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Apercu général du projet de thése RIVAgE

Contexte général :

1. Objectif général et questions de recherche traitées.

Les modifications épitranscriptomiques (méthylation de ’ARN, N®-mA ou m6A) émergent comme un
niveau supplémentaire de régulation de I'expression des génes, notamment en réponse au stress chez de
nombreux animaux. Chez I'huitre, les conditions de I'environnement maternel sont reflétées par des signatures
spécifiques dans les épitranscriptomes ovocytaires qui sont transmis a la génération suivante (Le Franc et al., in
prep). Nous émettons I’hypothése que la régulation épitranscriptomique participerait a I’adaptation de I’huitre
Crassostrea gigas d’une part a court terme en modulant la réponse adaptative de I’expression des génes lors
de stress environnementaux et d’autre part a plus long terme en conditionnant le développement de la
génération suivante. Le projet de thése RIVAEE a donc pour objectif de traiter les questions suivantes : - Objectif
1: La régulation épitranscriptomique participe-t-elle a la régulation de I'expression des génes lors de stress
environnementaux chez I’huitre ? Si oui, un verrouillage chromatinien par méthylation d’ARN non codants (m6A-
carRNA) est-il impliqué ? - Objectif 2: Les signatures épitranscriptomiques induites par I’environnement
maternel dans les ovocytes affectent-elles le développement de la génération suivante ? Ces connaissances
permettront de mieux comprendre I'adaptation de I'huitre a I'échelle de I'individu mais également de la
population, des enjeux cruciaux au niveau fondamental mais également dans le contexte d’une conchyliculture
soumise a une pression environnementale croissante.

2. Contexte de I’étude et méthodologie.

A linterface terre/mer, les écosystémes littoraux sont particulierement exposés a des stress
environnementaux abiotiques et biotiques divers. Parmi eux, les efflorescences de microalgues toxiques
(Harmful Algal Blooms, HAB) et la contamination aux pesticides et herbicides (PH) ont une prévalence croissante
et émergent en tant que facteurs de stress préoccupants. L'étude de leurs effets spécifiques est un enjeu majeur
dans la compréhension de la résilience des écosystemes aquatiques. Les HAB sont des stress biotiques de plus
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en plus fréquents, intenses et étendus, néfastes pour certaines espéces et communautés en zones cétiéres et la
chaine trophique qu’elles supportent, perturbant ainsi les écosystémes marins[1]. Les dinoflagellés toxiques du
genre Alexandrium, largement présentes dans tous les océans tempérés[2], produisent des phycotoxines
paralysantes qui s’accumulent dans les organismes marins et peuvent étre létales pour I'homme dans les cas
extrémes. Ces efflorescences sont également déléteres pour la prise de nourriture et la reproduction chez les
bivalves filtreurs via des altérations comportementales et cellulaires[3-5]. De maniére similaire, la contamination
aux pesticides est également préoccupante pour I'écosysteme littoral[6] dans la mesure ou elle promeut le
découplage de communautés a la base du réseau trophique([7] et ou la bioaccumulation des contaminants est a
problématique pour la santé des organismes aquatiques[8,9]. Ainsi, des stress environnementaux distincts
représentent un risque pour la pérennité des écosystémes marins littoraux notamment via leur impact délétere
a court et long terme sur la physiologie et les populations d’organismes filtreurs, particulierement exposés et
affectés par ces pollutions.

L'adaptation des organismes aux changements environnementaux est largement déterminée par des
changements transcriptionnels permettant une physiologie appropriée. Bien que la dynamique adaptative du
transcriptome soit liée a la dynamique du génome[10], les mécanismes précis restent mal décrits. Pourtant, ils
conditionnent la survie des espéces et la sélection évolutive, une question cruciale dans le contexte du
changement global. Il a été suggéré que les signaux environnementaux déclencheraient et orienteraient la
régulation transcriptomique par des mécanismes épigénétiques[11-13]. L'épigénome est constitué de marques
chimiques réversibles de I'ADN et/ou des histones, ou encore d’ARNs, qui contrélent la compaction de la
chromatine, la transcription et la traduction. Ces marques et les états transcriptionnels induits peuvent étre
héritables et dépendent de voies enzymatiques, donc des facteurs environnementaux au sens large. A |'échelle
de l'individu, durant I'établissement de la lignée germinale, I'environnement parental faconne I'épigénome
transmis a la génération suivante et influence le développement et I'adaptation de la descendance[14].
L’hérédité épigénétique permet donc la transmission de caractéres acquis, une telle 'empreinte parentale' ayant
des conséquences multi- voire transgénérationnelles majeures[15]. A plus long terme, un signal environnemental
fort et/ou répété associé a une épimutation peut étre fixé dans le génome a I'échelle d'une population et guider
I'adaptation de I’espéce au cours de son évolution[16-18].

La N6-methyladenosine (m6A) est la modification la plus abondante des ARNm eucaryotes, une
modification épigénétique affectant le transcriptome et appelée ‘épitranscriptomique’. Elle est réversible et
résulte de I'activité d'une machinerie enzymatique compléte[19]. Il s'agit d'un régulateur crucial de la traduction
qui controle I'épissage[20] et la stabilité de I'ARN[21]. La m6A-ARN influence également la transcription[22] via
la méthylation d’ARNs régulateurs associés aux chromosomes (carARNs)[23] qui modulent la structure de la
chromatine, comme illustré par I'inactivation du chromosome X, ‘vérouillé’ chez les mammiféres par la m6A-
méthylation de I'ARN non codant Xist[24]. La m6A-ARN participe au contréle de nombreuses fonctions
biologiques[25-28], dont la réponse au stress chez les Vertébrés notamment par 'expression des Heat Shock
Proteins[29] et le trafficking d’ARNm des granules de stress[30]. Des observations similaires ont été réalisées
chez les insectes[31] et C. elegans[32], et réciproquement la voie épitranscriptomique semble elle-méme
sensible a I’exposition a des toxiques dans une lignée cellulaire humaine[33]. Toutefois, ces mécanismes restent
largement inconnus chez les Lophotrochozoaires, pourtant représentatifs d’une trés large diversité d’especes et
d’écologies. Par ailleurs, la m6A-ARN est cruciale pour le développement précoce a de nombreux niveaux chez
les vertébrés et les Insectes. Elle gouverne l'identité souche des cellules et leur différenciation[34], déclenche
|'activation du génome zygotique[35], conditionne la maturation méiotique de I'ovocyte et contrdle la traduction
dans I'embryon de xenope[36].

L’huitre Crassostrea gigas (e.g. Magallena gigas) est un mollusque bivalve filtreur présentant des larves
pélagiques et des adultes sessiles au cycle de reproduction annuel, la gonade se mettant en place chaque année
a partir de cellules germinales souches. L'ovogenese, pendant laquelle les ARN maternels s'accumulent dans
I'ovocyte, est ainsi particulierement soumise aux changements et stress environnementaux. De nombreuses
données génomiques[37], transcriptomiques[38] et épigénétiques[39] sont disponibles chez ce modele
Lophotrochozoaire qui constitue au sein de I'écosystéme conchylicole une espece sentinelle pour la bio-
surveillance du milieu marin. Ainsi, les stades larvaires, cruciaux pour le développement et la survie de |'espéce,
sont utilisés en recherche en écotoxicologie ainsi qu’en surveillance[40] pour tester la toxicité des polluants
chimiques (norme AFNOR XP-T90-382). Chez C. gigas, les efflorescences toxiques d'Alexandrium sp. diminuent
la prise alimentaire[41], impactent la reproduction[3] et diminuent la survie des larves[4]. Notamment dans le



cadre du projet RIN ECUME (P. Favrel), nous avons récemment démontré qu’une voie épitranscriptomique
complete était conservée chez I'huitre[42], et qu’elle régule les étapes clés du développement embryo-larvaire
(Le Franc et al., bioRXiv 458180, en révision). Nous avons établi que des stress environnementaux (HAB et
microplastiques) induisent des signatures spécifiques dans les épitranscriptomes ovocytaires, qui constituent
ainsi un vecteur d’hérédité de I'environnement maternel (Le Franc et al., in prep) et attestent de la transmission
verticale de traits de vie chez I'huitre par voie épitranscriptomique, en paralléle d’autres mécanismes
épigénétiques[43]. Cependant, bien que les ARNs maternels soient la seule ressource pour la synthese de
protéines dans I'embryon avant l'activation du genome zygotique, les conséquences fonctionnelles
d’épitranscriptomes hérités altérés par des traits de vie parentaux sur le développement des descendants restent
inconnues chez I’huitre, un modele d’intérét fondamental et appliqué fortement exposé.

Alors que les stress environnementaux (pesticides, HAB) pourraient menacer la pérennité de
I'écosystéme conchylicole notamment en altérant la physiologie des huitres adultes puis le développement
précoce de leurs descendants, les mécanismes moléculaires médiateurs de leurs réponses adaptatives et de
leurs effets multigénérationnels restent largement inconnus. Cependant, le réle prévalent des mécanismes
épigénétiques dans l'adaptation a l'environnement au cours de I'évolution est attesté. La régulation
épitranscriptomique (m6A-ARN) émerge comme un régulateur épigénétique majeur de la réponse au stress
chez les Vertébrés et les Insectes, une voie de régulation conservée chez I’huitre. En outre, nous avons montré
que les ARN qui s'accumulent pendant la gamétogeneése, et qui constituent les seules ressources pour la
synthése des protéines lors du développement précoce en amont de l'activation du génome zygotique,
véhiculent des signatures épitranscriptomiques spécifiques de I’environnement maternel chez C. gigas. Nous
émettons donc I'hypothése que Les épitranscriptome peuvent constituer une source majeure de variabilité
phénotypique et conditionner le succés du développement, c'est a dire la vulnérabilité de C. gigas et son
adaptation aux stress environnementaux a court terme et au fil des générations.

Pour tester cette hypothése, nous proposons le projet de thése RIVAGE structuré de la maniére suivante :

- Objectif 1 : Déterminer le réle de la régulation épitranscriptomique dans la réponse adaptative a court
terme a des stress environnementaux par une approche intégrée. Dans un premier temps, une approche in
silico (exploitation des données RNAseq de la banque GigaTON[38] sera entreprise pour étudier I'influence de
nombreux stress environnementaux sur I'expression des genes de la voie épitranscriptomique (writers, erasers,
readers). Ces résultats seront validés en RT-gqPCR sur des couples tissus/stress choisis reproduits et
échantillonnés au laboratoire. Les niveaux associés de m6A-ARN seront mesurés par LC-MS/MS (plateforme
ICORE PRISMM) afin de valider au niveau fonctionnel un éventuel lien causal entre environnement et
épitranscriptome chez I'huitre (Objectif 1.1). Dans un second temps, des gonades de géniteurs adultes exposés
respectivement a un cocktail environnemental de pesticides ou a I'algue toxique A. minutum seront analysés.
Ces échantillons sont générés dans le cadre d’autres projets (ANR JCJC PESTO R. Sussarellu 2020-2024 et ANR
HABIS H. Hégaret demande 2022-2026). lls permettront d’établir le lien entre les épitranscriptome induits par
les stress distincts et I'expression des genes a I’échelle globale en confrontant les transcriptomes (RNAseq) avec
les m6A-methylomes par séquencgage direct epiRNAseq Nanopore[44,45]. Cette méthodologie innovante permet
de d’obtenir une cartographie a haute résolution et a haut débit sans traitement chimique ni perte d’information
lors de I'amplification des librairies. Le MeRIP-seq, moins informatif mais éprouvé au laboratoire, pourra étre
envisagé en remplacement le cas échéant (Objectif 1.2). L’étude de ces mécanismes sera envisagée sous |'angle
d’un mécanisme de verrouillage chromatinien m6A-dépendant par des ARN non codants (m6A-carRNAs) dont
I'implication est suggérée par la littérature[23] et constitue I'axe 2 du RIN EMERGENCE SCHEMAh (G. Riviere
2021-2023) (Objectif 1.3).

- Objectif 2: Caractériser linfluence d’altérations épitranscriptomiques précoces induites par
'environnement maternel sur le développement embryo-larvaire de la génération suivante. Cette
caractérisation se déroulera en deux étapes. Dans un premier temps, des perturbations globales des
épitranscriptomes seront induites par I'exposition in vitro de stades précoces a I'UZH1a, un inhibiteur spécifique
d’ARN méthyltransférase, développé récemment[46]. Le développement rapide de I'huitre (organogenése
larvaire compléte en 24h au stade larve D) permettra d’observer en microscopie optique et électronique a
balayage (plateforme ICORE CMABio®) d’éventuelles différences phénotypiques entre embryons traités et
contrdles. Les mécanismes moléculaires sous-jacents seront examinés comme précédemment, d’abord par
évaluation des niveaux de m6A au niveau de séquences cibles par MeRIP-qPCR (ou au niveau global par LC-



MS/MS si les quantités d’ARN le permettent), puis également par RNAseq vs. epiRNAseq Nanopore) (Objectif
2.1). Dans un second temps, cette méthodologie sera appliquée a des embryons d’huitres issus des géniteurs
exposés respectivement a un cocktail environnemental de pesticides ou au dinoflagellé toxique Alexandrium
minutum, décrits dans I'objectif 1 (Objectif 2.2).

3. Perspectives.

Le projet de these RIVAgE apportera des éléments clés pour la compréhension de la régulation
épitranscriptomique de I’adaptation de I’huitre, premiére ressource conchylicole en Normandie, a I’échelle de
I'individu mais également de la population. Les perspectives sur un plan fondamental, a travers les
épitranscriptomes et les transcriptomes générés, permettront de mieux comprendre la sensibilité physiologique
de C. gigas a différents stress environnementaux prévalents (microalgues toxiques, pesticides). En paralléle,
I'aspect 'multigénérationnel' du projet aidera a mieux cerner l'adaptabilité de I'huitre dans I'écosystéeme
conchylicole et son évolution. A plus long terme, la caractérisation des implications fonctionnelles d'une
héritabilité épitranscriptomique chez un modéle marin distant, a ce jour inconnues, représenterait une percée
majeure en épigénétique environnementale qui ouvre des pistes de recherches aussi bien sur un plan
moléculaire qu’en termes de conception des relations entre environnement, adaptation, hérédité,
développement et évolution. Sur un plan plus appliqué, I'étude des effets spécifiques du type de stress pourront
a terme fournir des marqueurs épitranscriptomiques et transcriptomiques potentiellement utiles pour la
prédiction de la vulnérabilité de la génération suivante d'huitres dans un contexte de stress environnementaux
variés. Ces perspectives sont autant d’enjeux importants pour la gestion de la ressource et la durabilité de la
conchyliculture au sein de socio-écosystéemes littoraux sous pression anthropique croissante dans un contexte
de changement global.

Compétences attendues :

Le/la candidat(e) sera titulaire d’'un Master 2 en sciences de la vie orienté biologie moléculaire,
biologie animale, physiologie, génomique. Des connaissances en biologie du développement
et écophysiologies seraient utiles. ll/elle et possédera une bonne maitrise théorique dans
I'ensemble de ces domaines. Le/la candidat(e) devra avoir des compétences en biologie
moléculaire a la paillasse et éventuellement en bioinformatique. Une expérience ou une
connaissance de modeles marins, idéalement dans un contexte écophysiologique ou de
challenge environnemental, serait un atout mais n’est pas strictement requise. Intégré au sein
d’une équipe pluridisciplinaire, le/la candidat(e) devra étre curieux, capable de travailler en
équipe au sein d’un groupe composé d’enseignants-chercheurs, de chercheurs, d’ingénieurs,
de doctorants et d’étudiants en Master. A ce titre, un niveau de frangais ou d’anglais
permettant une communication fluide est indispensable.

Cadre de travail et moyens mis a disposition :

Le présent contrat se déroulera au sein de l'unité BOREA — Biologie des Organismes et
Ecosystéemes Aquatiques — MNHN, CNRS 8067, SU, IRD 207, UCN, UA sur le site de I'Université
de Caen Normandie (https://borea.mnhn.fr). Le doctorant sera accueilli par I’équipe EMERGE
(EnvironneMent, épi-gkEnomes, déteRminismes et ontoGEneses)
(https://borea.mnhn.fr/fr/equipe-recherche-axe-implantation/emerge-environnement-
%C3%A9Dpi-g%C3%AINomes-d%C3%A9terminismes-ontogen%C3%A8ses), et s’inscrira dans
les axes thématiques ‘influence des conditions environnementales sur les processus
d’ontogeneése’ et ‘épigenetique et ontogenése’ de I'équipe.

Le site de Caen de l'unité offre I'acces a I'ensemble des ressources nécessaires a la réalisation
du projet, notamment en termes de biologie moléculaire. La plupart des équipements est
disponible au laboratoire (Nanodrop, gPCR, séquenceur Nanopore...). Certains aspects
pourront s’appuyer sur les plateformes de l'université telles que le CMABio3 (Centre de
microscopie appliqué a la biologie https://www.unicaen.fr/laboratoire/plateau-technique-
cmabio-centre-de-microscopie-appliqguee-a-la-biologie-%C2%B7-cmabio/), le CREC Centre de
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Ressources en Ecologie Cotiére (station marine de Luc-sur-Mer (https://crec.unicaen.fr/)) et
la plateforme de transcriptomique PROTEOGEN
(https://www.unicaen.fr/laboratoire/plateau-technique-proteogen-%C2%B7-proteogen/).
Les calculs pourront bénéficier du supercalculateur de [I'lfremer (DATARMOR -
https://wwz.ifremer.fr/pcdm/Equipement).

Des missions en station marine et en externe (congres/collaborations) sont a envisager. Aucun
risque particulier en dehors des pratiques classiques de laboratoire n’est a considérer de
maniére spécifique.

Le contrat est supporté par le Conseil Régional de Normandie (RIN Doctorants 2022) et les
expérimentations par le programme SCHEMAh (G. Riviere, RIN Recherche Emergent
‘SCHEMAH’ — convention 00110890-21£05080 du 01/11/2021 au 30/04/2024) et par le projet
ANR PRC HABIS (H. Hégaret — C. Fabioux, évaluatino en phase 2).

Candidature :
CV + lettre de motivation + recommandations
a guillaume.riviere@unicaen.fr
objet : [RIVAGe] candidature
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