisant ainsi a
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une diminution de synthese de gonadotropines et a un moindre développement gonadique
qui rend les poissons stériles (Hu et al. 2007). Chez la souris, I'expression de 'ARNm de la
protéine StAR est diminuée en lien avec la diminution de la synthése de la progestérone, ceci
par son transcrit anti-sens dans les cellules de Leydig et les tissus stéroidogenes (CASTILLO et
al. 2011). Enfin, de récentes études révélent |'existence de nombreux NATs impliqués dans la
spermatogenése, notamment des miARNSs. lls interviennent dans |'activation ou la répression
des mécanismes de régulation post-traductionnelle essentiels au bon déroulement de Ila

spermatogenése (MCIVER et al. 2012).

3. Les NATs liés au déterminisme sexuel

Si de nombreux ARN anti-sens interviennent lors de la reproduction, plusieurs
agissent lors du déterminisme sexuel. Chez les mammiféeres, le plus connu est Tsix, anti-sens
naturel de Xist (X-inactive specific transcript), responsable de l'inactivation du chromosome X
chez les femelles (SPLINTER et al. 2011). Un ARN anti-sens naturel de Fox|2 nommé Foxl2o0s a
également été mis en évidence chez la souris et est co-localisé dans les cellules de la

granulosa avec le transcrit sens (Figure 24).

Hoechst detection of Foxl2 derection of Fox[208

Figure 24 : Hybridation in situ en fluorescence (FISH) de Foxl2 et Foxl2os dans les cellules
de la granulosa chez la souris.

Les noyaux sont colorés en bleu avec du Hoechst. FoxI2 (en vert) et Foxl2os (en rouge) sont
présents dans les méme cellules, principalement dans le cytoplasme (CocQueT et al. 2005).
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VI. Objectifs

Si les éléments des voies du déterminisme sexuel ont été bien caractérisés chez les
vertébrés présentant un déterminisme génétique comme les mammiféres (EGGERS et SINCLAIR
2012), les données concernant les voies chez les vertébrés dont les modes de déterminisme
sexuel sont plus "atypiques" ne sont que partielles. De plus, chez les invertébrés, seules les
voies des espeéces modeles ecdyzosoaires D. melanogaster et C. elegans ont été bien
étudiées et aucune étude ne porte sur les lophotrochozoaires. Chez les hermaphrodites, les
données moléculaires, bien que considérablement augmentées ces 5 dernieres années,
notamment chez les poissons, restent encore fragmentaires.

Chez I'huitre, I'étude du déterminisme sexuel est rendue difficile du fait de son mode
de reproduction (hermaphrodite successif irrégulier protandre) et des changements de sexe
chez I'adulte qui peuvent varier selon les conditions environnementales. De plus, le sexe
d'un individu ne peut étre identifié que tardivement a un stade ol la gonade est déja
avancée en gamétogeneése et avec des méthodes létales (coupes histologiques), stressantes
pour l'animal (biopsies) ou couteuses (IRM). De plus, peu de données concernent la
premiére mise en place de la gonade chez cette espéce, que ce soit du point de vue de Ia
formation des tubules gonadiques, de la gamétogenese, du déterminisme sexuel ou de la
cinétique précise de ces processus. Chez C. gigas, le déterminisme sexuel serait génétique
(malgré [I'absence d'hétérochromosomes sexuels) et également controlé par
I'environnement. Au début de ce travail de thése, deux facteurs orthologues de vertébrés,
Cg-FoxI2 et Cg-DMI, avaient déja été caractérisés sur les bases de leurs homologies avec les
vertébrés, méme si leurs roles au cours du déterminisme sexuel ou de la différenciation
gonadique restaient encore a préciser. Cg-Foxl2 semblait également présenter un ARN
naturel anti-sens mais cela restait également a préciser. Les profils d’expression de ces
facteurs laissaient supposer une fenétre temporelle du déterminisme sexuel chez I'adulte au
stade lll et chez le naissain élevé a 18°C, aux alentours de 1,5 mois d’age. De plus, comme le
génome de |'huitre n’a été publié que récemment (ZHANG et al. 2012), nous ne disposions
alors que de banques d’ESTs. Ces dernieres années, ces banques ont été considérablement
incrémentées et des approches globales en puces a ADN ont été développées en paralléle,
permettant ainsi d'enrichir les données moléculaires chez I'huitre, notamment concernant

son déterminisme sexuel.
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Le premier chapitre de cette these présente donc les études ‘in silico’ qui ont permis
de sélectionner, chez C. gigas, les facteurs potentiels du déterminisme sexuel les plus
pertinents a étudier par la suite. Ces études sont basées (i) sur des homologies de séquences
entre des facteurs connus des cascades des vertébrés/invertébrés et les ESTs de I'huitre, et
(i) sur des profils d’expressions intéressants (Ex : dimorphiques entre les sexes ou les stades
gamétogénétiques) obtenus par puces a ADN chez C. gigas.

Dans un second chapitre, deux facteurs sélectionnés, SoxE et la B-caténine ont été
caractérisés et leur expression a été étudiée par PCR en temps réel et en hybridation in situ
chez l'adulte. Afin de préciser la fonction de la B-caténine au cours du cycle
gamétogénétique, I'étude de son expression protéique a également été initiée en
immunofluorescence. Ce chapitre a ainsi eu comme objectif d’affiner non seulement la
cascade moléculaire mais aussi la fenétre temporelle du déterminisme sexuel chez I'huitre
adulte.

Comme le déterminisme sexuel était également suspecté d’étre régulé de maniere
épigénétique chez I'huitre, I'étude de ces régulations a été entreprise dans un troisiéme
chapitre. Elle concerne plus spécifiguement la caractérisation de Cg-Foxl20s, ’ARN anti-sens
naturel de Cg-FoxI2 et I'’étude de son expression au cours du développement et chez I'adulte
en paralléle de celle de Cg-Fox|2. Les mécanismes potentiels de régulation du transcrit sens
par son anti-sens ont aussi été appréhendés. Afin de préciser la fonction de Cg-FoxI2 au
cours du cycle gamétogénétique, I'étude de son expression protéique a également été
initiée en immunohistochimie avec un anticorps homologue.

Enfin, les régulations environnementales ont été abordées dans un quatrieme
chapitre. L'impact de la température sur le déterminisme sexuel lors de la premiére mise en
place de la gonade a été étudié chez du naissain placé en conditions controlées. Les sexe-
ratios, I'expression d’acteurs moléculaires du déterminisme sexuel et les cinétiques de
différenciation gonadique et de gamétogenese ont été précisés. Ceci devait également
permettre d’enrichir les données sur la premiére mise en place gonadique, période critique
du développement de I'huitre et d’affiner la cascade moléculaire et la fenétre temporelle du

déterminisme sexuel au cours du développement chez C. gigas.
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I. Matériel biologique

1. Animaux

Les huitres Crassostrea gigas adultes de calibre 3 (masses comprises entre 65 et 85 g)
ou 5 (masses comprises entre 30 et 45 g) proviennent des entreprises ostréicoles bas-
normandes "GAEC le Tatihou" (Saint-Vaast-la-Hougue) ou "Lenoir" (Blainville-sur-mer), de la
Société Atlantique de Mariculture "SATMAR" (Gatteville) ou encore du Syndicat Mixte pour
I'équipement du Littoral "SMEL" (Blainville-sur-mer). La détermination du stade et du sexe
des animaux a été effectuée par analyse histologique aprés sacrifice des animaux.

Les stades de développement utilisés pour la plupart des PCR en temps réel
proviennent de la SATMAR. Les larves issues d’une seule fécondation ont été élevées a 27°C
et nourries ad libitum avec Chaetoceros calcitrans, C. gracilis et Isochrysis sp. Apres
métamorphose, dans un premier temps, le naissain de 400 um a 2 mm (4 a 7 semaines post-
métamorphose) a été élevé a 18°C et nourri ad libitum avec C. calcitrans, C. gracilis et
Skeletonema costatum. Les animaux entre 2 et 7 mm ont ensuite été élevés a
température/nourriture naturelles avec éventuellement une supplémentation en
Skeletonema costatum.

Le naissain utilisé dans le cadre du projet européen FP7 "Reproseed" provient de
fécondations contrblées de géniteurs réalisées a la station expérimentale IFREMER
d'Argenton. Les stades larvaires ont été élevés sur place dans des conditions classiques (Rico-
VILLA et al. 2006) a 25°C et nourris avec un mélange de C. gracilis et . affinis galbana. Quinze
jours apres la fécondation, les larves pédivéligéres oeillées ont été transférées sur
microbrisure afin de permettre leur fixation. Le naissain juste métamorphosé de 28 jours
post-fécondation (jpf) a ensuite été filtré sur maille de 500 um puis conditionné a différentes
températures (18°C, 22°C, 25°C et 28°C) dans un systeme a flux ouvert au sein des structures
cylindro-coniques de 500 ml (Figure 25A et B). Les animaux ont alors été nourris avec un
mélange de C. gracilis et I. affinis galbana en biomasses égales et a un volume constant de
1500 pm?>/pl. Pour chaque température, des prélévements ont été effectués a des pas de
temps réguliers pendant une durée allant de 11 jours a 1 mois selon la température (Tableau
6). Lors de ces préléevements, tous les animaux étaient retirés de la structure et leur poids et
tailles moyens déterminés (Figure 25C). lls étaient ensuite replacés dans la structure

assurant ainsi un brassage des animaux. Pour chaque température, un dernier prélévement
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a été effectué plus tard afin de déterminer le sexe-ratio de chaque population par histologie

(Tableau 6).
Tableau 6 : Organisation des préléevements pour chaque température de conditionnement.
Température Pas de temps des Age au dernier Age au moment du sexe-
prélevements (j) préléevement (jpf) ratio (jpf)

18°C 4 56 86

22°C 3 52 56

25°C 2 46 49

28°C 1 39 49

Figure 25 : (A) Vue d'ensemble du systeme expérimental d'élevage a flux ouvert de
naissain de la station expérimentale IFREMER d'Argenton. (B) Gros plan sur une structure
cylindro-conique de 500 ml maintenue a 25°C et contenant du naissain agé de 46 jpf. (C)
Photo de lots de naissain agé de 46 jpf conditionnés a I'une des quatre températures entre
18°C et 28°C.
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2. Prélevement d’échantillons biologiques

Les huitres adultes ont été disséquées a leur arrivée au laboratoire. Pour les
expériences de biologie moléculaire et de Western Blotting, plusieurs tissus (gonades,
branchies, glande digestive, palpes labiaux, manteau et muscle adducteur) ont été disséqués
en condition RNase free et ont été congelés a I'azote liquide puis conservés a -80°C jusqu'a
I'extraction des ARN totaux ou des protéines. Pour les analyses histologiques,
d'immunohistochimie en fluorescence indirecte ou d'hybridation in situ, une tranche
d'environ 1 cm d'épaisseur a été prélevée entre les palpes labiaux et le coeur. Un morceau
de branchie a également été prélevé et conservé dans I'éthanol 70% a -20°C afin de vérifier a
posteriori la ploidie des animaux en cytométrie en flux.

Les larves et le naissain provenant de la SATMAR ont été divisés en pools et
conservés a -80°C dans du TRI-REAGENT™ (Sigma®) avec leur coquille avant extraction de
leur ARN. Le naissain du projet "Reproseed" a également été divisé en pools. Ainsi, pour
chaque température et chaque temps de prélevement, dix pools de dix individus ont été
maintenus avec les coquilles dans du TRI-REAGENT™ 3 -80°C afin d'extraire les ARN ; un
autre a été conservé dans de I'éthanol 70% a -80°C afin de vérifier a posteriori la ploidie en
cytométrie en flux ; le reste des animaux a été fixé dans du fixateur Davidson, aprés que leur
coquille ait été percée puis ils ont été conservés dans de |'éthanol 70% et décoquillés sous

loupe binoculaire en vue d'une inclusion histologique.

Il. Techniques histologiques

1. Préparation et coupe des échantillons biologiques

Les prélevements adultes et naissain sont fixés entre 24 et 48 h dans du fixateur
Davidson (10% Glycérol, 20% formaldéhyde, 30% éthanol a 96%, 40% eau de mer filtrée) a
4°C puis sont déshydratés dans des bains de concentration croissante d’éthanol, de 24 a 48 h
chacun suivant la taille de I'échantillon. Les échantillons sont ensuite imprégnés dans du
butanol puis dans de la paraffine liquide a 56°C avant d’étre inclus en blocs et conservés en
chambre froide a 4°C en vue d'étre coupés pour I'histologie, I'immunohistochimie ou

I’"hybridation in situ.
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2. Coloration au trichrome de Prenant Gabe (Gabe, 1968)

Des coupes de 3 um sont réalisées a l'aide d'un microtome (Leica RM 2135) puis
montées sur lames pour la coloration histologique. Les lames sont dans un premier temps
déparaffinées dans deux bains de Rotihistol/® (Roth®) de 5 min, suivis de deux bains de 5 min
dans I’éthanol absolu. Ensuite, les lames sont réhydratées dans des bains de 5 min d’éthanol
de concentration décroissante (96 puis 70%). Apres un rincage dans de I'eau distillée, elles
sont colorées dans les bains suivants :Hématoxyline de Groat (coloration des noyaux) (1
min), eau courante (5 min), Eosine Y a 1% (coloration du cytoplasme) (8 min), Acide
phosphomolybdique a 1% (1 min), Vert lumiere a 0,2% (1 min) (coloration du muscle et du
tissu conjonctif). Elles sont ensuite déshydratées par deux bains d'1 min d'éthanol absolu et
passées dans un bain de Rotihisto/® de 5 min avant d’étre montées dans une résine

(Rotihisto-kit®, Roth®) entre lame et lamelle et séchées a I'étuve a 55°C pendant 12 h.

lll. Analyse de la ploidie des échantillons

La ploidie des huitres adultes et du naissain a été testée sur quelques individus
censés étre représentatifs du groupe d’adultes et de naissain selon le protocole décrit par
Jouaux et collaborateurs (2010). Pour cela, un morceau de branchie des adultes ou I'animal
entier décoquillé pour le naissain qui avaient été conservés dans de I'éthanol 70% a -20°C
sont broyés a I'aide d’un piston directement dans I'alcool 70% puis filtrés sur de la toile a
bluter de 100 um d’ouverture de maille. Le filtrat est ensuite brievement centrifugé puis le
culot est re-suspendu dans du PBS 1X. Apres centrifugation, il est repris dans 50 ul de
perméabilisant / solution DNase du kit "Coulter® DNA Prep™ Reagent" (Beckman Coulter™).
Cing cent pl d'une solution contenant de l'iodure de propidium et de la RNase (fournie dans
le kit) sont ajoutés puis aprés 20 min d'incubation a l'obscurité, la ploidie est analysée par
cytométrie en flux (Epics XL Beckman Coulter™). Les données sont analysées grace au logiciel

Expo 32 MultiComp de I'appareil.
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IV. Techniques classiques de biologie moléculaire

1. Préparation des ARN
v' Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux des adultes et des stades de développement sont extraits a I'aide du
kit TRI REAGENT™ (Sigma®). Les tissus adultes prélevés et congelés a -80°C sont broyés dans
de I'azote liquide (environ 100 mg/échantillon) et homogénéisés a I'aide d'une seringue dans
1 ml de TRI-REAGENT (mélange de thiocyanate de guanidine et de phénol). Le naissain frais
est broyé dans des eppendorfs contenant du TRI-REAGENT puis il est congelé a -80°C. Par la
suite, la séparation et la purification des ARN sont effectuées selon le méme protocole quel
gue soit I'échantillon. Les ARN sont séparés par ajout de 200 ul de Bromo-Chloro-Propane et
centrifugation a 12000 g, 15 min, a 4°C. La phase aqueuse est récupérée et les ARN sont
précipités avec 500 ul d'isopropanol par centrifugation a 12000 g, 10 min, a 4°C. Les ARN
sont ensuite lavés par 2 ringages avec 500 ul d'éthanol 75% et centrifugés a 7500 g, 5 min, a
4°C. L'éthanol est enlevé puis les culots sont séchés quelgues minutes a température
ambiante et repris dans 50 pl d'eau traitée au DEPC a 0,01% (DiéthylPyroCarbonate,

Sigma®). Les ARN sont conservés a -80°C.

v' Qualité et quantification des ARN

La concentration d'ARN totaux obtenue est déterminée par mesure
spectrophométrigue a 260 nm au Nanodrop 2000 (ThermoScientific®). Une unité
d'absorption optique (Azsonm) cOrrespond a une concentration en ARN de 40 pg/ul. Le degré
de pureté des ARN est évalué au Nanodrop par le rapport Ayeonm/Azsonm avec une valeur
optimale de 2 et la courbe d'absorbance en fonction de la longueur d'onde permet de
vérifier I'absence de contamination notamment par le phénol (Figure 26A). La qualité des
ARN est également vérifiée par électrophorése capillaire a I'aide du bioanalyser Agilent®

RNA 600 (Figure 26B-C).
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illustrant un % correct d'ARN ribosomaux et indiquant une bonne conservation et qualité
des ARN.

v’ Purification des ARN polyadénylés a partir des ARN totaux

Les ARNm sont purifiés a partir des ARN totaux a l'aide du Dynabeads® mRNA
DIRECT™ Kit. Un tampon de lyse (100 mM Tris-HCI, pH 7,5 ; 500 mM LiCl ; 10 mM EDTA, pH 8
; 1% LiDS, 5 mM DTT) est ajouté (gsp 100 pl) aux ARN totaux (maximum 100 ug). Deux cent
ul d'une suspension de billes paramagnétiques recouvertes d’oligo-(dT),s (5 pg/ul) sont
ensuite ajoutés. Aprés hybridation des ARNm aux oligo-(dT), les billes sont attirées contre la
paroi du tube par un aimant et les ARN non-polyadénylés restés en solution sont retirés. Les
ARNm polyadénylés sont ensuite lavés 2 fois dans un tampon de lavage A (10 mM Tris-HCl,
pH 7,5; 0,15 M LiCl ; 1 mM EDTA ; 0,1% LiDS) et 1 fois dans un tampon de lavage B (10 mM
Tris-HCI, pH 7,5 ; 0,15 M LiCl ; 1 ml EDTA). lls sont enfin élués des billes par 20 ul de tampon
d'élution (10 mM Tris- HCI, pH 7,5) chauffé a 65°C pendant 2 min.
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v' Traitement a la DNAse
Les ARN totaux (700 pg) sont traités a la DNase | RQ1 (Promega®) pendant 30 min a
37°C dans un mélange réactionnel de 10 pl contenant 1 ul de tampon 1X de réaction de
I'enzyme (40 mM Tris-HCI, pH 7,9 ; 10 mM NaCl ; 6 mM MgCl,; 10 mM CacCl,), 2 U de DNase |
RQ1 RNase-free (Promega®). La DNase est ensuite inactivée par ajout de 1 ul d’une solution

a 20 mM d’EDTA (pH 8) et chauffage a 65°C pendant 15 min.

2. Synthese d’ADN complémentaire par transcription inverse

Cing cent ng d’ARN totaux ou d'ARN poly(A) sont dénaturés pendant 5 min a 70°C en
présence d’oligo-(dT);s (Promega®, 500 ng) ou d’amorces spécifiques (Eurogentec®, 500 ng)
(Tableau 7) dans un volume final de 10 pl afin de favoriser leur hybridation. Apres
refroidissement rapide dans de la glace, la transcription inverse est réalisée pendant 1 h a
37°C dans un volume total de 25 pul en présence de 200 U de transcriptase inverse M-MLV
(Promega®), de dNTP (Promega®, 0,5 mM chacun), de 25 U de RNasin (Promega®) dans un
Tampon 1X (50 mM Tris-HCI, pH 8,3 ; 75 mM KCl ; 3 mM MgCl,; 10 mM DTT) (Promega®). La

rétro-transcription est stoppée par incubation a 70°C pendant 15 min.

3. Choix des amorces

Les amorces spécifiques (Tableau 7) sont désignées a I'aide du logiciel Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu) selon les paramétres optimaux d'amplification de la PCR (30-70%
de GC, Tm=60°C, amorces de 18-20 nt pour une PCR classique, 25-28 nt pour une RACE-PCR).

4. Réactions de PCR

Les ADNc sont amplifiés in vitro dans un mélange réactionnel de 50 ul contenant 10 a
20 ng d'ADNCc, 0,2 mM de chaque dNTP, 10 pul de tampon 5X de réaction de I'enzyme (5 mM
KCl; 1 mM Tris-HCl pH 9 ; 0,01% Triton X-100) ; 0,2 uM de chaque amorce (Tableau 7), 1,25
U de Tag ADN polymérase (Promega®) et 1,5 mM de MgCl,. La PCR est réalisée selon un
programme type: 1 cycle de dénaturation (95°C, 5 min), 30 cycles d'amplification [(95°C, 30
s), (Tm des amorces, 30 s), (72°C, 1 min/kb)], 1 cycle d'élongation (72°C, 7 min). La qualité

des ADNc est vérifiée par amplification de l'actine. L'absence d'amplification d'ADN
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génomique est vérifiée par amplification d'un échantillon non rétro-transcrit. Les fragments

d'ADN amplifiés sont visualisés par électrophorese sur gel d'agarose.

5. Electrophorése sur gel d’agarose

Les fragments amplifiés par PCR sont systématiquement visualisés par
électrophorese sur gel d'agarose (de 1 a 2% selon la taille des produits de PCR attendue)
dans un tampon TAE (40 mM Tris ; 20 mM acide acétique ; 2 mM EDTA, pH 8,5) contenant
100 ng/ml de bromure d'éthidium. La taille des fragments est déterminée a l'aide de

marqueurs de taille 1 Kb ou 100 pb (Promega®).
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Matériel et Méthodes

V. Extension de I’ADNc par RACE-PCR

Afin de caractériser les extrémités 5’ et 3° d’ADNc correspondant a des ARN méme
faiblement exprimés, des RACE-PCR ont été réalisées a I'aide du kit Advantage® cDNA PCR
Kit & Polymerase Mix (Clontech®). La RACE-PCR (Figure 27) consiste a créer, aux extrémités
de I’ADNCc, un point d’ancrage artificiel en fixant un adaptateur a la séquence connue puis a
amplifier les fragments inconnus avec une amorce interne de I’ADNc et une amorce

correspondant au site d’ancrage.

amorces specifiques MNAPZ AP1
AS_ 5 +—— 44—
N1 AS1
5 ARNbx -
Oligo (dT) e w 51,5N1, S
AMVRT AP1 NAPZ  amorces spécifiques
synthése du ler
brind'ADNc 5’ ARNm l i
g —
dT
Cocktail RACEen5 RACE en 3
d'enzyme 1&re PCR AP1/A51 AP1/51
dégradation
synthésedu & e T — T I'ARNm
2nd brin d'ADN PCR nichée NAP2/ASN1 NAP2/SN1

visualisation sur gel d'agarose
purification des bandes, sous-clonage
séquengage

purification des ADNc l l
TADNA ligase

dA
—_— s
— s

dT

Figure 27 : Principe de la technique de RACE-PCR a I'aide du kit Advantage® cDNA PCR Kit
& Polymerase Mix (Clontech®).

Extrémités 5’/3’ : PCR1 : AP1 : adaptateur ; AS1: amorce anti-sens ; S1: amorce sens — PCR
nichée : NAP2 : adaptateur ; ASN1 : amorce anti-sens ; SN1 : amorce sens.

1. Synthése du 1°" brin d'ADNc

La synthese du premier brin d'ADNc est réalisée en incubant pendant 1 h a 42°C, 1 ug
d'ARNm dans un mélange réactionnel de 10 pl contenant 20 U de transcriptase inverse
AMVRT (Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase) (Clontech®), 1 uM d'oligo (dT) ; 1
mM de dNTP et du tampon (50 mM Tris pH 8,5 ; 8 mM MgCl, ; 30 mM de KCl ; 1mM DTT).
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2. Synthése du 2°™ brin d'ADN

Le second brin d’ADN est synthétisé en incubant pendant 1 h 30 a 16°C, les 10 pl
d’ADNc simple brin obtenus, dans un mélange réactionnel de 50 pl contenant un mélange
d'enzymes (24 U d’ADN polymérase d’E. coli, 5 U d’ADN ligase d’E. coli et 1 U de RNase H d’E.
coli) et son tampon (100 mM KCl ; 10 mM de sulfate d'ammonium ; 5 mM MgCl, ; 0,15 mM
Beta-NAD ; 20 mM Tris pH 7,5 ; 0,05 mg/ml BSA). L'ajout de 6 U d'ADN polymérase T4
pendant 45 min a 16°C permet ensuite d'obtenir des ADNc doubles brins a bouts francs. Les
ADNc obtenus sont ensuite extraits par un mélange phénol/chloroforme/isoamylalcool (25 :
24 : 1) et une centrifugation de 10 min a 14000 rpm. Le surnagent est récupéré et une
nouvelle extraction d'ADN est effectuée par un mélange chlorofome/isoamylalcool (24 : 1) et
10 min de centrifugation a 14000 rpm. Les ADNc sont ensuite précipités par I'ajout de 0,5
volume d’ammonium 4 M et de 2,5 volumes d'éthanol 95%. Le surnagent est soigneusement
retiré et les culots sont lavés par une centrifugation de 10 min a 14000 rpm dans de |'éthanol

80%. Les culots sont séchés et repris dans 10 ul d'eau ultra pure.

3. Ligation des adaptateurs

La ligation des adaptateurs du kit de part et d'autre des brins formés est réalisée
pendant une nuit a 16°C avec les 10 ul d'ADNc doubles brins purifiés dans un mélange
réactionnel contenant 1 U de T4 DNA Ligase, 50 mM de Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM de MgCl,, 1
mM de DTT, 1 mM d’ATP, 5% de polyéthylene glycol et 2 uM d’adaptateur Marathon. Enfin,
le produit de la ligation est dilué au 1/250°™ dans un tampon Tricine/EDTA (10 mM Tricine-
KOH pH 8,5 ; 0,1 mM EDTA) pour former la banque d'ADNc qui sera utilisée pour la RACE-
PCR.

4. Amplification par PCR

Les RACE-PCR sont réalisées sur 5 pl d’ADNc de la banque dans un milieu réactionnel
composé de 1 ul du mix Advantage 2® DNA Polymerase (1% Glycérol ; 0,3 mM Tris HCl pH 8 ;
1,5 mM KCl ; 1 uM EDTA pH 8 incluant la TITANIUM KlenTag-1 DNA polymerase et le
TaqStart Antibody) de 5 ul du tampon de lI'enzyme (40 mM Tricine-KOH pH 8,7 ; 15 mM
KOAc ; 3,5 mM Mg(OAc),; 3,75 pg/ml BSA ; 0,005% Tween 20 et 0,005% Nonidet-P40), de 1
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ul de dNTP 10 mM, de 1 pl des amorces AP1 ou NAP2 du kit a 10 uM et de 1 pl de I'amorce
spécifique du gene diluée a 10 uM, ici I'EST de SoxE (Tableau 7, SoxES1 et SoxESN1).

La premiere PCR est effectuée avec 'amorce AP1 couplée a I'une des deux amorces
spécifiques SoxES1 afin d’amplifier la partie 3' de SoxE (la partie 5’ étant connue). La PCR
nichée est effectuée sur 1 ul d'une dilution au 1/50°™ des produits de la 1°® PCR avec
I'amorce NAP2 couplée a I'amorce spécifique nichée SoxESN1. La PCR est réalisée selon le
programme suivant : 1 cycle de dénaturation (94°C, 30 s), 20-25 (PCR 1) ou 30-35 (PCR 2
nichée) cycles d'amplification (95°C, 30 s), 1 cycle incluant I’hybridation et I'élongation (68°C,
5 min). Les produits de RACE-PCR sont ensuite sous-clonés puis séquencés comme

précédemment.

VI. Détection de duplex ARN/ARN : RNAse protection-based

approach

L'existence de duplex stables ARN/ARN a été appréhendée par une approche
similaire au RNAse protection assay (Figure 28). Des ARN totaux sont incubés avec de la
RNase A, enzyme qui coupe uniquement les simples brins. Pour les échantillons, 10 ug d'ARN
totaux ont été incubés dans un mélange réactionnel contenant 40 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 6
mM de MgCl, 200 pg/ml de RNase A (Sigma®) et 0.2 U/ul de DNase | RQ1 (Promega®), a
37°C pendant 30 min. En contrdle, 10 pg d’ARN totaux sont soit (i) mis en présence de 1 U/pl
de RNasin® (Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, Promega®) afin d'inhiber la RNase
A (contrdle positif), soit (ii) dénaturés a 94°C pendant 5 min avant le traitement (contréle
négatif). Pour les 3 conditions, 1 pug d'ARN totaux traités sont rétro-transcrits avec 250 ng
d'hexameres aléatoires. Puis les ADNc obtenus sont amplifiés avec des amorces situées a
I'intérieur ou a l'extérieur de la région connue comme complémentaire. Un gene de
référence, l'actine pour lequel, aucun duplex n'est attendu, est utilisé comme contréle
négatif dans les mémes conditions, avec les primers ActF et ActR (Tableau 7). Les fragments

obtenus sont sous-clonés et séquencés comme décrit dans un paragraphe suivant.
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10 ug ARN 10 pug ARN
totaux totaux
Aucun traitement dénaturation a94°C 5min
(maintien des doubles brins (séparation des doubles brins)
et simples brins)
A A
RNAse A RNAse A + Rnasin RNAse A
| I e )

|

Réverse transcription avec hexameres aléatoires puis PCR
avec?2 couplesd’amorces situés en dehorsde la zone de
complémentarite (S1/AS1) oua l'intérieur (S2/AS2)

52,

S2 ¢ S1 |

S1/AS1 | — S1/AS1 S2/AS2 ,

/ “AS2 | AST “AS2 | / / résultats

1 1 1 1 attendus
aucune 1 bande ; 1 bande 1 bande ; aucune aucune
bande ' n ' bande bande

controle + "
controle -

Figure 28 : Protocole de la détection de duplex ARN/ARN par RNase protection-based
approach.

Si des duplex entre deux transcrits existent, ils sont préservés lors du traitement avec la
RNase A et 'ADNc correspondant ne peut étre amplifié qu’avec le couple d'amorces situé
dans la zone de complémentarité. Pour le controle positif, les ARN doubles brins et simples
brins sont préservés de la dégradation par la RNAse A grace a la RNAsin. L’ADNc est donc
amplifié quel que soit le couple d’amorces choisi (zone dans/hors complémentarité). Pour le
contréle négatif, les ARN dénaturés par la chaleur sont tous sous forme de simples brins et
ainsi dégradés par la RNase A.
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VIl. Sous-clonage et séquencage

1. Purification d’ADN a partir de gel d’agarose

Les produits de PCR sont purifiés a partir de gels d'agarose a 'aide du kit Wizard SV
Gel and PCR Clean Up System (Promega®). Aprés migration de l'intégralité du produit PCR sur
gel d'agarose contenant 0,1 mg/ml de bromure d'éthidium, chaque fragment d’intérét est
découpé sous UV a l'aide d'un scalpel stérile puis pesé. Chaque fragment est dissous a 65°C
dans une solution de 4,5 M d'isothiocyanate de guanidine et 0,5 M d'acétate de potassium a
pH 5,0 (100 pl de solution / 100 mg de bande excisée). L'ADN est ensuite purifié sur colonne,
lavé et élué dans de I'eau bi-distillée stérile. La concentration d'ADN récupéré est évaluée au

Nanodrop 2000 (ThermoScientific®).

2. Sous-clonage des fragments d’ADN

L'insertion de I’ADN des produits de PCR dans un vecteur est effectuée a l'aide du kit
TOPO TA cloning (Invitrogen®) en présence de 20 ng d’ADN purifié, 5 ng de vecteur TOPO
PCR Il et de 1 ul de solution saline (1,2 M NaCl et 0,06 M MgCl,) diluée au quart. Aprés une
incubation de 5 a 15 min, la ligation est dessalée sur colonnes (1% d'agarose, 100 mM de

glucose) pendant 30 min dans de la glace, avant I'étape d'électroporation.

3. Transformation de bactéries électro-compétentes

Vingt ul de bactéries électro-compétentes Escherichia coli (Invitrogen®) de la souche
TOP10 sont utilisées pour la transformation de 10 ul du mélange de ligation dessalé par
électroporation a 1,8 KVolts/Cm. Les bactéries sont ensuite immédiatement mises en culture
dans du SOC medium (2% tryptone ; 0,5% extrait de levure ; 10 mM chlorure de sodium ; 2,5
mM chlorure de potassium ; 10 mM chlorure de magnésium ; 10 mM sulfate de magnésium
sulfate ; 20 mM glucose) 1 h a 37°C sous agitation (150-200 rpm). Les colonies sont ensuite
étalées sur des boites contenant du LB Agar 1% complémenté en ampicilline a 50 pg/ml et
40 pl de X-Gal a 100 mM. Apres 12 h de culture a 37°C, les colonies blanches isolées sont
repiquées dans 5 ml de LB complémenté en ampicilline a 50 pg/ml pendant 14 a 20 h dans

des tubes a essais a 37°C et sous agitation (250 rpm) puis les plasmides sont extraits.
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4. Extraction de I’ADN plasmidique

L'extraction de I'ADN plasmidique est effectuée a l'aide du kit Wizard Plus SV
Miniprep DNA Purification System (Promega®). Les bactéries sont centrifugées a 4000 g
pendant 10 min. Le culot bactérien est repris dans 250 pl d’une solution de re-suspension
(50 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 10 mM EDTA ; 100 pug/ml RNAse A) puis les bactéries sont lysées
dans 250 pl d'un tampon de lyse (0,2 M NaOH ; 1% SDS) et 10 ul de protéase alcaline. Apres
incubation a température ambiante pendant 5 min, 350 ul de solution de neutralisation
(4,09 M hydrochlorure de guanidine ; 0,759 M acétate de potassium ; 2,12 M acide acétique
glacial ; pH 4,2) sont ajoutés et le mélange est centrifugé a 14000 rpm pendant 10 min. Le
surnagent est ensuite purifié sur colonnes puis lavé deux fois dans 700 puis 500 ul de
solution de lavage (60 mM acétate de potassium ; 8,3 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 0,04 mM EDTA,
pH 8 ; 60% d'éthanol). L'ADN est élué dans 50 pl d'eau bi-distillée et sa concentration est

évaluée au Nanodrop 2000 (ThermoScientific®)

5. Séquencgage
Quinze pl d'ADN plasmidique dilué a 100 ng/ul sont séquencés par la société

Beckman Coulter Genomics (Angleterre) (http://www.beckmangenomics.com/) grace aux

amorces universelles SP6 et T7 se fixant sur le plasmide aux 2 extrémités du fragment inséré.

VIll. Analyses informatiques des séquences

Les résultats de séquencage sont analysés et comparés par BLAST sur Genbank a la

banque d'EST huitre (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest) afin de vérifier le bon

séquencage et/ou d'obtenir la séquence la plus longue possible par "contigage". La séquence
est ensuite traduite dans les 6 cadres de lecture sur le site Expasy

(http://web.expasy.org/translate/) et les séquences déduites sont comparées sur le site

NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) afin de rechercher des homologies avec

des protéines déja caractérisées. L'alignement et l'identité entre les protéines obtenues chez
C. gigas et leurs homologues identifiés chez des vertébrés et invertébrés ont été recherchés
dans le programme CLUSTALW (THOMPSON et al. 1994). Les arbres phylogénétiques sont
obtenus selon la méthode des plus proches voisins (SAITou et Nel 1987) a I'aide du logiciel

MEGA version 5 (TAMURA et al. 2011).
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IX. RT-PCR quantitative en temps réel (real time qRT-PCR)
1. Principe

La PCR quantitative est une méthode d'amplification in vitro permettant la
guantification relative en temps réel d'un taux d'expression des transcrits d'un gene cible par
rapport a celui d'un gene de référence ubiquitaire (facteur d'élongation par exemple). Cette
technique implique l'incorporation d'un intercalant de I'ADN fluorescent, le SYBR green
durant I'étape d'élongation et fait intervenir le concept de cycle seuil (Ct) ; c’est le nombre
de cycles requis pour atteindre un signal d'émission de fluorescence significativement plus
élevé que le bruit de fond au cours de la phase exponentielle d'amplification (Figure 29A). Le
calcul des quantités relatives (QR) des transcrits du gene cible par rapport au géne de

référence est basé sur la comparaison des cycles seuils et est donné par la formule QR= 10 x
2(Ct cible-Ct ref)

2. Validation et efficacité des couples d’amorces

La validité et I'efficacité des couples d'amorces utilisés sont testées par PCR sur une
séries de dilutions d'ADNc permettant d'obtenir (i) une courbe d'efficacité de 100% avec un
coefficient de corrélation supérieur a 0.99 (Figure 29B) et (ii) une courbe de fusion vérifiant

I'absence de dimérisation des amorces (Figure 29C).
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Amplification
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Figure 29 : (A) Exemple de courbe d’amplification. (B) Courbe d’efficacité d’amplification
par qRT-PCR. Un coefficient de corrélation (R?) proche de 1 atteste de [Iefficacité
d’amplification. (C) Dérivée de la courbe de fusion des amplicons. Elle permet de vérifier
gu’il y a absence de dimérisation des amorces.
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3. Préparation des plaques et amplification

Cing upl d'ADNc dilués a 1 ng/ul "équivalent ARN totaux" obtenus par
rétrotranscription de 500 ng d'ARN totaux traités a la DNase, sont amplifiés dans 10 pl de
mélange de PCR composé de 0,3 ul de chague amorces diluée a 15 uM, de 1,9 ul d'eau et de
7,5 ul de GoTaqg® gPCR Master Mix (Promega®). La préparation de la plague est effectuée a
I'aide du logiciel epBlue ID software associé au robot Eppendorf epMotion 5070 (Figure 30)
afin d'augmenter la précision de chaque dépot. L'amplification est réalisée par le CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System avec le programme suivant : 15 min a 95°C puis 45
cycles (15 s/95°C, 45 s/60°C). L'analyse de la courbe de fusion des produits d'amplification
est réalisée de 55 a 95°C a raison de 80 cycles avec une augmentation de 0,5°C par cycle.
Pour permettre une normalisation des données d'expression, une amplification des mémes
échantillons est réalisée dans les mémes conditions mais avec les amorces du facteur
d'élongation servant de geéne de référence pour I'huitre. Un témoin négatif (eau) et
I'équivalent de chaque échantillon non-rétro-transcrit (mais traité a la DNase) sont

également utilisés afin d'exclure une éventuelle contamination des réactifs.

Figure 30 : Photo de I|'automate
EpiMotion 5070 permettant |la
précision de remplissage des plaques
de PCR.

4. Analyse statistiques des résultats

Les résultats sont exprimés par la moyenne des séries expérimentales plus ou moins
I'’écart a la moyenne (x £ SEM) pour un nombre d’échantillon égal a n. Les analyses
statistiques ont été réalisées avec un test de Mann-Whitney avec une significativité

statistique pour p<0,05.
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X. Hybridation in situ

1. Synthese des sondes
v Synthése des sondes

Un ADNc de chaque géne de taille comprise entre 500 et 1500 pb est amplifié avec
des amorces spécifiques (Tableau 7) selon un protocole classique (IV.4). Les produits PCR
sont ensuite clonés dans un vecteur PCR II-TOPO (Invitrogen®) (VII 2). Deux cent ng de
plasmides obtenus sont ensuite linéarisés par PCR avec les amorces M13F (5'
GTTTTCCCAGTCACGAC 3') et M13R (5' CAGGAAACAGCTATGAC 3') spécifiques du plasmide
puis les produits PCR sont purifiés par le kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System
(Promega®). Un ug de produit PCR purifié est ensuite utilisé comme matrice pour la synthese
des ribosondes marquées au DIG-11-UTP (Roche Diagnostics®) par transcription in vitro. La
réaction se déroule pendant 3 h a 37°C dans 25 ul d'un mélange réactionnel composé de 1
mM d'ATP, GTP, CTP ; 0,65 mM d'UTP ; 0,35 mM de DIG-11-UTP, 10 mM de DTT, 5 ul de
tampon 5X de réaction de Il'enzyme, 25 U de RNasin (Promega®) et de SP6 ou T7 ARN
polymerase (selon le sens de la sonde synthétisée). L'ADN matrice est ensuite éliminé avec 1
U de DNase | RQ1 RNase free pendant 30 min a 37°C puis cette derniere est inactivée par de
I'EDTA 50 mM pH 8 pendant 15 min a 65°C. Les sondes sont purifiées sur des colonnes

Probequant G50 (GE HealthCare®) et stockées a -80°C et quantifiées au Nanodrop 2000.

v’ Vérification de la spécificité de fixation de 'anticorps a la sonde

La spécificité d'hybridation des sondes est vérifiée par Dot Blot (Figure 31). Plusieurs
dilutions de sondes (par pas de 1/10°™) dans un tampon (H,O DEPC/SSC 20X/Formaldéhyde,
5:3:2) sont déposées sur une membrane de nylon chargée positivement (GE Healthcare®).
En parallele, plusieurs dilutions d'un ARN contréle marqué au DIG11-UTP sont également
déposées (témoin). Les divers ARN sont fixés a la membrane par une incubation de 30 min a
120°C. La révélation se fait par plusieurs bains successifs : (i) 5 min dans un tampon de
lavage (0,1 M acide maléique ; 0,15 M NaCl, pH 7,5 ; 0,3% P/V Tween 20) ; (ii) 30 min dans un
tampon de blocage [10% Blocking Reagent dilué dans un tampon d’acide maléique (0,1M
acide maléique ; 0,15 M NaCl ; pH 7,5)] ; (iii) 30 min avec une solution d'anticorps anti-DIG

AP, Fab fragment (Roche Diagnostics®) dilué au 1/5000°™ dans le tampon de blocage ; (iv) 2
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x 15 min dans du tampon de lavage ; (v) 5 min dans du tampon de détection (0,1 M Tris-HCl,
0,1 M NaCl, pH 9,5). La révélation est effectuée avec 5 ml de solution substrat de NBT/BCIP

(Roche Diagnostics®) diluée au 1/50°™ dans du tampon de détection.

® ° o Témoin
A & P Géne 1 AS
b & @ ; GénelS
& Py © Géne 2 AS
1 ° e Gene2S
. s e Géne 3 AS
® . ¢ Gene 3S

Figure 31 : Exemple de Dot Blot des sondes pour I'hybridation in situ.
La bonne spécificité d'hybridation de |'anticorps anti-DIG est vérifiée pour les sondes ARN
marquées a la digoxygénine en paralléle d'un ARN témoin marqué de concentration connue.

2. Hybridation des sondes et révélation

L'hybridation in situ permet de localiser des ARNm sur une coupe de tissu. Une sonde
marquée avec un haptene (ici, la digoxigénine, DIG) s'hybride de maniére spécifique a I'ARN
cible complémentaire présent sur la coupe. L'hapténe est reconnu par un anticorps couplé a
une enzyme, la phosphatase alcaline, qui transforme son substrat en un précipité bleu
(Figure 32). Cette hybridation exige des conditions RNase free et donc un traitement au
préalable du matériel et de la verrerie utilisée au DEPC afin de détruire les RNases.

Des coupes en paraffine de 3 um d'épaisseur sont déparaffinées dans du Rotihistol®
(5 min) puis réhydratées dans des bains d'alcool de concentration décroissante [100% (x2),
96 et 70%)] puis dans 2 bains de PBS 1X de 5 min chacun. Les tissus sont ensuite
perméabilisés avec de la protéinase K (5 pg/ml dans du TE Buffer (137 mM NaCl ; 25 mM
Tris-Base ; 2,7 mM KCI, pH 7,4) a 37°C pendant 10 min et post-fixé dans du PFA 4% dans du
PBS pendant 7 min a température ambiante. Les coupes sont ensuite pré-hybridées avec 200

ul de tampon d'hybridation (50% v/vformamide déionisé, SSC 4X, 2 mM EDTA pH 8§,
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Denhardt 1X, 10% Dextran Sulfate, 0,5 mg/ml tRNA) pendant au moins 1 h a 50°C.
L'hybridation est ensuite réalisée a 55°C pendant 16 h, avec 300 ng/ml des sondes sens ou
anti-sens marquées a la digoxigénine, diluées dans du tampon d'hybridation. Apres des
lavages intensifs avec du SSC 2X (5 min), du SSC 0,2X avec 60% de formamide a 55°C (3x5
min) et du SSC 2X (2x5 min), les coupes sont incubées pendant 30 min dans un tampon de
blocage (10% Blocking Reagent) puis pendant 2 h avec un d'anticorps anti-DIG AP, Fab
fragment (Roche Diagnostics®) conjugué a la phosphatase alcaline (dilué au 1/2000°™ dans
du tampon de blocage). Les lames sont ensuite rincées par 2 bains de 5 min dans une
solution saline (Tris-HCl, pH 7,5 ; 150 mM NaCl) et un bain de 10 min dans du tampon de
détection (Tris-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl). La révélation est réalisée pendant 2 a 4 h dans un
tampon de détection complété avec du NBT/BCIP et du lévamisole afin de diminuer le
marquage non spécifique (0,34 mg/ml NBT, 0,18 mg/ml BCIP, 240 pg lévamisole/ml) a
température ambiante a I'obscurité. La réaction est ensuite stoppée dans un bain de Tris-
EDTA (10 mM Tris ; 1 mM EDTA). Les coupes sont ensuite déshydratées, plongées dans le

Rotihistol® et montées dans une résine solide le Rotihisto-Kit®.

précipité bleu NBT/BCTP

anticorps anti-DIG

phosphatase alcaline

couplée 4 l'anticorps

Surface

DIG mecorpore
dans la sonde

sonde AR antisens

ARNm

Figure 32 : Principe de I'hybridation in situ.
DIG : Digoxigénine ; NBT/BCIP : Nitro-Blue Tetrazolium / 5-Bromo-4-Chloro-3'-
IndolyPhosphate.
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Xl. Techniques classiques de protéomique utilisées pour les

résultats en annexes

1. Immunohistochimie en fluorescence indirecte (Cg-B-caténine)

La protéine Cg-B-caténine est reconnue spécifiquement par un anticorps primaire
hétérologue dirigé contre le peptide PGDSNQLAWFDTDL de la B-caténine de mammiféeres
(Abcam® ab6302) et synthétisé chez le lapin. Afin de mettre en évidence la formation du
complexe antigéne-anticorps primaire et d’amplifier le signal, un anticorps secondaire
couplé a un fluorochrome et qui reconnait la partie commune de I'anticorps primaire est
utilisé (Figure 33).

excitation entre
fluorochrome 590-617 nm

o

anticorps secondaire

alexa fluor 594

H\Aﬁ (Mi,(Mj protéine d'intérét

Figure 33 : Principe de I'immunohistochimie en fluorescence indirecte.

Des coupes de 5 um sont réalisées a I'aide d'un microtome (Leica RM 2135) puis
montées sur lames poly-L-lysinées (Polysine™, VWR International®). Les lames sont dans un
premier temps déparaffinées dans deux bains de Rotihistol® de 5 min, suivis de deux bains
de 5 min dans I’éthanol absolu. Ensuite, les lames sont réhydratées dans des bains de 5 min
d’éthanol de concentration décroissante (96 puis 70%) puis rincées dans un bain de PBS 1X.
Les épitopes sont démasqués en passant les lames 2 min au four a micro-ondes (560 W)
dans du tampon citrate 10 mM puis en les laissant refroidir tres lentement dans ce tampon a
température ambiante pendant 2 h. Les lames sont ensuite lavées dans un bain de PBS 1X de
5 min. Puis les tissus sont perméabilisés par 2 bains de 10 min de solution A (0,01 mM Tween
20 ; 150 mM NacCl dans du PBS 0.5X, pH 7,3). Afin d'éviter I'autofluorescence, les groupes

aldéhydes libres sont masqués par un bain de 5 min de solution B (50 mM NH4Cl dans du PBS

74



Matériel et Méthodes

1X, pH 7,3). Les lames sont ensuite lavées dans 2 bains de 5 min de PBS 1X et les tissus
subissent une seconde perméabilisation de 4 min au Triton X-100 1%. Afin d'améliorer la
qualité du signal, les coupes sont ensuite incubées pendant 30 min a température ambiante
avec un amplificateur (image-ITTM FX Signal Enhancer, Invitrogen®) puis rincées dans 4
bains de 5 min de PBS 1X. Les coupes sont ensuite incubées avec de la solution de blocage
(1% BSA, 0,1% gélatine dans du PBS 1X, pH 7,3) pendant 10 min a température ambiante.
L'incubation avec I'anticorps primaire dilué au 1/50°™ dans de la solution de blocage a lieu
une nuit a 4°C. Les lames sont ensuite abondamment lavées par 6 bains de 5 min de PBS 1X
afin d'enlever l'anticorps qui se serait fixé de maniere non-spécifique, puis elles sont
incubées avec l'anticorps secondaire (Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG A-11037) dilué au
1/750°™ dans du PBS 1X pendant 1 h a température ambiante et a I'obscurité. Les lames
sont ensuite rincées (toujours a l'obscurité) par 6 bains de 5 min de PBS 1X puis elles sont
montées en milieu liquide dans du ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen®) couplé a du

Dapi afin de colorer les noyaux. Les lames sont ensuite conservées a 4°C.

2. Immunohistochimie classique (Cg-FoxI2)

Des coupes de 5 um sont réalisées a 'aide d’'un microtome (Leica RM 2135) puis sont
montées sur des lames poly L-lysinées (Polysine™, VWR International®). Les coupes sont
ensuite déparaffinées dans du Rotihistol®, plongées pendant 30 min dans un mélange
méthanol-eau oxygénée (77/33%) afin d’inhiber les péroxydases endogénes, puis
réhydratées dans des bains d’éthanol. Afin de faciliter I'acces de I'anticorps a la protéine, les
tissus sont ensuite perméabilisés a I'aide d’un détergeant Triton-X100 1% pendant 4 min. Les
épitopes sont démasqués par chauffage au four micro-onde (560W) dans du tampon citrate
10 mM pendant 2 min. Apres un refroidissement tres lent de 2 h a température ambiante et
deux ringages, les lames sont incubées avec 175 pl d’anticorps primaire (anticorps anti-Cg-
FoxI2 homologue 1/10°™-1/2000°™) dilué dans du tampon Tris 50 mM/NaCl 50 mM, pH 7,4
pendant une nuit a 4°C dans une chambre humide hermétique. Aprés plusieurs rincages, les
lames sont incubées avec 200 ul d’anticorps secondaire anti-immunoglobuline G de lapin
couplé 3 la peroxydase (Dako® — PO399) dilué au 1/100°™ dans le méme tampon que
I’anticorps primaire pendant 1 h a 37°C, puis rincées. La révélation se fait avec 200 pl de 3-3

Diaminobenzidinetétrahydrochloride (DAB SIGMA Fast™ 3,3, Sigma®) a 'obscurité pendant 5
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a 30 min selon l'anticorps. Aprés rincage, les coupes sont déshydratées a I'éthanol 100%,
contre-colorées au vert lumiere a 0,2% puis montées dans une résine Rotihisto-kit® apres un
dernier bain de 5 min dans du Rotihistol®. Les contrbles négatifs sont réalisés sans anticorps
primaire ou en pré-incubant I'anticorps primaire avec 50 pg/ml de chaque peptide

immunogéne ou un mélange des deux pendant une nuit a 4°C.

3. Western Blotting, immunoprécipitation et spectrométrie de masse en

tandem MS/MS (Cg-FoxI2)

v Western Blotting

Extraction des protéines

Des échantillons d’aires gonadiques congelés a I'azote liquide et conservés au -80°C
sont broyés dans de I'azote liquide puis lysés dans 2,5 ml de tampon de lyse (jusqu'a 500 mg
de tissus) (20 mM Hepes pH 7,5 ; 1 mM EDTA ; 5 mM DTT ; 1 mM AEBSF ; 0,01 mM E64).
Apreés incubation 15 min sur la glace, les échantillons sont centrifugés a 4°C a 15000 g et le
surnageant est récupéré. Les échantillons sont ensuite ultra centrifugés a 105000 g a 4°C
puis concentrés sur Microcons (Millipore®) selon le protocole du fournisseur. Les protéines

sont ensuite dosées avec le Kit 2D-Quant Kit (Millipore®) selon le protocole du fournisseur.

Western Blotting

Les protéines sont séparées par SDS-PAGE, a I'aide d’un gel de concentration a 5%
d’acrylamide/bisacrylamide et d’'un gel de séparation a 12% d’acrylamide/bisacrylamide
(30%/0,8%). Les échantillons, repris dans du tampon 5X SDS/PAGE (250 pl de Tris-HCI 1 M ;
100 mg de SDS ; 5 mg de bleu de bromophénol, 500 ul de glycérol, gsp 1 ml d’eau bi-
distillée) (v/v : 5 : 1), sont chauffés 5 min a 90°C afin de dénaturer les protéines. Cinquante
ug de protéines et 5 pl d’'un marqueur de taille (Full-Range Rainbow Molecular Weight
Markers, GE Healthcare®). La migration a lieu en tampon de migration (Tris-base 25 mM,
Glycine 192 mM, SDS 3,5 mM, pH 7,4) a 70 V jusqu’a ce que le marqueur et les échantillons

pénétrent dans le gel de séparation puis a 150 V jusqu’a la fin de la migration.
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La membrane de transfert (Hybond-P, Amersham®) est incubée dans du méthanol,
réhydratée dans de I'eau bi-distillée puis immergée 5 min dans du tampon de transfert (Tris-
base 25 mM ; Glycine 192 mM ; méthanol a 20%). Le transfert est réalisé par électro-
transfert dans le méme tampon, a 0,04 A pendant une nuit a 4°C. Apres rééquilibration de la
membrane dans du méthanol, de I'eau bi-distillée puis du PBS 1X, les sites non-spécifiques
sont saturés durant 1 h dans une solution de saturation constituée de lait écrémé a 4% dans
du PBS 1X. La membrane est ensuite incubée pendant 2 h avec l'anticorps primaire
(anticorps anti-Cg-Fox|2 homologue 1/500°™ ; anticorps hétérologue dirigé contre le
domaine forkhead humain 1/50°™¢, RayBiotech®) dans la solution de saturation. Suite a des
ringages en tampon Tween 20 0,015%/PBS 1X, la membrane est incubée pendant 2h avec
I’anticorps secondaire anti-immunoglobuline G de lapin (Dako® PO399) ou de souris (Dako®
P0O260), couplé a une peroxydase, dilué a 1 ug/ml dans la solution de saturation. Une fois
rincée 3x5 min dans du PBS 1X, la membrane est révélée pendant 5 a 10 min dans la solution

contenant du DAB (3-3 Diaminobenzidinetétrahydrochloride) (DAB SIGMA Fast™ 3,3,

Sigma®). La réaction est stoppée avec du PBS 1X.

v" Immunoprécipitation

Les protéines (500 ug) sont reprise dans 1 ml de tampon RIPA supplémenté avec 0,1
mg PMSF, 0,01 mg de protine A, 1ImM d’ortovanadate de sodium puis elles sont incubées
avec 10 ul d’anticorps primaire homologue anti-Cg-FoxI2 pendant 1 h a 4°C. Apreés ajout de
20 pl du réactif d'immunoprécipitation Protein A/G Plus-Agarose (Santacruz®), elles sont
incubées toute la nuit a 4°C sous agitation. Le mélange est ensuite centrifugé a 1000g
pendant 5 min a 4°C afin de culoter le complexe anticorps-protéine-billes. Le culot est lavé 3
fois avec 1 ml de PBS 1X puis repris dans 40 pl de Tampon d’électrophorese 2X (1 ml de
glycérol ; 3 ml de SDS 10% ; 1,25 ml Tris-HCl 1 M pH 6,7 ; 2 mg de bleu de bromophénol ; 5
mg de DTT). Le mélange est dénaturé a 95°C afin de séparer le complexe puis le produit de
I'immunoprécipitation est divisé en deux pools séparés individuellement par SDS-PAGE, a
I’aide d’un gel de concentration a 5% d’acrylamide/bisacrylamide et d’un gel de séparation a
12% d’acrylamide/bisacrylamide (30%/0,8%). Aprés migration, le gel correspondant au 1%
pool est transféré sur membrane PVDF (PolyVinylidene DiFluoride) (Hybond-P, Amersham®)

selon le protocole de Western Blotting et la membrane est marquée de la méme facon qu’un
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Western Blotting. Le le gel correspondant au eme pool est coloré au bleu de Coomasie
pendant 2 h. Apres décoloration dans de I'eau PPi (pour préparation injectable), la bande

d’intérét est découpée et préparée pour la spectrométrie MS/MS.

v Spectrométrie de masse en tandem MS/MS

Le gel découpé contenant la bande d’intérét est lavé avec 200 pl de solution A (50%
d’acétonitrile ; 25 mM de bicarbonate d’ammonium) pendant 30 min puis rincé dans 200 pl
d’eau PPi. Il est ensuite lavé dans 200 pl d’acétonitrile pendant 15 min. Le surnagent est
retiré et le gel est séché au Speed Vac pendant 5 min puis incubé dans 200 pl d’eau
oxygénée 7% (v/v) pendant 15 min. Le surnageant est de nouveau retiré et le gel est rincé
dans 200 pl d’eau PPi, puis dans 200 ul d’acétonitrile et a nouveau séché au Speed Vac. Afin
de digérer les peptides du gel, ce dernier est ensuite incubé avec 25 ul d’une solution
contenant 0,15 ug de trypsine dans du bicarbonate d’ammonium 25 mM pendant 15 min a
4°C. Puis 30 ul de bicarbonate d’'ammonium sont ajoutés afin d’avoir un excédent de tampon
et le mélange est incubé a 37°C pendant une nuit. Aprés avoir transféré le surnageant de
digestion, 30 ul d’acétonitrile a 50% sont ajoutés sur le gel afin d’extraire les peptides
pendant 15 min. Les échantillons sont soniqués 5 min puis centrifugés pendant 30 s. Le
surnagent est récupéré, rajouté au surnagent de digestion et séché au Speed Vac. Le gel est
incubé avec 30 ul d’acide formique 5% pendant 15 min puis le mélange est de nouveau
soniqué 5 min, centrifugé pendant 30 s puis le surnagent est de nouveau rajouté au
précédent et séché au Speed Vac. Enfin le gel est incubé dans 30 ul d’acétonitrile pendant 15
min, soniqué 5 min et centrifugé. Le surnagent est de nouveau récupéré apres centrifugation
et ajouté aux précédents avant séchage. L'échantillon est conservé a 4°C ou - 20°C en

attendant le passage en spectrométrie MS/MS a la plateforme Proteogen.

Xll. Observations et prises de vues

Les photos ont été prises sur un microscope photonique Nikon Eclipse 80i a I'aide

d’une caméra Nikon DXM1200-C (Nikon®, Champigny-Sur-Marne, France).
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Chapitre 1 : sélection des acteurs du déterminisme sexuel les plus pertinents a étudier

Lors de cette thése, nous avons tout d’abord sélectionné les facteurs moléculaires
potentiels du déterminisme sexuel adulte qui nous semblaient les plus pertinents a étudier.
Ces facteurs sont également susceptibles d'intervenir lors de la premiére mise en place
gonadique. Ne disposant pas du génome de I'huitre au début de ce travail, nous avons
entrepris une étude par comparaison de séquences entre des facteurs connus des cascades
des vertébrés/invertébrés avec les EST de I'huitre, et en se basant sur des profils
d’expressions intéressants obtenus par puces a ADN chez C. gigas. Ces microarrays ont été
réalisés sur pres de 30000 EST provenant de la banque de données publique GigasDatabase
(FLEURY et al. 2009 ; DHEILLY et al. 2012). Le transcriptome de l'aire gonadique de 32 individus
adultes représentant les 4 stades gamétogénétiques (de 0 a Ill) et les 2 sexes a alors été
caractérisé (DHEILLY et al. 2012).

L'objectif de ce travail in silico était alors double. L’étude des données acquises devait
permettre d’une part de valider (et éventuellement préciser) les résultats déja obtenus en
PCR en temps réel pour les genes précédemment caractérisés chez I'huitre, notamment Cg-
DMI et Cg-FoxI2 impliqués dans le déterminisme sexuel ou la différenciation gonadique
respectivement male et femelle (NAIMI et al. 2009a ; b). D’autre part, elle avait pour réle de
mettre en avant de nouveaux facteurs susceptibles d'intervenir dans ces processus et qui
seraient alors ultérieurement étudiés lors du cycle gamétogénétique adulte et lors du

développement.

I. Comparaison des profils d’expressions par puces a ADN et en

PCR en temps réel

Dans un premier temps, les expressions obtenues par microarrays sur 32 individus
répartis sur lI'ensemble du cycle gamétogénétique male et femelle (Figure 34) ont été
comparées aux résultats obtenus par PCR en temps réel pour les 2 facteurs déja caractérisés
chez I'huitre et susceptibles de participer a la différenciation gonadique, Cg-FoxI2 et Cg-DMI

(Naimi et al. 2009a ; b).
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Figure 34 : Expression gonadique de Cg-Foxl2 (A) et de Cg-DMI (B) par puces a ADN sur un
cycle gamétogénétique adulte.
n=8 pour les stades 0 ; n=4 pour les stades |, Il et lll ; st : stade gamétogénétique.

L'expression de Cg-Foxl|2 mesurée par microarray (Figure 34A) est comparable, chez
les femelles a celle précédemment observée en PCR en temps réel, avec une expression
élevée observée aux stades Il et lll. Cependant, aucune expression n'est ici observée chez les
males contrairement a ce qui avait été détecté précédemment (NAIMI et al. 2009b). Ceci
s’explique essentiellement par la présence d'un ARN anti-sens naturel de Cg-FoxI2 qui
s’exprime principalement chez les males et qui n’est pas détecté par le principe des puces a
ADN. L'étude de cet ARN anti-sens naturel sera abordée dans le chapitre 3.

En ce qui concerne Cg-DMI, son expression mesurée par puces a ADN (Figure 34B) ne
présente pas le méme profil que celui observé en PCR en temps réel par NAIMI et
collaborateurs (2009a). En effet, I'expression de ce facteur est maximale au stade lll chez les
males pour ces auteurs alors qu’elle I'est au stade 0 de repos sexuel par puces a ADN. Une
des explications possible est que les animaux utilisés pour la PCR en temps réel, qui
présentaient une ponte partielle, ont été assimilés a une fin de stade Il alors qu’ils sont aussi
en début de reprise de cycle gamétogénétique assimilable a un début de stade 0. Pour
confirmer cette idée, I'expression de Cg-DMI a été a nouveau mesurée par PCR en temps

réel sur des animaux en stades 0 ainsi qu’en stades Ill male et femelle (Figure 35).
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Comme attendu, Cg-DMI est plus fortement exprimé au stade 0 qu’aux stades Ill male
et femelle. Ces nouveaux résultats sont maintenant en accord avec ceux observés par puces
a ADN et confirment donc le pic d’expression de Cg-DMI au stade O du cycle
gamétogénétique adulte. lls peuvent suggérer, comme c’est le cas chez de nombreux
vertébrés (HERPIN et SCHARTL 2011), un rdle précoce de Cg-DMI chez I'huitre. Cg-DMI serait
donc impliqué dans la différenciation testiculaire mais il n’est pas non plus exclu qu’il
intervienne plus t6t, dans le déterminisme sexuel.

L'expression de Cg-DMI et Cg-Foxl2, mesurée en PCR en temps réel lors du
développement de I'huitre, sera également abordée dans le Chapitre 4 qui illustre l'influence
de la température sur la détermination sexuelle chez C. gigas lors de la premiere mise en

place gonadique.

Il. Sélection de nouveaux acteurs potentiels du déterminisme

sexuel chez I’huitre

Dans un second temps, nous avons sélectionné des nouveaux acteurs potentiels du
déterminisme sexuel de I’huitre. Trois groupes de candidats potentiels sont apparus : (i) des
acteurs dont les EST sont présentes dans la banque de C. gigas, orthologues d’acteurs
conservés des cascades du déterminisme sexuel de vertébrés et d’invertébrés et qui

présentent des profils d’expression intéressants chez |'huitre par puces a ADN ; (ii) des
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orthologues avec des profils d’expression plus atypiques ; (iii) des facteurs inconnus et qui

présentent des profils d’expression intéressants chez I'huitre par puces a ADN. Le troisieme

groupe n’a pas fait I'objet d’études plus approfondies pour le moment. Dans les deux

premiers groupes sont retrouvés des EST nommées Wnt-4, GATA-4, Fem, SoxB1, SoxE, Dax-1

et B-Caténine en fonction de leur homologie avec ces facteurs (ou des représentants de ces

familles de facteurs) qui conservés chez les vertébrés et invertébrés.

1. ESTs de Wnt-4, GATA-4 et Fem
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L'expression de I'EST Wnt-4 (Figure 36A) est trés variable au cours du cycle

gamétogénétique adulte rendant difficile d'appréhender son rdle chez I'huitre. Une

expression prédominante de Wnt-4 dans l'ovaire a été observée chez de nombreux

mammiféeres, aussi bien placentaires comme I'homme (JAASKELAINEN et al. 2010), la souris
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(VaINIO et al. 1999) ou la chévre (PAILHOUX et al. 2002), que marsupiaux comme le wallaby (Yu
et al. 2006). Quelques études réalisées chez d'autres vertébrés non-mammaliens suggérent
un réle moins conservé de ce facteur, avec une expression sexuelle dimorphique retrouvée
chez le poulet (SMITH et al. 2008) ou le Iézard (TRIPATHI et RAMAN 2010) mais pas chez la tortue
(SHOEMAKER et al. 2007), la grenouille (OsHIMA et al. 2005) ou encore la truite (NicoL et al.
2012). Chez ces derniéres espéces, son absence d'expression dimorphique associée au role
mineur du facteur Fgf9, suggererait non pas un réle dans l'initiation de la différenciation
gonadique mais plutét dans le développement testiculaire et ovarien (NicoL et al. 2012).
Aussi chez [I'huitre, I'absence d'expression dimorphique de Wnt-4 et ['absence
d’identification d’EST Fgf9 nous ont conduits a ne pas le sélectionner pour une étude plus
approfondie.

Chez I'huitre, I'expression de I'EST GATA-4 (Figure 36B), est, a I'image de celle Wnt-4
(Figure 36A), trés irréguliere au cours du cycle gamétogénétique. Chez les mammiferes,
GATA-4 est connu pour réguler directement Sry et I'Amh en association avec Wtl (MiyaAmoTO
et al. 2008) et ainsi pouvoir activer la différenciation testiculaire. Cependant, il est exprimé
chez I'adulte des deux sexes. Chez les espéces non-mammaliennes, il a été peu étudié mais
une expression au cours du développement et chez I'adulte des deux sexes est retrouvée
chez le poulet (OReAL et al. 2002), la grenouille(KELLEY et al. 1993) et le tilapia (LI et al. 2012),
suggérant ainsi un réle durant tout le développement gonadique et pas seulement a son
initiation. Ainsi, chez I'huitre, I'expression variable de GATA-4 retrouvée chez les deux sexes
nous a conduits a ne pas le sélectionner pour une étude plus approfondie.

Les 7 EST d'un ou de plusieurs orthologues de Fem ne montrent aucune variation
d’expression au cours du cycle gamétogénétique adulte chez I'huitre (Figure 36C). Les
facteurs Fem sont connus chez le nématode pour inhiber I'activité de Tra-1 dans les cellules
germinales et inhiber l'expression de Fog-3 pour ainsi favoriser un développement
gonadique male (CHEN et ELus 2000). Chez I'huitre, I'absence de pic d’expression de ces
orthologues de Fem, associée au fait qu’aucun facteur Fog et Tra n'a été identifié parmi les
EST de C. gigas, nous ont conduits a ne pas les sélectionner pour une étude plus

approfondie.
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2. ESTs de SoxB1 et SoxE

SoxE est une famille de facteurs Sox a laquelle appartient Sox9 alors que Sox3
appartient a la famille SoxB1. Chez I'huitre, les expressions de I'EST SoxE (Figure 37A) et de
I'EST SoxB1 (Figure 37B) sont similaires, avec un pic en stade 0 de repos sexuel et une

diminution au cours du cycle gamétogénétique chez les males comme chez les femelles.
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Figure 37 : Expressions gonadiques de SoxE (A) et de SoxB1 (B) par puces a ADN sur un
cycle gamétogénétique adulte.

n=8 pour les stades 0 ; n=4 pour les stades |, Il et lll ; st : stade gamétogénétique ; M : male ;
F : femelle.

Sox9 est un acteur majeur du déterminisme sexuel ou de la différenciation gonadique
male chez de nombreux vertébrés et invertébrés (KENT et al. 1996 ; NANDA et al. 2009). Les
deux autres facteurs de la famille SoxE, Sox8 et Sox10, semblent étre redondants au cours de
la différenciation gonadique et sont capables d'assurer une partie de la fonction de Sox9 en
cas de défaut de ce dernier (BARRIONUEVO et SCHERER 2010). Chez les invertébrés, les 3
facteurs de la famille ne sont pas retrouvés et sont donc généralement nommeés SoxE. Ainsi,
un unique facteur est généralement retrouvé, comme chez la drosophile (NANDA et al. 2009)
mais une duplication semble avoir eu lieu chez les hyménoptéres ol deux paralogues SoxE
sont retrouvés (WILSON et DEARDEN 2008). Comme chez les vertébrés, ils sont exprimés dans
le testicule (WiLsoN et DEARDEN 2008 ; NANDA et al. 2009).

Moins connue que la famille SoxE, la famille SoxB peut se diviser en 2 sous-groupes,
la famille SoxB1 (incluant les facteurs Sox1, 2 et 3) et SoxB2 (Sox14 et Sox21) (BowLEs et al.
2000). La premiere famille contient des facteurs a domaines d'activation transcriptionnelle

et la seconde, des facteurs a domaines de répression. Les facteurs de la sous-famille SoxB1
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sont fortement exprimés chez le jeune embryon, en particulier dans le testicule et le
systéme nerveux, et seraient importants pour la détermination et la différenciation cellulaire
chez la souris (MivaGl et al. 2009). Chez les mammiferes placentaires, la famille SoxB1
correspond a la famille la plus proche de Sry et chez les monotrémes il a été suggéré que
Sox3 jouerait le role de Sry (qui n'est pas retrouvé) (WALLS et al. 2008). De plus, chez les
placentaires, Sox3 est capable de remplacer Sry en cas d'inactivation et il a été suggéré qu'il
serait le plus proche du gene Sox ancestral (SUTTON et al. 2011). Chez I'huitre, 'une des EST
présente des homologies avec le facteur Sox14 appartenant a la famille SoxB2 alors que
I'autre, dont le profil d’expression est illustré en Figure 37B, présente des homologies avec
des facteurs appartenant a la famille SoxB1. Ainsi chez I'huitre, les pics d’expression
précoces de SoxE et de SoxB1 a une période ol le sexe n'est pas encore déterminé en font

des candidats potentiels du déterminisme sexuel.

3. ESTs de Dax-1 et de la B-caténine

Chez C. gigas, les expressions de Dax-1 (Figure 38A) et de la B-Caténine (Figure 38B)

augmentent au cours du cycle gamétogénétique adulte uniguement chez les femelles.

@ Dax-1 Béta-Caténine

0.0 - 1.4 -

] () |

3 0.1 ——M g 12 —

= —o— F =

= € 1o —o—F

2 02 2

5 s

o 2 08 A

3 o

5 031 5

5 X 06

o o

W 04 1 )

S - S 04

-0.5 T T T T 0.2 T T T T
St0 St stll stlll St0 stl stll stlll

Figure 38 : Expressions gonadiques de Dax-1 (A) et de la B-caténine (B) par puces a ADN sur
un cycle gamétogénétique adulte.

n=8 pour les stades 0 ; n=4 pour les stades |, Il et lll ; st : stade gamétogénétique ; M : male ;
F : femelle.
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Chez les mammiféres Dax-1 est connu pour influencer les voies male comme femelle
selon un dosage trés fin (LubBROOK et HARLEY 2004). Chez le poulet, méme si son expression
précoce est retrouvée pour les deux sexes, elle ne persiste que dans I'ovaire chez I'adulte, ce
qui semble indiguer un réle dans la différenciation gonadique (SMITH et SINCLAIR 2004). Chez
le médaka et la truite (NAKAMOTO et al. 2007 ; VizziaNo et al. 2008), un role de Dax-1 dans la
différenciation testiculaire est suspecté. Ainsi Dax-1 semble avoir un role variable selon les
espéces. La B-caténine n’a, quant a elle, fait I'objet que de peu d'études, excepté chez les
mammiferes ou son réle est lié au déterminisme sexuel ou a la différenciation gonadique
femelle (CHAssOT et al. 2008). Chez I'huitre, son role peut étre lié a la différenciation femelle
et mérite également d'étre approfondi. Les profils d’expressions dimorphiques de Dax-1 et
de la B-caténine observés chez I'huitre, surtout en stade lll, en font des candidats
intéressants du déterminisme sexuel lors de la mise en place du cycle suivant.

Finalement, a partir de toutes ces données, le facteur SoxE et la B-caténine ont été
sélectionnés pour faire 'objet d’études plus approfondies, et ce, pour plusieurs raisons.
D’abord, leurs EST sont apparentés a facteurs impliqués respectivement dans les cascades
males et les cascades femelles chez les vertébrés. D'autre part, ils font l'objet de
nombreuses interactions au sein des cascades du déterminisme sexuel, comme mentionné
dans l'introduction générale. Enfin leurs profils d'expressions obtenus en microarrays
suggerent un role potentiel dans le déterminisme sexuel en stade O et en stade Ill chez
I’huitre. Néanmoins, les facteurs Dax-1 et SoxB1, également intéressants au vu de leurs

profils d’expressions, devront aussi faire I'objet d'une étude ultérieure.
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. Introduction

1. Objectifs de I'étude

Les données issues de |'analyse des banques d’EST et des microarrays chez C. gigas
ont permis de sélectionner deux EST d’acteurs potentiels du déterminisme sexuel chez
I’huitre, SoxE et la B-caténine.

L'objectif de cette partie était donc de caractériser leurs séquences complétes et
d’étudier leurs expressions spatio-temporelles au cours du cycle gamétogénétique adulte.
Les résultats attendus devaient nous permettre d’affiner les réponses aux questions
suivantes : (1) Quelles sont les relations phylogénétiques de ces facteurs avec leurs
orthologues d’autres phyla ? (2) Quel sont leurs réles potentiels lors de la différenciation
gonadique de I'huitre ? (3) Quelle est la cascade moléculaire du déterminisme sexuel chez
I'adulte ? (4) Quelle est la fenétre temporelle du déterminisme sexuel au cours du cycle

gamétogénétique adulte ?

2. Résultats

Dans un premier temps, les séquences complétes des 2 genes ont été recherchées. La
séquence partielle de I'EST SoxE a été complétée par 3' RACE-PCR (la partie 5' étant déja
compléte). Cette séquence, nommée Cg-SoxE, présente des domaines conservés identifiés
chez les vertébrés, a savoir le domaine HMG, le domaine de dimérisation ADN-dépendant,
deux domaines de transactivation ainsi que deux signaux de localisation et d'exportation
nucléaire. La séquence protéique déduite de Cg-SoxE montre une plus forte identité avec les
facteurs Sox9 trouvés chez des vertébrés non-mammaliens présentant un déterminisme
sexuel température-dépendant. Grace aux séquences disponibles chez d'autres mollusques
notamment la crépidule et I'ormeau, plusieurs EST de la B-caténine, disponibles dans la
banque d’EST GigasDatabase ont pu étre identifiés et assemblés, permettant ainsi d'obtenir
sa séquence compléte, nommée Cg-B-caténine. L'analyse phylogénétique de sa séquence
protéique la classe parmi les lophotrochozoaires. Elle présente comme chez toutes les
especes étudiées, un domaine central Armadillo constitué de 12 structures répétées, plus
conservé que les domaines N et C terminaux. Ce domaine Armadillo constitue la surface

d'interaction avec la majorité des partenaires de la B-caténine, comme des facteurs
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impliqués dans |'adhésion cellulaire et dans la signalisation Wnt ou des facteurs Sox dont
Sox9.

L’expression spatio-temporelle des deux facteurs a ensuite été étudiée par PCR en
temps réel et par hybridation in situ au cours du cycle gamétogénétique adulte. L'expression
temporelle de Cg-SoxE est maximale au stade 0, quand le sexe n'est pas identifiable et
décroit ensuite pour les deux sexes. A l'inverse, I'expression de la Cg-B-caténine augmente
uniguement chez les femelles a partir du stade Il, avec un maximum au stade lll. Dans l'aire
gonadique de C. gigas, les ARNm de Cg-SoxE et de la Cg-B-caténine sont retrouvés au sein
des tubules gonadiques, dans le cytoplasme des mémes types de cellules germinales, des
cellules précoces aux spermatocytes chez les males et aux ovocytes en pré-vitellogenéese
chez les femelles. Seuls les ARNm de la Cg-B-caténine ont été retrouvés dans les ovocytes en
vitellogenese. Pour les deux facteurs, une expression dans les cellules somatiques n'est pas
exclue.

Nos résultats sur les ARNm montrent que la Cg-B-caténine pourrait étre impliquée
dans les événements précoces (déterminisme sexuel?) préparant la différentiation
gonadique femelle pour le cycle suivant ou dans la folliculogenése du cycle en cours. Présent
dans le cytoplasme des ovocytes matures, I’ARNm de la B-caténine pourrait aussi constituer
un stock maternel utilisable par le jeune embryon. Chez les males, I'expression de la Cg-B-
caténine dans les cellules germinales et dans les cellules somatiques associées n'exclut pas
un role dans les différentes étapes de la différentiation gonadique. Quant a Cg-SoxE, il serait
impliqué dans les événements précoces de la différentiation gonadique incluant le

déterminisme sexuel.

Afin de préciser la fonction de la B-caténine au cours du cycle gamétogénétique de
I’huitre, I'étude de son expression protéique a également été initiée en immunofluorescence
grace a un anticorps monoclonal hétérologue (Annexe) qui reconnait toutes les formes
cellulaires de la B-caténine. En effet, la B-caténine a une double fonction selon sa
localisation. Associée aux cadhérines membranaires et au cytosquelette d’actine, elle
participe a l'ancrage cellulaire et, sous sa forme libre, elle joue le r6le de facteur
transcriptionnel. Chez des individus en stade Il, une expression est observée au niveau des

membranes plasmiques et dans le cytoplasme des ovogonies et des ovocytes en pré- et en
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vitellogenese chez les femelles et des spermatogonies et spermatocytes chez les males. Chez
les deux sexes, les mémes expressions seraient aussi présentes dans les cellules somatiques
intra-tubulaires associées. Chez les femelles, une expression nucléaire plus faible est
également observée dans les cellules somatiques et/ou dans les ovogonies. Ces profils
d’expression suggerent un role de la Cg-B-caténine dans la maturation des cellules
germinales males et femelles, comme mentionné chez les mammiféeres. Chez les femelles,
cette maturation pourrait faire intervenir des régulations transcriptionnelles. Ces
expérimentations doivent étre poursuivies sur tout le cycle gamétogénétique afin de
préciser les roles de la Cg-B-caténine a diverses étapes clés de la différenciation gonadique,

notamment lors du déterminisme sexuel.

Il. Publication

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication qui est jointe ci-apres : Santerre,
Sourdaine, Adeline et Martinez. Cg-SoxE and Cg-B-catenin, two new actors of the sex-
determining pathway in an hermaphrodite lophotrochozoa, the pacific oyster Crassostrea
gigas? Soumise a Differentiation.
lls ont également fait I'objet d’une présentation affichée au congres de la SFG "Genetics,
Epigenetics and Evolution of Sex Chromosomes" en juin 2011 a Paris (France). Martinez,
Santerre, Cuenca, Favrel, Sourdaine (2011) Sex determination in a non-model species, the

pacific oyster Crassostrea gigas: first study of actors of the molecular cascade.
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Abstract

Sex determination is poorly known among lophotrochozoa in general and mollusks in
particular. It is also true for hermaphrodites, whatever the phylum, although they illustrate
one of the main kinds of animal sexual reproduction and are rather frequent among
mollusks. For these reasons, the oyster Crassostrea gigas, an irregular successive
hermaphrodite bivalve, is an interesting model for investigating sex-determination. In this
species, sex determination would be controlled by a major gene under an environmental
influence. It would take place at the end of a gametogenetic cycle to prepare the next one.
Our work intend to go further into these aspects by focusing on SoxE and B-catenin, key
players of the male and female gonadic differentiation respectively in mammals. Based on
sequence and phylogenetic analyses, Cg-SoxE, the oyster’s SoxE factor, seems more closely
related to vertebrate SoxE genes while Cg-B-catenin, the oyster’s B-catenin factor, is
classified amongst lophotrochozoa. The mRNA expression of Cg-SoxE measured by gPCR in
the gonadic areas during the gametogenetic cycle is maximal when sex is indiscernible and
then decreases for both sexes. In contrast, Cg-B-catenin mRNA expression increases only in
females from maturing to ripe stages. By ISH, whatever the stage and sex, the expression of
both actors is found in the same germ cells (precocious, spermatogonia, spermatocytes,
oogonia and pre-vitellogenic oocytes), except for Cg-B-catenin also found in vitellogenic
oocytes. A somatic expression in auxiliary cells is not excluded. Our results suggest an
involvement of Cg-SoxE and Cg-B-catenin in the oyster’s gonadic differentiation, potentially
including sex determination. They also allow to precise oyster's male and female sex-
determining time-window and pathways. More generally, our data provide insights into the
understanding of molecular mechanisms of sex determination in mollusks and will enrich the

knowledge in compared genomic of the reproduction and in molecular phylogeny.

Keywords: Sox9, B-catenin, sex-determining pathways, oyster, gonadic differentiation.
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Introduction

The mechanisms that specify sex determination, still critical for development and
reproduction, are among the least-conserved known, with marked variation in both the
primary sex determination signal and in the downstream genetic pathways (Haag and Doty,
2005; Yusa, 2007). In the oyster Crassostrea gigas, a successive protandrous irregular
hermaphrodite species of mollusk, sex-determination is still unknown (Guo et al., 1998). It is
also true for other mollusks, lophotrochozoa in general and hermaphrodites whatever the
phylum as well. In C. gigas, a recent model has suggested that sex determination would be
controlled by a major gene which may be under an environmental influence (Guo et al.,
1998; Hedrick and Hedgecock, 2010). The oyster sex-determining molecular pathway and
time-window are also poorly known, partly because of the absence of availability of
published C. gigas genome when this work was done. Up to now, only two conserved
transcription factors, Cg-DMI and Cg-FoxI2, have been characterized in the oyster gonads;
they would be involved in the male and female gonadic differentiation respectively and their
expression may imply a sex determination time-window at the end of the gametogenetic
cycle in adults and in young spats before the formation of gonadal tubules (Naimi et al.,
2009ab; Santerre et al., 2012). Some short sequences homologous to factors involved in the
vertebrate sex-determining cascades have also been highlighted in the oyster EST database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest), such as a member of the SoxB1 family which includes

Sox3 and a member of the SoxE family which includes Sox9 for the male pathway and Wnt-4,

B-catenin and Dax-1, for the female one.

Sox9 and B-catenin, mostly studied in mammals, have a critical role in male and female
gonadic differentiation respectively. They are also strongly involved in the interactions
between both sex-determining pathways in this phylogenetic group (Maatouk et al., 2008).
Thus in mammals, the transcription factor Sox9 is the direct target of Sry and it is both
necessary and sufficient for normal testicular development (Sekido and Lovell-Badge, 2009;
Knower et al., 2011). It up-regulates FGF9 and PGD2 expression (Moniot et al., 2009; Sekido
and Lovell-Badge, 2009) and could also induce the expression of Sox8 and Amh which

participate to the male gonadal differentiation and its maintain (Barrionuevo and Scherer,
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2010; Sekido, 2010). In some species, Sox9 is also suspected to inhibit the female pathway
by direct protein-protein interaction with the B-catenin, although the exact mechanisms are
still uncertain (Lau and Li, 2009; Jakob and Lovell-Badge, 2011). For its part, the B-catenin is
an actor of the Rspol/Wnt-4 signaling pathway (for review see (MacDonald et al., 2009)).
Rspol has recently been recognized as an active ovarian determinant, challenging therefore
the classical paradigm mentioning that ovarian determination and differentiation would be a
default or passive developmental pathway (Lau and Li, 2009). Rspol activates the Wnt-4
signaling in the bi-potential gonads during embryogenesis, leading therefore to amplify B-
catenin signaling to oppose testis formation (Parma et al., 2006; Lau and Li, 2009; Tomaselli
et al., 2011). The Rspol/Wnt-4 pathway may also lead to silence FGF9 and Sox9 expressions
(Kim et al., 2006). In the species exhibiting temperature-dependent sex determination (TSD),
the key players of the molecular network underlying gonad development appear to be
retained but their functions range from conserved to novel roles (Shoemaker and Crews,
2009). Thus, Sox9, would be critical for final commitment to a testicular fate in most of these
species, but it would intervene lately during this process (von Hofsten and Olsson, 2005;
Shoemaker and Crews, 2009; Yokoi and Postlethwait, 2011). Regarding the B-catenin, up to
now no paper has concerned its study in the gonads of TSD or TSD/GSD species, but a
Rspol/Wnt-4 pathway has been mentioned in some turtles (Shoemaker and Crews, 2009)
and a role in ovarian differentiation has been allocated to Rspol in the medaka and the
zebrafish, (Zhou et al., 2009; Zhang et al., 2010). In hermaphrodite species, the few studies
about sex determination mainly deal with Dmrtl and FoxI2 (Alam et al., 2008; Kobayashi et
al., 2010; Zhou and Gui, 2010; Herpin and Schartl, 2011) and only mention Sox9 as a testis-
specific factor expressed before Dmrtl in the molecular cascade of the male gonadic
differentiation (Luo et al., 2010). The female pathway, studied in one species so far, only
highlight an ovarian specific Wnt-4 ortholog, the development of femaleness possibly being
a passive process controlled by the testis through a decrease of Dmrt1 expression (Wu and
Chang, 2009, 2012). In invertebrates, sex-determining pathways, mostly studied in
Drosophila melanogaster and Caenorhabditis elegans, exhibit very different molecular actors
compared to their mammalian counterparts (for review see Haag and Doty, 2005) except Dsx
and Mab-3. Yet, a SoxE factor, male-specifically expressed, has been identified in Apis

melifera and in drosophila (Wilson and Dearden, 2008; Nanda et al., 2009). In this latter, it
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would be essential for testis morphogenesis during pupal stages (Nanda et al., 2009).
Regarding the gonadic Wnt-4/B-catenin pathway, it has only been mentioned that it would
be essential for asymmetric cell divisions and male differentiation during gonadal

development of larvae of C. elegans (Kalis et al., 2010).

In this context, we first characterized SoxE and B-catenin factors in C. gigas to confirm the
orthology suspected from the ESTs and to highlight their phylogenetic position. The study of
the expression patterns of both factors was investigated as a second step by real-time PCR
and by in situ hybridization. As a result, our study intends to precise (i) the potential roles of
both actors in the oyster sex determination / gonadic differentiation and (ii) the male and
female sex-determining time-window and pathways. This work will enrich the knowledge in
compared genomic of the reproduction and in molecular phylogeny, which is of particular
interest considering that the key players of molecular networks underlying sex

determination are not systematically conserved amongst phyla.
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Material and methods

Experimental animals

Adult oysters Crassostrea gigas were supplied by the oyster farm le GAEC La Tatihou (Saint-
Vaast-la-Hougue, France) or by the SMEL (Blainville sur mer, France) for the animals used for
RACE- and real-time RT-PCR and by the oyster farm Lenoir (Blainville sur mer, France) for
those used for in situ hybridization. The ploidy of the individuals was verified by flow
cytometry. Sex and gametogenetic stages of the animals were determined a posteriori on
the basis of criteria described by Heude-Berthelin et al. (2001): Stage 0, resting stage with
undifferentiated gonad; stage |, reinitiation of gametogenesis illustrated by gonia
proliferation; sex is still indiscernible at the beginning; stage Il, maturation stage with active

spermatogenesis and growing oocytes; stage lll, mature stage with ripe gonads.

Total RNAs extractions

Total RNAs were extracted (i) from individual adult gonadic areas at each gametogenetic
stage and (ii) from individual tissues (gills, labial palps, mantle, adductor muscle, digestive
gland) at stage Il using Tri-Reagent (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) according to the

manufacturer's instructions.

Cg-SoxE RACE-PCR

A SoxE EST sequence [GenBank: BQ426397] of 694 b was obtained from the oyster EST
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest) and includes the 5' UTR section with the
ATG start codon. Three'-RACE DNA fragments were produced from 50 pg of total RNAs of
stage Il gonadic area using a Marathon cDNA amplification kit (ClonTech Laboratories,
Ozyme, France), following the manufacturers’ instructions. Specific primers used for the PCR
were designed from the oyster SoxE EST sequence by using the Primer 3 Software
(http://frodo.wi.mit.edu). The first PCR was performed by using a specific primer SoxES1 (5
'"ACTACAAATACCAACCCC 3') and the first marathon adaptor and cycled as follows: 5
min/95°C, 30 cycles (15 sec/95°C, 4 min/68°C). The nested PCR was performed on a 1/50
dilution of the first PCR product with a specific primer SoxESN1 (5'
TGTCTCACGCCATGATGTTCAAG 3') and the second marathon adaptor and cycled as follows:
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5 min/95°C, 25 cycles (15 sec/95°C, 4 min/68°C). PCR fragments generated were cloned into
a PCRIl-Topo vector using a TA cloning kit (Invitrogen, Eragny sur Oise, France) and
sequenced using ABI cycle sequencing chemistry (Beckman Coulter Genomics, Takeley,
United Kingdom). The accuracy of the complete Cg-SoxE sequence was verified by PCR with
the primer pairs SoxES2 (5' CCACGGAACAGCTCCTCAAGGCTGTT 3') / SoxEAS2 (5'
TGTTCGATTGCGTCTTCCTA 3’) and cycled as follows: 5 min/95°C, 35 cycles (30 sec/95°C, 45
sec/60°C, 1 min/72°C), 7 min/72°C. This cDNA was cloned and sequenced as described
before. Deduced amino acid sequences were translated in different reading frames in the

Expasy website (http://web.expasy.org/translate/) and they were compared to protein data

banks in GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Cg-B-catenin in silico sequence assembly

Multiple ESTs of the C. gigas B-catenin were found by comparing the B-catenin sequence of
the abalone Haliotis asinina [GenBank: EF676093.1] and common slipper shell Crepidula
fornicata [GenBank: ADI48180.1] with not-annotated contigs from the oyster EST database

by using the BLAST tool of NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). The assembled

complete Cg-B-catenin sequence was used as a template for two PCR amplifications from
stage Il gonadic areas. Indeed, because of the length of the complete sequence, two
overlapping sequences were amplified with primers designed in the 5'-, middle and 3'-end of
the sequence and used as the following pairs: BCatS1 (5' TCAGAACGAGCAAAACGAGA 3') /
BCatAS1 (5' GACAAGATTCCAGCAGCACA 3') and BCatS2 (5' CCAGGTGAACTGGTGAGGAT 3') /
BCatAS2 (5' TATTCATGCCTGCTGCTTTG 3'). The PCRs were cycled as follows: 5 min/95°C, 35
cycles (30 sec/95°C, 45 sec/58°C, 1 min/72°C), 7 min/72°C and Cg-B-catenin cDNAs were
cloned and sequenced as described in previous section. Deduced amino acid sequences were

assembled and compared to proteins in Genbank database.

Phylogenetic analyses
A range of invertebrate and vertebrate protein sequences encoding SoxE and [B-catenin

factors were obtained from NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) and were aligned

using CLUSTALW. Phylogenetic analyses were performed by the neighbour-joining method

using MEGA version 5 software (Tamura et al., 2011).
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Real time RT-PCR

After DNAse | RQ1 (Promega, Charbonnieres, France) treatment, 500 ng of total RNA samples
[individual gonadic areas of stage O-lll adults and tissues of stage Il individuals (gills, labial
palps, adductor muscle, mantle and digestive gland)] were reverse-transcribed using 200 U of
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) during 90 min at 37°C and with oligod(T)1s primer
(Promega). PCR experiments were cycled 45 x (15 sec/95°C, 45 s/60°C) after 15 min/95°C, in a
final volume of 15 pl, using the CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (BioRad,
Marnes-La-Coquette, France) with triplicates of 5 ng template DNA, 7.5 ul of GoTaq® qPCR
Master Mix (Promega) and 300 nM of specific forward and reverse primers. Reactions with
RNAs not reverse-transcribed were used as negative controls. Accurate amplifications of
target amplicons were assessed by constructing melting curves and PCR amplification
efficiency (E; E = 10/5°P®)) for each primer pair was determined by linear regression analysis
of a dilution series on several samples. DNA amplifications were performed using (i) specific
pairs of primers, BCatgPCRS1 (5' CCATGATGGTTCACCAGTTG 3') / PBCatqPCRAS1 (5'
ACAGCGAGTGGTCTCCAAGT 3') and SoxEQPCRS1 (5' GCCATTCAAGGAGAAAACGA 3') /
SoxEqPCRAS1 (5' TGTAAGAGCTGGTCCAGGATG 3') for Cg-B-catenin and Cg-SoxE respectively,
and (ii)) gfElongl (5' ACCACCCTGGTGAGATCAAG 3') and grElongl (5
ACGACGATCGCATTTCTCTT 3') primers for the reference transcript EFla [GenBank:
BQ426516]. The relative mRNA levels were normalized to EFla transcripts using the
following formula, N=10 x 2“1 Ctcooene) gratistical analyses were performed using 2-tailed

Mann-Whitney U-test.

In situ hybridizations

Sense and antisense RNA probes were synthesized by in vitro transcriptions with a DIG RNA
labelling kit (Roche Diagnostics, Meylan, France) from Cg-SoxE and Cg-B-catenin cDNA
templates previously obtained by PCR and by using primer pairs SoxES3 (5'
AAAGTTCGACTGCCATCGTT 3') / SoxEAS3 (5' GGTGTCCTCCTGAAATGT 3') and PBCatS3 (5'
GATGTGAACCAGCAGCTGAA 3') / BCatAS3 (5' TGCAGCATCTGACAAGTTCC 3') respectively. In
situ hybridizations were performed as described by Santerre et al. (2012) using 200 ng/ml of
Cg-SoxE or Cg-B-catenin DIG labelled RNA probes. Slides were examined and pictures were
taken with an Eclipse 80i microscope coupled to a DXM1200-C camera (Nikon, Champigny sur

Marne, France).
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Results

Cg-SoxE cloning and sequence analysis

A complete sequence of a SoxE factor of 2233 bp (without the polyA tail) has been identified
in Crassostrea gigas and has been named Cg-SoxE Crassostrea gigas SoxE [GenBank:
JX040450] (Results not shown). It displays a 5' untranslated region of 203 bp, an open
reading frame (ORF) of 1374 bp with the ATG initiation codon (bp 204) and a TAA stop codon
(bp 1577) and a 3' untranslated region of 656 bp including a poly(A) signal AATAAAATAA (bp
2215) upstream of the poly(A) tail (Results not shown). The full length, continuity and
sequence of this cDNA were confirmed by RT-PCR and sequencing. The deduced amino acid
sequence is 458 aa long and has been aligned with sequences of human SoxE family
members Sox8, Sox9 and Sox10 (Fig. 1). Cg-SoxE contains, as human SoxE family members, a
HMG domain, a DNA-dependent dimerization domain (DIM) and two distinct transactivation
domains (TA1 and TA2/PQS). Compared to its vertebrate counterparts, Cg-SoxE protein
sequence presents a maximal homology with Sox8 for the dimerization (73.3%) and the TA1
(44.3%) domains and with Sox9 for the HMG (91.5%) and TA2 (34.6%) domains (Results not
shown). Two putative nuclear localization signals (NLS) located in the HMG domain, have also
been identified, at the N- and C-terminal ends of the protein sequence. A nuclear export
signal (NES) is present in between; it contains a leucine-rich sequence found in all Sox
proteins and conserved amongst mammals and invertebrates. The transactivation
proline/serine/alanine rich domain (PQA), specific to mammalian SoxE proteins, is not found

in the oyster SoxE.

Cg-SoxE phylogenetic analyses

Phylogenetic analyses on entire protein sequences were performed to investigate the
relationship between the oyster Cg-SoxE and invertebrate and vertebrate SoxE family
members (Fig. 2). Cg-SoxE forms an out group on its own between the SoxE proteins of
vertebrates and invertebrates. It is yet more closely related to the vertebrate SoxE members,
with average identities around 31% while identities with invertebrates only goes between 11
and 24%. Amongst vertebrates, Cg-SoxE is not clustered neither with Sox8, Sox9 nor Sox10

but it shows maximal identities (around 36%) with Sox9 of Trachemys scripta and fish.
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Cg-B-catenin cloning and sequence analysis

Seven oyster B-catenin overlapping ESTs [GenBank: HS188811, HS181438, HS120798,
EW778397, HS112759, HS115314, HS115315] were extracted from the oyster EST database
by in silico comparisons with the B-catenin sequences of C. fornicata and H. asinina. The
contig of these ESTs gave a B-catenin sequence whose full length and continuity were
confirmed by RT-PCR and sequencing. The whole sequence of the oyster B-catenin is 3627 bp
long (without the polyA tail) and has been named Cg-B-catenin Crassostrea gigas B-catenin
[GenBank: JX121092] (Results not shown). It displays an untranslated region (UTR) of 168 bp,
an open reading frame (ORF) of 2499 bp with the ATG codon (bp 169) and a TAA stop codon
(bp 2667), and a 3' untranslated region of 960 bp including a poly(A) signal AATAAAATAA
(Results not shown). The deduced amino acid sequence is 832 aa long and has been
compared to the human B-catenin sequence (Fig. 3). Both proteins show conserved A and B
domains respectively at their N- and the C-terminal ends and one central domain containing
12 imperfect armadillo repeats made of three alpha helices. This latter domain is the most

conserved with 84 % identity between the oyster and human B-catenin.

Cg-B-catenin phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis on full length protein sequences was performed to investigate the
relationship between Cg-B-catenin and the invertebrate and vertebrate B-catenin proteins
(Fig. 4). The B-catenin of C. gigas shares the maximum identity (around 81%) with B-catenin
of the mollusks Crepidula fornicata and Aplysia californica although it is separated from
them. It is also close (around 78% of identity) to another lophotrochozoa, the nemert

Cerebratulus lacteus.

Cg-SoxE and Cg-B8-catenin expression in tissues

Cg-SoxE and Cg-B-catenin mRNAs expressions, measured by real-time quantitative RT-PCR,
were detected in all adult tissues tested (Fig. 5A,B). For Cg-SoxE (Fig. 5A), levels were
significantly 2 to 4-fold higher in the digestive glands, the labial palps and to a lesser extent
in the mantle compared to other tissues. For Cg-B-catenin (Fig. 5B), the mRNA abundance
was significantly about 4-fold higher in the digestive glands and in the female stage Il

gonadic areas compared to other tissues.
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Cg-SoxE and Cg-B8-catenin temporal expression during the adult gametogenetic cycle

Cg-SoxE and Cg-B-catenin mRNAs expressions measured by real-time quantitative PCR in the
gonadic areas were detected in all the adult gametogenetic stages, whatever the sex of the
animals (Fig. 6A, B). Along a cycle, Cg-SoxE mRNA expression tends to decrease with a
significant 50%-drop between undifferentiated stages (0/I) and sexable male and female
stages (II/111) (Fig. 6A). Expression levels were almost null in stage Il females. In contrast, Cg-
B-catenin mRNA levels tend to increase along the gametogenetic cycle only in females, with a
significant 2-fold drop from stage Il and with a maximal level in stage Il (Fig. 6B). For both
factors, a high individual variability is observed, especially in stage 0 for Cg-SoxE, where some

animals show an expression almost 35- to 60-fold-higher than others.

Cg-SoxE and Cg-8-catenin cellular expression during gametogenetic cycle

Cellular expressions of Cg-SoxE and Cg-B-catenin transcripts were studied in gonadic areas by
in situ hybridization during the adult gametogenetic cycle (Figs. 7, 8). The gonadic area is a
diffuse organ made of numerous tubules embedded in a connective storage tissue. For both
factors, whatever the stage, the staining was only present in the gonadal tubules. Regarding
Cg-SoxE gonadic expression (Fig. 7), in stage 0 (A-D), a cytoplasmic staining was observed in
early germ cells; it was weak in some animals (A, C) and strong in others (B, D) which also
exhibited a high expression in real-time PCR (results not shown). In stage | (E, F), the
cytoplasmic staining was localized not only in early germ cells but also in proliferating gonia.
In stage Il (G, I) and lll (J, L) males, the mRNA expression was essentially found in
spermatogonia and to a lesser extent in spermatocytes. In females, a staining was observed
in stages Il (M, O) and Il (P, R) in oogonias and pre-vitellogenic oocytes (M, O, P, R) but not
in vitellogenic oocytes as observed in stage Ill (P, R). Whatever the sex or the stage, a
somatic staining could not be excluded in particular in males or in undifferentiated stages.
No staining was observed with the sense riboprobe (H, K, N, Q). Regarding Cg-B-catenin
gonadic expression (Fig. 8), the mRNA staining was localized in the cytoplasm of early germ
cells in stages 0 (A, C) and | (B, D) and in gonia in the latter stage (B, D). In males, the mRNA
expression was mainly located in spermatogonia but also to a lesser extent in spermatocytes
in stage Il (E, G) as in stage Ill (F, H). Whatever the stage, a somatic expression could also be

suspected. In females, a signal was observed in oogonia (results not shown) and in pre-

105



Chapitre 2 : Cg-SoxE et Cg-B-caténine, deux nouveaux acteurs du déterminisme sexuel ?

vitellogenic oocytes (I, K) in stage Il. In stage lll, a staining was also observed in vitellogenic
oocytes (J, L) and could also be suspected in the somatic cells surrounding germ cells (L). No

staining was observed with the sense riboprobe (results not shown).
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Discussion

In the present study we report the characterization of a SoxkE family member and B-catenin,
involved in the pathways of sex determination or gonadic differentiation in vertebrates but

which are poorly studied in invertebrates and unknown in oysters.

Cg-SoxE and Cg-8-Catenin sequences and phylogenetic analyses

The oyster SoxE gene, named Cg-SoxE for Crassostrea gigas SoxE, is the first SoxE factor
characterized in a lophotrochozoa species. Its deduced amino acid sequence presents all the
features found in factors of the SoxE family. Cg-SoxE complete sequence is more closely
related to vertebrate SoxE genes without distinction between Sox8, Sox9 or Sox10. Yet, it
shows the highest total identity with Sox9 of some TSD species. Based on the conserved
domains, Cg-SoxE is either related with Sox8 or with Sox9. The presence of these conserved
domains in the oyster factor suggests similar functions with vertebrate SoxE family
members, especially Sox9, for instance interactions with different factors of the male and
female sex-determining molecular cascades such as B-catenin (Akiyama et al., 2004; Topol et

al., 2009).

A B-catenin factor has also been characterized in C. gigas and was named Cg-B-catenin for
Crassostrea gigas B-catenin gene. It is the first B-catenin identified in bivalves to date. Its
deduced amino acid sequence allows classifying the oyster amongst lophotrochozoa but
apart from the two mollusks gasteropods studied to date. This may suggest Cg-B-catenin
specificities according to the class considered. In C. gigas as in all the species studied, B-
catenin proteins contain a central structural core of 12 armadillo-repeats, more conserved
than the N- and C-terminal domains. This armadillo domain constitutes the surface for
interactions with the majority of B-catenin partners such as factors critical for cell adhesion

and Wnt signaling (Bienz, 2005) or Sox proteins including Sox9 (Wegner, 2010).

Cg-SoxE and Cg-6-Catenin temporal expression patterns
By gPCR, Cg-SoxE and Cg-B-catenin showed the same profile of expression in adult tissues

(except the gonadic areas), with a mRNA expression detected in all the tissues but being
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predominant in the digestive gland and in labial palps. Such ubiquitous expression has
already been reported in mammals for both factors (Bienz, 2005; Sashikawa Kimura et al.,

2011).

In contrast, in the gonadic areas, the mRNA expression patterns of both factors were very
different along the gametogenetic cycle. Cg-SoxE expression, first maximal in stage 0 when
sex is indiscernible, decreased in both sexes. In contrast, Cg-B-catenin expression increased
only in females from stage Il till a maximum in mature females. These expression profiles are
in agreement with the patterns of expression recently obtained by microarrays in the
gonadic areas of C. gigas (Dheilly, unpublished results). Moreover, an expression of both
factors at once in males and females is not inconsistent in an hermaphrodite species, as
already mentioned for other factors involved in the gonadic differentiation in C. gigas (Naimi
et al., 2009ab; Santerre et al., 2012) and in the protogynous fish Epinephelus merra (Alam et
al., 2008).

A Sox9 expression profile coinciding with sex determination has already been mentioned in
mammals (Knower et al., 2011) and in the TSD turtle Lepidochelys olivacea (Torres
Maldonado et al., 2002). Indeed, in mammals, Sox9 expression is sexually dimorphic and
male-specifically up-regulated (Kent et al., 1996). In the turtle, Sox9 expression is down-
regulated only at the female-promoting temperatures (FPT) at the end of the temperature-
sensitive period (TSP). In contrast, in the chicken (Oreal et al., 1998), in some TSD species
such as Alligator mississipiensis (Western et al., 1999), Trachemys scripta (Shoemaker et al.,
2007) or Pleurodeles Waltl (Dumond et al., 2011) and in the tilapia and zebrafish (Rodriguez-
Mari et al., 2005; ljiri et al., 2008), Sox9 does not appear as an inductor of the male fate as its
expression is testis-specific or up-regulated at the MPT only during testicular differentiation.
Thus, although factors of the SoxE family, such as Sox9, are involved in testis differentiation,
they seem to intervene at different moments in relation to sex determination. In the oyster
an early expression, especially when sex is indiscernible, could suggest a role of Cg-SoxE in
the early events of the gonadal differentiation which may include sex determination. The

high individual variability of its expression in stage O could also be in favor of this hypothesis
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as it could reflect differences of levels according to the future sex, high in future males and

low in future females.

Concerning the B-catenin, very few work, only made in vertebrates, have studied its gonadic
expression. Although these studies never mention a precise role and time-window of action
for this factor, they always highlight its involvement in the female gonadic differentiation
(Bernard et al., 2008; Chassot et al., 2008; Maatouk et al., 2008; Liu et al., 2009; Nicol and
Guiguen, 2011). Thus, the expression of Cg-B-catenin in the female gonads during the oyster
gametogenetic cycle could suggest, for the first time in a protostome species, a similar role.
If confirmed, it would therefore raise the question of a conserved function of B-catenin
during evolution or an original role. The late expression of Cg-B-catenin does not allow
discriminate between roles in the very early events preparing the gonadal differentiation of
the next cycle or in the late events of the present one. In the mammals studied to date, it
has also been suggested that B-catenin may intervene at different moments of the gonadic
differentiation (Liu et al., 2009; Wang et al., 2009; Chassot et al., 2011; Takezawa et al.,
2011; Mora et al., 2012). A role of Cg-B-catenin in the maternal supply of mRNAs to the early
oyster embryo could also be hypothesized as mentioned in vertebrates (Vries et al., 2004). In
males, low Cg-B-catenin mRNA levels do not exclude a role in different processes of gonadic
differentiation as mentioned in mouse and human testis (Golestaneh et al., 2009; Chang et

al., 2011).

Cg-SoxE and Cg-8-catenin spatial expression patterns

In C. gigas gonadic areas, Cg-SoxE and Cg-B-catenin mRNAs were only expressed in gonadal
tubules. Their expression was found in the cytoplasm of the same kind of germ cells from
precocious cells to spermatocytes in males and to pre-vitellogenic oocytes in females. Only
Cg-B-catenin mRNAs were found in vitellogenic oocytes. For both factors, an expression in

the somatic cells associated to the germ cells could not be excluded.

In most of the vertebrates studied to date, Sox9 mRNA expression was restricted to Sertoli
cells in males (Shen and Ingraham, 2002; Rodriguez-Mari et al., 2005; Gao et al., 2006; El

Jamil et al., 2008; Raghuveer and Senthilkumaran, 2010) and germinal cells in females (El
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Jamil et al., 2008; Raghuveer and Senthilkumaran, 2010) except in mammalian ovaries (Shen
and Ingraham, 2002; Gao et al., 2006). The Sox9 protein subcellular localization is also
different according to sexes, in the nucleus of Sertoli cells in males and in the cytoplasm of
immature oocytes in females (Gao et al., 2006; Vizziano et al., 2007; El Jamil et al., 2008;
Raghuveer and Senthilkumaran, 2010). Only Xenopus tropicalis vitellogenic oocytes exhibit a
nuclear expression (El Jamil et al., 2008). Regarding the B-catenin, almost nothing is known
about its mRNA gonadic expression and studies about it protein localization have only been
made in mammals. They highlight, as in C. gigas, a male and female expression in both
germinal and somatic cells. The subcellular protein localization is also variable, in the
nucleus, at the cell membrane or in the cytoplasm according to sex, cell type and/or stage of
gonadic differentiation (Chang et al., 2008; Chassot et al., 2008; Liu et al., 2009; Wang et al.,
2009; Takezawa et al., 2011; Mora et al., 2012). In C. gigas, a mRNA expression of Cg-Sox9
and Cg-B-catenin in both sexes and in the same type of germ cells (and in associated somatic
cells?) may suggest different roles during the testicular and ovarian differentiation as
postulated in vertebrates. Thus, a Cg-Sox9 mRNA expression in early male germ / somatic
cells could suggest an involvement in the early male gonad differentiation, a role not
excluded by the expression in oocytes, as found for some studied species (El Jamil et al.,
2008; Raghuveer and Senthilkumaran, 2010). In female gonads, Cg-B-catenin, depending on
whether considering its mRNA expression in early germ cells or oocytes (and in associated
somatic cells ?) could be involved either in the early events preparing the female gonadic
differentiation at the next gametogenetic cycle, or in folliculogenesis at the present cycle or
in the maternal supply of mRNAs to the early oyster embryos, different roles already
mentioned in mammals (Liu et al., 2009; Wang et al., 2009; Chassot et al., 2011; Takezawa et
al., 2011; Mora et al., 2012). In male gonads, Cg-B-catenin mRNA expression in germ and
associated somatic cells is in agreement with our gPCR results which do not exclude a role in
different processes of gonad differentiation as mentioned in mouse and human testis
(Golestaneh et al., 2009; Chang et al., 2011). Interactions between Cg-SoxE and Cg-B-catenin

could also be suspected due to their mRNA expression in the same type of cells.
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Hypotheses about the sex determination pathways of the oyster C. gigas

Our work proposed an integrated approach of the oyster sex determination through the
analysis of the structure and temporal/spatial mRNA expression of two key factors SoxE and
B-catenin. Such approach intended to precise (i) the potential roles of both actors in the
oyster sex determination / gonadic differentiation and (ii) the male and female sex-
determining time-window and pathways. Taken together, our results and previous scarce
results on this topic allow hypothesizing a model of sex-determination pathways in C. gigas
(Fig. 9). Such model considers Cg-SoxE, Cg-B-catenin and other factors mentioned in the
cascade as actors of the oyster’s sex-determining pathways, an idea which will only be
confirmed with protein expression and functional studies. Thus, as recently suggested, the
primary signal of the pathways would be controlled by a major gene with three potential
genotypes and which may be under an environmental influence (Hedrick and Hedgecock,
2010; Guo et al., 2012). The downstream genes of the molecular cascades would be (i) Cg-
DMI, a DM-domain factor more closely related to vertebrate Dmrt4 and 5 than Dmrtl and
involved in the male oyster’s gonadic differentiation (Naimi et al., 2009a), (ii) Cg-FoxI2, a
Foxl2 factor involved in the female gonadic differentiation and whose mRNA expression is
epigenetically regulated by its natural antisense transcript Cg-Foxl2os (Naimi et al., 2009b;
Santerre et al., 2012), and (iii) Cg-SoxE and Cg-B-catenin (our study). The gonadic expression
patterns of all of these factors were identical whether obtained by qPCR, ISH or microarrays
except for slight differences for Cg-DMI. Indeed, its peak of expression, now proven to occur
in stage 0 (unpublished data) has been first mentioned in late stage lll animals (Naimi et al.,
2009a) which may rather be very early stage 0 animals. The patterns of expression of these
factors taken all together suggest a balance of expression between the ‘male’ and ‘female’
genes according to the future sex of the animal. Then, according to our hypothetical model,
in future females, Cg-Foxl2 and Cg-B-catenin would be up-regulated in gonads in stage lll,
inducing therefore low levels of expression of Cg-SoxE and Cg-DMI in stage O at the next
cycle, and leading at term to a female fate. In contrast, in future males, Cg-FoxI2 and Cg-B-
catenin gonadic expression levels would be low in stage lll, for Cg-Foxl2 because of the
down-regulation of its mMRNA expression by its NAT. Cg-SoxE and Cg-DMI may then be up-
regulated to lead at term to a male fate. At last, these expression profiles allow to precise

the time-window of the oyster sex determination; it may occur between the stage Il of a
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cycle and the stage 0 of the following one. To conclude, in C. gigas, Cg-SoxE and Cg-B-catenin
may play key roles in male and female gonadic differentiation / sex determination,
potentially by interacting with different factors of both molecular cascades. Understand such
interactions appear particularly interesting in a hermaphrodite which exhibits a balance of
expression between ‘male’ and ‘female’ actors of sex-determining pathways. However, the
precise physiological function of both factors still remains to be elucidated, for instance by

studying their protein expression or by RNAI.
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Figure 1: Schematic representation of the Cg-SoxE protein sequence compared to human
SoxE proteins. Conserved domains are indicated in different colors [yellow for the
dimerization domain (DIM), pink for the HMG domain, blue and brown for the two
transactivation domains (TA1 and TA2/PQS) and orange for the PQA domain found only in
the human Sox9]. The nuclear export / localization signals (NES and NLS) are indicated
respectively in plain and dash lines. The numbers shown above indicate amino acid positions
of each conserved domain. Cg-SoxE presents a maximal homology with Sox8 for the
dimerization and TA1 domains and with Sox9 for the HMG and TA2/PQS domains (Results
not shown). No PQA domain is found in the oyster Cg-SoxE. The HMG domain of Cg-SoxE

shows a typical structure with three helices and loops.
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Figure 2: Phylogenetic tree of the SoxE proteins showing that Cg-SoxE forms an outgroup
between the SoxE proteins of invertebrates and vertebrates although it is more closely
related to the latter ones. C. gigas TGF-beta Type | receptor was used for root tree.
Phylogenetic analyses were performed by the neighbour-joining method using the MEGA

software version 5. Numbers in the branches represent the bootstrap values (%) from 100

replicates. The GenBank accession number of each protein is also indicated.

114

CAD66433.1|TGF-beta Typel receptor Crassostrea gigas



Chapitre 2 : Cg-SoxE et Cg-B-caténine, deux nouveaux acteurs du déterminisme sexuel ?

1 161 692 832

— 11T 1T 1T Tl -
Adomain J 44.8% 84% 36% § Bdomain

e RN s

1 141 ARM repeat domain 664 781

Figure 3: Schematic representation of the structural domains of the B-catenin protein
sequences of C. gigas and Homo sapiens. Both proteins show a central binding domain
called armadillo domain, and A and B domains respectively in the N- and C-terminal ends.
The central domain contains 12 imperfect armadillo-repeats made of three alpha helices.
The percentages of homologies between each domain of both sequences were obtained by
an alignment generated with CLUSTALW. Our results show that the armadillo domain is

more conserved than the N- and C- terminal domains.
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Figure 4: Phylogenetic tree of the B-catenin proteins showing that Cg-B-catenin forms,
amongst the lophotrochozoa, an outgroup with the B-catenin of the mollusks Crepidula
fornicata and Aplysia californica separated from the one of the nemert Cerebratulus lacteus.
The human E-cadherin and a-catenin were used for root tree. Phylogenetic analyses were
performed by the neighbour-joining method using the MEGA software version 5. Numbers in
the branches represent the bootstrap values (%) from 100 replicates. The GenBank accession
number of each protein is also indicated. Ecdyso.: Ecdyzozoaires; Lophotrocho.:

Lophotrochozoaires.
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Figure 5: Cg-SoxE (A) and Cg-B-catenin (B) mRNA expression relative to EF1a measured by
real-time RT-PCR in different tissues of C. gigas. Total RNAs were isolated from male and
female gonadic areas in stages Il (Go), labial palps (LP), gills (Gi), mantle (M), adductor
muscle (AM) and digestive glands (DG). Number of animals per tissue: n = 6. QR: Relative
Quantity, arbitrary units. Values are mean + SEM of triplicates. Different letters (a-d) indicate
significant differences (Wilcoxon Mann-Whitney test * P<0.01) of transcript expression
between tissues. A. This graph shows Cg-SoxE mRNA levels significantly higher especially in
the digestive gland but also in the labial palps and to a lesser extent in the mantle compared
to other tissues. B. This bar chart shows significantly higher Cg-B-catenin mRNA expression in

the female gonadic areas and in the digestive gland compared to other tissues.
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Figure 6: Cg-SoxE (A) and Cg-B-catenin (B) mRNA temporal expression relative to EFla
measured by real-time RT-PCR in adult gonadic areas of C. gigas along a gametogenetic
cycle. Stage 0 (n=8); stage | (n=9); stage Il (II&, n=8 - 1Y, n=9); stage Il (11, n=6 - 11, n=6).
The vertical dotted lines show the transition during the stage | when sex becomes
discernible. QR: Relative Quantity, arbitrary units. Values are mean + SEM of triplicates.
Letters (a-c) and stars indicate respectively significant differences of expression between
stages for each sex and between sexes. A. This graph shows Cg-SoxE mRNA levels decreasing
in males and females along the gametogenetic cycle. The expression becomes significantly
lower (Wilcoxon Mann-Whitney * P<0.01) from stage Il males and females. B. This graph
shows Cg-B-catenin mRNA expression significantly increasing along the gametogenetic cycle

only in female gonadic areas, especially in the mature stage (stage Ill).
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Figure 7: Cg-SoxE mRNA cellular expression pattern by in situ hybridization in the gonadic
tubules during the adult gametogenetic cycle with antisense riboprobe (A-F, G, I, J, L, M, O,
P,R) and sense riboprobe (H, K, N, Q). In stage 0 (A-D), a cytoplasmic staining is observed in
early germ cells; it is weak in some animals (A, C) and strong in others (B, D). In stage | (E, F),
it is still observed in early germ cells but it is also found in gonia. In males, whatever the
stage [l (G, I) or lll (J, L)], a mRNA expression is essentially found in spermatogonia and to a
lesser extent in spermatocytes. In females, a staining is observed in stages Il (M, O) and Il (P,
R) in oogonia and pre-vitellogenic oocytes (M, O, P, R) but not in vitellogenic oocytes as
observed in stage Ill (P, R). Whatever the sex or the stage, a somatic staining cannot be
excluded. No staining is observed with the sense riboprobe (H, K, N, Q). g: gonia, n: nucleus,
og: oogonia, pvo: pre-vitellogenic oocytes, spc: spermatocytes, sg: spermatogonia,

spt:spermatids, spz: spermatozoa, vo: vitellogenic oocytes. Bars: 5 um.
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Figure 8: B-catenin mRNA cellular expression pattern by in situ hybridization in the gonadic
tubules during the adult gametogenetic cycle with antisense riboprobe (A-L) and sense
riboprobe (results not shown). A cytoplasmic staining is observed in early germ cells in
stages 0 (A, C) and | (B, D), and in gonias in the latter stage (B, D). In males the expression is
mainly found in spermatogonia but also to a lesser extent in spermatocytes in stage Il (E, G)
as in stage Il (F, H). Whatever the stage, a somatic staining cannot be excluded. In females a
signal is observed in oogonia (results not shown) and in pre-vitellogenic oocytes (I, K) in
stage Il. In stage lll, it is also observed in vitellogenic oocytes (J, L) and can also be suspected
in the somatic cells surrounding germ cells (L). No staining is observed with the sense
riboprobe (results not shown). g: gonia, n: nucleus, pvo: pre-vitellogenic oocytes, spc:
spermatocytes, sc: somatic cell, sg: spermatogonia, spt:spermatids, spz: spermatozoa, vo:

vitellogenic oocytes. Bars: 5 um.
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Figure 9: Schematic representation of the hypothetical model of sex-determination
pathways in C. gigas based on mRNA expression results. Under the leadership of a major
gene with three potential genotypes and which may be under an environmental influence
(Hedrick and Hedgecock, 2010; Guo et al., 2012), downstream genes of the molecular cascades
would be more or less expressed, in order to induce the future sex of the animal. The time-
window of sex determination may take place in the oyster between the stage Il of a cycle
and the stage 0 of the following one. n and (n+1) refer to two gametogenetic cycles which
follow one after the other. M: male allele of the major gene; F: female allele of the major

gene; [?]: unknown genes.
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lll. Annexe : Expression de la protéine de la Cg-B-caténine chez

I'adulte par immunofluorescence

Afin de préciser le réle potentiel de la B-caténine, chez I'huitre, au cours du cycle
gamétogénétique, I'étude de son expression protéique a été initiée en immunofluorescence

grace a un anticorps monoclonal hétérologue.

Choix de I'anticorps

En absence d'anticorps homologue disponible chez I’huitre, un anticorps hétérologue
commercial a été utilisé. Aucun anticorps dirigé contre le domaine conservé armadillo
n’existait, un anticorps dirigé contre la partie C terminale de la B-caténine a donc été choisi :
I'anticorps anti-B-caténine humaine de chez Abcam (ab6302). Il est dirigé contre le peptide
PGDSNQLAWFDTDL qui est identique a plus de 70% a la séquence de la Cg-B-caténine (Figure
39). Il reconnait ainsi toutes les formes de la B-caténine (membranaire, cytoplasmique,
nucléaire, inactive phosphorylée, active déphosphorylée). De plus, un anticorps hétérologue
synthétisé a partir de ce méme peptide a été validé en Western Blotting chez la crépidule
(HENRY et al. 2010).

Cg-p-caténine NQGMPWFDTDL

NQ + WEDTDL
Epitope NQ-LAWFDTDL

Figure 39 : Comparaison et identités de séquences entre la protéine Cg-B-caténine et
I'épitope reconnu par I’anticorps anti-B-caténine humaine.

Expression protéique dans I’aire gonadique

La localisation cellulaire de la protéine de la Cg-B-caténine au niveau des tubules
gonadiques chez des individus en stade Il male et en stade Il femelle est illustrée sur la
Figure 40. Bien que le déterminisme sexuel ne soit pas supposé avoir lieu en stade Il, ce
dernier a été choisi car il présente la majorité des cellules de la lignée germinale. Chez la
femelle, un fort marquage est présent au niveau de la membrane plasmique et dans le
cytoplasme des ovogonies et des ovocytes en pré- et en vitellogenese mais également dans

les cellules somatiques intra-tubulaires qui les entourent. Un marquage nucléaire plus faible
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est également visible dans ces derniéres et/ou dans les ovogonies. Chez le male, un
marquage membranaire et cytoplasmique est également observé dans les spermatogonies

et les spermatocytes et probablement aussi dans les cellules somatiques associées.

Figure 40 : Expression de la Cg-B-caténine dans les tubules gonadiques de I'huitre chez la
femelle (A) et chez le male (B) au stade .

Tétes de fleches: cellules somatiques ; étoiles: cellules germinales. Chez le males, les
cellules somatiques ne sont pas distinguable des spermatogonies. Insert : Agrandissement
de la zone encadrée en rouge montrant le marquage nucléaire dans les cellules somatiques
et/ou ovogonies.

Des expressions protéiques de la B-caténine chez les deux sexes, dans divers types et
a diverses sub-localisations cellulaires ont déja été mentionnées chez la souris. Ainsi, une
expression membranaire et cytoplasmique est observée dans les cellules germinales
embryonnaires et somatiques associées, chez les femelles (CHASSOT et al. 2008 ; CHANG et al.
2008 ; Lwu et al. 2009). Chez ces derniéres, une expression nucléaire est également
mentionnée dans les cellules somatiques pour la forme active déphosphorylée active de la B-
caténine (CHAsSOT et al. 2008 ; Liu et al. 2009). Chez les males, une expression cytoplasmique
et membranaire est retrouvée dans les cellules germinales et dans les cellules somatiques
(CHANG et al. 2008 ; MaATouk et al. 2008). Une expression membranaire est également
retrouvée plus tardivement, dans les ovocytes matures et les spermatozoides (TAKEZAWA et
al. 2011).

Chez les mammiféres, la B-caténine interviendrait selon ses deux modes d’action.
Lorsqu’elle est membranaire, elle interagirait directement avec deux autres molécules des
jonctions adhérentes, la E-cadhérine et l'a-caténine pour former un complexe liant les
cadhérines au cytosquelette d'actine. Ces associations joueraient un role dans la fusion du

spermatozoide et de l'ovocyte lors de la fécondation (TAKEzAWA et al. 2011) ou dans la
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prolifération et I'entrée en méiose des cellules germinales chez les femelles (CHASSOT et al.
2008, 2011). Chez les males, ces complexes situés a l'interface entre les cellules germinales
et cellules sertoliennes seraient impliqués dans la maturation des cellules germinales (CHANG
et al. 2011). Indépendamment de ce processus, chez les femelles, I'accumulation de la B-
caténine cytoplasmique entrainerait sa translocation dans le noyau ou elle activerait la
transcription de génes cibles, notamment BMP-2 et la Follistatine (MaaTouk et al. 2008).
Chez les males, la B-caténine cytoplasmique est rapidement dégradée par le protéasome
(CHANG et al. 2009).

Ainsi, chez I'huitre I'expression membranaire retrouvée au stade Il a la fois chez les
males et chez les femelles pourrait laisser supposer un role de la Cg-B-caténine dans la
maturation des cellules germinales. L'expression nucléaire retrouvée chez les femelles
pourrait suggérer un rble dans la folliculogenese par une activation de la transcription de
geénes cibles comme la Follistatine mais également un réle dans le maintien du sexe femelle
par la répression de I'expression de génes males. Aprés validation de I'anticorps en Western
Blotting, ces expérimentations doivent étre poursuivies sur tout le cycle gamétogénétique.
Cela permettra de préciser le réle potentiel de la Cg-B-caténine dans le déterminisme sexuel
de I'huitre, notamment en mettant en évidence une expression protéique dans les cellules

germinales et/ou somatiques précoces en stade Il femelle.
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. Introduction

1. Objectifs de I'étude

L'existence d'un ARN anti-sens naturel (NAT) de Cg-FoxI2, facteur impliqué dans la
différenciation gonadique femelle, a récemment été suspectée en hybridation in situ sur des
aires gonadiques d’individus adultes en stades Il (Naimi et al. 2009b). Ceci pourrait suggérer
qgue le déterminisme sexuel est régulé de maniere épigénétique chez C. gigas. Chez cette
espéce, une régulation épigénétique a d’ailleurs déja été mentionnée chez C. gigas,
essentiellement pour réguler des fonctions liées au stress ou a I'environnement (GAVERY et
RoBERTS 2010).

L'objectif de cette étude était donc de démontrer l'existence de ce NAT et
d'appréhender son role dans la différenciation gonadique chez I'huitre a travers plusieurs
qguestions : (1) Est-il totalement ou partiellement complémentaire a Cg-FoxI2 ? (2) A quelle
période est-il exprimé et régule-t-il Cg-FoxI2 au cours du cycle gamétogénétique et au cours
du premier développement de I'huitre ? (3) Est-il exprimé dans les mémes types cellulaires
que Cg-FoxI2 ? (4) Par quel mécanismes est-il susceptible de réguler I'expression de son

transcrit sens ?

2. Résultats

Nos résultats mettent en évidence, pour la premiére fois chez I'huitre et dans les
gonades d'un mollusque, I'existence d'un ARN anti-sens naturel et sa séquence partielle. Ce
NAT, qui a été nommé Cg-Foxl20s pour opposite strand, est parfaitement complémentaire a
son transcrit sens sur toute sa portion caractérisée (534 b) et possede une queue poly (A) lui
assurant probablement sa stabilité. L'analyse de sa séquence protéique déduite semble
indiquer qu'il ne serait pas codant. Son mécanisme de synthése est encore inconnu ; il
pourrait provenir, soit de la transcription du brin opposé de I'ADN génomique, soit
directement de I'ARNm sens, I'absence d'intron dans la séquence de Cg-Foxl|2 ne permettant
pas de discriminer ces 2 hypotheses.

Chez I'adulte, Cg-FoxI2 et Cg-Foxl20s sont tous les deux détectés a tous les stades du
cycle gamétogénétique en PCR en temps réel. Cg-FoxI2 augmente significativement au stade
Il chez les femelles (NAIMI et al. 2009b) tandis que Cg-Foxl2os augmente uniquement au

stade Il chez les males. Chez ces derniers, Cg-Foxl2os pourrait réguler I'expression de son
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transcrit sens, inhibant ainsi une différenciation ovarienne. De plus, deux groupes de males
peuvent étre distingués, I'un présentant une forte expression de Cg-Foxl2os et |'autre une
expression faible. Les premiers pourraient correspondre a des males qui resteraient males et
les seconds a des males qui évolueraient en femelle au cycle suivant. Les expériences
d'hybridation in situ, réalisées sur l'intégralité du cycle gamétogénétique, confirment les
résultats obtenus en PCR en temps réel. Cg-FoxI2 est détecté dans les tubules gonadiques a
tous les stades, dans les cellules germinales les plus précoces, c'est a dire les gonies
indifférenciées (au stade 0 et 1), les spermatogonies et spermatocytes (aux stades Il et IlI
males) et les ovogonies et ovocytes en pré-vitellogenése (aux stades Il et lll femelles). Cg-
Foxl2os n'est quant a lui exprimé que chez le male dans les mémes types cellulaires, c'est a
dire les spermatogonies et les spermatocytes. Ces résultats renforcent I'hypothése d'une
régulation de Cg-FoxI2 par son NAT chez I’huitre male.

Au cours du développement a 18°C, Cg-FoxI2 et Cg-Foxl2os sont exprimés en qPCR a
tous les stades, des larves 7 jpf au naissain agé de 4 mois, avec un pic d'expression chez le
naissain agé de 2 mois. A ce stade, |'expression de Cg-Foxl2os est significativement
supérieure a celle de I'ARN messager. Cg-Foxl2os pourraient donc réguler I'expression de Cg-
Foxl2 chez le naissain et inhiber ainsi une différenciation ovarienne chez cette espéce
protandre.

Afin d’appréhender le mécanisme potentiel de régulation de Cg-FoxI|2 par Cg-Foxl2o0s,
une approche en RNA protection-based approach a été entreprise. Elle a permis de
démontrer I'existence de duplex entre les deux transcrits chez I'huitre et ainsi d’émettre
plusieurs hypothéses sur les mécanismes de régulation de Cg-FoxI2 par son NAT lors de la
différenciation gonadique. Ce dernier pourrait (i) changer la structure secondaire de I'ARNm
en exposant ou masquant des sites de régulation notamment les AU Rich Elements, (ii)
altérer la traduction de la protéine Cg-FoxI2 ou (iii) conduire a la dégradation de I'ARNm par

la génération de SiRNA par l'intermédiaire, par exemple, d'enzymes de type DICER.

Les fonctions physiologiques de Cg-Foxl2 et de Cg-Foxl2os dans les gonades de C.
gigas restent encore inconnues et doivent donc étre approfondies, notamment par des
approches en RNAI et par I'étude de I'expression protéique de Cg-Fox|2. Cette derniere a été

initiée a la fois a I'aide d'un anticorps homologue (Annexe) et d'un anticorps hétérologue.
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Un anticorps homologue a été synthétisé chez deux lapins suite a des injections de 2
peptides de la séquence protéique déduite de Cg-FoxI2. En Western Blotting, cet anticorps a
reconnu, dans tous les tissus testés une unique bande plus ou moins intense qui disparaissait
en pré-incubant I'anticorps avec les peptides immunogenes. Cette bande présentant une
taille supérieure a celle attendue de la protéine de Cg-Fox|2, deux hypothéses pouvaient
alors étre envisagées, soit Cg-Foxl2 possédait des modifications post-traductionnelles
affectant son poids moléculaire de facon importante (10KDa), soit la bande ne correspondait
pas a Cg-Foxl2.

Aucun marquage n'a pu étre mis en évidence dans les aires gonadiques de femelles
au stade Il en immunohistochimie quel que soit le stade ou la gamme variée de dilution de
I'anticorps testée. Afin de valider la spécificité de I'anticorps, une immunoprécipitation a été
réalisée sur des aires gonadiques puis le produit obtenu a été séquencé en MS/MS. Aucun
peptide identifié ainsi ne correspondait a Cg-Foxl2 ou a une protéine correspondant a une
EST des banques de données de I'huitre (résultats non illustrés), ce qui a nous a conduit a
considérer cet anticorps anti-Fox|2 comme non-spécifique de Cg-Foxl2. De ce fait, un second
Western Blotting a été réalisé avec un anticorps hétérologue commercial d'épitope connu

mais aucune bande n'a pu étre obtenue (résultats non illustrés).
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Il. Publication

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication qui est insérée ci-aprés : Santerre,
Sourdaine et Martinez (2012). Expression of a Natural Antisense Transcript of Cg-FoxI2
during the Gonadic Differentiation of the Oyster Crassostrea gigas : First Demonstration in
the Gonads of a Lophotrochozoa Species. Sexual Development 6 (4) 210-221.
lls ont également fait I'objet (i) d’une présentation affichée au congrés de la SFG "Genetics,
Epigenetics and Evolution of Sex Chromosomes" en juin 2011 a l'université Paris-Diderot
(France). Santerre, Sourdaine, Martinez (2011) Expression of Cg-FoxI2 during the gonadic
differentiation of the oyster Crassostrea gigas : first demonstration of a natural antisense
transcript et (ii) d’'une présentation orale au congres Physiomar en septembre 2012 a
I'université de Saint-Jacques de Compostelle (Espagne). Santerre, Sourdaine, Martinez (2012)
Expression of a Natural Antisense Transcript of Cg-FoxI2 during the Gonadic Differentiation of

the Oyster Crassostrea gigas : potential involvement in sex determination ?
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Abstract

In the oyster Crassostrea gigas, a successive hermaphrodite,
Cg-Foxi2, an ortholog of Fox/2, is suspected to be involved in
vitellogenesis or female sex determination. The existence of
a natural antisense transcript (NAT) of this factor has been
suspected in gonads but needs to be confirmed to better
understand the early events of the gonadic differentiation.
The occurrence of this NAT was studied by orientation-spe-
cific RT-PCR. The NAT and its mRNA expressions were inves-
tigated during the development and in adults by real-time
PCR and in situ hybridization. The presence of stable in vivo
RNA-RNA duplexes was also explored by RNase protection-
based approach. This work is the first evidence of charac-
terization of a NAT in the gonads of mollusks and Lophotro-
chozoa. This NAT named Cg-FoxI20s is supposed to be poly-
adenylated and forms RNA-RNA duplexes with its mRNA.
Cg-FoxlI2o0s is significantly more expressed than Cg-FoxI2 in
2-month-old spats and in mature males. It is co-localized
with the mRNA in the cytoplasm of spermatogonia and sper-
matocytes. The results of this study demonstrate the exis-
tence of a NAT of Cg-FoxI2 in the gonads of C. gigas. It may
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FOXL2 (Forkhead box L2), which encodes a forkhead
transcription factor, is one of the most conserved genes
involved in early events of the cascade leading to ovary
differentiation in both gonochoric and hermaphrodite
species of vertebrates examined to date [Kobayashi et al.,
2010]. Its ovarian expression, in general strictly somatic,
begins early during the development and persists until the
adult age [Caburet et al., 2011]. In vertebrates, this factor
would be involved not only in female gonadal differentia-
tion but also in its maintenance throughout the adult life
by preventing transdifferentiation of follicle cells to ‘testis-
like’ cells in the adult ovary [Veitia, 2010]. In ‘non-verte-
brate’ organisms, FoxI2 homologs have also been charac-
terized in different phyla such as sponges [Adell and Miil-
ler, 2004], cnidarians [Magie et al, 2005], protostome
ecdysozoa like insects [Mazet et al., 2003; De Loof et al.,
2010], deuterostome echinoderms [Tu et al., 2006] and
cephalochordata [Yu et al., 2008] but not in Lophotrocho-
zoa, the group the pacific oyster belongs to. Their role is
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induced vitellogenin gene expression and egg-laying was
mentioned in knockdown FoxNI1/N2/L/O mosquito Aedes
aegypti [Hansen et al., 2007]. In the oyster Crassostrea gi-
gas, a successive irregular protandrous hermaphrodite
mollusk, a FoxI2 homolog called Cg-Foxl2 (GenBank:
F]768956.1) has recently been identified [Naimi et al,
2009a]. It may play a role in key steps of the gonadic dif-
ferentiation of C. gigas, (i) at the first gonadic establish-
ment in spats of around 1-2-months of age, when primor-
dial germ cells may differentiate into germinal stem cells
and (ii) in adults for vitellogenesis in females. The role of
this factor in the oyster’s gonadic differentiation is still not
clear for many reasons: (i) the oyster sex determination is
still unknown and no molecular female- or male-specific
markers are actually available; (ii) the adult gametogenesis
is poorly known as no advanced study on oogenesis and
only few on spermatogenesis [Franco et al., 2008, 2010,
2011] are available; (iii) the first gonadic development is
still unknown regarding both the time-window, the fac-
tors, the cells and the mechanisms involved.

Natural antisense transcripts (NAT) are single-strand-
ed endogenous RNAs that are transcribed from the op-
posite strand of RNA/DNA and overlap in part into the
sense RNA [Beiter et al., 2009]. Cis-NATSs are transcribed
from the same genomic locus while trans-NATs are tran-
scribed from separate genomic loci (e.g. pseudogene) and
display very partial sequence complementary [Beiter et
al., 2009]. Many cis- or trans-NATs have been first iden-
tified in prokaryotes and are being encountered with
increasing frequency in vertebrates as well as in ‘non-ver-
tebrate’ eukaryotes [Numata et al., 2007]. NATS are as-
sumed to exert positive or negative regulation at different
levels of gene expression [Faghihi and Wahlestedt, 2009],
playing therefore significant roles in physiological, path-
ological and epigenetic processes, including genome im-
printing, alternative splicing, mRNA stability, transla-
tional regulation, RNA export, DNA methylation or his-
tone modifications [Su et al., 2010]. In mammals, NATs
have also been mentioned for genes involved in reproduc-
tion/gonadic differentiation processes such as GnRH,
Wtl1, Xist and FoxI2 [Cocquet et al., 2005; Splinter et al.,
2011]. In carp, GnRH antisense transcripts reduce GnRH
expression and secretion, leading to reduce gonadotropin
synthesis and gonadal development, producing therefore
sterile fish [Hu et al., 2007]. In human, WT1 NAT has an
important regulatory role on the mRNA expression and
can become deregulated in case of cancer [Dallosso et al.,
2007]. XIST, responsible of the X chromosome inactiva-
tion, would be silenced by its NAT Tsix in mammals
[Splinter et al., 2011]. In mice, Fox12 mRNA expression
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may be regulated by an antisense spliced non-coding
RNA (Foxl2o0s), overlapping the mRNA and localized in
the same somatic cells of developing and mature ovaries
[Cocquet et al., 2005]. In oyster, the existence of a NAT of
Cg-Foxl2, co-localized with its mRNA in germ cells in
adults, has also been highlighted by in situ hybridization
(ISH), suggesting therefore complementarities between
both transcripts [Naimi et al., 2009a].

The objective of this work was therefore (i) to confirm
the occurrence of a NAT of Cg-FoxI2 in the gonads of C.
gigas, (ii) to investigate its expression in parallel to the
mRNA expression during the development and the adult
gametogenetic cycle and (iii) to explore the potential
presence of stable in vivo RNA-RNA duplexes generated
by sense-antisense pairing. It will allow going a step fur-
ther in the understanding (i) of the early events of the
oyster gonadic differentiation and (ii) of the regulation of
a gene expression by its NAT.

Materials and Methods

Experimental Animals

Developmental stages and adults used for real-time RT-PCR
were provided by an oyster nursery (SATMAR, Gatteville, France).
Adults were reared on the foreshore over 1 year. The rearing con-
ditions of the developmental stages were as follows: no particular
photoperiod for all stages; larvae were kept in filtered and UV-
treated water at 27°C and fed ad libitum with Chaetoceros calci-
trans, C. gracilis and Isochrysis sp. Tahiti; according to their age,
spats were kept either under natural feeding and temperature
conditions or in filtered and UV-treated water at 18°C and fed ad
libitum with C. calcitrans, C. gracilis and Skeletonema costatum.
Adults used for ISH were supplied by a local oyster farm (Lenoir,
Blainville sur mer, France).

Total RNA Extraction and Poly(A) RNA Purification

Total RNAs were extracted from (i) pools of each developmen-
tal stage and (ii) individual adult gonadic areas at each gametoge-
netic stage classified according to Heude-Berthelin et al. [2001],
using Tri-Reagent (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) ac-
cording to the manufacturer’s instructions, Poly(A) RNAs were
purified with Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit (Invitrogen,
Villebon sur Yvette, France) following the manufacturer’s in-
structions.

Primer Design for Reverse-Transcription and PCR

Sense and antisense primers specific to the oyster Cg-FoxI2
sequence [Naimi et al,, 2009a] (GenBank: F]768956.1) and house-
keeping gene sequences, actin (GenBank: AF026063) and elonga-
tion factor la (GenBank: BQ426516) were designed by the Prim-
er 3 Software (http://frodo.wi.mit.edu) and are summarized in
table 1. For reverse-transcriptions of the NAT of Cg-FoxI2, 4 dif-
ferent sense primers, FoxS1, FoxS2, Fox§3, Fox$4, positioned in
the first third at the 5"-end of Cg-FoxI2 sequence (fig. 1) were used.
The purpose was to increase probabilities of successful reverse-
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¢DNA sequence, for reverse-transcrip-
tions and PCR amplifications.

Table 1. Primers for Cg-Fox]2 NAT, mRNA and housekeeping
gene detection and amplification

Primer  Sequence (5'—3')
name
Reverse FoxS1 CACGGACATTTTCGGTTCTCA
tran- FoxS2 CGATTAATGCGACCGTCTTC
scription  FoxS3 GCAGCAAGACTCGAGAATCC
FoxS4 AGTATTCGCCACAATTTGAGCTTAAAT
FoxAS2 CCGCCGGATAGTCGTTAAG
PCR FoxS3 GCAGCAAGACTCGAGAATCC
FoxS5 GTTCCTCGTGAAGGTGGAGAG
FoxSe6 GGAAATTTCTGGACCCTGGA
FoxS7 AATATCAGGGATGGGCACAA
FoxAS1 TGTCAGTTCTTGGCGGTCTCA
FoxAS3 TCCTTGGGTGCAGGAACTA
FoxAS4 GCCGATTTGGTTCATAGCAC
FoxAS5 GCGTTAGGCGTTTTTCACTC
qfElongl ACCACCCTGGTGAGATCAAG
qrElongl ACGACGATCGCATTTCTCTT
ActF CTATGTAGGAGACGAGGCCC
ActR GCCACTTGATGGCCAGAAGG

transcriptions of a NAT sequence, as it is suspected to overlap its
sense counterpart [Naimi et al., 2009a], although its total length
is unknown. For PCR, all the primer pairs were located down-
stream FoxS4 (fig. 1), except for FoxS3 and FoxAS5.

Orientation-Specific RT-PCR

In order to prove the presence of a NAT of the oyster Cg-FoxI2
in adult gonadic areas, an orientation-specific RT-PCR tech-
nique, validated by Resok and Sioud [2004], was performed. After
DNasel RQI1 (Promega, Charbonniéres, France) treatment of 30
min at 37°C, 500 ng of total RNAs or poly(A) RNAs of stage IIT
gonadic areas were reverse-transcribed using 200 U of M-MLV
reverse transcriptase (Promega) during 90 min at 37°C and with
specific sense primers (FoxSl1, FoxS2, FoxS3, FoxS4; table 1). PCR
amplifications were performed on a total volume of 50 pl with 20
ng of cDNA in 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mMm KCI, 0.1% Tri-
tonX-100, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mm MgCl,, 1.25 U of GoTag DNA
polymerase (Promega) and 1 pM of each primer, combined in 3
different pairs, FoxS6/FoxAS4, FoxS6/FoxASl, FoxS5/FoxASl
(table 1 and fig. 1), and known to amplify 281-, 507- and 534-
bp products, respectively. The reactions were cycled as follows:
5 min/95°C, 35 cycles (30 s/95°C, 45 s/60°C, 1 min/72°C),

Cg-FoxI2 Natural Antisense Transcript
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7 min/72°C, PCR products were resolved in 1.2% agarose gels,
cloned into a PCRII-Topo vector using a TA cloning kit (Invitro-
gen, Eragny sur Oise, France) and sequenced using ABI cycle se-
quencing chemistry (Beckman Coulter Genomics, Takeley, UK).
Deduced potential protein sequences were translated in different
reading frames from the NAT sequences in Expasy website (http://
web.expasy.org/translate/) and they were compared to protein
data banks in GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Real-Time RT-PCR

After DNasel RQI (Promega) treatment, reverse-transcrip-
tions were performed on 0.5 pg of total RNAs of individual go-
nadic areas of adults at each gametogenetic stage and of pools of
developmental stages. In order to differentiate sense from anti-
sense PCR products, either oligonucleotides specific to the anti-
sense (FoxAS2 primer; table 1) or specific to the sense (FoxS4
primer; table 1) strand of Cg-FoxI2 were used. PCR experiments
were cycled 45x (15 s/95°C, 45 s/60°C) after 13 min/95°C, in a
final volume of 25 pl, using the iCycler apparatus (BioRad,
Marnes-La-Coquette, France) with triplicates of 40-ng template
DNA, 12.5 pl of Mesa Green gPCR MasterMix (Eurogentec, An-
gers, France) and 100 nM of specific forward and reverse primers.
Accurate amplifications of target amplicons were assessed by con-
structing melting curves. Reactions with RNAs not reverse-tran-
scribed were used as negative controls. DNA amplifications were
performed using (i) a specific pair of primers, FoxS7/FoxAS3 (ta-
ble 1 and fig. 1), known to amplify a 102-bp product and located
inside the complementary region and (ii) gfElongl and qrElongl
primers (table 1) for the reference transcript EFla. The PCR am-
plification efficiency (E = 10°141P9) for each primer pair was
determined by linear regression analysis of a dilution series
on several samples. The relative mRNA levels were normalized
to EFla transcripts using the following formula, N = 100 x
2(CiEFla-CiCg-gene) [T elong et al., 2007). Statistical analyses were
performed using 2-tailed Mann-Whitney U tests.

RNase Protection-Based Approach: Detection of RNA-RNA

Duplexes

Detection of RNA-RNA duplexes was performed following
the protocol described by Solda et al. [2005] with slight modifica-
tions. Ten micrograms of total RNAs from adult male gonadic
areas in stage 11T were incubated with 40 mm Tris-HCI (pH 7.5),
6 mM MgCl,, 200 pg/ml RNase A (Sigma), and 0.2 U/pl DNasel
(Promega) at 37°C for 30 min. For negative controls, RNAs were
heat-denatured at 94°C for 5 min before the RNase/DNase treat-
ment, For positive controls, RNase A was inhibited by 1 U/ul of
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega). Re-
verse-transcriptions, PCRs, cloning and sequencing were per-
formed as mentioned before with some exceptions: (i) for each
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Fig. 2. A Evidence of a NAT of Cg-FoxI2 by orientation-specific
RT-PCR. Reverse-transcriptions were only successful with the
FoxS4 primer. All negative controls showed no band (lanes 4-6, 9
and 10). Total or poly(A) RNAs were treated with DNase but not
reverse-transcribed and amplified with the same pairs of primers

as the samples. In lanes 1-3, reverse-transcribed total RNAs of

stage III gonadic areas were amplified with the pairs of primers
FoxS5/FoxASl, FoxS6/FoxAS4 and FoxS6/FoxASl, respectively.

sample and control, 1 g of total RNA was reverse-transcribed
using 250 ng of random hexamers; (ii) target sequences were PCR-
amplified with primer pairs located within (FoxS6/FoxAS4) or
outside (FoxS3/FoxAS5) the complementary region between Cg-
Foxl2 mRNA and its NAT. Actin, for which a duplex is not ex-
pected, was used as negative control with the same conditions and
with primers ActF and ActR (table 1).

ISH Analyses

Sense and antisense RNA probes were synthesized by in vitro
transcriptions with a DIG RNA labeling kit (Roche Diagnostics,
Meylan, France) with a complete Cg-Fox|2 cDNA as template. For
ISH experiments, 1-cm slices of oysters were fixed in Davidson’s
fixative (20% formaldehyde, 30% ethanol 96%, 10% glycerol and
40% sea water) 24 h at 4°C, Five-micrometer sections were treated
with 5 mg/ml proteinase K (Roche Diagnostics) at 37°C for 10 min
and post-fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 7 min. After
pre-hybridizations at 50°C for 1 h, hybridizations were performed
with sense or antisense DIG-labeled RNA probes (300 ng/ml) in
hybridization buffer (50% v/v deionized formamide, 4x SSC,
2mM EDTA (pH 8), 1 X Denhardt’s, 10% dextran sulfate, 0.5 mg/
ml tRNA) at 55°C for 16 h. After extensive washes with 60% for-
mamide, 0.2x SSC at 55°C and 2X SSC at room temperature,
detections were started with 2-hour incubations with an alkaline
phosphate-conjugated anti-DIG antibody (Roche Diagnostics)
diluted 1:2,000 in blocking solution (10% Blocking Reagent,
Roche Diagnostics) at room temperature. They were followed by
2-4-hour incubations with a detection buffer (0.34 mg/ml NBT,
0.18 mg/ml BCIP, 240 p.glevamisole/ml in Tris-HCI (pH 9.5), 100
mM NaCl) (Roche Diagnostics) at room temperature in darkness.
Finally, detections were stopped with a 10 mM Tris/l mm EDTA
buffer. Dehydrated sections were mounted in Rothisto-Kit® and
were examined and pictures were taken with an Eclipse 80i mi-
croscope coupled to a DXM1200-C camera (Nikon, Champigny
sur Marne, France).

4 Sex Dev

In lanes 7 and 8, poly(A) RNAs reverse-transcribed with FoxS4
were successfully amplified with FoxS6/FoxASl and FoxS6/
FoxAS4, respectively. B Schematic representation of Cg-FoxI2
and its NAT called Cg-Foxl2os for ‘opposite strand’ (GenBank:
JN896625). Cg-Foxl2os (i) is complementary to Cg-FoxI2 along
534 bp, from bp 590 to bp 1,123, (ii) is also partially overlapping
the Forkhead domain consensus sequence (bp 590-703) and (iii)
does not encode any protein.

Results

Cg-FoxI2 NAT Cloning

Existence and partial sequence of an endogenous an-
tisense RNA transcript of Cg-Fox|2 was demonstrated by
orientation-specific RT-PCR in adult gonadic areas with
specific sense primers (table 1 and fig. 1). Only reverse-
transcriptions of total RNA with FoxS4 primer allowed
obtaining PCR products at the expected sizes of 534, 281
and 507 bp (fig. 2A, lanes 1, 2 and 3) with primers pairs
FoxS5/FoxASl, FoxS6/FoxAS4 and FoxS6/FoxASl, re-
spectively. No band was amplified in the negative control
reactions with total RNAs treated with DNase but not
reverse-transcribed (fig. 2A, lanes 4-6). For poly(A)
RNA samples reverse-transcribed with FoxS4, PCR
products at expected sizes of 507 and 281 bp were also
obtained with Fox56/FoxAS1 and FoxS6/FoxAS4 primer
pairs, respectively (fig. 2A, lanes 7 and 8), showing that
reverse-transcribed RNAs were polyadenylated. No
band was amplified in the negative control reactions
with poly(A) RNAs treated with DNase but not reverse-
transcribed (fig. 2A, lanes 9 and 10). All PCR product
sequencing gave the same sequences except for 2 or 3
random nucleotides. The longest 534-bp fragment ob-
tained is perfectly complementary to Cg-FoxI2 sequence
from bp 590 to bp 1,123 and is partially overlapping the
Forkhead domain consensus sequence (between bp 590
and bp 703) (fig. 2B). The NAT of Cg-Fox|2 was named
Cg-Foxl2os for ‘opposite strand’ (GenBank: JN896625).
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No deduced amino acid sequence superior to 100 aa was
obtained by in silico analysis of the 3 potential reading
frames.

Cg-Foxl2/Cg-Foxl2os Transcript Expression in Adult

Gonads and during the Development

In Adult Gonads. Cg-Fox12 sense and antisense tran-
script expressions, measured by real-time quantitative
PCR, were detected in gonadic areas of both sexes (fig. 3).
During the gametogenetic cycle, Cg-Fox]2 mRNA ex-
pression of most individuals (bar chart) was rather sta-
ble from stage 0 to stage III males except for stage I
where it was significantly higher (mean £ SEM: 1.09 *
0.92) compared to stage 0, only because of 1 individual
having an unusual but significantly high expression
(scatter plot). In females, the mRNA expression signifi-
cantly increased in stage ITI (mean = SEM: 0.45 £ 0.39)
compared to stage IT (mean = SEM: 0.05 % 0.03) but
also showed high individual variability. Cg-Foxl20s ex-
pression levels were low along a gametogenetic cycle ex-
cept in stage III where they significantly increased in
males (mean * SEM: 1.36 * 0.32) but not in females
(mean * SEM: 0.04 £ 0.03) compared to less mature
animals of the same sex. On top of this general pattern
of expression of Cg-Foxl2os, in stage I1I males, the dot
plot highlighted 2 groups of individuals, one having an
expression 6-fold higher compared to the other. At this
stage, too, the ratio of the expression of sense/antisense
transcripts was in favor of the NAT with a 7-fold higher
expression compared to its sense transcript. This par-
ticular stage contrasts with other stages where this ratio
was usually in favor of the mRNA except for stage I1 fe-
males.

During the Development. During the oyster develop-
ment, real-time quantitative PCR experiments showed
the same pattern of expression for sense and antisense
transcripts (fig. 4): (i) a slight but noen-significant increase
of expression from 7-day post-fertilization larvae (mean
+ SEM: 0.04 £ 0.02 and 0.03 % 0.02, respectively) to
1.5-month-old spats (mean * SEM: 0.07 £ 0.01 and
0.09 £ 0.01, respectively); (ii) a significant increase in
2-month-old spats (mean + SEM:0.11 * 0.03 formRNA,
0.28 % 0.13 for antisense transcript); (iii) a significant
return to low levels of expression from 3 to 4-month-old
spats (for instance in 3.5-month-old spats, mean * SEM:
0.02 £ 0.001 for mRNA and 0.01 % 0.001 for antisense
transcript). The ratio of expression sense/antisense tran-
script was in general superior to 1, except in 1.5- and
2-month-old spats where it was significantly inverted in
the latter one.

Cg-FoxI2 Natural Antisense Transcript
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Fig. 3. Cg-Fox|2 and Cg-Foxl20s RNA expression relative to EFla
measured by real-time RT-PCR in adult gonadic areas of C. gigas
along a gametogenetic cycle. The adult reproductive stages are
classified according to Heude-Berthelin et al. [2001] based on
their gonadic histological structure: stage 0, undifferentiated
cells; stage I, gonial mitosis; stage II, spermatogonia differentia-
tion and growing oocytes; stage I1I, mature male with mainly
spermatozoa and mature female with mainly vitellogenic oocytes.
Number of animals per stage (n = 3-6). QR: Relative Quantity,
arbitrary units, Undet.: undetermined sex. Different letters (a—c)
indicate significant differences of expression between stages for
each sex for Cg-Fox|2 or Cg-Fox|2o0s and stars significant differ-
ences between Cg-Fox12 and Cg-FoxI2os transcript expression for
a stage (Mann-Whitney U test, * p < 0.05). Values are mean
SEM of individuals. This combined scatter plot and bar chart il-
lustrates mRNA and NAT expressions in adult gonadic areas dur-
ing a gametogenetic cycle. The mRNA expression of most indi-
viduals is rather stable from stage 0-11I males except for stage I
where it is significantly higher only because of 1 individual (cir-
cled dot) having an unusual but significantly high expression. In
females, the expression significantly increases in stage I1I but was
also highly variable between individuals (circled dot). The NAT
expression is low along a cycle, except in stage I11 males where it
significantly increases compared to less mature males, although
expression levels are very variable amongst individuals.

Presence of Cg-Fox12/Cg-FoxI20s Duplexes in the

Adult Gonads

The presence of in vivo duplexes generated by sense/
antisense pairing in the complementary region (bp 590-
1,123) was assessed by an RNase protection-based ap-
proach (fig. 5). A PCR product of 281 bp corresponding
to a duplex was obtained in RNase-treated samples am-
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Fig. 4. Cg-Fox|2 and Cg-Fox|20s RNA expression relative to EFla
measured by real-time RT-PCR in different developmental stages.
The developmental stages used were: veliger larvae of 7 and 14
days post-fertilization (7 and 14 d L), post-metamorphosis larvae
(ML) and 1-4-month-old spats (1, 1.5, 2, 3, 3.5 and 4 m S) reared
according to the environmental conditions mentioned above. In-
dividuals were pooled per developmental stage. QR: Relative
Quantity, arbitrary units. Different letters (a-c) indicate signifi-
cant differences of expression between stages for Cg-Fox|2 or Cg-
Fox|2os and stars significant differences between Cg-Fox|2 and
Cg-Fox120s transcript expression for a stage (Mann-Whitney U
test, ¥ p < 0.05). Values are mean * SEM of triplicates. This his-
togram shows mRNA and NAT significant peak of expressions
in 2-month-old spats with a ratio of expression in favor of Cg-
Fox|2os.

plified with the pair of primers located within the com-
plementary region (FoxS6/FoxAS4) (fig. 5, lane 1) but not
with those outside the complementary region (FoxS3/
FoxAS5) (fig. 5, lane 2). In positive control samples, be-
cause the single strand cutting by RNase A was inhibited
by RNasin, all kind of fragments (duplexes or single
strand RNAs) were PCR-amplified. They corresponded
in length to the expected sizes of 281 and 234 bp using
FoxS6/FoxAS4 (fig. 5, lane 3) and FoxS83/FoxASS5 (fig. 5,
lane 4), respectively. No PCR product was generated by
amplification reactions on heat-denatured samples whose
double-strands if they existed, would have been separated
before RNase treatment (fig. 5, lanes 5 and 6). The se-
quences of all the PCR products obtained were confirmed
by cloning and sequencing. Finally, the efficiency and
specificity of the RNase treatment was further confirmed
by performing RT-PCR with primers specific to the actin
gene, which was not expected to give rise to RNA-RNA

6 Sex Dev

Fig. 5. Detection of RNA-RNA duplexes in the adult gonadic ar-
eas. Reverse-transcribed DNAs of a pool of stage 111 male gonad-
ic areas were amplified with the pairs of primers FoxS6/FoxAS4
inside the overlapping region between Cg-Foxl2 mRNA and its
NAT (lanes 1, 3 and 5) or with the pair of primers FoxS3/FoxAS5,
located outside the complementary region (lanes 2,4 and 6). Sam-
ples were all treated with RNase A, either without (lanes 1-4) or
with (lanes 5 and 6; negative controls) previous heat-denatur-
ation. Two of the samples not heat-denatured were treated with
RNasin (lanes 3 and 4; positive controls). A 281-bp fragment was
obtained in the complementary region, only in samples without
heat-denaturation (lanes 1 and 3). A 234-bp fragment was only
present outside the complementary region in RNasin-treated
samples (lane 4). No band was found in heat-denatured samples
(lanes 5 and 6).

duplexes. A product at the predicted size was only ampli-
fied in control RNase A and RNasin-treated samples
(data not shown).

Cellular Expressions of Cg-FoxI2 and Cg-FoxI20s in

Adult Gonads

Cellular expressions of Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2os
transcripts were studied in gonadic areas by ISH during
the adult gametogenetic cycle (fig. 6). Whatever the stage,
the staining was only present in the gonadal tubules but
not in the surrounding storage tissue. In stage 0 of sexual
rest (fig. 6A and B) and stage I of gonial proliferations
(fig. 6C and D), when sex determination is
impossible, a strong cytoplasmic staining of Cg-Foxl2
mRNA was observed in early germ cells (fig. 6A and C).
For both stages, no staining was observed with the sense
probe which is complementary to the antisense transcript
if present (fig. 6B and D). A cytoplasmic germinal stain-
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Fig.6. Cg-Foxl2 sense and antisense transcript cellular expression  expressed in male gonads, especially in spermatogonia and with
patterns by ISH in the gonadic areas with antisense riboprobe (A,  a more faint signal in spermatocytes (J, L). A staining in the sur-
C,E, G, 1,K) and sense riboprobe (B, D, F, H, J, L). Cg-FoxI2 mRNA  rounding somatic cells could also be suspected. g: gonia, n: nucle-
is expressed from early germ cells in stages O and I (A, C) to stage  us, pvo: pre-vitellogenic oocytes, spc: spermatocytes, sg: sper-
111, in oogonia and oocytes in female gonads (E, G) and in sper-  matogonia, spt: spermatids, vo: vitellogenic oocytes. Bars: 5 pum.
matogonia and spermatocytes in males (1, K). Cg-Foxl2os is only
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ing was also observed with the antisense probe in matur-
ing female gonads (stages II and III) (fig. 6E and G), al-
though it was intense in pre-vitellogenic oocytes (fig. 6E
and G) and very faint in vitellogenic oocytes (fig. 6G). No
staining was observed with the sense probe (fig. 6F and
H). In contrast, in male maturing gonads (stages 1T and
I11), a cytoplasmic staining was observed not only for the
mRNA (fig. 4] and K) but also for the antisense transcript
(fig. 6] and L), mainly in spermatogonia but also in sper-
matocytes, although it was more faint. Whatever the ga-
metogenetic stage and sex, a somatic expression could
also be suspected. Negative controls without probe gave
no signal (data not shown).

Discussion

Characterization of Cg-FoxI2o0s

We report here, for the first time in oysters and in the
gonads of mollusks and Lophotrochozoa, the existence of
a NAT. Such antisense transcripts have only been men-
tioned once in this phylogenetic group, in a very recent
work made on gills and digestive gland of the clam Rudi-
tapes philippinarum [Milan et al., 2011]. The NAT found
in the Crassostrea oyster gonadic area was named Cg-
Fox12os for ‘opposite strand” as it is partly complemen-
tary to the Cg-Fox]2 mRNA sequence. The partial se-
quence of Cg-Foxl2os is about 534 bp long and is comple-
mentary to the Cg-Foxl2 sense transcript on at least this
length. Antisense transcripts are classified as short RNAs
or long non-protein-coding RNAs [Mercer et al., 2009].
The latter are arbitrarily considered to be longer than 200
bp but are often several hundreds (to thousands) of nu-
cleotides long. Short RNAs are small regulatory RNAs
such as microRNAs (miRNAs) or short interfering RNAs
(siRNAs) [Beiter et al., 2009]. Although some NATs may
contain potential open reading frames [Baguma-Ni-
basheka et al., 2005], most are non-coding [Katayama et
al., 2005]. In C. gigas, by in silico open reading frame
analysis, Cg-Fox|20s does not have a coding frame supe-
rior to 100 aa as found for 95% of the proteins registered
in public databases [Dinger et al., 2008], suggesting there-
fore that it may be a non-protein-coding RNA. At last,
efficient amplifications of Cg-Foxl2o0s from purified
poly(A) RNAs suggest it is polyadenylated, as, for in-
stance, the NAT of allatostatin found in the prawn Mac-
robrachium rosenbergii [Yin et al., 2007]. As for mRNA,
the presence of a poly(A) tail would increase its stability
and allow its export from the nucleus to the cytoplasm
[Fuke and Ohno, 2008].
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The origin of antisense transcripts has been explained
by 3 different mechanisms: (i) a transcription of the op-
posite strand of the coding region of the corresponding
gene (cis-NATs) [Tufarelli et al., 2003], (ii) a transcription
of a pseudogene (trans-NATs) (for review [Muro and An-
drade-Navarro, 2010]), or (iii) a transcription by an RNA-
dependent RNA polymerase of the sense mRNA in the
cytoplasm (cis-NATs) [Bartsch et al., 2004]. Nevertheless,
evidence of this enzyme has been mentioned in Arabi-
dopsis thaliana but is still lacking in mammalian cells
[Willmann et al., 2011]. In oyster, the mechanism of syn-
thesis of Cg-Foxl2os is still unknown. Its transcription
from a pseudogene seems unlikely as it would present
several mutations in its sequence and thus only very par-
tial complementarities (around 20 bp) with the sense
mRNA [Guo et al,, 2009]. In contrast, a complementarity
over 500 bp with Cg-FoxI2 sequence would be in favor of
hypotheses of a transcription of either the opposite strand
of genomic DNA or a sense mRNA. The genomic se-
quence of Cg-FoxI2 lacks in introns [Naimi et al., 2009a],
precluding to discriminate both hypotheses.

Adult Expression of Cg-FoxI2os and Cg-Fox|2

In adult oyster, the gonadic Cg-Fox]2 mRNA levels of
expression measured by qPCR during the gametogenetic
cycle were low in early stages (0 and I) when sex was still
undetermined, except for 1 individual. Although this an-
imal showed, by histology, a gametogenesis similar to the
others (results not shown), it does not prevent its possible
genetic difference as already observed for other genes in
oyster. Later during the gametogenetic cycle, Cg-FoxI2
mRNA expression increased only in stage III females,
when late vitellogenesis takes place. This expression pro-
file is similar to previous results obtained in the female
gonads of C. gigas for Cg-FoxI2 mRNA expression and
confirms its potential role in the vitellogenesis [Naimi et
al., 2009a], also in agreement with the role of FOXL2 in
the folliculogenesis hypothesized in adults of many ver-
tebrate species [Duffin etal., 2009]. In contrast, in mature
males, our results disagree with high Cg-FoxI2 expres-
sion levels previously found in stage ITI male oysters [Nai-
mi et al., 2009a). These latter results can reflect and thus
be mainly explained by a measure of a cumulated expres-
sion of both Cg-Foxl2 and Cg-Fox120s transcripts, as this
antisense transcript is polyadenylated and reverse-tran-
scriptions were performed with oligo (dT). Taking this
information into account, the low Cg-Fox]2 mRNA ex-
pression levels found in oyster mature male gonads com-
pared to mature females would agree with FoxI2 levels,
2-100 times higher in adult ovaries than in adult testes,
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found in other species including hermaphrodites [Govo-
roun et al., 2004].

Comparative expression profiles of both transcripts
highlighted mRNA/NAT ratios equal or superior to 1, ex-
cept in stage 11 females and in particular in stage I1I males
where the NAT expression was 7 times higher compared
to its sense transcript. Such different gonadic profiles be-
tween sense and antisense transcripts contrast with the
very similar expression profiles mentioned in mouse from
12 dpc to adults by the only other work about a NAT of
Fox12 [Cocquet et al., 2005]. In stage II females, low NAT
levels, although higher compared to the mRNA expres-
sion, do not allow to rule on a possible regulatory role of
Cg-Fox|20s on Cg-Foxl2 mRNA as some studies suggest
existence of a threshold to allow an efficient effect of NATSs
[Rossignol et al., 2002]. In stage II1 males the antisense
transcript may inhibit the expression of Cg-FoxI2, a factor
involved in the ovarian differentiation, and even poten-
tially in the vitellogenesis in the oyster [Naimietal., 2009a]
and induce therefore a male gonadic differentiation and/
or its maintain. The individual variability in male and fe-
male stages ITII may be explained by the successive her-
maphroditism of C. gigas. Indeed, at this stage, male indi-
viduals strongly expressing Cg-FoxI20s may stay as males
the next gametogenetic cycle while counterparts with low
expression may turn into females. Inversely, females
strongly expressing Cg-Fox|2 may stay as females the next
gametogenetic cycle while counterparts with low expres-
sion may turn into males. Such role in sex determination
has already been suggested, in the protogynous fish Epi-
nephelus merra [Alam et al., 2008] where Fox]2 expression
levels shift during female/male sex transition and in
knock-out mice [Ottolenghi et al., 2007] who undergo
partial female-to-male sex reversal when FoxI2 lacks.

Our qPCR results were confirmed by ISH experiments
where sense transcripts were expressed at all stages of the
adult gametogenetic cycle. They were localized in the cy-
toplasm of the cells, from early germ cells in precocious
stages to oogonia and oocytes in female gonads and to
spermatogonia and spermatocytes in males. Such germ
cell expression is in agreement with a previous work done
in the oyster about Cg-Fox!2 in stage II males and females
[Naimi et al., 2009a]. However, the strong germinal stain-
ing observed in early stages seems in disagreement with
the low expression levels found by gPCR in the gonadic
area. It may be due to the fact that in early stages the organ
is mainly made of storage tissue, embedding very few tu-
bules filled with few germ cells [Franco et al., 2008], dilut-
ing therefore the signal by gPCR. In stage II females, the
same apparent disagreement of expression by gPCR and

Cg-Foxl2 Natural Antisense Transcript
and Gonadic Differentiation

ISH may be explained in the same way even if tubules are
bigger and filled with bigger cells. Nevertheless, a somat-
ic expression cannot be excluded as such cells have been
shown to be closely related to germ cells in male oysters
[Franco et al., 2011] and are therefore difficult to distin-
guish from the germ cells by ISH. Moreover, isolated vitel-
logenic oocytes of oysters showed a low expression of Cg-
Fox]2 mRNA compared to gonadal areas [Lelong C., pers.
commun.}, leading to deduce a somatic expression on top
of the one in germ cells. A Cg-Foxl2 expression in both
female germ and somatic cells has already been observed
in oyster [Naimi et al., 2009a], mice and chicken develop-
ing and mature ovaries [Loffler et al., 2003] but contrasts
with the restricted expression mentioned in follicle cells
for most species [Crisponi et al., 2001; Nakamoto et al,,
2006]. A male Cg-Foxl2 expression may, as mentioned
earlier, make sense in a species meeting sex changes.

By ISH, Cg-Fox120s was only observed in spermatogo-
nia and more faintly in spermatocytes in stage 11 and III
males, where it was co-localized with its sense transcript
in the cytoplasm of the cells. In stage 11 females, the ab-
sence of staining contrasting with the expression levels
detected by gPCR can be explained by the genetic vari-
ability frequently observed in oyster. Again, a somatic
staining was not excluded. Few studies about NATSs have
concerned their cell and tissue localization, especially for
genes related to reproduction. Nevertheless, a co-local-
ization of both transcripts is not scarce, as shown for in-
stance in humans for 45% of 1,500 pairs of transcripts
studied [Chen et al., 2005] or in mice for 7 transcription
factors of 8 involved in the eye function [Alfano et al.,
2005]. For FoxI2 homologs, a co-localization has already
been mentioned in germ cells of gonadal areas of stage 11
male oysters [Naimi et al., 2009a] and in somatic cells in
adult ovaries in mice, in the perinuclear zone of the cyto-
plasm [Cocquet et al., 2005]. A cytoplasmic expression of
Cg-Foxl2o0s reinforces the hypothesis of its polyadenyl-
ation. Indeed, in mammals, NATs are localized in the nu-
cleus when non-polyadenylated [Kiyosawa et al., 2005]
and often in the cytoplasm of the cells when polyadenyl-
ated [Faghihi and Wahlestedt, 2009]. This is where they
may potentially interact with overlapping sense RNAs.
Taken together, these data also reinforce the hypothesis
of a regulatory role of Cg-Fox]20s which may downregu-
late Cg-FoxI2 in stage ITI males.

Expression of Cg-Foxl20s and Cg-FoxI2 during the

Development

During the development of C. gigas, our results showed
similar Cg-Fox12 mRNA and NAT patterns of expression
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with a peak in 2-month-old spats, at a stage where the ra-
tio of expression of mMRNA/NAT also switches in favor of
the antisense transcript. All these results are in agree-
ment with previous studies, which highlight in the same
species a particular window of expression of Cg-FoxI2
and Cg-DMI, a potential factor of the male gonadic dif-
ferentiation in spats around 1.5 months of age, when the
first gonadic establishment is suspected to occur [Naimi
et al,, 2009a, b]. Indeed, at around 2 months of age, pri-
mordial germ cells start to differentiate into 2 groups of
germinal stem cells which would later proliferate inten-
sively to form the gonadic tubules when juveniles reach
sexual maturity [Fabioux et al.,, 2004]. At the age of 3
months, gonadal collecting ducts are visible and gameto-
genesis is already started [Naimi et al,, 2009a]. As in
adults, in young spats, the antisense transcript may in-
hibit the expression of Cg-Foxl2, inducing therefore a
male gonadic differentiation. A negative regulation of ex-
pression of a candidate ovary-determining gene is not in-
consistent in a pool of spats which develop into a major-
ity of males as the oyster is a protandric hermaphrodite.

Potential Mechanisms of Action of Cg-Fox|20s

There are several mechanisms by which NATs can in-
fluence the expression of their complementary tran-
scripts. These mechanisms have been categorized into 4
main groups: those related to transcription, RNA-DNA
interactions, RNA-RNA interactions in the nucleus, and
RNA-RNA interactions in the cytoplasm [Faghihi and
Wabhlestedt, 2009]. In the last 3 cases, 3 different forma-
tions could occur: (i) a head-to-head 5"-overlapping con-
figuration, (ii) a fully overlapping configuration, or (iii) a
tail-to-tail 3'-overlapping configuration which can
influence the regulatory mechanism [Faghihi and
Wabhlestedt, 2009]. To summarize our results presented
here: (i) Cg-FoxI2o0s is polyadenylated; (ii) it co-localizes
in the cytoplasm of the cells with its sense transcript; (iii)
it presents by qPCR an inverted expression compared to
the mRNA in some acute stages during the adult gameto-
genetic cycle and the development, and (iv) it overlaps Cg-
FoxI2 from the mid sequence to its 3"-end. Moreover, it
forms RNA duplexes with its sense transcript, what oc-
curs frequently when transcripts are long and completely
overlapping [Werner and Sayer, 2009]. Therefore, taken
together, all these results suggest a mechanism of action
of Cg-Foxl2os through the formation of cytoplasmic
RNA-RNA duplexes either in fully overlapping or in tail-
to-tail 3"-overlapping configuration. Some hypotheses of
mechanisms occurring in mammals in case of cytoplas-
mic RNA-RNA duplexes are summarized in figure 7. This
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could increase mRNA stability in changing its secondary
structure as observed for instance for Wt in mouse kid-
ney where it has essential roles in nephrogenesis, notably
in cancer regulation [Dallosso et al., 2007]. It may also de-
crease mRNA stability by exposing AU-rich elements lo-
cated in 3"-end and used to target the RNA for degrada-
tion (fig. 7A). This was for instance described for H1Fa
mRNA, a cell cycle regulator, in renal human carcinoma.
In this case, when aH1F NAT level is high enough, it af-
fects the HIF1a/aHIF transcript ratio, even if the latter is
keptin favor of mRNA [Rossignol et al., 2002]. RNA-RNA
duplexes could also block mRNA translation between ini-
tiation and elongation steps by direct binding to a ribo-
somal binding site of the sense RNA [Ebralidze et al.,
2008] altering therefore only the protein levels [Werner
and Sayer, 2009] (fig. 7B). Cytoplasmic duplexes could
also mask miRNA binding sites in particular in 3"-UTR
sites which contain target sites for miRNA (fig. 7C) as de-
scribed for BACEL an enzyme inducing Alzheimer’s dis-
ease pathophysiology and whose antisense transcript in-
hibits mRNA degradation and increases BACE1 mRNA
levels [Faghihi et al., 2008]. Ultimately, a recent hypothe-
sis proposes that cytoplasmic sense-antisense transcripts
could form small interfering RNAs from dsRNA and in-
duce a degradation of the mRNA (fig. 7D), as mentioned
in early mouse oocytes and in embryonic stem cells or in
somatic cells in Drosophila [Ghildiyal et al., 2008; Ogawa
etal,, 2008]. Our actual knowledge does not allow to spec-
ify which mechanisms are involved in the regulation of
Cg-Fox12 mRNA expression by Cg-Foxl2os, but some hy-
potheses could be proposed. Indeed, the low expression
levels of Cg-Fox12 when Cg-Foxl2os is highly expressed
suggest a downregulation of the mRNA expression by its
NAT and therefore a regulatory mechanism involving
mRNA degradation as observed in case of exposure of
AU-rich element sites or endogenous siRNA formation. In
C. gigas, although DICER enzymes have not been identi-
fied in the oyster public EST Database (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov), argonaute enzymes have been found and
some evidence is in favor of the existence of epigenetic
mechanisms occurring in this animal [Gavery and Rob-
erts, 2010]. However, a translational regulation cannot be
excluded as Cg-Fox|2 expression is not 0 whatever the
stage of the gametogenetic cycle and as RNA-RNA du-
plexes are able to block elongation.

In conclusion, in oyster, Cg-Fox12os could be involved
in its sense transcript for downregulation of expression
during late gonadic differentiation and in 2-month-old
spats to induce/maintain a male sex. However, its physi-
ological function still remains to be elucidated, for in-
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stance by studying its protein expression and above all by

Chapitre 3 : caractérisation d'un ARN anti-sens naturel de Cg-FoxI2

RNAI. This work also allowed reinforcing the idea about

the importance of the stage of 1.5-2-month-old spats in
the first gonadic differentiation and of stage III in the
adult cycles. Defining these 2 specific time-windows is
one of the first essential steps in the comprehension of

sexual differentiation in C. gigas.
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lll. Annexe : Expression de la protéine de Cg-Foxl2 chez I'adulte

Afin de préciser le rbéle potentiel de Cg-FoxI2 chez I'huitre adulte, I'étude de son
expression protéique a également été initiée en Western Blotting, immunoprécipitation,

spectrométrie de masse en tandem MS/MS et immunohistochimie.

Choix de I'anticorps

Un anticorps homologue a été synthétisé par Eurogentec® chez deux lapins suite a
des injections de 2 peptides de la séquence protéique déduite de Cg-Foxl2:
MSENKNENVSNSVSD+C et QGDTLNHMHYSYWTDR. Ces deux peptides sont situés dans les
parties C- et N-terminales qui ne sont pas conservées. Le choix de ces deux peptides a été
basé sur plusieurs critéres : profils physico-chimiques, structures secondaires, BLAST avec
des séquences protéiques connues chez divers phyla et chez I'huitre. Un anticorps
hétérologue commercial (RayBiotech®) a également été testé. Il a été produit chez la souris a
partir d'une protéine recombinante contenant le domaine Forkhead et une vingtaine

d'acides aminés situés de part et d’autre de ce domaine.

Expression protéique dans I’aire gonadique

Un Western Blotting a été réalisé avec 75 ug protéines extraites de chaque tissu : aire
gonadique en stade 0 et en stades Ill male et femelle, palpes labiaux, branchies, glande
digestive, muscle adducteur, manteau. L’anticorps homologue anti-Cg-FoxI2 reconnait, dans
tous les tissus, une bande a 52 KDa plus ou moins intense, de 10kDa supérieure a la taille
attendue (Figure 1). Quel que soit le tissu, cette bande disparait en pré-incubant |’anticorps
avec les peptides immunogenes. Cette taille suggererait que (i) Cg-Foxl2 possede des
modifications post-traductionnelles affectant son poids moléculaire ; (ii) la bande ne
correspond pas a Cg-FoxI2. Cependant, la localisation cellulaire de Cg-FoxI2 appréhendée en
immunohistochimie, ne réveéle aucun marquage dans les aires gonadiques d'huitres femelles
en stade Ill (Figure 2), et ce malgré ['utilisation d'une gamme variée de dilution de
I'anticorps. Afin de vérifier si la protéine reconnue en Western Blotting était Cg-FoxI2, une

immunoprécipitation a été réalisée sur des aires gonadiques a I'aide du méme anticorps
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homologue puis le produit obtenu a été séquencé en spectrométrie de masse en tandem
MS/MS. Aucun peptide identifié ainsi ne correspond a Cg-Foxl2 ou a une protéine
correspondant a une EST des banques de données de I'huitre (résultats non illustrés). Enfin,
le méme Western Blotting a été réalisé sans succes avec I'anticorps hétérologue commercial
(RayBiotech®)(résultats non illustrés).

Ces résultats soulignent la difficulté chez I'huitre ou chez tout autre modeéle non-
vertébré d'étudier des expressions protéiques de facteurs peu conservés. L'utilisation d'un
anticorps homologue dirigé contre des peptides n’étant pas assez spécifique selon les
facteurs, une solution serait peut-étre de produire un anticorps dirigé contre une protéine

recombinante.

0 1l
Go P Br Gld MA M =

52 <«— 52 KDa
38

Figure 41 : Expression de Cg-FoxI2 en Western Blotting.

Anticorps primaire homologue anti-Cg-FoxI2 d’huitre (dilution 1/500). Anticorps secondaire
anti-immunoglobuline G de lapin couplé a la peroxydase (dilution 1/1000). Quantité de
protéines : 75ug par puits. Go : aire gonadique stade O ; P : palpes labiaux ; Br : branchies ;
Gld : glande digestive ; MA : muscle adducteur ; M : muscle ; lll& : aire gonadique stade IlI
male ; IS : aire gonadique stade Il femelle.

Figure 42 : Expression en immunohistochimie
de Cg-Foxl2 dans l'aire gonadique d'huitres
femelles en stade Il

L]
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Chapitre 4 : effet de la température lors de la mise en place gonadique chez le naissain

. Introduction

1. Objectifs de I'étude

Un déterminisme sexuel influencé par I'environnement était suspecté chez I'huitre
adulte depuis plusieurs années d’apreés les observations sur le terrain, mais aucune étude ne
s’était réellement focalisée sur I'impact de ce facteur sur la physiologie de I'adulte ou du
naissain. La question que nous posons donc dans ce chapitre est la suivante : le
déterminisme sexuel de I'huitre est-il génétique et environnemental ?

Pour commencer a répondre a cette question, l'influence de la température sur le
déterminisme sexuel lors de la premiére mise en place de la gonade a été étudié chez du
naissain placé en conditions controlées. Cela consistait a (i) étudier les expressions des
acteurs de la cascade du déterminisme sexuel, Cg-SoxE, Cg-B-caténine, Cg-DMI, Cg-FoxI2 et
Cg-Foxl20s et a déterminer si elles sont influencées par la température ; (ii) évaluer les sexe-
ratios associés ; (iii) préciser en parallele les événements de la premiere différenciation
gonadique et de la premiere gamétogenése chez I'huitre et mettre en évidence l'influence

de la température sur leurs cinétiques.

2. Résultats

Nos résultats ont mis en évidence une influence de la température sur le sexe-ratio
du naissain, avec a 18 et 22°C une orientation en faveur des femelles et a 25 et 28°C une
orientation en faveurs des males. Ceci suggere |'existence chez I'huitre, d'un "profil de
sensibilité a la température" de type FM, comme chez les poissons. Cependant, un profil de
type MFM ne peut étre exclu, sachant que des températures de 8°C induisent un ratio en
faveur des males chez I'adulte. Une explication physiologique possible pourrait étre que les
températures de 8°C et supérieures a 25°C seraient défavorables pour I'huitre et induiraient
plus de males car ils ont un métabolisme moins demandeur en énergie que les femelles.

La différenciation gonadique et la gamétogenese ont également été influencées par
la température chez le naissain. Ainsi, leurs cinétiques sont accélérées avec I'augmentation
de la température, méme si elles ne sont pas toujours corrélées. Ainsi par exemple, chez le
naissain agé de 49 jpf qui a été élevé a 18°C, seuls quelques canaux collecteurs avec
quelques cellules germinales indifférenciées sont visibles alors que ceux élevés a 25°C sont

sexables et présentent des canaux collecteurs et des tubules gonadiques remplis des cellules
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germinales différenciées. L'accélération de ces cinétiques est également illustrée par les pics
d'expression d’Oyvlg, marqueur des cellules germinales, qui sont de plus en plus précoces a
mesure que la température augmente. Une température de 28°C semble toutefois retarder
la gamétogenése de I'huitre sans toutefois la bloquer. Cette absence d’arrét de la
gamétogenese a une température élevée, qui est généralement délétére pour la plupart des
espéces, peut s’expliquer par la grande capacité d’adaptation de C. gigas a des écarts de
température importants.

Enfin, les expressions des facteurs impliqués dans la différenciation gonadique chez
le naissain ont été mesurées a diverses températures. Tout d’abord, quelle que soit la
température, les expressions de Cg-FoxI2 et de son ARN anti-sens naturel Cg-Foxl20s sont
plus précoces que celles des autres facteurs Cg-DMI, Cg-SoxE et la Cg-B-caténine, suggérant
une intervention des premiers en amont dans la cascade de la différenciation gonadique.
Ensuite, les pics d'expressions de tous ces facteurs sont observés entre 40 et 44 jpf a 18°C,
suggérant ainsi que le déterminisme sexuel a lieu dans cette fenétre de temps chez le
naissain a cette température. Cette période du développement est en accord avec ce qui
avait été précédemment mentionné méme si elle est plus courte, probablement en raison
des conditions optimales de nourriture définies grace au modele DEB. Enfin, la cascade du
déterminisme sexuel chez le naissain présente, comme chez l'adulte, une balance
d’expression entre les acteurs males et femelles qui est modulée par la température. Ainsi,
aux températures de 18°C et 22°C qui favorisent les femelles, I'expression de Cg-FoxI|2 est
supérieure a celle de Cg-Foxl20s et celle de la Cg-B-caténine est plus élevée que celles des
facteurs males Cg-DMI et Cg-SoxE. Ces résultats suggerent un réle de Cg-FoxlI2 et Cg-B-
caténine dans la différenciation ovarienne comme décrit chez I'adulte. A 28°C, lorsque le
sexe ratio est en faveur des males, |'expression de Cg-Foxl20s est supérieure a celle de Cg-
FoxI2 et celles de Cg-DMI et Cg-SoxE sont supérieures a celle de la Cg-B-caténine. Comme
suggéré chez l'adulte, I'expression de Cg-Fox|2 pourrait alors étre régulée par Cg-Foxl20s
pour induire une différenciation male avec également une implication de Cg-DMI et Cg-SoxE.
La température intermédiaire de 25°C pourrait étre proche de la température de transition
du sexe-ratio. En effet, a cette température, le sexe-ratio est seulement légérement en
faveur des males et les expressions de Cg-SoxE, Cg-DMI, et de la Cg-B-caténine, d’une part,

et de Cg-FoxI2 et de Cg-Foxl2o0s, d’autre part, sont assez peu différentes.

156



Chapitre 4 : effet de la température lors de la mise en place gonadique chez le naissain

Les résultats de ce chapitre permettent donc d’affiner la cascade moléculaire et la
fenétre temporelle du déterminisme sexuel au cours du développement chez C. gigas. lls
confirment aussi I'hypothése de I'existence, chez I’huitre, d'un déterminisme sexuel combiné
associant un déterminisme génétique et une influence environnementale, comme chez de

nombreux poissons et amphibiens.

Il. Publication

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication qui est insérée ci-aprés : Santerre,
Sourdaine, Marc, Minguant, Robert et Martinez (2012). The oyster sex determination is
influenced by temperature - First clues in spat during first gonadic differentiation and
gametogenesis. Soumise a Comparative Biochemistry and Physiology, Part A.

Ils ont également fait I'objet d’'une présentation orale au congrés Physiomar en
septembre 2012 a Saint-Jacques de Compostelle (Espagne) : Santerre, Sourdaine, Marc,
Minguant, Robert et Martinez (2012). Effects of temperature on sex determination in spat of

the oyster Crassostrea gigas.
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Abstract

In order to precise the sex-determining system of Crassostrea gigas, still poorly known,
especially regarding the potential influence of temperature, mRNA expressions of actors of
the molecular cascade (Cg-DMI, Cg-SoxE, Cg-B-catenin, Cg-FoxI2/Cg-Foxl20s) and of Oyvlg, a
germ cell marker, were investigated by real-time PCR in spat reared at different
temperatures (18, 22, 25 and 28°C). In parallel, gonadic differentiation, gametogenesis and
sex-ratios were assessed by histology at each temperature. Whatever the temperature, Cg-
DMI, Cg-SoxE, Cg-B-catenin and Oyvlg expressions peaked at the same developmental stage,
always after Cg-Foxl|2/Cg-Foxl20s, in spat around 40-44 dpf at 18°C. Temperatures increased
kinetics of first gonadic differentiation and gametogenesis. At 25°C, a switch (i) in sex-ratio
towards males and (ii) in the balance of expression between male and female genes, in favor
of the male ones was induced; a slightly disturbed gametogenesis was also observed. These
results allow to precise, during the development of C. gigas, the sex-determining time-
window and molecular cascade, with notably the involvement of Cg-FoxI2/Cg-FoxI20s in the
very first steps. They also suggest an influence of temperature on oyster's sex
determination, which, associated to a genetic control would induce a mixed sex

determination system (GSD + TSD).
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1. Introduction

At the present time, the question of diversity of sex determination mechanisms is still
puzzling for many researchers. Indeed, among vertebrates, mammals and birds have a
genetic sex determination (GSD), some reptilians and fish have an environmental sex
determination (ESD) and others including many fish and amphibians, have a mixture of GSD
and ESD (Valenzuela et al., 2003; Wedekind and Stelkens, 2010). The main factors involved in
ESD mechanisms are food availability, population density and temperature (we talk then of
TSD, ‘Temperature-dependant Sex Determination’) (Pradeep et al.,, 2012). TSD is widely
spread among animal taxa, from invertebrates as rotifers, nematods, crustaceans, mollusks
and insects to vertebrate species as reptilians and fish (Korpelainen, 1990). In species with
TSD, temperature affects sex determination (during the development in gonochoric species
and at each sex reversion in hermaphrodites) only during a critical time-window called
thermo-sensitive period (TSP) (Manolakou et al., 2006). Such species could be indicators of
the global warming; indeed, by significantly affecting ecosystems, this latter could drive
biased offspring sex-ratio and potentially lead, in the long term, to a local extinction (Janzen,

1994).

In the pacific oyster Crassostrea gigas, an irregular successive protandric hermaphrodite, sex
determination, still poorly known, would be controlled by a major gene and influenced by
environment (Hedrick and Hedgecock, 2010; Guo et al.,, 2012). Downstream secondary
actors of the molecular cascade of sex determination / gonadic differentiation have been
characterized in adults and during the development (male orthologs Cg-DMI and Cg-SoxE -
female orthologs Cg-FoxI2 and Cg-B-catenin — a natural antisense transcript Cg-Foxl20s)
(Naimi et al., 2009a; b; Santerre et al., 2012b, 2012). This cascade shows a balance of gene
expressions between male and female orthologs according to the future sex of animals. The
gene expression profiles suggest a sex-determination time-window in adults at the transition
between the end of a cycle and the beginning of the next one and in 45-60dpf-spat raised at
18°C and fed ad libitum. In adult oysters, an influence of temperature on sex determination
has been suspected for many years. Indeed, as early as 1936, Coe mentioned in C. virginica a
female-biased sex-ratio at high temperatures (Coe, 1936). In C. gigas, a one-year

conditioning at low temperatures (8°C) induced a male-biased sex-ratio (Fabioux et al.,
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2005). However, in contrast, nothing is known on the effect of temperature on sex
determination in oyster’s developmental stages, although they may be more sensitive to
environmental changes than adults. Besides, very few is also known about the first oyster’s
gonadic differentiation and gametogenesis. In spat some quite old studies (Galtsoff, 1964;
Tardy, 1970; Lubet et al., 1976) mention that gonads originate from one or two groups of
primordial germ cells (PGCs) located on the ventral side of the pericardium in the vicinity of
the visceral ganglion and which differentiate into germinal stem cells (GSCs) before the first
reproductive cycle. According to Naimi et al. (2009b), undifferentiated germ cells would

already be present in the gonadal tubules in 90-120dpf-spat raised at 18°C.

In this context, the objective of our work was to highlight the effect of four different
temperatures (18, 22, 25 and 28°C) on spat sex determination through the study of their sex-
ratio and of expressions of potential sex-determining genes (Cg-DMI, Cg-Fox|2/Cg-Foxl20s,
Cg-SoxE and Cg-B-catenin) and Oyvlg, a germ cell marker. The kinetics of first gonadic

differentiation and gametogenesis were also assessed in parallel.

162



Chapitre 4: effet de la température lors de la mise en place gonadique chez le naissain

2. Material and methods

2.1. Experimental animals and conditioning

Animals descended from one fertilisation in order to ensure their identical genetic origin.
Fertilisation, larval rearing, settlement and metamorphosis were performed at the IFREMER
hatchery in Argenton (Brittany, France) in spring 2011, following the experimental design
previously described by Rico-Villa et al. (2006). Then, 28dpf-old-spat (shell length between
0.5 and 0.7 mm) were transferred to vertical 500 ml cylindrico-conical tubes in a flow-
through system (Rico-Villa et al., 2008) and maintained at 4 different temperatures, 18, 22,
25 and 28°C. Food was delivered in order to maintain in each tube an optimal and constant
biomass (1500 um>.ul™?) of a 50/50 mix of Isochrysis affinis galbana (T) / Chaetoceros
calcitrans forma pumilum (Cg). Sampling was done on a periodic basis, based on
temperature and on kinetics of development: every day at 28°C during 11 days; each 2, 3
and 4 days respectively at 25, 22 and 18°C during respectively 18, 24 and 28 days. Samples
were prepared for RNAs extractions and histology. In order to determine spat sex-ratios by
histology, a last sampling was performed after 21 days of conditioning for animals
maintained at 25 and 28°C and after a 28-day- and a 58-day-conditioning respectively at
22°C and 18°C. Spat, were then, at this time, respectively 49, 56 and 86 dpf old.

2.2. Total RNAs extractions
Total RNAs were extracted from 10 pools of 10 spat, before the conditioning and at each
sampling time, for each temperature, using Tri-Reagent (Sigma, Saint Quentin Fallavier,

France) according to the manufacturer's instructions.

2.3.  Real time RT-PCR
After DNAse | RQ1 (Promega, Charbonniéres, France) treatment, 500 ng of total RNA samples
(pool of 10 individuals) were reverse-transcribed using 200 U of M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega) during 90 min at 37°C and with oligod(T)ss primer (Promega) or
FoxAS2 (5' CCGCCGGATAGTCGTTAAG 3') and FoxS4 (5' AGTATTCGCCACAATTTGAGCTTAAAT 3')
for reverse transcriptions of Cg-FoxI2 and Cg-Foxl2os respectively. PCR experiments were

cycled 45 x (15 sec/95°C, 45 sec/60°C) after 15 min/95°C, in a final volume of 15 pl, using the
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CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (BioRad, Marnes-La-Coquette, France) with 5
ng template DNA, 7.5 ul of GoTag® gPCR Master Mix (Promega) and 300 nM of specific
forward and reverse primers. Reactions with RNAs not reverse-transcribed were used as
negative controls. Accurate amplifications of target amplicons were assessed by constructing
melting curves and PCR amplification efficiency (E = 10°/5°P®)) for each primer pair was
determined by linear regression analysis of a dilution series on several samples. DNA
amplifications were performed using specific pairs of primers listed in Table 1. The relative
MRNA levels were normalized to EFla transcripts using the following formula, N=10 x o (CHEFla

Ctca-gene) siatistical analyses were performed using 2-tailed Mann-Whitney U-test.

2.4. Histology
Spat were fixed in Davidson's fixative for 24h, after having drilled a hole in their shelves to
improve the soaking of soft tissues. Then animals were unshelled in 70% ethanol under a
binocular microscope, dehydrated and embedded in paraffin. Five-um-thick serial sections
were performed and stained with a Prenant-Gabe trichrome according to a classical protocol
(Gabe, 1968). Slides were examined and pictures were taken with an Eclipse 80i microscope
coupled to a DXM1200-C camera (Nikon, Champigny sur Marne, France). For each
temperature, (i) sex-ratio was assessed on 4 slides of 24-53 individuals and (ii) kinetics of first
gonadic differentiation and gametogenesis after observation of 4 slides of 5 representative
animals. Criteria used to assess progress of gonadic differentiation and gametogenesis are
summarized in Table 2. They include number of collecting ducts and gonadal tubules,

number of germ cells and their relative proportions.
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3. Results

3.1. Effect of temperature on sex-ratio
For each temperature, sex-ratio was assessed on spat which could be sexed (Fig. 1).
Undetermined individuals were also observed although they were not taken into account for
analysis. This determination was based on histological observations of gonadic area. In adult,
this latter is a diffuse organ made of numerous tubules (including collecting ducts), site of
gametogenesis, and embedded in a connective storage tissue. Histological pictures of Figure
1 aim to illustrate some random gametogenesis but not a degree of maturation as animals do
not have the same age. At 18°C, sex-ratio is biased towards females (1.4:1). The gonadic area
is only made of extended collecting ducts mainly filled with spermatogonia and
spermatocytes in males (data not shown) and some oogonia in females (Fig. 1 A). At 22°C,
sex-ratio is still biased towards females although it is less obvious (1.2:1). Males for instance
(Fig. 1B), exhibit many spermatogonia and spermatocytes. Between 22 and 25°C, a switch in
sex-ratio seems to occur and at 25°C, it is then slightly in favor of males (1.1:1). These latter
exhibit then spermatogonia, spermatocytes, few spermatids and even spermatozoa in some
individuals while female tubules are filled with oogonia and pre-vitellogenic oocytes (results
not shown). At this temperature, some simultaneous hermaphrodites (2.7%) are also
present. At 28°C, a strong male-biased sex-ratio is observed (2:1). Numerous vitellogenic
oocytes and spermatozoa are then observed respectively in females (Fig. 2D) and in males
(results not shown). Some mature males with only spermatozoa can also be observed
(results not shown). At this temperature, simultaneous hermaphrodites are more frequent
compared to 25°C and they always exhibit female germ cells more peripheral in the gonadal

tubules than male germ cells (Fig 1C).

3.2.  Effect of temperature on kinetics of first gonadic differentiation and
gametogenesis
Table 3 illustrates, at each of the four temperatures tested, kinetics of first gonadic
differentiation and gametogenesis in spat of the same age, arbitrarily 49 dpf. The average
length of unshelled animals varies according to temperature, from 3.69 mm at 18°C to 9.26

mm at 28°C. Criteria used to assess kinetics of gonadic differentiation are number of
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collecting ducts and of gonadal tubules and for gametogenesis, number and proportions of

type of germ cells observed.

At 18 and 22°C, animals only exhibit few collecting ducts with few round germ cells which
may be either primordial or undifferentiated germ cells. The number of collecting ducts
exhibits a 3-5-fold increase as the temperature drops to 22°C. From 25 to 28°C, almost all the
animals can be sexed; they exhibit gonadal tubules, more abundant as the temperature
increases; collecting ducts are also more frequent compared to lower temperatures. They
both are filled with differentiated germ cells, at 25°C, in majority oogonia in females (results
not shown) and spermatogonia and spermatocytes in males. Some of the latter exhibit also
sometimes spermatids (results not shown). At 28°C, all types of germ cells are observed, and
tubules and ducts are filled with a majority of vitellogenic oocytes in females (results not
shown) and spermatids in males. From 25°C, some animals exhibit a disturbed although

complete gametogenesis, with very few differentiated germ cells (results not shown).

3.3.  Effects of temperature on expression of candidate genes of sex determination
Expression profiles in spat at the four different temperatures have been assessed by real-
time PCR for the five sex-determination candidate genes (male ortholog Cg-DMI and Cg-SoxE
- female ortholog Cg-Fox|2 and Cg-B-catenin - the natural antisense transcript Cg-FoxI2o0s)

and for Oyvlg, the germ cell marker.

At 18°C (Figs. 2A-C), Oyvlg, Cg-SoxE, Cg-DMI and Cg-B-catenin present peaks of expressions
in 44 dpf-spat, 16 days after the beginning of the conditioning (Fig. 2A). The gonad is then
not visible as illustrated by histological picture (Fig. 2B). The area where gonad is expected
only shows kidney and digestive gland. Although high individual variability is observed and
differences are therefore not statistically significant, Cg-B-catenin is more expressed than
male ortholog Cg-DMI and Cg-SoxE. Cg-B-catenin exhibits also a peak of expression in 32 dpf-
spat. Cg-FoxI2 and Cg-Foxl20s expressions (Fig. 2C) peak earlier than other genes, in 40 dpf-

spat and the first exhibits significantly higher level compared to the second.
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At 22°C (Fig. 3A-C), Oyvlg, Cg-SoxE, Cg-DMI and Cg-B-catenin expressions peak earlier
compared to 18°C, in spat aged of 37 dpf, 9 days after the beginning of the conditioning (Fig.
3A). Again, the gonad is not visible at this developmental stage (Fig. 3B). Cg-B-catenin
expression is then significantly higher compared to male ortholog expression levels. Again,
Cg-FoxI2 and Cg-Foxl20s present peaks of expressions before other genes, in 31-34-dpf-spat
(Fig. 3C). Although, Cg-FoxI2 expression is still superior to those of its NAT, in contrast with
18°C, the difference of levels is not significant anymore (Fig. 3C). Some small peaks of
expressions are also observed, especially for Cg-SoxE and Cg-B-catenin but also for Cg-FoxI2

and Cg-Foxl2os (Figs. 3A and C).

At 25°C (Figs. 4A-C), main peaks of expressions of Oyvlg, Cg-SoxE, Cg-DMI and Cg-B-catenin
appear earlier compared to lower temperatures, in 34-dpf spats (Fig. 4A), so 6 days after the
beginning of the conditioning, when gonad is absent (Fig. 4B). In contrast with lower
temperatures, although expression levels are not significantly different, there is now a
general trend with male gene (Cg-DMI and Cg-Sox E) expressions higher compared to the
female one (Cg-B-catenin). Cg-FoxI2 and Cg-Foxl20s expressions increase earlier, in spat aged
of 32dpf, without being significantly different (Fig. 4C). Some small peaks of expressions are
also observed for Cg-DMI, Cg-SoxE, Oyvlg, Cg-FoxI2 and Cg-Foxl2os (Figs. 4A and C). Note
that gene expressions are slightly disturbed at the beginning of the conditioning when

animals are transferred to different temperatures (Figs. 4A and C).

At 28°C (Figs. 5A-C), gene expressions are not only disturbed at the beginning of the
conditioning but also later on. Indeed, Cg-DMI and Cg-SoxE expressions peak later compared
to lower temperatures, in 36 dpf-spat, again, at the developmental stage devoid of gonad
(Fig. 5B). Cg-B-catenin and Oyvlg exhibit no peak of expression (Fig. 5A), at this stage as
during the entire conditioning. Nevertheless, the trend observed at 25°C, with a male-
dominant-gene expression is confirmed at 28°C with Cg-DMI and Cg-SoxE significantly more
expressed than Cg-B-catenin. Some small peaks of expressions are also observed, especially
for Cg-DMI (Fig. 5A). Cg-FoxI2 and Cg-Foxl2os expression peaks occur in 34-35-dpf spat.
Although this is not significant, Cg-Foxl2os is now and for the first time, superior to Cg-FoxI2

expression (Fig. 5C).
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4. Discussion

In the present study we report the effect of four different temperatures (18, 22, 25 and
28°C) on sex determination, first gonadic differentiation and gametogenesis in C. gigas spat.
For this purpose, spat were raised in controlled conditions of light, oxygen and food
availability (a constant biomass of food was maintained in the tank over the time of the

experiment) in order to discriminate only the influence of temperature.

4.1. Temperature influences spat sex-ratio
In oyster spat, temperatures from 18 to 28°C induced a switch in sex-ratio. This is the first
time that influence of temperature on sex-ratio has been documented in spat. In adults,
biased sex-ratios have been observed in the field under different environmental conditions
(food, temperatures) and a one-year conditioning at 8°C has been mentioned to induce a
male-biased sex-ratio (1:1.6) (Fabioux et al., 2005). Thus, our results strongly reinforce the
hypothesis of the existence of a TSD in the pacific oyster. Because a genetic control has also
been previously mentioned (Guo et al., 1998; Hedrick and Hedgecock, 2010), C. gigas may
then exhibit a mixed sex-determination (GSD+TSD) as many fish and amphibians (Valenzuela
et al., 2003; Wedekind and Stelkens, 2010). Our results also allow hypothesizing about the
pattern of temperature-sensitivity of the japanese oyster, even if these patterns are highly
variable among species with TSD. Indeed, high temperatures of incubation during the
development lead to male embryos (pattern la: FM) for most turtle species such as
Trachemys scripta, Lepidochelis olivacea or Chrysemys picta (Shoemaker and Crews, 2009)
and for all fish with TSD (Ospina-Alvarez and Piferrer, 2008). In contrast, they lead to females
(pattern Ib: MF) for most lizards (Hulin et al., 2009). Some other species among crocodiles,
turtles as Chelydra serpentina, lizards and squamates as the gecko Eublepharis macularius
exhibit another mode of TSD, with extreme cool and warm temperatures producing females,
while intermediate temperatures induce males (Pattern Il: FMF) (Shoemaker and Crews,
2009). Recently another pattern has been proposed in the lizard Calotes versicolor, with
100% males produced at low (25.5°C) as well as very high (34°C) incubation temperatures
and 100% females produced at very low (23.5°C) and high (31.5°C) temperatures (Pattern lll:
FMFM) (Inamdar-Doddamani et Seshagiri, 2012). In C. gigas spat (our study), a female-

168



Chapitre 4: effet de la température lors de la mise en place gonadique chez le naissain

biased sex-ratio is observed at 18 and 22°C and a male-biased sex-ratio at 25 and 28°C. This
may suggest a pattern Ib (FM) as mentioned for instance in fish. Nevertheless, the
hypothesis of a MFM pattern cannot be excluded considering that adult sex-ratios are in
favor of males at 8°C (Fabioux et al., 2005). Very little is known about the physiological
mechanisms underlying such diverse patterns. In oyster, sex-ratios are in favor of females
when food conditions are favorable (Lango-Reynoso et al., 1999; Chavez-Villalba et al.,
2011). This may help to store carbonates and lipids, particularly necessary for the formation
of female germ cell lineage (Soletchnik et al., 1997). Males would then be preferentially
found in unfavorable conditions, suggesting therefore that their metabolism may require
less energy than females. In oyster, temperatures of 8°C (Fabioux et al., 2005) and 25°C and
28°C (our study) may induce more males as they are not optimal conditions. This could be
illustrated here by disturbed sex-determining gene expressions and gonadic differentiation
for some individuals and also by an increased number of simultaneous hermaphrodites, as
already observed by Lango-Reynoso et al. (2006) when temperature increase in spring. At
last, it may be surprising to obtain mainly female spat at 18°C as oysters are usually
considered as protandric animals. This point highlights the complexity of environmental
influence on oyster sex determination and may suggest, in the present work, an additional

influence of optimal conditions of food availability.

4.2. Temperature influences first gonadic differentiation and gametogenesis
In spat, increased temperatures accelerated kinetics of first gonadic differentiation and
gametogenesis. This was illustrated by (i) the increased number of gonadal tubules and
collecting ducts with increased temperatures, (ii) for instance the presence of most of the
germ cell line at 25°C while only undifferentiated germ cells were observed at 18°C and (iii)
the earlier peaks of expressions of Oyvlg as the temperature increased. In adult C. gigas also,
high temperatures enhance gametogenesis kinetics (Fabioux et al., 2005). In the same way,
high temperatures induce an increase of gonadal index in the horse-bearded mussel
Modiolus barbatus (Mladineo et al., 2007) and accelerate spermatogenesis in the toad Bufo
melanosticus (Parua Mondal et al., 2011). In contrast, in the mussel Mytilus edulis and the

pearl oyster Pinctada imbricate, increased temperatures slow down gametogenesis as
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energy is rather allocated to metabolism than to reproduction (Fearman and

Moltschaniwskyj, 2010; Urban, 2000).

In our study, temperatures of 25 and 28°C also slightly disturbed gonadic differentiation and
gametogenesis (28°C also delayed it). Indeed, at these temperatures, (i) some animals
exhibited very few differentiated germ cells and (ii) a disturbed Oyvlg expression was
observed at the beginning of the conditioning (also later on at 28°C). A negative influence of
temperature on reproduction has already been mentioned in well studied ectothermic
vertebrates and in particular in fish (Pankhurst and King, 2010). In salmonids (Pankhurst and
King, 2010), high temperatures (i) have deleterious effects on reproductive development of
female broodstocks of rainbow trout Oncorhynchus mykiss and Arctic charr Salvelinus
alpinus and (ii) inhibit spermiation in S. salar and O. mykiss. High temperatures also prevent
gonadal maturation of the pikeperch Sander lucioperca (Hermelink et al., 2011). According to
species and sex, the sensitivity threshold is different; gametogenesis is affected by a 4°C-
increase in the blue gourami Trichogaster trichopterus and males Cottus gobio while it is
impaired by a 8°C-increase of temperature in females C. gobio (Dorts et al.,, 2012).
Nevertheless, in C. gigas, in contrast with all these species, although gonadic differentiation
is slightly disturbed and delayed at 25 and/or 28°C, the delay is later overtaken and
gametogenesis goes till the end, illustrating the great ability of oyster to cope with changing

environments.

Our study is the first to deal with kinetics of first gonadic differentiation and gametogenesis
in C. gigas and with the effect of temperature on these processes in spat. Such information is
necessary and helpful for at least two reasons. First, almost nothing is known about the first
oyster’s gonadic differentiation and gametogenesis in spat, apart from some information
about (i) the migration of PGCs mentioned by some quite old studies (Galtsoff, 1964; Tardy,
1970; Lubet et al., 1976) and about (ii) the presence of undifferentiated germ cells observed
in gonadal tubules in 90-120 dpf-spat raised at 18°C by Naimi et al. (2009b). Secondly, it is
commonly accepted that kinetics of development, gonadic differentiation and
gametogenesis are all correlated in oyster. Yet, this is far from being so clear. Indeed in the

present study, as expected, increased temperatures accelerated spat development as
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illustrated by increased size of animals at 28°C compared to 18°C for instance. But biggest
animals were not always the one exhibiting the most differentiated gonad or advanced

gametogenesis (personal observations).

4.3. Temperature influences expression of oyster sex determination candidate

genes
The expression profiles of five candidate genes involved in the oyster adult sex-determining
pathway (Cg-FoxI2, Cg-Foxl20s, Cg-DMI, Cg-SoxE and Cg-B-catenin) and of Oyvlg, the germ
cell marker, have been studied by real-time PCR at each temperature of conditioning. In
order to measure the effect of different temperatures and not of different developmental
stages on these gene expressions, at each temperature, the developmental stage exhibiting a
peak of expression of Oyvlg and devoid of gonad was considered as a reference, a key time of

gonadic differentiation.

Cg-FoxI2 and Cg-Foxl20s levels were increased respectively in spat of 40, 37, 32 and 34 dpf at
18, 22, 25 and 28°C while Cg-SoxE, Cg-DMI, Cg-B-catenin and Oyvlg peaks of expressions
occurred respectively in spat aged of 44, 37, 34 and 36 dpf. These gene expression profiles
suggest a time-window of sex determination in spat around 40-44 dpf at 18°C. This is in
agreement with previous studies which suggest that sex determination may occur around
45-60 dpf (Naimi et al., 2009b). Although increased temperatures accelerate (and shorten)
kinetics of sex determination as they accelerate (and shorten) kinetics of first gonadic
differentiation, the time-window of 4 days in the present study is particularly short
compared to the 15 days mentioned at 18°C by Naimi et al. (2009b). This may be explained

by optimal conditions of food availability in the present work.

Peaks of expressions of Cg-Foxl|2, Cg-Foxl|20s, Cg-SoxE, Cg-DMI, and Cg-B-catenin observed in
our study, also suggest that these actors may intervene in sex determination cascade in spat
as in adults of C. gigas (Naimi et al., 2009a; b; Santerre et al., 2012a; b). For each
temperature, Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2os expressions always peaked before other sex-
determining genes in spat. This is in agreement with previous results obtained in adults,

showing peak expressions of both genes in stage Ill, before Cg-SoxE and Cg-DMI peak
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expressions in stage 0 of the following cycle (Santerre et al., 2012b). In adults, although both
Cg-B-catenin and Cg-FoxI2 peaks of expressions occur in stage lll, it can’t be excluded that

they are delayed one to another within the stage.

Our results exhibit, as in adults, a spat sex determination cascade with a balance of
expression between male and female factors, but they also highlight for the first time in
oyster, an influence of temperature. Indeed, at 18 and 22°C, when a female-biased sex-ratio
is observed, Cg-FoxI2 is more expressed than Cg-Foxl2os and Cg-B-catenin expression is
superior to male ortholog levels. As in adult oysters, Cg-B-catenin and Cg-FoxI2 may be
involved in female sex determination during first ovarian differentiation (Santerre et al.,
2012a; b). In contrast, at 28°C, when a male-biased sex-ratio is observed, Cg-Foxl20s
expression is superior to Cg-FoxI2 as Cg-DMI and Cg-SoxE expressions compared to Cg-B-
catenin. As mentioned in adults by Santerre et al. (2012a), Cg-FoxI2 expression could be
down-regulated by Cg-Foxl2os to induce a male gonadic differentiation. Cg-DMI and Cg-SoxE
may also participate to such differentiation, as suggested in adults (Naimi et al., 2009b;
Santerre et al., 2012b). A temperature of 25°C may be close to the temperature of switch
between females and males as (i) sex-ratio was only slightly biased towards males, (ii) Cg-
SoxE and Cg-DMI expressions were non-significantly superior to Cg-B-catenin and (iii) Cg-
Foxl2 and Cg-Foxl2os peak expression levels were almost similar. Such influence of
temperature on sex-determining gene expression profiles has already been mentioned in
other species with TSD, for instance for FoxI2 in T. scripta (Shoemaker-Daly et al., 2010), C.
serpentina (Rhen et al., 2007), the japanese flounder (Yamaguchi et al., 2007) and the tilapia,
(Baroiller et al., 2009) and for Dmrtl and Sox9 in L. olivacea and T. scripta (Torres

Maldonado et al., 2002; Shoemaker et al., 2007).
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5. Conclusions

Our results demonstrate, for the first time, an environmental influence associated to a
genetic control on oyster’s sex determination. They also allow to precise the sex-determining
time-window and molecular cascade of C. gigas during its development. At last, they deal,
for the first time with kinetics of first gonadic differentiation and gametogenesis and the

effect of temperature on these processes in spat.
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Figure 1: Histograms of sex ratio of spat of the oyster Crassostrea gigas conditioned at four
different temperatures (18, 22, 25 and 28°C). Number of animals with a differentiated sex
(n) used at each temperature is indicated below each histogram. At 18 and 22°C, sex-ratio is
biased towards females while it is male-biased at 25 and 28°C. Simultaneous hermaphrodites
are also observed from 25°C. (A, B and C) Histological pictures illustrating random spat
gametogenesis inside collecting ducts. (A) Female at 18°C with few pre-vitellogenic oocytes
surrounded by somatic cells. (B) Male at 22°C with spermatogonia and spermatocytes. (C)
Simultaneous hermaphrodite raised at 28°C exhibiting, in the same tubule female germ cells
(at the periphery) and male ones (in the center). (D) Female at 28°C with vitellogenic
oocytes. Dpf: days post-fertilisation; Oog: oogonia; pvO: pre-vitellogenic oocyte; spc:

spermatocyte; vO: vitellogenic oocyte. Herma: hermaphrodites; Q: females; J': males.
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Figure 2: Cg-SoxE, Cg-DMI, Cg-B-catenin and Oyvig (A) and Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2os (C)
mRNA temporal expressions relative to EFla measured by real-time RT-PCR in spat
conditioned at 18°C. Total RNAs were isolated from 10 pools of 10 animals. QR: Relative
Quantity, arbitrary units. Stars indicate significant differences of expression between two
genes. Values are mean + SEM. A main peak of expressions is observed for Oyvlg, Cg-B-
catenin, Cg-SoxE and Cg-DMI in 44dpf-spat, after Cg-FoxI2 and Cg-Foxl20s expressions which
increase at 40 dpf. Cg-B-catenin is non-significantly more expressed than male orthologs and
Cg-FoxI2 is significantly more expressed than Cg-Foxl2os, its natural antisense transcript. (B)
Histological section of the area where gonad is expected but which only shows kidney (K) and

digestive gland (DG) in spat exhibiting a peak of Oyvlg.
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Figure 3: Cg-SoxE, Cg-DMI, Cg-B-catenin and Oyvig (A) and Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2os (C)

mRNA temporal expressions relative to EFla measured by real-time RT-PCR in spat

conditioned at 22°C. Total RNAs were isolated from 10 pools of 10 animals. QR: Relative

Quantity, arbitrary units. Stars indicate significant differences of expression between two

genes. Values are mean + SEM. A main peak of expressions is observed for Oyvlg, Cg-B-

catenin, Cg-SoxE and Cg-DMI in 37dpf-spat, after Cg-FoxI2 and Cg-Foxl20s expressions which

increase at 31-34 dpf. Cg-B-catenin is significantly more expressed than male orthologs and

Cg-FoxI2 is non-significantly more expressed than Cg-Foxl20s, its natural antisense transcript.

(B) Histological section of the area where gonad is expected but which only shows kidney (K),

hemolymphatic vessel (V) and digestive gland (DG) in spat exhibiting a peak of Oyvlg.
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Figure 4: Cg-SoxE, Cg-DMI, Cg-B-catenin and Oyvig (A) and Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2os (C)
mRNA temporal expressions relative to EFla measured by real-time RT-PCR in spat
conditioned at 25°C. Total RNAs were isolated from 10 pools of 10 animals. QR: Relative
Quantity, arbitrary units. Stars indicate significant differences of expression between two
genes. Values are mean + SEM. A main peak of expressions is observed for Oyvlg, Cg-B-
catenin, Cg-SoxE and Cg-DMI in 34dpf-spat, after Cg-FoxI2 and Cg-Foxl20s expressions which
increase at 32 dpf. Cg-SoxE and Cg-DMI are non-significantly more expressed than female
ortholog Cg-B-catenin and Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2os are not significantly different. Gene
expressions are slightly disturbed at the beginning of the conditioning when animals are
transferred to different temperatures. (B) Histological section of the area where gonad is
expected but which only shows digestive gland (DG), hemolymphatic vessel (V) and intestine

(1) in spat exhibiting a peak of Oyvlg.
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Figure 5: Cg-SoxE, Cg-DMI, Cg-B-catenin and Oyvig (A) and Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2os (C)
mRNA temporal expressions relative to EFla measured by real-time RT-PCR in spat
conditioned at 28°C. Total RNAs were isolated from 10 pools of 10 animals. QR: Relative
Quantity, arbitrary units. Stars indicate significant differences of expression between two
genes. Values are mean + SEM. A main peak of expressions is observed for Cg-SoxE and Cg-
DMI in 36dpf-spat, after Cg-Foxl2 and Cg-Foxl2o0s expressions which increase at 34-35 dpf.
Cg-SoxE and Cg-DMI are significantly more expressed than female ortholog Cg-B-catenin and
Cg-Foxl2os is non-significantly more expressed than Cg-Foxl2. Gene expressions are
disturbed at the beginning of the conditioning when animals are transferred to different
temperatures and also later for Oyvlg and Cg-B-catenin. (B) Histological section of the area
where gonad is expected but which only shows digestive gland (DG), kidney (K),

hemolymphatic vessel (V) and intestine (I) in spat at the ‘reference stage’.
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Table 1: Primers used for real-time RT-PCR.

AS: antisense primer; S: sense primer.

i N
VS-S9 TCCCCGAGGAGATTCAGA
- VS-AS9 ACGTCAGTGCAAGCACCA
SoxEqPCRS1 GCCATTCAAGGAGAAAACGA
- SoxEqPCRAS1 TGTAAGAGCTGGTCCAGGATG
DMS CCATGGAGTGGTGTCCGC
- DMASB GTTGCCTTTCTGCTATCAGGG
FoxS7 AATATCAGGGATGGGCACAA
- FoxAS3 TCCTTGGGTGCAGGAACTA
BCatgPCRS1 CCATGATGGTTCACCAGTTG
- BCatgPCRAS1 ACAGCGAGTGGTCTCCAAGT
qfElongl ACCACCCTGGTGAGATCAAG
- grElongl ACGACGATCGCATTTCTCTT
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Table 2: Criteria used to assess progress of gonadic differentiation and gametogenesis.

Criteria used to assess kinetics of gonadic differentiation are number of collecting ducts and
of gonadal tubules and for gametogenesis, number and proportions of type of germ cells
observed. <: inferior; >: superior; %: percentage; Absence: (-); Presence and abundance: (+) <

(+4) < (++4).

x<1 -
Number of gonadal 1to2 +
tubules 2to5 ++
x>5 +++
x<1 -
Number of collecting 1to2 +
ducts 2to5 ++
x>5 +++
<5 =
Number of germ
. . 5to 10 +
cells in collecting
10 to 20 i
ducts
x> 20 +++
. 1to5% +
Proportion of each
5to 20% ++
type of germ cells
x> 20% +++
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Table 3: Kinetics of first gonadic differentiation and gametogenesis in spat of the same
age, arbitrarily 49 dpf, at four different temperatures. Criteria used to assess kinetics of (i)
gonadic differentiation are number of collecting ducts and of gonadal tubules and (ii)
gametogenesis are number and proportions of germ cells observed [Absence: (-); presence
and abundance: (+) < (++) < (+++)]. Increased temperatures accelerate gonadic
differentiation and gametogenesis in parallel with the development. Microscope
magnifications: x 10 and x 40. cd: collecting ducts; dpf: days post-fertilisation; gt: gonadic
tubules; Nb: number; Oog: oogonias; pvO: pre-vitellogenic oocytes; PGC: primordial germ
cells; Spc: spermatocytes; Spg: spermatogonias; Spt: spermatids; Sptz: spermatozoids; UGC:

undifferentiated germ cells; vO: vitellogenic oocytes.

TC Nb of Nb of Number / type of
(average gonadal collecting germ cells
length; tubules ducts

age)

"] i |
,t?a‘ Gor LT
X
o

: undifferentiated
(3.69 mm; =
germ cells (PGC or
ts;f:m_ Undifferentiated
(49 dpf) germ cells
: Spg+++
ﬂ:f::nn ggi:ﬂar g{:g e+t
’ oy +
(49.dp) Sptz-
Spg+
28°C A Spc++ Oog +
(9.26 mm; +H +++ | Spt+++  pvO ++
(49 dpf) Sptz ++ VO +++
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Si les voies du déterminisme sexuel sont bien connues chez les vertébrés
gonochoriques, notamment ceux présentant un déterminisme génétique chromosomique
comme les mammiféres, elles restent peu étudiées chez les hermaphrodites et les espéces a
TSD et inconnues chez les lophotrochozoaires. L'huitre creuse apparait donc comme un
modeéle original et d’intérét pour I'étude de ce mécanisme physiologique a plusieurs titres :
(i) c’est un hermaphrodite successif irrégulier ; (ii) elle présente un déterminisme sexuel
génétique (sans hétérochromosomes sexuels) influencé par I'environnement ; (iii) en tant
gue mollusque bivalve, c’est un représentant des lophotrochozoaires qui sont dépourvus
d'organisme modeéle. Les principaux objectifs de cette these étaient donc de préciser, chez C.
gigas, les voies des différenciations gonadiques male et femelle lors des cycles saisonniers
adultes et au cours du développement du naissain ainsi que d'appréhender leur régulation

par I'environnement et par I'épigénétisme.

I. Cascade de la différentiation gonadique / du déterminisme

sexuel male et femelle chez I'huitre adulte

1. Modeéle proposé

Un des premiers objectifs de cette thése était de caractériser de nouveaux facteurs
moléculaires impliqués dans le déterminisme sexuel de I’huitre, hormis Cg-FoxI2 et Cg-DMI,
déja identifiés par NAImI et collaborateurs et impliqués respectivement dans les voies femelle
et male (NAIMI et al. 2009a ; b). Ce travail a été réalisé a I'aide de la banque d’EST d’huitre
GigasDatabase incrémentée au fil des ans et d’une étude transcriptomique en microarrays
qui a mis en évidence les profils d'expressions gonadiques des 31952 contig disponibles
(DHEILLY et al. 2012), au cours du cycle gamétogénétique adulte.

Quatre génes, orthologues de facteurs impliqués dans le déterminisme sexuel ont
ainsi été sélectionnés dans un premier temps : deux orthologues de facteurs males de
mammiféres, Cg-SoxB1 et Cg-SoxE représentant les familles d’appartenance de Sox3 et Sox9,
respectivement, et deux orthologues de facteurs femelles, Cg-Dax-1 et la Cg-B-caténine. Les
guatre facteurs présentaient des profils d'expressions intéressants en puce a ADN lors du
cycle gamétogénétique adulte de I’huitre, a savoir un pic en stade 0 puis une décroissance

pour Cg-SoxE et Cg-SoxB1 et une augmentation uniquement chez les femelles pour Cg-Dax-1
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et Cg-B-caténine. Seuls Cg-SoxE et Cg-B-caténine ont fait |'objet d'une étude plus
approfondie. Cg-SoxE aurait ainsi un role précoce au cours de la différenciation gonadique
male incluant le déterminisme sexuel et la Cg-B-caténine serait impliquée dans la
différenciation ovarienne plus tardive et/ou dans le déterminisme sexuel initié a la fin d’un
cycle adulte pour le cycle suivant.

L'étude d'un ARN anti-sens naturel (NAT) de Cg-Foxl2, dont |'existence avait été
suspectée en hybridation in situ (NamI et al. 2009b), a également été réalisée, notamment
chez I'huitre adulte. Ce NAT, nommé Cg-Foxl20s, jouerait un réle clé dans l'inhibition de
I'expression de ’ARNm de Cg-FoxI2 par la formation de duplex. Chez les futurs males, une
forte expression de Cg-Foxl2os dés la fin du stade lll pourrait ainsi entrainer une inhibition
de Cg-Foxl2 et ainsi favoriser un développement male au cycle gamétogénétique suivant.

L'ensemble de ces données nous a permis de proposer un modele de cascade du
déterminisme sexuel et de la différenciation gonadique chez I'huitre adulte (Figure 43) qui
compléte celui précédemment proposé dans le chapitre I, le premier chez un
lophotrochozoaire. Ainsi, le déterminisme sexuel serait sous le controle d’'un géne majeur
sous forme de trois génotypes, comme suggéré par HEDRICK et HEDGECOCK (2010). Les facteurs
gue nous avons étudiés seraient des genes secondaires de la cascade, méme s’il n’est pas
exclu que I'un d’eux soit le gene majeur. lls sont présents chez les deux sexes et c’est leur
balance d'expression qui influencerait le sexe gonadique de I'animal. lls pourraient étre, eux
aussi, sous forme de trois génotypes, mais la variabilité phénotypique observée chez I'huitre
laisserait plutdt supposer qu’ils seraient soit régulés différemment selon le nombre d’alleles
M et F du géne majeur soit en nombre de copies variables. Dans tous les cas, chez les futurs
males, les expressions de la Cg-B-caténine, Cg-Dax-1 et Cg-FoxI2 seraient stables en stade I,
notamment pour Cg-Foxl2 a cause de son inhibition par Cg-Foxl2os. Ceci induirait
I'augmentation des expressions de Cg-SoxE, Cg-SoxB1 et Cg-DMI en stade 0 du cycle suivant.
Chez les futures femelles, I'augmentation des expressions de Cg-Fox|2, Cg-Dax-1 et de Cg-B-
caténine en stade Ill associée a une faible expression de Cg-Foxl2o0s, induirait de faibles
expressions de Cg-SoxE, Cg-DMI et Cg-SoxB1 en stade 0 du cycle suivant. Ce modeéle suggere
aussi que le déterminisme sexuel de I'huitre serait initié en fin du stade Ill et se poursuivrait

au stade 0 avant la reprise de la gamétogeneése.
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Figure 43 : Modéle de cascade du déterminisme sexuel chez I'adulte.

2. Comment valider ce modele ?

Ce modele de cascade doit étre validé, en précisant par exemple les profils
d'expressions des ARNm de Cg-Dax-1 et Cg-SoxB1, mais surtout en appréhendant la fonction
physiologique de chaque facteur de la cascade. Plusieurs approches peuvent ainsi étre
envisagées, notamment I'étude des expressions protéiques, comme initiée au cours de cette
thése pour Cg-Foxl2 et la Cg-B-caténine. Pour cette derniere, les premiers travaux avec un
anticorps hétérologue sont prometteurs et doivent étre poursuivis. Pour les facteurs ou
I'utilisation d'anticorps hétérologues est rendue difficile a cause d’une faible conservation
des séquences, l'utilisation d'anticorps homologues doit étre privilégiée. Leur synthese a
partir d’une protéine recombinante augmenterait aussi leur spécificité. Pour les facteurs de
transcription comme la Cg-B-caténine, Cg-SoxE, Cg-SoxB1 ou Cg-DMI, des études a 'aide des
techniques de chlP (immunoprécipitation de la chromatine) ou de gel retard pourraient aussi
permettre de mettre en évidence les interactions entre la protéine codée par ces genes et
I’ADN de leurs cibles respectives. Dans ce sens, la publication du génome de I'huitre sera un
outil indispensable qui permettra, notamment, d’effectuer une analyse in silico des
promoteurs des genes cibles/d’intérét. L’étude de la fonction des facteurs de ce modele

pourrait enfin étre abordée en RNA interférence. Cette technique développée chez 'adulte
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(FABloUX et al. 2009) permettrait de mettre en évidence |'effet du facteur inhibé sur la
gamétogeneése et sur les niveaux d’expression des autres facteurs de la cascade.

Ce modele doit également étre validé par des études sur des individus triploides qui
présentent, en comparaison avec des diploides, des taux d’expression de facteurs du
déterminisme sexuel plus variés et spécifiques, a linstar de leurs phénotypes
gamétogénétiques et génotypes. Cela implique, d’une part de confronter les balances
d’expressions de ces acteurs chez les diploides et les triploides, et d’autre part de mieux
appréhender le lien entre les génotypes potentiels, les phénotypes gamétogénétiques
observés et ces taux d’expressions. Ainsi, il existe chez les huitres triploides en stade Ill, deux
phénotypes gamétogénétiques par sexe, I'un présentant une gamétogenése complete (3Na)
avec production de gamétes matures assimilable au phénotype diploide, et I'autre avec une
gamétogenese bloquée (3NB) avec peu de gameétes matures (JouAux et al. 2010). En ce qui
concerne les génotypes associés au géne majeur du déterminisme sexuel, I'"hypothése de
HeDRICK et HEDGECOCK (2010) proposée pour des huitres diploides peut étre transposée aux
triploides, qui présenteraient alors des génotypes FFF, FFM, MMF et MMM (DHEILLY,
communication personnelle). lls pourraient correspondre respectivement aux femelles a et

B et aux males B et a (Figure 44).

FFF FFM MMEF MMM
HEE P -
] Génotypes possibles
T (DHEILLY,
communication personnelle)
Femelles Femelles Males Males Phénotypesobservés
alpha beta beta alpha Uouauxet al, 2010)

Figure 44 : Genotypes possibles associés aux quatre phénotypes gamétogénétiques définis
chez les huitres triploides.

Les taux d’expression des facteurs connus du déterminisme sexuel de |’huitre
mesurés par puces a ADN sur des aires gonadiques d’animaux triploides sont également
corrélés a ces génotypes et phénotypes. Par exemple, I'ARNm de la Cg-B-caténine présente
(Figure 45) : (i) une expression maximale chez les femelles a (StllIFa), (ii) une expression

minimale chez des males a (StllIMa) et (iii) des expressions intermédiaires chez les femelles
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et males B qui présentant une gamétogenése bloquée (StllIFB et StlIIMB). Des profils
d’expression semblables ont été observés pour Cg-Foxl2 et Cg-Dax-1. Ces balances
d'expression sont ainsi en accord avec |'hypothése d'Hebrick et HEDGEcOck (2010) et
pourraient suggérer une régulation différente de I'expression de ces facteurs, en fonction du
nombre d’alleles M et F du gene majeur. Ainsi, des femelles a qui auraient 3 alléles F
présenteraient une expression des genes femelles supérieure a celle observée chez des
femelles B qui n’en présentent que 2. A l'inverse, des males B qui posséderaient 1 allele F du
géne majeur présenteraient une expression des génes femelles plus élevée que les males a
ne possédant que des alleles M. Cela n’exclut pas que ces facteurs du déterminisme sexuel
soient, comme le géne majeur, sous forme de 3 génotypes, ce qui pourrait étre vérifié par
I'analyse du polymorphisme des séquences de leur ADN. Ces résultats sur les balances
d’expressions des facteurs du déterminisme sexuel chez les triploides doivent encore étre

validés en gPCR et éventuellement précisés en hybridation in situ.

1.2~

Log10 Expression normalisée
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Figure 45 : Expression par puces a ADN de Cg-B-caténine pour les 4 phénotypes
gamétogénétiques définis chez les huitres triploides.

StllIFa : stade Il femelle a ; StllIFB : stade Ill femelle B ; stlliMa : stade Ill male a ; stllIMP :
stade Ill male B.

L'étude du lien entre génotypes, phénotypes et expressions doit aussi étre
poursuivie, dans un premier temps, par une localisation des génes du déterminisme sexuel
sur les chromosomes par la technique du FISH (Fluorescent in situ hybridization). Dans un
deuxieme temps, des puces d’hybridations génomiques comparatives pourraient étre
réalisées afin de mesurer le nombre de copies des genes d’intérét (CNV, Copy Number

Variant). Enfin, des cartographies génétiques de régions génomiques d’intérét pour le
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déterminisme sexuel pourraient étre réalisées en collaboration avec des généticiens, afin de
préciser le(s) chromosome(s) lié(s) a ce caractere, le(s) locus(i) intéressant(s), les génes
présents, leurs clusters, leurs alléles. Ces cartographies pourraient faire appel a des
techniques comme les QTL (Quantitative Trait Loci) comme cela a déja été fait pour le
déterminisme sexuel chez un moustique (GRAHAM et al. 2004) ou chez la daurade, poisson
hermaphrodite (LoukoviTis et al. 2011). Quelle que soit I'approche, I'une des principales
difficultés réside dans I'obtention de générations stables et phénotypiquement contrastées
pour le caractére d’intérét (ici la détermination du sexe) chez une espéce qui est

hermaphrodite successive.

Il. Cascade de la différenciation gonadique / du déterminisme

sexuel male et femelle au cours du développement de C. gigas

1. Modéle proposé

Un autre objectif de la thése était de compléter les données encore tres
fragmentaires concernant le déterminisme sexuel lors de la premiére mise en place
gonadique. Ainsi, les expressions des facteurs d’intérét sélectionnés chez I'adulte ont été
étudiées chez le naissain, chez qui le déterminisme sexuel était suspecté avoir lieu a 18°C
(NAIMI et al. 2009b). Dans un premier temps, notre étude des expressions de Cg-FoxI2 et de
Cg-Foxl20s, mesurées en qPCR sur du naissain élevé ad libitum a 18°C, a mis en évidence un
pic d’expression des deux transcrits chez les individus agés d’environ 45-60 dpf, avec un ratio
en faveur de Cg-Foxl2os. Ces données renforcent I'hypothése d'un réle régulateur de Cg-
Foxl2os sur I'expression de Cg-FoxI2, ce qui induirait un développement male chez cette
espece protandre. Dans un deuxiéme temps, les expressions de Cg-Fox|2, Cg-Foxl2os, Cg-B-
caténine, Cg-SoxE et Cg-DMI ont été mesurées en gPCR a quatre températures différentes,
dont 18°C, chez du naissain nourri de facon constante et optimale [1500 um?.pl™ d'un mix
50/50 d'Isochrysis affinis galbana (T) / Chaetoceros calcitrans forma pumilum (Cg)]. Cette
étude a permis de préciser que Cg-Foxl2 et Cg-Foxl2os intervenaient probablement en
amont des autres genes dans la cascade moléculaire chez le naissain et qu’ils seraient
respectivement associés a un développement femelle et male. La Cg-B-caténine serait

impliquée, comme chez I'adulte, dans la différenciation gonadique des femelles et Cg-SoxE
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et Cg-DMI dans celle des males. Un modéle de cascade du déterminisme sexuel et de la
premiere différenciation gonadique peut ainsi étre proposé pour I'huitre a 18°C dans ces
conditions spécifiques de nutrition (Figure 46). Le déterminisme sexuel interviendrait chez le
naissain entre 40 et 44 jpf, au moment du pic d’expression d’Oyvlg mais avant le début de Ia
différenciation gonadique marquée par |'apparition des premiers canaux collecteurs aux
environs de 49 jpf. Chez les futurs males, comme chez I'adulte, I'expression de Cg-Foxl20s
pourrait inhiber celle de Cg-FoxI2 et induire une augmentation des expressions des facteurs
males Cg-DMI et Cg-SoxE. Chez les femelles I'augmentation de I'expression de Cg-FoxI2
pourrait induire une augmentation de celle des autres facteurs de la voie femelle comme la

Cg-B-caténine.
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? Déterminisme 7 Différentiation
«--M--» .
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(marqueur de CGP/CGS sexable

cellules germinales)

Figure 46 : Schéma de cascade du déterminisme sexuel lors de la premiéere différenciation
gonadique chez le naissain élevé a 18°C dans des conditions optimales de nourriture.
CGP : cellules germinales primordiales ; CGS : cellules germinales souches.

2. Comment valider ce modele ?

Comme pour l'adulte, ce modele pourrait étre validé en appréhendant la fonction
physiologique de chaque facteur de la cascade en étudiant, par exemple, leurs expressions
protéiques a I'aide d’anticorps et celle de leurs ARNm en hybridation in toto.

Les travaux initiés a propos de la premiere mise en place gonadique devraient aussi étre
poursuivis afin de préciser, pour des conditions de température et de nourriture données, la

cinétique et les événements cellulaires associés a ce mécanisme. Cela s’avere indispensable
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pour enrichir les données tres fragmentaires actuellement disponibles a ce sujet mais aussi
pour favoriser la compréhension du déterminisme sexuel. En effet, caractériser et
dénombrer les cellules germinales primordiales chez I'huitre serait pertinent si I'on
considere que le futur sexe pourrait étre orienté par le nombre de cellules germinales,
comme c’est le cas chez le médaka (KUROKAWA et al. 2007) et le poisson zébre (WEIDINGER et

al. 2003).

lll. Comment le déterminisme sexuel est-il régulé chez I’huitre?

1. Quels facteurs environnementaux interviennent ?

Bien que les observations sur le terrain laissaient supposer une influence
environnementale sur le déterminisme sexuel de I'huitre adulte, rien n’était connu a ce sujet
chez le naissain. L'un des objectifs de cette thése a donc été de mieux comprendre
I'influence d’un facteur environnemental, la température, sur ces mécanismes
physiologiques lors du développement de I'huitre. Les conditionnements réalisés a des
températures de 18 et 22°C induisaient un sexe-ratio en faveur des femelles alors que des
températures de 25 et 28°C étaient en faveur des males. De plus, les profils d’expressions
des facteurs connus de la cascade du déterminisme sexuel chez I'huitre étaient en accord
avec ces sexe-ratios. Le déterminisme sexuel de I'huitre serait donc non seulement
génétique, mais également température-dépendant. Ce travail a également mis en évidence
la difficulté d’étudier I'influence de facteurs environnementaux sur le déterminisme sexuel
de I'huitre. Ceci est d(, d’une part au fait qu’il est difficile de découpler I'effet de la
température de celui de la disponibilité en nourriture. D’autre part, les animaux présentent
souvent des origines génétiques différentes qui doivent étre prises en compte chez un
animal a déterminisme sexuel génétique. L'idéal serait donc d’étudier le déterminisme
sexuel sur une population génétiquement définie et de faire alors varier divers parametres
environnementaux en parallele.

En ce qui concerne l'effet de la température sur la premiére mise en place
gonadique, les résultats obtenus lors de cette thése ont montré que des températures
élevées accéléraient le développement du naissain, la mise en place de sa gonade et sa
gamétogeneése, sans que les trois ne soient réellement corrélés dans le temps. Par exemple,

les animaux les plus gros ne présentait pas forcément une différenciation gonadique et une
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gamétogeneése plus avancées. Ces résultats ont également mis en évidence des
perturbations et ralentissements de la gamétogenése a partir de 25°C, sans pour autant
empécher gqu’elle aboutisse. Les conditions trés favorables de nourriture pourraient en
partie expliquer ce fait. Une autre explication pourrait étre liée a la grande capacité
d'adaptation de I'huitre a son environnement, illustrée d’ailleurs par son existence dans un
milieu trés variable (estran) et sa répartition trés large, voire méme parfois invasive.

Ces travaux pourraient étre poursuivis chez le naissain et entrepris chez I'adulte, en
testant I'effet d’autres facteurs environnementaux biotiques ou abiotiques sur les sexe-
ratios mais aussi sur les expressions de facteurs du déterminisme sexuel. L’hypothése selon
laguelle des conditions environnementales favorables induiraient des femelles pourrait alors
étre testée, sachant que cela a déja été mentionné pour des huitres adultes a propos de la
nourriture (LANGO ReyNoso 1999). Ainsi, des conditionnements avec des disponibilités
variables en nourriture pourraient par exemple étre entrepris. Des pratiques culturales
différentes pourraient aussi étre testées. En effet, il a été observé sur un méme parc que des
animaux de méme origine génétique élevés sur corde ou en cage présentaient un sexe-ratio
différent, en faveur des femelles sur cordes et des males en cages (ANTONIO, communication
personnelle). Enfin, la taille des animaux pourrait étre susceptible de réguler le
déterminisme sexuel de I'huitre a 'instar, par exemple, de la crépidule, autre hermaphrodite
protandre. En effet chez cette derniéere, un individu male devient femelle lorsqu'il est le plus
grand des individus de la chaine de crépidules. Cependant, la taille au changement de sexe
est également variable selon les conditions de nourriture (MerROT et CoOLLIN 2012b) et de
stress lié a la dessication (CHARNOV 1982).

Enfin, chez I'adulte de C. gigas, avant méme d’étudier l'influence d’un facteur
environnemental sur le déterminisme sexuel, il serait nécessaire de disposer de populations
"monosexes" comme c’est le cas chez les poissons. Cela étant actuellement impossible, une
alternative pourrait étre de considérer une population génétiquement identique, maintenue
dans des conditions environnementales identiques pendant plusieurs cycles
gamétogénétiques, afin de distinguer les trois groupes définis selon la théorie de HEDRIcK et
HepGgecock (2010), les animaux males qui le restent, les femelles qui le restent et ceux qui
changent de sexe. Ces groupes pourraient alors servir pour I'étude des régulations

environnementales du déterminisme sexuel.
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2. Existe-il une influence hormonale ?

Chez la plupart des espéces présentant un TSD, la détermination du sexe impliquerait
I'activation/l'inhibition de I'aromatase afin de permettre/empécher la production
d'oestrogenes féminisants. Ainsi, une augmentation de [’expression gonadique de
I’aromatase est observée lors de la différenciation ovarienne chez les amphibiens (Kuntz et
al. 2003 ; URBATZKA et al. 2007), chez le poulet (SMITH et al. 1997) ou encore chez les poissons
(GUIGUEN et al. 2010). Chez les reptiles, le niveau d’expression de I'aromatase est plus élevée
pendant la période thermosensible lorsque I'incubation des oeufs s’effectue a température
féminisante (LANCE 2009). Chez I'huitre, l'existence d'une activité aromatase-like a été
démontrée (LE CURIEUX-BELFOND et al. 2001), sans qu’aucune enzyme orthologue a Cyp19 ne
soit retrouvée dans son génome (ZHANG et al. 2012). Cependant, un récepteur aux
cestrogénes a été identifié chez C. gigas sans pour autant identifier son ligand naturel
(LAFONT ET MATHIEU 2007 ; MATSUMOTO et al. 2007). Par ailleurs, I'influence d’un oestrogéne
synthétique, le 17a-ethynylestradiol, sur le sexe-ratio de I'huitre australienne Saccostrea
glomerata, renforce la possibilité d’une influence hormonale sur la différenciation
gonadique (ANDREW et al. 2010). En attendant de trouver quel facteur joue ce role chez
I’huitre, I'activité aromatase-like pourrait étre mesurée chez des individus a divers stades du
cycle gamétogénétique adulte afin de voir si elle intervient a la période du déterminisme
sexuel et si elle peut étre corrélée a la différenciation gonadique femelle et aux profils
d’expressions des genes du déterminisme sexuel. Moduler I'activité aromatase chez I'huitre
serait un outil intéressant pour controler le sexe de géniteurs en écloseries. L'analyse de

I’expression du récepteur aux oestrogénes pourrait aussi étre envisagée.

3. Quelles sont les régulations épigénétiques du sexe ?

Au cours de cette thése, une régulation épigénétique a été mise en évidence pour la
premiere fois dans la gonade d’un mollusque et concerne la régulation de I'expression de Cg-
Foxl2 par son ARN anti-sens naturel. Cependant, ce n’est sGrement pas le seul mécanisme
épigénétique susceptible de réguler le déterminisme sexuel et la différenciation gonadique
de I'huitre. Il a ainsi été montré chez les mammiféres que des régulations épigénétiques
impliquant des modifications d'histones et de la structure de la chromatine influengaient

directement la régulation de |'expression de Sox9 lors de la différenciation des chondrocytes
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(FURUMATSU et AsSAHARA 2010). Chez le bar, NAVARRO-MARTIN et collaborateurs (2011) ont
montré que Foxl2 ne pouvait pas activer le promoteur gonadique du géne de I'aromatase
(Cyp19a) lorsque ce dernier est méthylé, ceci étant modulé par la température (NAVARRO-
MARTIN et al. 2011). Ces mécanismes épigénétiques pourraient ainsi réguler le déterminisme
sexuel chez les espéeces présentant un déterminisme dépendant de I'environnement. Chez
I'huftre, une premiere étude reporte I'existence de méthylations de I'ADN dans les branchies
(GAVERY et ROBERTS 2010) et des études menées au laboratoire ont récemment mis en
évidence le rble des facteurs Jumonji dans les modifications de la structure des histones ou
les méthylations de I'ADN lors du développement et chez les adultes (FELLOUS,
communication personnelle). Il serait intéressant de déterminer si des facteurs connus de la
cascade du déterminisme sexuel de I'huitre, comme par exemple Cg-SoxE, présentent,
comme pour Sox9 chez les vertébrés, des méthylations a certains moments du cycle
gamétogénétique adulte et lors du développement. L'expression des facteurs Jumoniji

pourrait aussi étre mesurée en parallele.

IV. Comment identifier d’autres facteurs impliqués dans le

déterminisme sexuel chez I'huitre ?

Ce travail de these a permis d’enrichir la cascade du déterminisme sexuel, mais de
nombreux autres facteurs, conservés ou non au cours de l'évolution, restent encore a
caractériser. La poursuite de I'analyse in silico des puces a ADN chez les huitres diploides et
triploides permettra ainsi de sélectionner certains de ces nouveaux acteurs d’aprés leurs
profils d’expression. Les séquences complétes des facteurs Cg-Dax-1 et Cg-SoxBl sont
maintenant disponibles et leur étude pourra étre poursuivie. Des approches en cartographie
génotypique pourraient également permettre de mettre d’autres acteurs en évidence,
notamment le géne majeur. Il est actuellement difficile de lidentifier uniquement par
comparaison avec d’autres espéces car (i) il n’a été mentionné que chez peu d’entre elles
(mammiféres, xénope, poulet, Oryzias latipes et O. luzonensis, la truite et le pejerrey
Odontesthes bonariensis), (ii) il n’est pas toujours conservé dans les divers phyla et (iii) il est
en général associé aux chromosomes sexuels dont est dépourvue I'huitre. Enfin, le génome
de C. gigas récemment publié (ZHANG et al. 2012) ainsi que celui de I'huitre perliére Pinctada

fucata (TAKEUCHI et al. 2012) sont également des outils précieux. Ainsi, en ce qui concerne les
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acteurs de la voie male, I’huitre semble dépourvue de facteurs de la famille de Fgf9, de Wtl
et Sf1, suggérant que |'activation du gene majeur ne passe pas par une voie similaire a celle
activant Sry comme chez les mammiféres. Concernant la famille de facteurs DM,
contrairement a ce qui avait été supposé par NAIMI et collaborateurs (2009a), elle serait
constituée de trois facteurs chez I'huitre. Le premier Cg-DMI, déja caractérisé par NAIMI et
collaborateurs (2009a) s'apparente plutét aux Dmrt5 des huitres du genre Pinctada, a Cf-
Dmrt4-like du clam Chlamys farriri, a Dmrt5 des vertébrés ou encore a DM99 de la daphnie
et de la drosophile. Chez P. martensii et C. Farriri, 'expression de I'orthologue est supérieure
dans les gonades males comparées aux femelles ou retrouvée uniquement dans le testicule
(Yu et al. 2009 ; FENG et al. 2010). Le second facteur de la famille DM retrouvé dans le
génome de C. gigas a été annoté Dmrt2. Il semble plus apparenté a Dmrt3 de P. fucata,
DmrtA2 des poissons Danio rerio et Oreochromis niloticus ou encore a DM93B de la daphnie.
Chez le tilapia, DmrtA2, localisé sur un QTL lié au déterminisme sexuel, serait un des facteurs
régulateurs clés de ce mécanisme (SHIRAK et al. 2006). Chez la daphnie, DM93B présente une
expression uniqguement dans le testicule adulte (KaTo et al. 2008). Le troisieme facteur a
domaine DM présent chez I’huitre a été annoté Dsx car il est apparenté au facteur Double-
sex de plusieurs espéces d’insectes, |'effecteur principal de la cascade du déterminisme male
(SHUKLA et NAGARAJU 2010). Ainsi, I’étude plus approfondie des deux derniers facteurs a
domaine DM présents chez I'huitre perliere comme chez I'huitre creuse serait pertinente.
Concernant la voie femelle, un facteur appartenant a la famille R-spondine a été
identifié chez I'huitre. Il semble proche phylogénétiqguement de la R-spondine 3 des
vertébrés. Bien moins connue que la R-spondine 1, la R-spondine 3 activerait la voie Wnt/B-
caténine notamment lors des processus de vascularisation au cours du développement chez
les mammiferes ou chez le xénope Xenopus tropicalis (KAZANSKAYA et al. 2008). Ce facteur
étant unique chez I'huitre, il aurait probablement une fonction plus large que chez les
vertébrés. Il serait donc un candidat intéressant a étudier pour la compréhension du
déterminisme sexuel de I’huitre, d’autant plus qu’il présente, en puce a ADN chez les huitres

diploides, un pic d’expression en stade 0 du cycle gamétogénétique.

Chez I'huitre, I'émergence, ces derniéres années, d'analyses transcriptomiques a

grande échelle associée a la parution récente de son génome ont ouvert de nombreuses
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pistes d'études, notamment concernant le déterminisme sexuel. Cependant beaucoup de
travail reste a faire notamment pour associer une fonction physiologique a chacun des génes

identifiés.
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Résumé

Chez I'huitre creuse, hermaphrodite successif irrégulier protandre, le mode et la période du
déterminisme sexuel restent inconnus. Cette thése a consisté a préciser la cascade moléculaire et
la fenétre temporelle de ce mécanisme chez 'adulte et lors du développement ainsi que ses
régulations épigénétiques et environnementales potentielles. Deux nouveaux acteurs moléculaires
respectivement male et femelle ont été identifiés, Cg-SoxE et Cg-B-caténine. L’ARN naturel anti-
sens de Cg-FoxI2 a aussi été caractérisé ; il pourrait participer a la différenciation gonadique male
en inhibant I'expression de Cg-FoxI2 par la formation de duplex. Chez I'adulte, les expressions de
ces quatre facteurs analysées en gRT-PCR et en hybridation in situ suggerent que le déterminisme
sexuel aurait lieu du stade Ill d’un cycle gamétogénétique jusqu’au stade O du cycle suivant. Un
modele de cascade moléculaire chez I'adulte propose une balance d’expressions entre les facteurs
males et femelles actuellement caractérisés (dont Cg-DMI, acteur de la différenciation gonadique
male). Elle pourrait étre régulée de facon épigénétique comme c’est le cas pour Cg-Foxl2. Chez le
naissain, les profils d’expressions de ces mémes facteurs (dont Cg-DMI) montrent une balance
entre les acteurs males et femelles modulée par la température et qui est en accord avec les sexe-
ratios, suggérant un déterminisme sexuel température-dépendant. Un modele de cascade
moléculaire proposé chez le naissain élevé a 18°C en conditions nutritionnelles optimales suggere
gue le déterminisme sexuel aurait lieu vers 40-44 jpf, avant |'apparition des premiers canaux
collecteurs vers 49 jpf.

Mots clés : mollusque, GSD, TSD, Sox9, Foxl2, Dmrt, B-caténine, transcrit anti-sens naturel

Sex determination in oyster Crassostrea gigas: its molecular pathway, its temporal window and
its potential regulations in adult and during development.

In the pacific oyster, successive irregular protandrous hermaphrodite, the mode and period of sex
determination remain unknown. This thesis consisted in specifying the molecular pathway and the
temporal window of this process in adult and during development as well as its epigenetic and
environmental potential regulations. Two new molecular actors respectively male and female
were identified, Cg-SoxE and Cg-B-catenin. The natural antisense transcript of Cg-Fox|2 was also
characterized; it may take part in male gonadic differentiation by inhibiting the expression of Cg-
FoxI2 through duplex formation. In adult, expressions of these four factors analyzed by qRT-PCR
and by in situ hybridization suggest that sex determination would take place from stage Ill of a
gametogenetic cycle to stage 0 of the following cycle. A model of molecular pathway in adult
proposes a balance of expressions between male and female factors characterized up to now
(including Cg-DMI, actor of male gonadic differentiation). This balance could be regulated by
epigenetic mechanisms as is the case for Cg-Fox|2. In spat, expression profiles of these same
factors (including Cg-DMI) show a balance of expressions between male and female actors
modulated by temperature and in accordance with sex-ratios, suggesting a temperature-
dependent sex determination. A model of molecular pathway proposed in spat raised at 18°C in
optimal nutritional conditions suggests that sex determination would take place around 40-44 dpf,
before first appearance of collecting ducts around 49 dpf.
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