G2 /0i2 KBMBbK2 b2tm2H /2 HO?mWi 2 +  bb
T?20MQiIvT2 mt 7 +i2m b KQHUO+mH B 2b b
*Q' HB2 " Q[m °/

hQ +Bi2 i?Bb p2 ' bBQM,

*Q' HB2 ""Q[m /X G2 /Gi2 " KBMBbK2 b2tm2H /2 H6?mWi 2 +  bbQbi 2
i2m b KQHG+mH B 2b bQmb@D +2MibX a+B2M+2b ;' B+QH2bX LQ K N
kyRNLP J*ke9 X i2H@YjR8YRRR

> G A/, i2ZH@YjR8yRRR
2iiTbh,ffi2HX "+?Bp2b@Qmp2 i2bX7 fi2H@ yjR 8"
am#KBii2/ QM kj 62# kykR

> G Bb KmHiB@/Bb+BTHBM v GOT24WB p2 Dmbp2 "i2 THm B/BbBIBTHBN
"+?Bp2 7Q i?72 /2TQbBi M/ /Bbb2KIBEBMBR MNQ@T™+B2® " H /BzmbBQM /2 /
2MiB}+ "2b2 "+?2 /Q+mK2Mib- r?2i?@+B2MMiB}2mM2b#/@ MBp2 m "2+?22 +?22- T
HBb?2/ Q° MQiX h?2 /IQ+mK2Mib MK VW+RK2Z2EF IQKHBbb2K2Mib /62Mb2B;M
i2 +?BM; M/ "2b2 "+? BMbiBimiBQWER BM?8 7M#M2I @b Qm (i~ M;2 b- /2b H
#Q /-Q 7 QK Tm#HB+ Q T ' Bp i2T2HRAB+B @2MT2BIpXib X



THESE

Pour

obtenir le dipléme de doctorat

Spécialité PHYSIOLOGIE ET BIOLOGIE DES ORGANISMES - PO

INTERACTIONS

Préparée au sein de |'Université de Caen Normandie

Le déterminisme sexuel de I'huitre Crass¢strea gi

phén¢type

aux facteurs m¢léculaires s¢gus-jace:

Présentée et soutenue par

Coralie BROQUARD

Thése soutenue publiquement le 12/12/2019

M. JEAN-FRANCOIS BARO\IPLIE?\}C
de

M. PIERRE BOUDRY

M. LIONEL DEGREMONT

Mme CAROLINE FABIOUX

M. YANN GUIGUEN

devant le jury composé de

teur de recherche, CIRABéPEgﬁguSeru ur
ONTPELLIER PP jury
Directeur de recherche, IFREEMER de

PLOUZANE mbreée du jury

Chargé de recherche, IFREMEMR

embfe du jury
TREMBLADE

Maitre de conférences HDR, LMwei\r/nebrrseitgud

e
Bretagne Occidentale jury

Directeur de recherche a I'INRA, INRA .
résident du jury
Rennes

These dirigée par ANNE-SOPHIE MARTINEZ, Biologie des organis
ecosystemes aquatiques (Caen)






Avant-propos

Ces travaux de recherche ont été réalisés au sein de I'Ecole Doctoratamdte de
Biologie Intégrative, Santé, Environnement (EANBISE) sous la dirdatibn AnneSophie
MARTINEZ et de 'encadrement scientifique du Dr Lionel DEGREMONT.

lls se sontléroulés au laboratoire BOREA "Biologie des ORganismes et Ecosystémes
Aquatiques” (MNHN, CNR208, IRE207, Sorbonne Université, UCN, UA) de I'Université de
Caen Normandie et au laboratoire " Génétique et Pathologie des Mollsdgaens"LGPMM
| SG2Mde 'lFREMER La Tremblade. Cette these a aussi bénddgienfrastructures des
stations IFREMER La Tremblade et Bouin.

Ce travail de recherche a été financé par ''lFREMER et la Région Normandie.






Remerciements

Je tiens a r emercier vivement |a disponibilit & des membres du jury : le Docteur J ean-
Francois Bar ailler, Direct eur de Recherche au CIRAD et |e Docteur Y ann Guiguen, Direc eur de
Rechercheal 'INRA quionta ccepté delireet decriti quer ce m anuscrite nqualité der apporte urs,
ainsi que le Doct eure Caroline Fabioux, Maitre de Conférence al’Universit é de Bretagne Occident ale
et le Doct eur Pierre Boudry, Dired eur d e Recherche & | 'IFREMER qui ont bien voulu examiner ce
tr avail. J e leur suis extr émement r econnaissante d’avoir pu se rendre disponible afin de siéger

dans mon jury de t hese

Ce travail a ét € mené conjointement au sein de |'unité Biologie des Organismes et
Ecosystémes Aquati ques de |'Universit é de Caen et du L aborat oire Génétique et Pat hologie des
Mollusques Marinsde I'lfremer. Je r emercie M onsieur J ean Prou et M adame B énédict e Charrier,
responsables de site, de m'avoir accueillie pendant ces tr cisannées a la station de La T remblade.
Je tiens également a r emercier le Doct eure Sylvie L apégue et le Docte ur Christo phe St avrakakis,
responsablesd e I'unit é SG2M ainsi gue Monsieur Christi an B échemin, responsable du L GPMM. J e
remercie de la méme maniére le Professeur Pasal Sourdaine et le Docte ure Cdine Z atyl ny- Gaudin,
responsables del’unité BOREA sur | e site caennais p our m’avoir p ermis d'effed uer unepartie de

mes t ravaux dans |les locaux u niversit aires.

Aprést rois années passfessoussahoulette, ilesta présent te mps pour moider emercier
infiniment le Docteure Anne-Sophie M artinez. Ta trés grande disponibilité —et cela malgré les
kilométres, ton raisonnement scienti fique, te s correcti ons & tes encouragements m’'ont été d'une
aide indéfectible. Merc infiniment pour ton implication et ta présence dans la derniére ligne
droite ! Merci également de m 'avoir f ait confiance, d e m awoir accueillie chaleureusement lors de
mes al lers-ret ours caennais, d’ avoirt oujourst rouvée un moment p our n os disaissions scienti fiques
mais auss d’avoir su prendre lete mpsde me conngitr eent ant qu e personne. Je t e remerce

d’avoir ét é une dired rice scientifique remarquable et résolument humaine.



L’ensemble de mest ravaux de recherches repose également sur |a présence d’ un second
mentor sansquicettet hése n’aurait paseu lieu. C’'es pourquoijeremercie trés chaleureusement
le Doct eur L ionel D égemont. Merci de m’avoir initiée a I'ost réicult ure, de m’avoir confié « tes »
huitres par milliers, d’ avoirétépatient | ors de meserreurs et surt out d’ avoir p ris chague année
du te mps pour les sexer. Tu m’as appris ar elativiser f ace aux pert es de mat ériel biologique,
d'accepter les impréws & d'étre organisée tout en gardant de la flexbilité. Merci pour tes
conseils, corredions et reledures a chaque étape de ce travail de thes. Ta passion pour la

génétique et tonamour dutr avail bien f ait m'ont accompagnée touta ulongde cette th ése.

Jeremerce |'équipe génétique du LGPMM. Ungrand merci ato i J B, pour ton aidedans
mest ravaux, pour m’avoir in it iée a | am odélisat ion, pourn os nombreuses conversat ions scienti fiques
et po ur avoir to ujours tr ouvé un créneau disponible (et m émorisé) pour me recewvoir ( chose 6
combien di fficile !). M erci Abd ellah, pour nos échanges passionnants aussi bien a |a paillasse que
dans les couloirs. J'aurai aimé prendrelet empsd’ensavoir unpeuplussur lacyt ogénétique...Un
grand merci Elise ; t uasétéun appui i ndéfecti ble tant s ur | es parcsostr éicolesqu’al’édoserie.
Jet e souhait e d’obt enir plusde moyens( humain & m at ériel) pour les sort ies surl ’estranet en
mer. Merci Christo phe pour ta bonne humeur. Merci Serge pour ton aide dans mes déboires
informati ques, j'ai cru étr eun chat no ir pl usd’une fois. Merci également po ur | apr éparationdu
séquenceur. Cela m’améne a r emercier vivement Florence pour m'avoir appris a m'en servir m ais
aussi avoir pris du temps pour me former et étre toujours disponible lors de mes ques ionnement s

et m anipulati ons. Joél et Cyril, merci p our nos discussins.

Un grand merci a I'(ancienne) équipe édoserie du LPGMM : Fred, pour avoir été a |'écout e
de mes besadins, Pasal P, Stéphane & JC. Je tienst out particulierement a r emercier Jean-
Pierre ; ma premiére année n'aurait pas ét € laméme sanst oi ! M erci de m’avoir accampagnée
lors det rés nombreuses sort ies sur let errain, pour m'avoir aidéedans|e pugage et p our avoir
rédisé des biométries. Merci davoir r épondu pr ésent qu and j'en avais besoin. Une autr e p ersonne
adonnéde sont empset de sonénergie dansle marquage des huitres, il s’agt dePasalS : Un

grand merci atoi !



Sortir sur le parc inclut parfois | 'uti lisation du challand, je remercie ainsi J ean-Luc et
Philippe de m'avoir accept ée a bord avec bonne humeur et convivialit é&. Merci également aux autres
membres (dont des anciens) du L ERPC : P atrick, Olivier L, Je an-Francois, D imitr i, Sté phane R,

Stéphane G, Olivier C & Sylvie p our | es superbes moment s passs ensemble.

Mercia toute |’équipe de Bouin pour s’ére occupé de « mes » huftres aun moment ou

aun autredeleur vie.

Mercia | 'ensemble del’équipe Pat hologie. Gracea I'emplacement du bureaudesdoct orant s,
j'a puinteragir quoti diennement a vec v ous po ur mon pl usgrand pl aisir. Vousavez su pr endre du
te mps p our m'expliquer | esr echerches et t aches qui vous occupaient e t ¢ ette interactiona été
tr és enrichissante . En parti culier, m erci Benjamin p our t esconseils, merci Nicole pour | e part age
det es connaissancesetpr oto coles, et également pour | escommandes ! A gnés D elphine T, | sabelle ;
merci p our n os échanges. Cyrielle : t u asrendu certaines de mesjournées moins grisespar t a
bonne humeur communicat ive et t on sourire alors merci ! Merd aussi p our | escommandesd’azot e
liquide. Merc également a I'ensemble du LNR : Céline, Bruno, Estelle, Mat hilde, Delphine S, Lydie

& Coralie, p our n os re ncont res.

Véronique et Florence, merci pour votre aide r epedive dans|esm éandresadministratifs

et | es recherches d’ art icles souvent « préhisto riques » !

Je tiens également a remercier les personnes avec qui j'ai interag a Caen. Pour commencer,
merci aux membres de I'équipe Emerge : Aude, Christ ophe, G uillaume, K rist ell, Clot hilde, Floriane,
Lorane. Merci aM yriam & a Cat herine p our avoir régler dest &ches administratives chronophages.
Merc également a N at halie, J uliette, Karine, J ean-Paul, Emilie, M arie-Pierre, Sandra, Fabienne,
Christo phe pour m’avoir aidée sur d es questions st ati sti quesou logistiqguesou permis de prendre
dur ecul. Bonne conti nuationetb on couragea L aura, A urore, J ulie, Sté phanie, Floriane, L orane,

Maéva, C harles, L ouis & Quentin pour | a suite de vos carri éres.

Je remercie lesmembres de mon CSl et ainsi que ceux qui ont siégdsa mon comit é de

th ése pour | eur disponibilit &, | eur crit ique et | eur soutien.



Une t hése n'ed viable qu'avec des financements c'ed pourquoi je remercie la r égion
Normandie et I'lfremer pour m a bourse doctorale. J e r emercie également laDS de I’'lfremer,
I'écde doctorale NBISE, |a M alacdogicd Society o f L ondon et le GDR Repro pour les bourses
gu'ils m’ont accordée. Cela m’a p ermis d’effect uer d eux congres internationaux (Angeterre et

Espagne) et une mobilit é inte rnati onale ( Austr alie). Un Grand Merci !

I tr uly th ank Professa Abigail Elizur f or her welcome at th e GeneCology centr e. T hank
you t 0 Dr Suwansa-ard Saowaros for th einitiation to CLCsoftwareand for all th eti meyou
gaveto meduringmystay. Thanksto allth eother studentl metth ere and with whom | shared
theoffice. Itw as ar ealy ni ce and effecti ve collaborati on and | wasvery lucky to interact a nd

see how r esearch are conducti nyour country. Thanksa lot !

Parce qu’une th ése est autant u ne expérience professionnelle qu’une aventu re humaine
riche en rencontres je remercie les « jeunes » de passage a la station pour les moments de
complicit €, d’entraide et de sdidarité : Alice, Agathe, Camille, M élodie, Y oann, P aul, Marion,

Bapsy, N ag asa, Tom, G abriel, P aul & M irna.

Je remercie « mes miss » du fond du cceur : Sandy, Leila & Ophélie. Vous m'avez montr é
lavoie en partageant v os hauts & vos bas, vos échecs & vos victoires. Ainsi je me suis sentie
ent ourée et comprise. Vous v oir t erminer |’une aprésl’autre m'adémontré que c’était p ossible
(méme si vos états r espectifsenfinder édactionm’ont faitr edouter d'autant plusmonto ur) !

Merdci pour votre amitié, votre soutien et pour | e part age de vos expériences.

Jepensequepour étr eperformantd anssontr avail, |’ambiance joue un r éle m gjeur. Ai nsi
ce fut un plaisir de partager mes journéesavec vous mescolloc de bureau. Merci pour votr e
écoute, nospauses, nosdébats, nosr ires...Cesmoments sont passésbientr op vite a mon got.
Merc Clément po ur ta vision parfois différente maisintéressante deschoses, pour le partage de
références, d’informati ons, debonspl ans& pourn os pauses détentes( car ouiil en faut !). N ous
voici presque arrivés co urage at oi pour cesprintf inal ! N icolas, jet er emerciepourt agentillesse,
ta disponibilité ett a générosit & Millesmerc d’avoir bi en voulu partager t on appartement, je

n'aurai pur éver mieux ! Aurélie, j e suis ravie de t "avoir r encontrée et d'avoir put e connaitre



avant no s mobilité s r especti ves. Ton avis m’a souvent é té pr écieux, to ut c omme | es m oments
part agés ensemble | oin du bureau. Merci pour t on amitié. Jeti ensa vous souhait er bon courage
pour |l asuiteet fin devost heses, vousy arriverez bri llamment. Map ort e serat oujours ouvert e

et | et éléphone allumé, surtout n’héstez pas.

Petit mot pour Camille : Cay est,at oileflambeau ! Merci pour t ous les moments
passé ensemble tanta lastation qu’al’extérieur. Bonne chance danscette aventurequ’estu ne

thése !

J'ai eulachanceder encontr er d es gens passionnés et pa ssionnants au cours de cest rois
années je t iens encore une fois a t ous | esr emercier ici. Certains de mes collegues d’hier sont

devenus mes amisd’ aujourd’hui : merci avous.

Voici dix ansque je suis « surlaroute » en changeant régulierement de ville, de r égon
voir de pays. J e n’ai oublié aucune de mes rencontreset ellesm’ont t outesapporté quelque

chose faisant de moi q ui j e suisaujourd'hui. J evoudraiicil esr emerder carj enevous oublie p as.

Merc a ma famille, ma marraine, a L éoet particulierement a Guin's pour | es|ongues
soirées de t ravail passées ensemble. Surtout, je remercie mes parents pour m’'avoir to ujours
sout enue dans mes choix, p our | es conseils prodigués depuist ant d' années et p our v ot re amour.
Cest grace a vous que j'en suis la aujourd’ hui ! Je t ermine ces remerciement s en pensant a Louis,
merci p our to n souti en, ta confiance etto namour. Préte pour de nouvellesaventures! Onth e

road again...






«Pour réaliser ses réves, il importe d'en avoir,
et de créer les conditions pour comprendre les obstacles

sur sa propre route.Jacques Attali

«La mer. Il faut I'imaginer, la voir avec le regard d’'un homme deojauiiee une barriere
étendue jusqu’a I’horizon, comme une immensité obsédante omniprésente merveilleuse

enigmatique... A elle seule, elle est un univers, une pladréteand Braudel






Publcationset communications

Publications présentées dans le manuscrit :

Broquard G Martinez AS., Maurouard E., Lamy JB., Dégrem@2020 Sex determination in
the oysterCrassostrea gigasa large longitudinal study of population setio and individual

sex changesAquaculture515

Broquard G Martinez AS., Maurouard E., Berthelot JP., Dégremont L. Relationshipelbetw

sex and growth of the Pacific oyst@rassostrea giga&n préparatioi

Broquard G Suwansard S.,Adeline B., Lepoitevin M., Dégremont L., Lamy JB., Morga B.,
Elizur A., Mdinez AS. Gonadal transcriptomes associated to sex phenotypes reveal televan
genes of the time window of sex determination @rassostrea gigasa sequential

hermaphrodite mollus¢Enpréparation)

Gommunications orales & dfichée :

Broquard G Dégremont L., Martinez A3017).Praandric sex irCrassostrea gigasmyth or
reality? First answers from a large and ldegm monitoring of sex changeBhysiomarZ, 18-

21Septembre2017, Cambridge, Angleterf@mmunication orale).

BroquardC, Martinez AS., Dégremont L. (2018)there a link between sex/sex changes and
weight in the Pacific oysteCrassostrea gig&sJEDNBISE19]-22 Mars 2019, Caen, France

(Gmmunication affichée).

Broquard G.Suwansard S., Dégremont L., Lamy JB., Morga B., Elizur A., Martin€20AS)
Gonadal transcriptomic analysis in the oysteassostrea gigasHow to unravel the locks of
a sequential hermaphrodite in order to identify potential male and femabedstermining
genes.SEB Seville 20135 Juillet 2019, Séville, Espagi@mmunication orale).






Liste des illustrations

Liste desfigures
Figure 1Cycle de reproduction dérassostrea gigasdulte

Danslarticle 1:

Figure 1Sex ratio (£ SE) for the cohort 1 from year 1 to year 6

Figure 2Percentage of the oyster population for the cohort 1 experiencing oarsex
change between two consecutive years for each set

Figure 3Percentage of females and males that never expegdra sex change throughout
the study and that underwent one to five sex changes using their primary sex otiserve
year 1 for the cohort 1

Figure 4Predicted cumulative percentage of sequential hermaphrodites in our populafio
Crassostrea gigasccordng to their age, as well as for oysters sexed either male or female at
year 1

Figure 5Sex ratio (£ SE) for the cohort 2 from year 1 to year 5

Figure 6Percentage of the oyster population for the cohort 2 experiencing oargex
change between two consative years for each set

Figure 7Percentage of females and males that never experienced a sex changehbubug
the study and that underwent one to four sex changes using their primary sex observed i
year 1 for the cohort 2

Dansl'article 2:

Figure IMean individual weight for males and females from year 1 to year 6

Figure 2Mean shell length for males and females from year 1 to year 6

Figure 3Gain of weight between two consecutive years for oysters that did not éhaeg
and for oysters that exhibitedex reversal

Figure 4Mean (+ SE) individual weight from year 1 to year 6 for oysters sexed male or
female at year 1 and that exhibited 0, 1, 2, and 3 sex changes

Figure SMean (x SE) gain of weight from year 1 to year 6 for oysters sexed male or fémale a
year 1 and that exhibited 0, 1, 2, and 3 sex changes

Figure BMean (+ SE) gain of shell length from year 2 to year 6 for oysters sexed male or
female at year 1 and that exhibited 0, 1, 2, and 3 sex changes

Dansl'article 3:

Figure 1Principal component scatter plot of the 10,061 genes expressed in the erghtee

gonad transcriptomes

Figure 2Venn diagram for DEA with@. gigaggonad transcriptome for genes significantly
differentially expressed between gametogenetic stages and sexes

Figure 3Gene ontology annotation of seand stagebiased genes df. gigas

Figure 4 A% E *+]}ve }( 0 A v E 0 A v3 P v » «Uou 3+ UEE oC3YA o 3§}
Time gPCR in gonads along the oyster’'s gametogenetic cycle



Liste destableaux

Tableau IFaceurs environnementaux biotiques et abiotiques ayant une influence sur le
sexeratio de Mollusques

Tableau 2ZHomologues de genes conservés du déterminisme sexuel des Mammiferes
retrouvés chez les Mollusques Bivalves et Gastéropodes

Dans l'article 1.:

Tablel Number of oysters deployed in the field in year O for cohorts 1 and 2, amdsivead
male of female each year

Table 2Regressions equetions and inverse link given the cumylative percentapef(tbe
sequential hermaphrodites according to the age & tysters in years for the cohort 1

Dansl'article 2

Table INumber of oysters measured and sexed male or female each year

Table 2Mean (+ SE) whole weight; shell length, shell width and shell thicknefesfales
and males from year 1 to year 6

Table 3Mean (x SE) whole weight, shell length, shell width and shell thickness gain
between two consecutive years for each group

Dans/l'article 3

Table 1Basic description and histological illustrations of sex and stegésaskostrea gigas
usedfor RNAsequencing based on criteria described by HeBéethelinet al. (2001) and on
determination of sex phenotypes by Broquaetdal. (2020)

Table 2List and sequences of primers used for Quantitative Reaé PCR

Table 3Summary statistics dfrassetrea gigaggonad transcriptomes sequencing

Table 4Distribution of the 84 genes significantly differentially expressed betwgenders
and gametogenetic stages

Table 5Eleven genes identified in th@. gigadranscriptome and selected for RJPCR



Liste des abréviations

ADAR: RNA&pecific adenosine deaminase
BMR2: Bone morphogenetic protein 2
CDA: Cytidine deaminase

ChIP: Chromatin ImmunoPrecipitation
CNA: Calcineurin A
CRISPR/Cas83ustered regularly
interspaced short palindromic
repeats/CRISPR associated protein 9
DEA: Differential expression analysis
Dmrt: Doublesex and Mab&lated
transcription factor

DUI: Doubly uniparental inheritance
EMSAElectrophoretic mobility shift assay
ER: Estrogen receptor

FAO: Food and Agricultureganization
Fgf9: Fibroblast growth facted

FoxI2: Forkhead boc L2

Fst: Follistatine

GO: Gene ontology

OsHVL: Ostreid herpes virus 1

Opv :Ovocyte en pré&vitellogenése
Ov:Ovocyte en vitellogenese

Ovp Ovocyte vitellogénique pédonculé

Rspo: Rspondin

SCA: [®ermatogenesis and centriole
associated

SD: 8x determination

&E: $andard error

SF1: Steroidogenic factor 1

SNP: Single nucleotide polymorphism
Sox: Srnpox

Sptr:Jermatide ronde
Sptm:Jermatide mature

Sry: Sexletermining region on Y
chromosome

XI: Sex lethal

T: Tubule gonadique

Tr:Tissue de reserve

Tra: Transformer

TSSK: Testspecific serine/threonine
protein kinase

Vg: Vitellogenin

wnt4: Winglesgype MMTYV integration
site family, member 4

Xokl: XO lethal protein 1






Table desmatieres

TargeTo 18 ox i o] 0 o [=T g 1] = |- 1.
L'huTtre CreuSECrasSSOSIIEaA QIOAS.......uuuuruiiieeeeieeitiiii e e e e e e e e et e e e e e e e e e et s s e e e e e e eansaa e aaeeees 1.
A. Sa classification DIOIOGIQUE...........ccoiiiiiieeee 1.
B, SON @NAIOMIE.......iiiiiiiii it 2........
[ OTS Y= T =T o] Yo [ 1o 1o o PP PEPPERPRRPRRR ...
[ TS Yo T o = o T = PP PRRRR R A
E. SON NADITAL.........oeeiiie e Lo
F.  SON iMpOrtanCe ECONOMIGUE. ........cieiiurreeiiieieeeiieie e ettt e e et e e st e e e e sibee e e s snneeesannnneeeaas 8......

Les paramétres biologiques importants pour I'élevage @egigasen lien avec le sexe ou le

JELEIMINISIME SEXUEL ....vviiiiiiiiiieiiiitiiitiiiieie e 9.
A, Le SeX@atio dES gENIMEUIS .....coiiiiii ettt e e anaeeaens 9......
o = o] (0] LTS T= Vg o U 11......
C. LeS MOIANTES. ...ttt e s e e e e s e e e e e e aae 14......
Facteurs moléculaires du déterminisme sexuel chez I'huitre creQsgigas..........cccceeeeeeveenes 15

A. Les modes de déterminisme du sexe dans le regne animal, chiliisques et chez

(O = TS0 1S3 (=T [T = 15.......
Le déterminiSme SEXUE! GENETIQUE.........uuuiieiiiiiiee e ittt e s eitee e e s e e e et e e e s e stae e e e e snsbaeaeeennseeas 15.....
Le déterminisme sexuel ENVIFONNEMENLAL..........c.uiiieiiiiiiee et e e et e e naae e e e nees 16....
Le déterminisme sexuel mixte (génétique + environnemental)...............coeecciviiiiiiieeee s, 17.
Modes de déterminisme sexuel Ches IMOIIUSQUES............ccocueiiiiiiiiiiie et 17..
Mode de déterminisme du sexe chez I'huitre Cre@S@Igas.........ccovvvvreeiiiiiieeeiiiiireeeeeiieee e 19.

B. Les génes du déterminisme sexakéz les Mollusques et ch€z gigas homologues de
facteurs connus des cascades moléculaires et canddéntiels issus des approches
transcriptomiques globales...... ... 20.....
Les réseaux de génes du déterminisme sexuel dans le regne animal............ccccceevecvvvereeiinnnnnn. 20
Des homologues de facteurs connus des réseaux de génes du déterminisme cexseivés chez les
[0 ] LU o [N 1= PP URP T TP 22........
Des candidats potentiels du déterminisme sexuel issus des approchesiptoms@ues globales chez
[€S MOIUSGUES. ... eeeeeeeeeee e e e ettt e e e e s e e et e e e e e e e s se et e e e e e eeeeaesenaantaeeeeeeeeaeeeeanannnrnnnnes 24........

Les candidats au déterminismsexuel CheZs. gigas.......cccuriiiiiieeeiiiii e 25..



C. Les limites des études du déterminisme sexuel chez les Mollusques et chez les
hermaphroditeS SEQUENTIEIS. ........coi i a e e 27.....
Les types d’ hermaphrodiSMES.........uuiuiiiiiieee e e e e e e e e e e s e e rareaaaeeeae s 21......

Les limites des études du déterminisme sexuel chez les Mollusqekgz les hermaphrodites

LS00 =] 1= RO EPOTPPRPS 29........
ODbJeCtifS A [a TNESE.....cceeeeeeiece e 31
(@ g F=T o 1 = PP SSUPPPPRRTN 33
(@ T o] 11 = SUSPPSRY” ¥ 4
(@4 gF=T o] 11 £ F OO PUPPPPPPPTTY 4 o
Conclusion generale et PEIrSPECHIVES........ccvvvervrriieeeeeeeeiie e e e e e e e e e 119
L’hermaphrodisme séquentiel de I'huitre Creus® gigas..........ccvvvieeieeeeeieeiiiiiiee e, 121
Le dimorphisme sexuel de croissance ClRZYIGAS........cooeeevvvveiiiiiiiie e 123
Les facters moléculaires exprimés lors du déterminisme sexuel cezigas...................... 124

BIDIIOGIraPNIE. ... 127



Introduction générale






Lhuitre creuse Qassostrea gigas

A. Saclasdfication bidogique

L’huitre creuseCrassostrea gigaSlhunberg, 1793¢st un mollusque bivalve marin dont la
position phylogénétique a été remise en question récemmentSviet al. (2014) Salvi &
Mariottini (2017) Ces auteurs suggeérent la création d’'un nouvganre nommeéViagallana
Ainsi I'especeC. gigasserait renomméepour devenirMagallana gigas.Bien que cette
modification taxonomique ait été acceptée dans leverld register of marine species
(WoRMS), son utilisation est aujourd’hui contestée par de nombreux dajelets (Bayneet

al., 2017; Backeljau, 2013 Approuvant les remarques faites par ce consortium de
scientifiques spécialistes de I'espéce quant aux limites des études engar Salvi &
Mariottini (2017) I'appellationQassostrea gigaa été gardée dans I'ensemble des travaux

présentés dans ce manarit. Sa classification biologique est déficdomme suit

Regne Animalia

Sousregne: Bilateria

Infra-régne: Protostomia
SuperEmbranchement Lophotrochozoa
Embranchement Mollusca

Classe Bivalvia

Sousclasse Pteriomorphia

Ordre: Ostreoida

Swper-Famille: Ostreoidea

Famille: Ostreidae

Sous famille Crassostreinae

Genre: Crassostreau Magallana
Espéce Crassostrea gigasu Magallana gigas

Cette espece possede également divers noms vernaculaires tdisiime creuse, huitre

japonaise ou huitre creuse du Pacifique.



B. SOh anaomie

L’huitre creuse possede les caractéristiques anatomiques des molkisgsavoir un corps
mou recouvert d’'un manteau dont les cellules bordantes sécretent doocate de calcium
permettant la formation d’une coquille calcaire autour de I'animal. L’espacemeiné dam
masse viscérale et le manteau est appelé cavité palléale. La présence daatsoms
nerveuses au niveau du repli médian du manteau confere a I'huitre une pencesgtisorielle
tactile. Son systéme circulatoire est lacunaire, ainsi 'hnémolymphe, fluide recolccule dans
les vaisseaux et immerge les divers tissus anatomiques. Cette circulatiparesse grace a
la présence d’un cceur composé d’'un ventriculequei et de deux oreillettes. L’hémolymphe
oxygénée aux niveaux des branchies est envoyée vers la masse viscéralenescle
adducteur par un réseau artériel, puis une fois désoxygenée, elfg@stilsée a nouveau aux
branchies. Le systeme digestif eshstitué par un court cesophage, un estomac dans lequel
se trouve le sac du stylet cristallin intervenant dans le broyage mécantoci@mnique des

aliments,un intestinet un rectum Une gonade assure sa reproduction sexuee.

En tant que bivalveC. gigaposséde un corps aplati latéralement et une coquille constituée
de deux valves distinctes reliées au niveau d’'une charniére et pouvamris’et se fermer
par la contraction d'un muscle adducteur. Le renflement induit par la soudwsdates du
manteau auniveau de la charniere est appelé capuchon céphalidilaiitre creuse ne
posséde qu’une bouche et quatre palpes labiaux. Ces derniers ont une fonctiondiss tri
particules et d’'acheminement des nutriments contenus dans I'eau elefitirée vers l'orifie
buccal. Une fois ingérées par la bouche, les particules planctoniques cheminave s tout

le systeme digestif c'est-dire dans I'cesophage, I'estomac contenant un stylet cristallin
assurant leur broyage, la glande digestive et I'intestin jusqu’a étre élimipgele rectum. Les
particules a faible valeur nutritionnelle ou toxiques sont écartées duusadigestif par les
palpes labiaux, s’agregent en pseudofeces puis sont rejetés a I'extétee 'animal. Le
systeme nerveux est réduit a trois paires de ganglions regroupés pres sephege et

difficilement observable.

Ce lamellibranche se nourrit d’algues phytoplanctoniques présentes enrsispalans I'eau

de mer. Poure faire, il crée un courant d’eau continu au sein de sa cavité palléale entagita



les cils présents sur le bord de son manteau, ses palpes labiaux et les alldaéke paire
de branchies lamellaireprésentes des palpes labiaux jusqu’a I'anus. tratfdn de I'eau de
mer permise par les branchies permet la nutrition de I'animal par I'apport de paricule
organiques ainsi que sa respiratoire par I'apport d’oxygene dissousgjueotiapport en
nutriments et oxygéne par filtration de I'eau de mer environnante n’'est passipte
(fermeture des valves suiteudn stress ou a une exondatiofijuitre peut utiliser I'eau de mer
contenue dans la cavité palléale puis puiser de I'énergie danssesvesde glycogéne

contenuwes dans les cellules du bord du nbeau.

Pour finir, 'appartenance d€. gigasa I'ordre des Ostreidli confere une valve gauche
(inférieure) creuse et courbe vers la charniére tandis que la valve droiter{sup® est plane

voire |égerement convexe.

C. Sareproduction

L’huitre creuse se reproduit par fécondation externe de gameétes femelles paratastgs
males. La production de ces cellules sexuées au sein de I'animal nécessite lagrEsra
gonade. Cellei se développe autour de la glande digestive a proximité du coeur et du muscle
adducteur. Elle est composée d'un tissu miktemé de tubules gonadiques et de tissu
conjonctif vésiculeux appelé également tissu de réserve car les celldiesileéises qui le
constituent sont une source eglycogene(Liet al., 2000) Cette essource énergétique est
mobilise lors de la gamétogenese qui a lieu au semtdbules gonadiques. Ces derniers sont
séparés du tissu de réserve par des cellules myoépithéliales et comietes cellules
germinales et les cellules somatiques associéesncoet al., 2008) Ainsi, la formatiordes
tubules gonadiquest la gamétogenese se foau dépend du tissu conjonctif vésiculeux qui
régresse proportionnellemeniBerthelinet al., 200 ; HeudeBerthelinet al.,, 2001; Franceet

al., 2008) Lestubules gonadiques s’ouvrerdur des canaux collecteurs composeés par un
épithélium germinatif (face interne) et un épithélium cilié (face ext@(reudeBerthelinet

al., 2001) Par ces canaux, les gametes sont transportés jusqu’aux gonoductes puis sont
expulsés dans le milieu extérieur au niveau du gonopore situariéere du muscle adducteur

Aprés la libération des gametes dans le milieu marin (ponte), la gonade subifotiae



modification. En effet, les tubules gonadiques qui occupaient la majoetésah aire
régressent, les cellules germinales différenciées restantes dans lelesudont phagocytées
par des hémocytes infiltrés et le tissu conjonctif vésiculsgrdéveloppéBerthelinet al.,, 2000

» HeudeBerthelinet al., 2001; Francecet al., 2008) Pendant cette phase de repos sexuel, un
nombre limité de tubules gonadigues se maintient et possaée cellules, parmi lesquelles
descellules souches permettant l'initiation d’'une prochaine gamétogenéseiouxet al.,
2004)

L'organe reproducteur de I'huitre creuse est ainsi labile, il se dévelopiser@gresse en
fonction de I'avancée de la gamétogenése. Son évolution est cyclicarenatlle (en milieu
naturel). A partir d’'observations histologiques, la division de la gamétsgam stadesa été
proposée paQuayle (1969Marteil (1976) Yakovlev (1977Mann (1979)Robinson (1992)
Steele (1998)HeudeBerthelin et al. (2001) et LangeReynosoet al. (2000) La majorité
d’entre eux s’accordent sur urycle débutant par le repos sexuel, puis la gamétogenese qui
aboutit a I'expulsion des gameétes. Cependant selon les auteurs, I'etesainbcycle de
reproduction peut étre découpé en un nombre plus ou moins important de stades. ®ans |
cas des travaux présentés dans ce manuscrit, la classification utilisésllegtroposée par

HeudeBerthelinet al. (2001)et définie comme suit

Stade O phase de repos sexuel ou I'aire gonadique est treés restreinte, aveéssu conjonctif
vésiculairequi commence a seeformer et quelques tubules gonadiques peu volumineux
contenant un nombre limité de cellulegerminales et somatiques associg¢psobablement

souchesLe sexe de I'huitre n'est pas identifiable a ce si@dgure ).

Stade 1 phase d'initiation de lgamétogenésgavec la prolifération des gonieses tubules
gonadiquesse développent et sont enchassés dantdsu de réserve. A la fin de ce stade, la
différentiation des cellules germinales en spermatogonies ou en ovogoaieu lieu,

permettant I'identification du sexe de 'animétigure ).

Stade 2 phase de méiose et de maturation des gonies. Ellesiféérencient alors en
spermatocytes/oire certaines en spermatides chez les malesn ovocytes divers stades
de mise en réserve chez les fdira Les tubules gonadiques sont volumineux, le tissu de

réverse régresse et l'aire gonadique s’acceoitore(Figure ).



Stade 3 phase de maturité sexuelle ou les spermatozoides et les ovocyteganatant
majoritaires au sein des tubules gonadiquies gonade est alors I'organe le plus volumineux
de I'huitre Le tissu conjonctif vésiculeux est treés limité. S’en suit la libératiogaestes par
ponte, qui peut étre partielle ou totale. Les gametes résiduels sostiiee phagocytés et le
tissu de résrvecommence a nouveauraconstituer des réserves en glycogene avant le début

d’'un nouveau cycle de reproductidhigure ).

Une fois expulss les gametes males et femelles se rencontrent dans I'eau de mer pemmett
la fécondation des ovocytes par lepermatozoides. L'embryon qui en résulte passe
rapidement par les stades morula, blastula et gastrula puis entame son dévaieppe
larvaire. Lorsque la larve atteint le stade pédivéligére, son pied lui permet figesex un
substrat. La métamorphose gsien suit la transforme enaissainjuvénile puis une fois la

premiere maturité sexuelle atteint¢’huitre est considérée comme adulte.

ChezC. gigasil est impossible derédire le sexe d’'un animalu cycle gamétogénétique
suivant car cette espegqeeutchanger de sexe au cours de sa Fie effet, @&s suivsindividuek
ont permis de valider la présence d’hermaphrodisme séquentiel au seinggeteC. gigas
(Amemiya, 1929 Lannan, 1971 Guoet al., 1998; LangeReynoso, 1999 Parket al., 2012,
Yasioka & Yusa, 2018)apériode du déterminisme sexuel de I'huie gigasdulte se situe
entre le stade 3 d’'un cycle gamétogénétique et le stade 0 du cycle sdiNamntiet al., 200%

et b; Dheillyet al., 2012; Santerreet al., 2012, 2014)ll y aurait €galement en moyenne moins
de 1% d’hermaphrodites simultanés au sein de sa populdtionemiya, 1929 Guoet al.,
1998; Steele & Mulcahy, 1999Normandet al.,, 2009; Yasuoka & Yusa, 2016)



Figurel: Cycle de reproduction d€rassostrea gigaadulte (Photos: AS Martinez)

Stade (de repos sexuelStade | de prolifération des gonigStade Il de différenciation des gamétes et Stade |lI
de maturité sexuelle. Opvovocyte en préitellogenése Ov: ovocyte en vitellogenésg Ovp: ovocyte
vitellogénique pédonculéSptr: spermatide ronde Sptm: spermatide mature T: tubulegonadique; Tr: tissu

de réserve. Barre d’échellQum.



D. San gégnome

Crassostrea gigasété le second mollusque a avoir son gena@guencéZhancet al., 2012,
juste aprescelui dePinctada fucatg Takeuchet al., 2012). Cependant, la caractérisation du
génome de I'huitre creuse est toujours en cours et demeure diffidile d’'une part a un
nombre important de régions répétitives (62%), et d’autre part a un niveauéétie
polymorphisme(Zhanget al., 2012) Detres nombreuses études ont utilisé des approches
transcriptomiques afin d’étudier I'expression des génes dans dtigmgs Ainsi,la base de
données GigaTQNaccessible au publicegroupe 114 banques de séquences d AfRN
Crassostrea gigad.es transcriptomes ont été realisés en utilisant tous les stades du
développement embrydarvaire, les organes adultes, difféten facteurs de stress
environnementaux dont les métaux lourds, la température, la salinité et I'eattord(Riviere

et al., 2015) Les transcriptomesen lien aec la reproduction dé€huitre creuseC. gigasont
ennombre plus limit¢Dheillyet al., 2012, 2014 Zhanget al., 2014; Tonget al., 2015; Yue

et al, 2018) Crassostrea gigagossedeégalementl0 paires de chromasnes cependant
aucun chromosome sexuela été identifi€Ahmed & Sparks, 196 hiriotQuievreux, 198

De plusguatre paires de chromosomes (n°1, 5, 9 et p@uvent étre affectés par la pertead

I'un desdeux homologues induisant des caryotypes aneuploidesaoet al., 2001)

E. Sn habitat

L'huitre creuseCrassostrea gigasit dans les écosystemes marins et estuariens. A I'état
embryonnaire jusqu’a larvairpédivéligere, elle est planctonique vivant librement dans la
colonne d’eauApres la métamorphose de la largédivéligere, elle devient benthique en se
fixant a des substrats, de préférence solides, de la zone intertidale tadakgbde faible
profondeur—jusqu’a 40 metres. Cependant, s’adaptant facilement a son environnerekat,
peut également colone des fonds vaseux et sablaseux(FAO, 2019)Etant un organisme
matrin, elle vit dans une eau de mer dont la salinité varie généralement 8&te¢ 35%o, bien
gu’elle supporte des variations plus importantégsant d’elle une espéce euryhaline. De plus,

sa capacité a supporter de grandes amplitudes de températles835 et 34°C la définit



comme une espéce eurytherme. Espéce poikilotherme, sa température cogoraine
varie avec celle de son environnemef. gigasconsomme des producteurs primaires par
filtration et est a son tour la proie d’espéces diverseg(istéenscrustacésgchinodermes,
gastéropodes, oiseaux et humaine). Sa place au sein de I'écosystém@lfaiune espéce
ingénieure. Originaire d’Asiees caractéristiques ont permis son introduction dans de
nombreuses régions du monde au cours demX siecle notamment aux Etdtis et au
Canada des 1902, en Australie en 1947, en Nou¥éllende en 1958, en France en 1966 et
au Chili en 1982Grizel &Héral, 1991 Shatkinet al., 1997; Troost, 201Q)Audela de son
implantation volontaire, desancs sauvages se sont établis dans divers endroits du globe et
impactent négativement des especes endémiques en induisant une modification des
écosystemegRuesinket al., 2005; Ruesink, 2007 Troost, 201Q Herbertet al., 2016) Sa
grande capacité de colonisation du milieu et la menace potentielle gu’elle remedei

valentd’étre inscrite sur la liste des especes invas{@sbal Invasive Species Database)

F. Snimportance éonomique

L’huitre creuseCrassostrea gigasst le mollusque le plus utilisé en aquaculture avec une
production mondiale de 639 030 tonnes en 2017 pour un budget,denilliard de dollars
américains (hors ChineAO, 201p En France, elle était I'espéce aquatique la plus vendue en
2016 avec 118@® tonnes(FranceAgriMer, 2019La valeur monétaire des ventes Gegigas
réalisées en France pour 'année 2016 représente 486 millions d’durmsce AgriMer, 2019)
Cela fait d’elle I'espéce aquacole la plus marchande de I'hexagone catte-lgn loindevant

la mytiliculture (55 200 tonnes, 149 millions d’euros) et la pisciculttoetes espéces
confondues (40 730 tonnes vendues pour 168 millions d’eufes)iceAgriMer, 2019Ces

données montrent 'importance d€. gigaslans I'’économie aguacole mondiale.



Lesparametresbiologiquesimportants pour I'élevage de C ggasen lien

avec le :2xe au le déterminisme xuel

L’'approvisionnement en juvénilestl’'un despiliersde I'ostréiculture. La production francaise
d’huitres creuse<Crassostreajigas repose majoritairement sudu naissain provenant de
captage naturel (70%j)Robert et al, 2013) Deux aes géographiques constituent les
principales zones de captage francaide Bassin Marenne®léron et le Bassin d’Arcachon
(Robert et al, 2013; Muehlbaueret al, 2014) Cependant,le captagecomporte des
contraintes techniques pour les ostréiculteufsossession d’'un parc dans une zone de
captage, adéquation entre le type de collecteur et la concession odiéigoainsi gune
instabilité de rendement inhéresta la variabilité de la reproduction de$pecedans son
milieu naturel.Ainsj 30% du naissain utilisé par les exploitations ostréicoles sont produit en

écloserie(Robertet al., 2013)

A Le sexe-ratio desgéniteurs

Les écloserieproduisent du naissaid’huitre C. gigas: partir de stocks de géniteursafin de
disposer de géniteurs matures et procéder a des pontes la plus grande partadéd, ces
animaux sont souvent maintenus en eau de mer chauffée (favaigmmeétogénese) ou
refroidie (évite la ponte des animaux matures), puis nourrie afin de maintenirt I'éta
physiologique optimal jusqu’aux croisements. Les croisements nécessgdanent quelques
dizaines ou centaines et peu de males (1 a quelques dizaines d’individus dujploinida
production d’huitres diploides, 1 a 5 males tétraploides pour la ptomiucd’huitres
triploides). Horsl'huitre creuseC. gigagtant un hermaphrodite séquentiéhmemiya, 1929
Lannan, 1971 Guoet al., 1998; Lango Reyrsm, 1999 Parket al., 2012; Yasuoka & Yusa,
2016), sonsexeratio est amené a varier chaque anngsinsi, la maitrise du sexatio des
géniteurs constitue un enjeu pour les écloseries commerciales dsuiteusedl faut aussi
noter la présence d’hermaphrodisme simultané chez cette espéoemiya, 1929 Guoet

al., 1998; Steele & Mulcahy, 1999Normandet al,, 2009; Yasuoka & Yusa, 2Q1éependant



sa fréquencdres limité (<1%permet de I'exclure des réflexions liées a la professrwur
prévenir un sexgatio désequilibré, il faut également une diversité d’age au sein detoges
afin de prendre en compte la tendance protandiredividu male lors de |a°F maturité et qui
devient femelle au cours de sa vi)servéechez cette especé&suoet al,, 198; Enriquez
Diazet al, 2009; Yasuoka & Yusa, 201@outefois cetteprotandrie demeure sujette a
question card’autres travaux réalisés ché&z gigasndiquent un sexeatio a 1¢¢ maturité
sexuelled dominantefemelles(Amemiya, 1929 Lango Reynoso, 199%anterreet al.,, 2013

ou encoreéquilibré (Fabiowet al.,, 2005; Parket al., 2012.

La comprehension des facteursléculairesgénétiques et environnementaux influencant les
sexeratios est nécessaire afin detaliser les élevages dans des conditions optimales.
Cependant, peu de travaux existent a ce sujet. D’un point de vue moléculair@raféds
d’expression de genes potentiels du déterminisme sexuel ont été identfiez des juvéniles
de C. gigagSanterreet al., 2013) Les profils d’expression en faveur d’'un sexe, mesurés sur
un échantillon de la population, étaient toujours en accord avec le-si@observé pour la
population, suggérant ainsi une influence de ces facteurs moléculaires dételaninisme
sexuel et donc sur le sexatio. D’'un point de vue génétique, la ploidie Ge gigasie semble
pas influenceson sexeaatio. En effet, és sexeratios de populations diploiceet triploides -
élevéesdans les méme conditiongtaient similairesd’apres Allen & Downing(1990) et
Normandet al. (2009. NéanmoinsGuoet al. (1998)démontrent une forte variation du sexe
ratio entre des familles d’huitres creus€s gigasvariant de 10% a 71% pour les femelles,
suggérant une base génétique du seado. Concernant les facteurs environnementaies
travaux deFabiouxet al. (2005)ont mis en évidence une influence tletempérature et de la
luminosité sur le sexeatio de I'huitre creuseC. gigasadulte. En effetdans leur étudela
population conditionnée a faible température (8°C) et faible luminosité (8 hepmegour)
présentait un sexeatio en faveur des maletndis queles populations élevées en conditions
naturelle ou accélérée (température et luminosité supérieurpgdsentaient un sexeatio
equilibré Par la suite, I'influence de la température sur le sexté@ a également été testée
dans une population d’huitres juvénil&€santerreet al., 2013) Les résultts ontalorsindiqué

un sexeratio en faveur des femelles lors d’un conditionnement a 18°C et 22°C ekeinad®

a dominante male pour les températures supérieures (25°C et 2B&Q)lus, I'expositioau

nonylphenol induiait une féminisatiord’huitresagées de 10 moigjnsi qu’'une augmentation
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du nombre dhermaphrodites simultanéshezC. gigagNiceet al.,, 2003) Précédemmentun
sexeratio en faveur des femelles avait également été obtenu lors de I'injectiestrddiol

chez des huitres creus€sgigasadultes (Mori et al., 1966)

D’autresfacteurs environnementaux, telque la richesse nutritive du milieunbété décrits
comme ayant un effet sur la gamétogeneése @egigas(Soletchniket al., 1997; Lange

Reynosp1999), cependant, leur influerecaur le déterminisme du sexe n’a pas été étudiée

B.la aoissance

La croissance est un parameétre important dans l'activité ostréicole car ailditionne la
durée du cycle de production. C'est pourquoi de nombreusegles ont porté sur la
recherche defacteurs améliorant la croissance sleespécesostréicoles dont celle de

Crassostrea gigas

Il a été démontréans différentestudesque k taux de croissanagétait pas linéaire mais
variaiten fonction des saisoret deszones géeographiquesnai & Sakai, 1961Askew, 1972
Malouf & Breese, 1977Sumner, 1980, 198;1Brown, 1988 Hyunet al., 2001 ; Dégremontet

al., 2005; Costilet al., 2005; EnriquezDiazet al., 2009; Mondolet al., 2016). La tanpérature

et laphotopériode sat également des facteurs influencant les parametres morphologiques
(Fabiouxet al., 2005) De plus, @ns I'étude réalisée patumner (1981)le naissain élevé en
zone subtidale présentaiune croissance supérieure a cetlé la zone intertidalel’étude
menée parAzemaet al. (2017a) a confirmé quin temps d’exondation plus important (25%
contre 12% et 2%nduisait une meilleureroissanceour du naissairlLa richesse nutritive du
milieu, apparentée a la quantité de plogtlancton, a été indiqu& comme étant un autre
facteur environnemental impactant la croissance @egigas(Langdon & Walddg 1981;
Brown & Hartwick, 1988 Brown, 1988 RiceVillaet al, 2009) Une faible salinité (20%)
combinée a un milieu pauvre en nutriments ont ralenti la croissance deghuaitultes suivies
par Brown & Hartwick (1988 De plus, I'étude sur la pollution aux métaux dans le milieu
aquatique realiségar Breretonet al. (1973)amontré un ralentisement de la croissance

larvaire lors d’une exposition au zinc.
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L’ensemble desonnaissances acquises ont permis de modéliser la croissari@eassostrea
gigasen fonction de I'apport alimentaire du mili€dobayashet al., 1997; Hyunet al., 2001)

Des modeles de type «bilan dynamique d’énergie (DEB)ont également été crés
spécialement poucCrassostrea gigagn tenant compte des connaissances acquises sur sa
physiologie. lls permettent de décrire la distribution de I'énergiesain d’'un organisme a
travers s fonctions physiologiques (reproduction, croissance, nutrition etksipe de
I'énergie).Le premier de ce modéle a été réalisé en prenant comme milieu trophiqueseBas
Marennes OléroriBacheret al., 1991). Parla suite, un modéle a été désigné poutdieg de
Thau (Gangneryet al., 2003, puis d’autres modeles ont été développés en ajoutant des
données nouvellement acquises sur I'huitre cre@&egigas(Van der Veeret al., 2006;
Pouvreatet al., 2006; Ren &Schiel, 2008 Bourléset al., 2009; AlunnoBruscieet al., 2011;
Barilléet al., 2011).

Plusieurs stimations des parameétreggénétiques (reritabilité et corrélations génétiques)
relatifs a la croissance che&2. gigasont été réalisées. Ainsi chez les huitres juvéniles
I'héritabilité calculée pour la croissance était trés faible en conditions comsd@,05 0,18;
Ernandeet al.,, 2003 ainsiqu’en milieu nature{entre 0,15+ 0,08 et 0,07+ 0,07 selon le site
Déegremontet al., 2007). Cependant agein de populations adultekes héritabilités calculées
étaient de 0,36+ 0,19,0,49 £ 0,25, 0,45 £ 0,23 et 0,35 £ 0,17 pour la largeur, la longueur,
I'épaisseur de la coquille respectivement et 0,35 + 0,17 pour le potidsKonget al., 2015).

De plusleur étude a trouvé uneorrélation génétique importante(0,79 £ 0,25)entre la

longueur de la coquille et le poids de I'animal.

Plusieursprogrammes de sélectiogénétique sur les caracteres morphologiques de I'huitre
creuseC. giga®nt vu le jour(Delkers & Hospital, 2002Langdoret al.,, 2003; Heet al., 2008;
Liet al, 2011; Wanget al., 2012; Zhanget al,, 2019. Ainsj dans I'étude de.iet al. (2011),

les descendants issus de géniteurs sélectionnés pour leur forte craesspasseédaient une
coquille de 7,9% a 12,2% plus grande que les individus de lignées notiosatsEs
(héritabilité calculée entre 0,15 0,03 et 0,40 + 0,02elon la lignée de sélection). Utilisant
cette génération, une seconde sélection génétique a éte realiség\paget al. (2012) Elle

a permis de confirmefhéritabilité modérée pour la longueur de coquille (de 08D,07 a
0,46 £ 0,14%elon la lignée).
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La ploidie est également connue comme un facteur impactant la croissandeitlee| avec
des individus triploides présentant des parametres morphologiquesrgupé a ceux des
individus diploidesShpigekt al., 1992; Normandet al, 2009; Ibarraet al., 2017. Ainsi des
populations d’huitres triploides ont été utilisées dans des programmeglgetion génétique
visant a améliorer la résistance a des agents pathogénes dans le bétdieerle temps

d’exposition & ces agentslandet al., 1998; Degemontet al., 2012).

L’étude comparatived’huitres diploides ettriploides réalisée parNormandet al. (2009)a
permis de mettre en évidence I'effet de la ploidansi que de la technique d’induction de la
triploidie- sur lepoids frais (masse viscéradans coquille) d’individupivéniles. Les huitres
triploides issues d’un croisement de géniteurs diploides avec la rétention"dgldbule
polaire avaienun poids frais supérieur a lce destriploides issues d’'un croisement entre un
géniteur diploide etun géniteur tétraploide. Les masses viscérales de ces deux catégories
d’huitres triploides étaienplus lourdes que celles des huitres diploides. Au sein de chaque
catégorie, les femelles présentaient un poids frais significativementgi® que celuiles
males.L’'absence de mesures répétées dans le temps n'a cependant pas percescdler

des taux decroissance.

Alors que de nombreuses études se sont intéressées a la croissanc€.daligastres peu
d’entre elles ont étudié l'influence du sexe sur ce paramdde tels travaux nécessiteraient
le suivi temporel d’'individus d’age et d’environnement identiquesd@s,étudeprécedentes

ont étudié le sexeratio par catégorie de taille d'indidus, surdes populations sauvagest
sans tenir compte de I'age désdividus(Buroker, 1983 Yasuoka & Yusa, 201&’unique
étude ayant pris en compte cgsérequis a démontré I'existencéuwh dimorphisme sexuel

les femelles présentant un poids supénieinsi qu'une coquille plus longue que les males
(Baghurst & Mitchell, 2002 Cependantdans leurs travaux, la croissance a été calculée a
I'échelle de la population et non individuellement, car les biométries onté&aisées sur des
individus différats. De plus, malgré la connaissance de I'hermaphrodisme séquentieCchez
gigasdepuis90ans(Amemiya, 1929)anotre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée

a l'influencedeschangemens de sexe sur sa croigsze.
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C.Lesmortalités

Des mortalités massives affectentégulierement I'huitre creuse Crassostrea giga®et

impactent fortement la filiere ostréicole.

Des étudesont permis de mettre en évidence la composante multifactorielle des mortalités
estivales(Elston, 1993 Cheneyet al., 2000; PautPontet al., 2013; Pernetet al., 2014). En
effet, la saison, la qualité de I'environnement ainsi que les pratiques aldgat la présence
d’agents pathogenemfluencentla survie des populations d’huitre&uss, le virusOsHV1 a
été identifié comme étant la principale causle mortalité dans les populations d’huitres
juvéniles (Nicolaset al, 1992; Sauvageet al, 2009; Odenet al, 201]. Tandis queds
bactéries du genreVibrio et notammentVibrio aesturianusont été détectéeslors de
phénomenes de mortalités touchant les huitres adultesancoiset al., 2013; Traverset al.,
2015; Barbosa Solomieet al., 2015. L'incidence de la températureaussiété testé et des
lignées issues de sélection massal&a résistance aumortalités ont été réalisées sur des
individus adultesElston et al.,, 1987, Friedmaset al., 1991) La composition génétique de la
résistanceaux mortalités estivales du naissade C. gigas(Degremontet al, 2005;
Déegremontet al,, 2007)a également été confirmé pour la résistarauex infectiors par OsHY

1 (Dégremont, 2011 Dégremontet al,, 2015; Azémaet al, 20174). Desgains de survie
importantsa OsHV1 ont ainsi pu étre obtenus apres quatre générations de sélection aleass

sur estan au stade naissaiivegremontet al., 2015)

Leffet de la ploidie sur les mortalités @& giga®, quant a lui, été peu évalué. Ainsk Etudes
meneées paiGarnierGereet al. (2002)et celles dbarraet al. (2017)ont indiqué untaux de
mortalité identique au sein des populations diploides et triploides suiRiesr OsHV1, les
deux ploidies présentent des susceptibilités identiques, cellependant uniquement du
niveau de sélection des géniteurs utiligésegremontet al., 2016) Au contraire, les taux de
mortalités étaient supérieurs pour les triploides comparativement aux diptodans le cas

d’infections expérimentalea V. aesturianusAzemeet al., 2016)

A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a lkffe¢xe et/ou du changement

de sexe sur la capacité de survie de I'huitre crelisgigas.
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Fadeurs moléaulaires du déterminisme sexuel chez I'huitre aeuse C.
glgas
A Les modes de déeminisme du sexe dans le ©egie animal, chez les

Mollusqueset chez Cassostrea gigas

Le déterminisme sexuel est un ensemble de mécanismes moléculaires dailpar
lesquels les cellules germinales souches d'un organisme vont étre esgatphs la
différenciation cellulaire aboutissant a un organe reproducteur niédsticule) ou femelle
(ovaire). Dans le regne animal, trois modes de déterminisme du sexe ontediésd le

déterminisme sexuel génétique, le déterminisme sexuel environnementalddterminisme
sexuel mixte intégrant des facteurs a la fois génétgat environnementaugGhiselin, 1974

Bell, 1982 Bull, 1983 Wilkins, 1995 Valenzuelat al., 2003; Mittwoch, 2005; Haag & Doty,
2005; Gamble & Zarkower, 20tBachtroget al., 2014)

Le déterminisme sexuel génétique...

Ce type de déterminisme du sexe est basé sur I'existence de chromosomess sebant
'expression des génes qu’ils portent détermine le sexe de l'animal. |l egtéeminisme
sexuel majeur du regne animal. Il comprend trois scatggories i) le déterminisme basé sur
I'hétérogamétie d’'un sexe, ii) le déterminismedasedépendant» et iii) le déterminisme

« haplodiploide».

...Basé sur I'hétérogamétie
Ce déterminisme sexuel repose sur la présence d’hétérochromosomés.Héetrogamétie
peut induire la voie de différenciatiomale (XY) ou la voie femelle (ZW). En effet, chez la
plupart des Mammiféres, les organismes possédant une homogamétie Xigémmties et une
hétérogameétie XY sont males. Tandis que chez les Oiseaux, I'hétérogawveimeludt des
individus femelles etiomogamétie ZZ des individus males. Ce mode de déterminisme sexuel
peut étre étendu a trois chromosomes sexuels, comme c’est le caxpampde chez le guppy
Xiphophorus maculatuavec des hétérogaméties male (XY) et femelle (WY et(VidXh et

al., 2003)ou chez la souris pygmexdricaineMus minutoidesjui possedein chromosome X,
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un'Y et unX mutant appelé X*, dont la particularité est d'inhiber le chromosorfiéeyrunes

et al, 2010)

... «Dosedépendant»
Ce déterminisme sexuel dépend de la valeur dtiorentre le nombre de chromosomes
sexuels (X) et le nombre de chromosomes autosomaux (A). Par exemple cléeaaiode
Caenorhabditis elegansorsque ce ratio X/A est inférieur a 1 I'individu est méale, tandis que

lorsqu’il est égal ou supérieur a 1 I'individu est alors femelledi & Herman, 1979)

... «HapleDiploide»
Ce déterminisme sexuel est possible chez un certain nombre d’Insecterbgteres,
coléopteres et thysanopteres en particuliédron & Passera, 1999Chez ces especes, telle
gue l'abeille, capables de parthénogenese, la détermination du seixéomstion de la
fécondation (ou non) de I'cedfHeimpel & De Boer, 2008Ainsi I'ceuf non fécondé donnera
un individu male (parthénogenese arrhénotoque) tangisune femelle sera la résultante

d’un oeuf fécondé.

Un second processus aboutit au déterminisme génétiquepto-diploide»; il s’agit de
I'élimination du génome paternel po$¢condation induisant des males haploides, retrouvés

chez certains Insectesmme, par exemple, la cochenilléerrick & Seger, 1999)

Le déterminisme sexuel environnemental

Le déterminisme sexuel peut étre influencé par des facteurs sociauxu¢elagdensité de
population ou des facteurs physiohimiques du milieu. Ce type déterminisme est répandu
chez les Protostomiens mais également chez certains poissons Télé&ostégguamates ou
Chéloniens(Korpelainen, 1990)Par exemple, chez le ver maonellia viridis l'identité
sexuelle d’'un individu dépend de I'occupation dm shabitat: si la niche est vide, la larve
devient femelle tandis que si son habitat est occupé par un congéneéerelésraé devient
male(Leutert, 1975)Chez les tortue$estudo graecat Emys orbicularien revanche, c’est la
température d’'incubationdes ceufs qui détermine le sexe des embryons, une température
élevée étant en faveur des femelles chez ces 2 especes (supérieur82@@t 28,5°C

respectivement)Pieau, 1971)
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Le déterminisme sexuel mixte (génétique + environnemental)

Dans certains cas, bien que des chromosomes sexuels soient présemEonnement
influence également le futur sexe de I'animal dans une période labile, eatriaim sexe
phénotypique qui ne correspond pas au sexe génétique. De nombreux poiESEustéens
(Baroiller& D’Cotta, 2001 OspinaAlvarez & Piferrer, 2008Baroilleret al., 2009)ainsi que
certains AmphibiengEggert, 2004 Manolakouet al., 2006; Matsubaet al., 2007) et
Squamates et ChélonieliShineet al., 2002; Sarreet al., 2004; Quinnet al.,, 2007; Warner
et al, 2008)ont ainsi un déterminisme sexuel thermosensible. Chez le til@pgchromis
niloticuspar exemple, une élévation de la température (32°C) provoque une masatitm
phénotypique d’embryons génétiquement femelles (Xgroilleret al., 1995) A l'inverse,
chez l'iguane australiefPogona vitticeps une incubation des ceufs a 32°C induit une

féminisation d’embryons génétiquement males (ZZ)innet al., 2007)

Modes de déterminisme sexuel chez les Mollusques

LesMollusques pésentent desnodes a déterminismedu sexevariés et les travaux a ce sujet
sont encorepeu nombreuxAinsi par un exemplgj) un systéme X/Y est retrouvé chez de
nombreuxGastéropods (Vitturi et al, 1998)ou chez la mactre nainklulinia lateralis Guo&

Allen, 1994) (i) un systéme X/Gst retrouvéchez les escargoffheodoxuset Littorina sp
(Vitturi & Catalano, 1988; Vitturi et al., 1988 ou encore(iii) un systeme doselépendant X/A

est retrouvé pour la mye commun®lya arenaria(Allen et al., 1986) ChezCrassostrea
virginicg un systeme mukiod a été suspecté il y a déja quelques années mais n'a pas fait
l'objet de plus d'étudesHaley, 1977, 1979De nombreuxBivalves, dont les membres des
ordresMytiloida, Unionoida, Veneroidat Nuculanoidaprésentent un systeme inhabituel de
transmission de I'ADN mitochondrial connu sous le nomddebly uniparental inheritance
(DUI) qui implique la transmission des génomes mitochondriaux des deux parents
(Kenchingtoret al., 2002, 2009 Bretonet al., 2007, 2009, 2011 ; Passamo&tGhiselli2009

: Boyle &Etter, 2013 Zouros2013) Cependant, chez plus de 150 espéeces de Bivaivesn
chromosome sexuel hétéromorphe n'a été caractéga&ytogenétiqee (pour revue, Breton

et al, 2017)

Chez lesMollusques, le déterminisme sexuel pourrait aussi étre influencé par des facteurs

environnementauxabiotiques (températurepollution, acidification des océans, stéroides
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exogene} ou biotiques (disponibit de la nourriturg (Bretonet al., 2017; Boulaiset al.,

2017; Parkeret al, 2018) (Tableau ). Les travaux qui suggerent cetteypothese sont

essentiellement basés sur des observations de-satieschez des Bivalves

Tableaul : Facteurs environnementaux biotiques et abiotiques ayant une influence sur le-ssiede Mollusques

Facteurs/espéces

Traitement et/ou résultats

Références
bibliographiques

Stéroides exogeénes

Crassostrea gigas
Mulinia lateralis

Placopecten magellanicus

Pinctada margaritifera

i 6 testradiol: féminisabn
Methyltestostérone:
masculinisation

17 t-estradiol, testost., progest
DHEA: masculinisation

i 0 testradiol: féminisation

Pour revue Breton et al
2017
Teaniniuraitemoana et al.
2016

Température
Crassostrea corteziensis
Crassostrea gigas
Crassostrea virginica

Pinctada margaritifera

fal18°C , a9o°C

f aTe extréme (< 8°C> 25°C)
aTe élevée

aTe élevée de 28°C

f

ChavezVillalba et al. 2008 ;

2008 ; Fabiouxet al.2005 ;
Lango-Reynosoet al. 2006 ;

1936 ; Teaniniuraitemoana

RodriguezJaramilloet al.

Santerreet al.2013 ; Coe

et al.2016

Acidification des océans
Saccostrea glomerata

16%de, en+/f

Boulaiset al.2017 ;
Parkeret al. 2018

Nourriture
Argopecten irradians
Crassostrea gigas
Mytella charuana
Pinctada margatritifera

f - peu de nourriture
f - peu de nourriture
f - peu de nourriture
f - peu de nourriture

Reynoso 1999 ; Stenyakina

2016 ; ChavezVillalba et al.

Sastry 1968 ; Lange

et al.2010;
Teaniniuraitemoanaet al.

2011

Pollution
omphina veneriformis

Mya arenaria

f avec tributylétain
f avectributylétain

Pour revue Bretonet al.
2017

Des facteurs sociaypourraient également joueun réledans le déterminisme sexuelpmme

chez la crépidul€repidula fornicatachez qui les petits individus qui se fixent sur des gros

deviennent naéles alors que les solitaires deviennent femeilesagland, 197y De méme,d

stressinduit par ks greffes chez I'huitre perlierePinctada mazatlanicapourrait étre

responsable des sexatios biaisés e faveur des femelleSSaucedet al., 2001)
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Mode de déterminisme du sexe chez I'huitre cltéugeyas

A la genese de I'étude du déterminisme sexuel chez I'huitre créugggasce mécanisme
physiologique était considéré, chez cette espece, comme dépendant eechent de
facteurs environnementaux tels que son alimentation et la température de Beamer(Coe,
1936; Quale, 1988)L'influence de facteurs génétiques a longuement été suspectée sans
pouvoir étre démontrée(Coe, 1932 Needler, 1942) De plus, jusqu’a présent, aucun
hétérochromosome sexuel n’a pu étre identifié en cytométrie dbegssostrea giggg\hmed

& Sparks, 1967 ThiriotQuievreux, 1984, 2002l.’étude meBe parGuoet al. (1998) sur des
populations d’huitres creuses issues de croisements, a permis de reattreidence un effet
paternel important sur le sexe des descendants. Ces auteurs ont ainsi pu eantexistence
d’une influence génétique sur Beterminisme sexuel d€. gigasA l'issue de leurs travaux,

ils ont proposé un modéle génétique du déterminisme sexuel basé sweuliogus avec un
allele male dominant (M) et un alléle protandrique (F). Ainsi les huitres présentedsar
génotypes pssibles des vrais males (MF) ne changeant pas de sexe et des individus (FF) étant
males a la premiere maturité sexuelle et pouvant évoluer vers des femellssl|'sffet de
genes secondaires ou de I'environneméntioet al., 1998) Ce modele n’explique pas toute
I'hétérogénéité des seratios mentionnés dans la littératureledrick & Hedgecock (201ant
formulé un second modeéle. Dans ce dernier, la population d’hu@regigagprésenterait 3
génotypes distincts (MM, FM et FF), toujours basés sgeuhlocus. Les males présenteraient
toujours deux génotypes(MM) pour les vrais méles ne changeant pas de sexe et (FM) pour
les méles pouvant devenir femelles. Par contre, cette fois, les fensdlesent également
issus de deux génotypes$FF) pourds vraies femelles ne changeant pas de sexe et (FM) pour
les femelles issus de méles ou évoluant vers des males. A nouveau, la cdpadiéididu a

changer de sexe serait également sous l'influence de facteurs externes.

Les deux modéles proposés suppot I'existence d’un gene majeur du déterminisme sexuel

chezCrassostrea giga€ependant, a I'heure actuelle, il n’a pas été identifie.
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B. Les génes du déerminiame sexuel chez les Mollusques et chez C. gigas :
homologues de facteurs connus des cascades moléaulaires et candidas

potentielsissus desagpprochestranscriptomiques dobaes

Le déterminisme génétique du sexe peut impliquer plusieurs génes (ofigpge ou
polygénique) comme cela a été montré chez le poisson Zeareo rerio(Liewet al., 2012)
ou le barDicentrarchus labrak/andeputteet al, 2007) Cependant, il apparait que chez de
nombreuses especes, c’est un gene majeur qui initie le déterminisxoelké.e mode d’action
d’'un tel gene est soit binaire (présence/absenepar exemplele geneSrychez la souris
(Sinclairet al., 19903 soit «dosedépendant» -C’est le cas d®mrtl chez le poulefSmithet
al., 2009) En plus de ce gene principal, la mise en place d’'une gonade différenciésiteéce

la présence d’'une cascade de factennsléculaires activant ou inhibant certains genes.

Les réseaux de génes du déterminisme sexuel dans le regne animal

Parmi les organismes modéles, la sotiss musculusle nématodeCaenorhabditiselegans
et la drosophileDrosophilamelanogasterpossedentchacun un géne majeur induisant la
différenciation sexuelle. Il s’agit respectivement des gedmggSexdetermining region on Y
chromosom@ (Sinclairet al., 1990; Koopmaret al, 1991) Xotl (XO lethal protein (Miller,
1988)et SxI Eex lethgl(Zhuet al., 1997)

...chez la sourMus musculus
Le géneSrya été identifié chez la souris pamclairet al. (1990) Sa présence chez des souris
génétiques femelles (XX) a induit la mise en place de testicules foncspndehc
phénotypiquement malesKoopmanet al, 1991) Ainsi, en partenariat avec le géeisd-1
(Steroidogenic Factor)lle géneSryactive la transcription du factel®ox9 $rybOX 9 qui a
son tour active I'expression du gergf9 Fibroblast growth facte®). Ce dernier agit avec un
rétro-contrdle positif suiSox9 De nombreux autres genes et leurs produits génigues, tels que
Gata4, Fog2, Wtl, Nr5al, Pgsd, Fgfrl, CBX2, Sox8, Amh, Dax1 gs@titdussi nécessaires
pour les régulations (positives et négatives) et le maintien de el de détermination du
sexe maleDmrtl (Doublesex and Mab&lated transcription factgrest aussi nécessaire pour

le maintien du sexe gonadique male, en particulier pour prévenir la reprogrammatio
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féminine(Eggers &inclair, 2012)Chez les femelledeux voies moléculaires indépendantes
permettent la différenciation de la gonade en ovaipey I'activation de-st {ollistatine) : la
voie Wnt-4/ Z « %o }4daténine Winglesstype MMTV integration site family, member 4/R
*% }Vv ]v -caténing et la voie Foxl2/BMP2/aromatase (Forkhead bOX L2/Bone
Morphogenetic Protein 2/aromatagéNef & Vassalli, 2009 annetier & Pailhoux, 201.0es
deux voies inhiberaient I'expression des facteurs de la différencitgticulaire tels qu&ox9

et Fgf9lors de la différenciation femelle et, a I'inverse, elles seraient inhibéeS@ed, Fgfo
et probablementSrylors de la différenciation malgttolenghiet al., 2007; Uhlenhautet al.,
2009; Pannetier & Pailhoux, 201(e role deSryen tant que déterminant de laoie méale

serait conservé&hez tous les Mammiféres placentaires et marsupiaeyrunest al., 2008)

... chez le nématod€aenorhabditis elegans
Chez le nématode, linhibition de I'expression du geXell chez des embryons
génétiquement males (XO) indugur féminisation(Miller et al., 1988) Quand il est actif, ce
gene permet linhibition dd’expression de geneSdc(Sdel, Sde2) qui étaient considérés
jusqu’alors comme des génes candidats du déterminisme sexuel (Malmaum & Meyer,
1989; Villeneuve & Meyer, 1990Meyer, 2005)L’inhibition des protéineSdcrend possible
'expression du genéer-1 qui inhibe a son tour I'expression dea2. L'expression dee
dernier étant inhibée, les geneseml, Fem2 et Fem3 peuvent s’exprimer et rguler
négativement le gendra1, conduisant ainsi la différenciation gonadique m@ewabara &
Kimble, 1992)Cette différenciation méle est rendue possible par I'expression du lfeie

3, homologuedu geneDmrtl des MammiféregYiet al., 2000)

... chela drosophile Drosophila melanogaster
ChezD. melanogasterSxlest retrouvé sur le chromosome X et sa transcription est activée
uniqguement chez des individus diploides génétiguement femelles(PXXet al, 1997) La
protéine Sx| en plus d’activer I'egpression desSxichez la femelle (rétr@ontrdle positif), induit
I'épissage du gendra (Transforme) (Zhuet al, 1997) En découle la production d'une
protéine Trafonctionnelle qui, avec l'aide de la protéiiea2non spécifique du sexe, se lie a
Dsx-géne homologue d®mrtl- (Boggst al., 1987; Amreinet al., 1988; Inoueet al., 1990)
Cette liaison entraine la production, par épissage, d'une prot®mepécifique de la femelle

(Hoshijimaet al.,, 1991)
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Alors que le géné@raestun facteurd’épisage tardifde la cascade de différenciation chez
melanogasterchez la mouch€eratitis capitatail aurait un role clé dans la détermination du
sexe(Paneet al.,, 2002) En effet, chez cette derniere, le gene homolo@ed raest retrouvée
naturellement chez des embryons génétiguement femelles (XX) et linhibition de son

expression conduit a des mouches phénotypiquement males(P&Xet al, 2002)

Des homologues de facteurs connus des réseaux de genes du déterminisme sexuel, conservés
chez leMollusques

Plusieurs génes connus et conservés du déterminisme sexuel des Mansmifiéresté
retrouvés en approches globaleshez les Mollusques Bivalves et Gastéropodes, comme
notammentGadd45€ MAP3K4, Gatd, LHX9, Wtl, CBX, Fgf18, Rspol;@/btCaénine, Fst,
Daxlou ATRXnais aussi des genes a domaine DM (domirtl), des genes de la famil&ox
(dont Sox9 et Sox30et le geneFoxI2 (Ghiselliet al, 2011; Dhellly et al, 2012 ;
Teaniniuraitemoanat al, 2014, 2015 Zhanget al,, 2014 ; Shet al., 2015 ; Tonget al,, 2015

; Chenet al., 2017 ; Yueet al., 2018 ; Mulyanaet al., 2018; Tableau 2 Quelques génes
conserveés des cascades des Protostomiens ont aussi été retrouves ehézotusques,
comme les géneSxl, Traou Fem(Zhancet al.,, 2014; Teaniniuraitemoanat al, 2014, 2015 ;
Shiet al,, 2015 ; Tongt al, 2015 ; Chert al.,2017)

Les expressions gonadiques des transcrits des homologusex¥SoxE, Sox30/SoxaexL2
et Dmrtl (et autres Dmrtdnt aussi été mesurées chez centaMollusques en approches
globales. Pour les homologues Benrtl (et autresDmrt), une sur@pression a été relevée
dans la gonade mature male chez la coquille Saint Jacqué&niNa2; GalindeTorreset al.,
2018, I'huitre perliere Pmagdmrt ; Teaniniuraitemoaneet al, 2014, 201} le pétoncle
(Pydmrt; Liet al,, 2016, la moule Dmrtl; Shiet al., 2015 et 'ormeau Hadmrtl; Valenzuela
Munozet al, 2014. De méme, I'expression des homologuesSbx9/Soxka été retrouvée
plus élevée dans lgonade male de la coquille Saint Jacq(feslindeTorreset al., 2018)et
chez la mouléShiet al., 2015)mais pas chez le pétoncieiet al., 2016)et le clam(Chanet
al., 2017) Le géne homologue dgox30/SoxHtait quant a lui fortement exprimé daries
gonades males et plus limité en expression voire absent des gonadelidfechez le pétoncle
(Liet al, 2016)et le clam(Ghiselliet al., 2011) Enfin, les homologues dex|2ont présenté

une expression dimorphique entre les sexes en faveur des femellesPchargaritifera
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(Teaniniuraitemoanet al., 2014, 2015)P. yessoensisiet al., 2016) T. granosdChenet al.,
2017)et H. schlegeli{Shiet al., 2015) L'expressiome 'hnomologue cheZ. hongkongensis
était également supérieure dans la gonade femelle comparativement aux aigses-tiont

la gonade male(Tonget al., 2015)

Tableau?2: Homologues de genes conservés du déterminisme sexuel des Mammiféres retrobeésles Mollusques

Bivalves et Gastéropodes

Mammiferes Mollusques Références bibliographiques|
Chlamys farreri (@mrt4-like); Pinctada Fenget al., 2010; Yuet al., 2009,
martensii (omDmrt2, pmDmrt5); Haliotis| ~ 2011; Klinbungaet al., 2009;
asinina (dmrt1)P. fucata(PifucDmrt2, Matsumotoet al, 2013 ; Llera
PifucDmike A et Pifu®mlike B) ; Herreraet al, 2013;
. Teaniniuraitemoanat al., 2014,
Nodipecten subnodorus (Msnrtl, Ns
- 2015; Liet al, 2016 ; Cheet al,
dmrta2), P. margaritifera (pmargdmrt2, _
Dmrtl et _ _ 2017; Ipet al, 2015; Patnaiket al.,
. pmargdmrt); Patinopecten yessoensis 2016: Shiet al, 2015: Valenzuela
famille Dmrt

(Pydmrt);Tegillarca granosa (DmrtA2)
Reishia clavigera (DmrCristarias plicata
(Dmrtl) ; Hyriopsisschlegelii (Dmrt1/2) H.

rufescens (HaDmrt1)

Munozet al.,, 2014; GalindeTorres
et al, 2018; Shiet al., 2015;

Valenzueldviunozet al., 2014

Sox9/SoxEN. subnodorus ; P.
margaritifera; P. fucata; P. yessoensisTI.

granosa; C. plicata H. schlegelii

GalindeTorres, 2018
Teaniniuraitemoanat al., 2014; Li
et al,, 2016; Ghisellet al.,, 2011;

SOXIRLSOX30| . oo/SoxHP yessoensiuditapes | Pamaiket al, 2016; Shiet al, 2015
philippinarum
C. farreri (GfoxI2) ; A. californicg L. Liuet al, 2012; Matsumotoet al,
gigantea; P. margaritiferag Pmargfox|2); 2013; Teaniniuraitemoanat al,
Eoxl2 C. honkongensis (ChFoxLR) yessoensis| 2014, 2015 Tongetal, 2015, Liet

(PyfoxI2) T. granosgFoxn2 et Foxe)C.
plicata (FoxI2) H. schlegelii (FoxI2)

al., 2016; Cheret al., 2017; Patnaik
et al,, 2006; Shiet al., 2015
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Des candidats potentiels du déterminisme sexuel issus des approches transcriptomique
globales chez les Masques

Chez les Mollusques Bivalves et Gastéropodes, les approches transajipgsrglobales ont
permis de mettre en évidence des facteurs conservés du déterminisxuelsef. 8 ckdessus)

et des facteurs de la différenciation gonadique. Parmi ces derniersaiggerpourraient
présenter une expression dimorphique entre les sexes, (i) précoce erdanec un role dans

le déterminisme sexuel ou (i) plus tardive en accord avec un réle dans le maintgaxe.

Ainsi, ©iez des Mollusques gonochoriquates approchesont mis a jour des génes
différentiellement exprimés selon les sexes, comme chez la nityriepsis schlegebur des
gonades matures males et femelléxiet al, 2015) chez le claniegillarca granos&henet

al., 2017)et chez la moulderumytilus purpuratug3rioneset al., 2018) De méme, ce type
d’études faites chez le clarRuditapes philippinarunsur des individus entiers males et
femelles ont mis en évidence 35 géenes connus pour leur implication daegriaduction,
dont ’'homologle deSox3Q Ghisellet al,, 2011) Une seconde étude, réalisée en R8kY sur
cette espece, a partir de gonades males et femelles, a permis d’identi284 lgenes
exprimés différentiellement entre les sexes, sans analyse plus apprefdadihacunGhi=lli

et al., 2018) Chez 'ormeatdaliotis rufescensun séquencage de gonades matures males et
femelles a permis de mettre en évidence I'existencesd®le nucleotide polymorphisi8NP)
associés a certains geness que laVitellogéningVValenzuelaviunozet al., 2014) Enfin chez

le pétoncle japonaifatinopecten yessoensi&nalyse des transcriptomes de testicules et
d’ovaires, ont mis en évidence 4394 génes s’exprimant différentielleselon le sexéliet

al., 2016)

En ce qui concerne les Mollusques hermaphrodites simultanés, chez le gétogopecten
purpuratus une banque d’ADNte gonades matures males et femelles et immatures a permis
de mettre en évidence 7eges connus comme étant impliqués dans des processus de la
reproduction chezd’autres organismes,TSSK(Testisspecific serine/theonine-protein
kinase), Vg (vitellogenin), CDA (cytidine deaminase),ADAR (RNAspecific adenosine
deaminase)CNA(calcineurin A)SCAspermatogenesis and centriole associated 1eeajdne
codant h centrine (Boutetet al., 2008) En RIGPCR, les transcrits présentaient une expression
plus importante dans la gonade comparativement aux autres tissus et dimorphiqresles

sexes et entre les stades (gonades immatwesusgonades matures), a I'excepti de la
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centrine. Chez la coquille SaidacquesNodipecten subnodosutes genes impliqués dans la
différenciation gonadique ont été étudiés par analyse transcriptomiqugaledes males et
femelles adifférents stades de gamétogenéseleraHerreraet a., 2013) Les auteurs ont
identifié 3 genes possiblement impliqués dans la méiose chez les malessetbnde étude
réalisée sur des juvéniles de cette espéce a permis de mettre en relatigmelssion de
transcrit dans des gonades indifférenciées, pgyport a d’autres tissus (glande digestive,
muscle adducteur) edux stadesle développement (larvaire, embryonnair&)alindeTorres

et al, 2018)

Enfin, en ce qui concerne les Mollusques hermaphrodites séquentiedg, I'huitre perliere
Pinctada fucataMatsumoto et al. (2013)ont recherché dans le génomeé akeuchiet al.,
2012) des homologues de génesnnus de la reproduction lls en ont identifiés plus de 40,
dont des homologues de htellogénine(PifucVtg) et d’ER(Estrogen receptor) (PiftEER).
Chez une autre espéce d’huitre perlieRe hargaritifera), I'analyse différentielle a partir de
transcriptomes de gonades males et femelles a différents stades de ggeréise, a permis
d’identifier 87 genes impliqués dans le déterminisme sexuel et/ou la difééaton
gonadique(Teaniniuraitemoanat al., 2014) Douze d’entre eux ont été validés en gPCR et
étaient plutdt exprimés dans les gonades matures, soit femetleat(vit-6, fasnl, dicerl,
sodA et dnmtl), soit males (donttsskl, fbxo39, ccnB et dyi3). Une seconde étude
transcriptomique réalisée pareaniniuraitemoanaet al. (2015) a identifié 1 937 contigs
impliqués dans les voies de différenciation gonadique male et fem€kez I'huitre
Crassostrea hongkongengies transcriptomes de gaes matures males et femelles anis

en lumiere plus de 1,910 genes identifies comme en lien avec la reproduglionée

germinale/déterminisme sexuel/différenciation gonadiquiépnget al., 2015)

Les candidats au déterminisme sexuel chez C. gigas

Lors des premiéres études visant la caractérisation de facteurs moléculaidg&tatrminisme
sexuel chez I'huitre creusgrassostrea gigasucune donnée génomique n’était disponible.
Aussi, l'identification des premiers genes candidats a résulté d’'une approlee utilisant
des tissus gonadiques d’huitres adultes prélevés aux différents stadesnu&toggnese
(Naimi et al., 2009 et b. Aprés obtention d’ADNc, l'utilisation d’amorces ciblant des

séquences homologues aux géenes conserves a permis laaregation dedeux homologues
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CgDMl et CgFoxlI2 L’expression ubiquiste degDMI et son homologie aveDmrt4/5 plutot
gu'avecDmrtl ont suggéré un réle de ce facteur dans la différenciation sexuelle, mais p
dans le déterminisme sexu@llaimiet al., 200%). Le secongiene homologue retrouvéhez
I'huitre creuseCgFoxI2 avait une expression croissante au cours du cycle gamétogénétique
adulte, biaisée en faveur des femelles, ne permettant pas de diseainuin role dans la
vitellogenésela différenciationgonadique ou le déterminisme sexuel du cycle suiyaiatmi

et al, 200%). Cependant, I'hypothese de I'existence d’un ARN-senis naturel deCgFoxI2
(CgFoxI20% a été avancée padaimiet al. (2009) puis confirmée patGanterreet al. (2012)

Il inhiberait I'expression d€gFoxL2chez les males en stade 3, en formant des duplex
cytoplasmiques avec le transcrit @gFoxL2CgFoxL2t CgFoxL2ogoueraient ainsi un réle
clé dans le déterminisme sexuel femelle clkezyigaen stade 3Santerreet al., 2012) Par
une approche ciblée, deux autres facteurs potentiels du déterminisme beateété
caractériséeshez C. gigas L'un CgSoxE présentait un pic d’expression dans la gonade
indifférenciée, tandis que l'autreCg t-caténing présntait une expression élevée et
dimorphique en faveur des femelledes le stade 2, surtout marquée en stadesanterreet

al., 2014) L’ensemble de ces travaux a aussi permis de proposer une fenétre telepau
déterminisme sexuel adulte d€. gigas entre le stade 3 d’'un cycle et le stade 0 du cycle

suivant.

Des approches transcriptomiques globales ont également permis dappates
connaissances nouvelles sur les facteurs moléculaires lieés au seXerabgastrea gigat/ne
premiere étude menée emicroarray sur degjonades avait pour objectif de mettre en
evidence des transcrits a différents stades de gamétogenése, spécifigaanales et des
femelles(Dhelllyet al., 2012) L’analyse de I'expression différentielle des transcrits entre les
sexes a mis en lumiére 77 génes, 68 surexprimés dans les gonades femeligSgEox|2

déja identifié) et 9 chez les méalertains en stade 0.

Une seconde étude transcriptomique gldbaRNASeq) menée parhanget al (2014)a
ensuite eu pour objectif d’identifier des génes du déterminisme sexuel dingitré creuse,
dans des gonades matures (stade 3). lls ont retrdbigtox|2 dans les transcriptomes avec, a
nouveau, une expressiomarquée dans la gonade mature femelle, rapécifique de la
gonade comme précédemment mentionné (Naimi et al, 2009h)autre facteur de la famille

Fox a été mentionn&;0xN5; il a été présenté comme ayant une expression gonadique-male
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spécifiqgue. Ces nm@es auteus ont aussi mis en évidence un homologue du geme3Cet de
trois génes a domaine DM;g01830, Cgl1595@gDMI - Naimiet al., 200%) et Cg19568
nommé CgDsx(Dmrtl-like). Les expressions spécifiques @gDsx/Dmrttlike et CgSoxH
uniquement gonadiques et uniguement dans les gonades males matures, ost &lor
associées a urdle dans le déterminisme sexuel male. En I'absence de validatidRTgf?CR
et en l'absence de profils d’expression sur I'ensemble du cycle de gaené®e cette

information reste une hypothese.

Récemment, une nouvelle étude transcriptomique a été conduiterpaet al. (2018)sur des
tissus somatiques (manteau, branchie, muscle adducteur et masse viscérada) des
gonades aux différents stades de gamétogenese. Ces auteurs ont mislena® six clusters
regroupant des genes différentiellement exprimés au cours du cycle detggem&se et/ou
selon le sexe. SeuyDsx,CgSoxHet CgFoxl2ont été identifiés au sein des clusteas tant
gue gene potentiel du déterminisme du sexe. lsgunmofils d’expressions au cours du cycle
gamétogénétique n’ont pas été mentionnés. Aucun gene exprimé en stade 0, ppadadle

du déterminisme sexuel, n'est ressorti de I'étude.

Ainsi, 'ensemble de ces travaux chez les Mollusques et@hgiga®nt permis I'identification
de quelques genes conservés du déterminisme sexuel et candidats dont $sixpreerait en
accord avec un réle direct ou indirect dans le déterminisme sexuel, mais cgorriepas
connus comme tels dans le regne animal. Cependant, ces études présdatelimitent et
les profils d’expression de beaucoup de ces génes sont incomplets, limitasit ai

l'interprétation sur leur réle possible dans le déterminisme sexuel.

C. Leslimitesdesétudesdu determiniame sxuel dezlesMollusgues et chez

leshemaphrodites s2quentiels

Les types d’hermaphrodismes
L’hermaphrodisme caractérise un individu capable de se reproduirtamnque male et
femelle au cours de sa vie. Dans le réegne animal, les hermaphrodites sonttprélsen des

Protostomiens et Deutérostomiens de divers cladéwz, 1964 Reinboth, 1970 Ghiselin,
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1969; Charnov, 1979)Dans ce mode de reproduction, detypes d’hermaphrodisme se

distinguent: I'hermaphrodisme simultané et I’hermaphrodisme séquentiel.

L’hermaphrodisme simultané, ou hermaphrodisme vrai, caractérise un individu pandluis
lors d’'un méme cycle de reproduction a la fois des gameétes malesnetles. Ce mode de
reproduction est présent chez des espéces phylogénétiqguement éloignées tpile le
poisson Téléostée®erranus tortugarumFscher, 1984,) les MollusquesNavanax inermis
(Leonard & Lukowiak, 198éj Argopecten purpuratugDisalvoet al., 1984)ou I'Arthropode
MalacostracéLysmata wurdemanniBauer & Holt, 1998)Chez les Mollusques qui ont fait
'objet d’études moléculaires de la différenciation gonadique/du détersmma sexuel, on
compte par exemple le pétonclergopecten purpurats (Boutetet al., 2008)et la coquille

SaintJacquedNodipecten subnodosuSallindeTorreset al., 2018)

L’hermaphrodisme séquentiel ou successif, fait reférence a un individu leagi@lchanger au
moins une fois de sexe au cours de sa vie. Ce changgm@enétre protandre (méle devenant
femelle) comme c’est le cas, par exemple, chez des poissons clowmnuoki Ajaphiprion
(Moyer &Nakazono, 1978des poissons perciformes de la famille 8paridagAtz, 1964 0u
chez le pétoncle géarttinnites gigantes (Lauren, 198 Ce changement peut aussi étre
protogyne (femelle évoluant en méle) comme observé par exemple chezréaalgrise
Spondyliosoma cantharugreinboth, 1962)ou les poissons perroquets de la famille des
ScaridagReinboth, 1970 Ainsi, la gécificité des especes hermaphrodites séquentielles est
la détermination du sexe répétée au cours de leurs Gaez les Mollusques qui ont fait I'objet
d’études moléculaires de la différenciation gonadique/du déterminisemusl, on compte
par exemple les huitres perlier®nctada fucatdMatsumotoet al., 2013)et P. margaritifera
(Teaniniuraitemoanaet al, 2014, 2015t I'huitre Crassostrea hongkongensisonget al.,
2015)

L’huitre creuseCrassostrea gigaa été décrite comme une espéce présentant a la fois des
individus hermaphrodites simultanésen proportion treslimitée (<1%) (Amemiya, 1929
Guoet al, 1998; Steele & Mulcahy, 1999Normandet al., 2009; Yasuoka & Yusa, 201)

des individus hermahrodites séquentiels, capables de changer de sexe au cours de leur vie

(Amemiya, 1929 Lannan, 1971 Guoet al., 1998; Lango Reynoso, 199%®arket al., 2012;

28



Yasuoka & Yusa, 201&a tendance protandre du changement de sexe a été avahuéest
al.,, 1998; EnriquezDiazet al, 2009; Yasuoka & Yusa, 201@ien que d'autres études
réalisées sur cette espéce indiquaient uneseatio a ¥ maturité sexuelle équilibré ou a
dominante femellg§ Amemiya, 1929 Lango Reynoso, 199%abiowet al, 20(% ; Parket al.,
2012; Santerreet al., 2013)

Les limites des études du déterminisme sexuel chez les Mollusques et cheapsdbres
séquentiels

Jusqu’a présent, les travaux sur la reproduction et/ou le déterminisme sexueCclygza®t
chez les Mollusques ont été confrontés a plusieurs limites. Les études<cibid certes,
permis une identification précise des homologues, mais elles limitentait, le nombre de
facteurs étudiés. Les approches globales, en séquencant le traiosceigntier, présentent

un plus grand potentiel de découverte. Parmi les études précédentes, peu ont étudié
I'expression de genes sur toute la période du déterminisme sexuel (stdde 8ycle et stade

0 du cycle suivant chez. gigagar exemple Naimiet al., 200% et b Santerreet al.,, 2012,
2014; Dheillyet al., 2012; Yueet al,, 2019. Les approches globales se sont essentiellement
focalisées sur des gonades méatures ou sans aucune pré€igiost al., 2015; Chenet al.,
2017; Ghisellet al.,, 2011, 2018 ValenzuelaMunozet al., 2014; Boutetet al., 2008; Tonget

al., 2015; Zhanget al., 2014) Hors, chez des organismgsnochoriques ou hermaphrodites
simultanés, le déterminisme sexuel a lieu bien avant, au cours du développepsr
exempe chez le juvénile précoce chez I'hui€egigagNaimiet al, 2009 ; Santerreet al.,
2013) Chez des espéces hermaphrodites séquentielles, le probleme esiutret Quel que
soit le moment d’étude au cours d’'un cycle de reproduction, le futur sexe dienkd est
inconnu car I'animal est susceptible de changer de sexe au cycle de uepoodsuivant. Le
lien entre le profil d’expression d’un facteur et le futur phénotype du sexe ast olopossible,
limitant ainsi l'interprétation des résultats et donc les hypothéseslsuble potentiel dudit

facteur dans le déterminisme sexuel.
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Dans le regne animal, le déterminisme sexaelété moins étudié chez les especes
hermaphrodites, alors que ce mode de reproduntiest bien conservéGhiselin, 1969)
notamment du fait de limites semblables & celles mentionnéedessus.Les études
moléculaires réalisées ont surtout porté sur les poissons Téléostgamn)i lesquels on
compte de nombreuses espéces hermaphrodites séquentielles protandres ou ymetg
(Bobeet al.,, 2014) Comme chez les Mollusques, des homologues de genes du déterminisme
sexuel onttependant été identifi€sAinsi,Dmrtla été retrouvé chez des espéces protandres
comme Acanthopagrus schegélie et al, 2003) et protogynes commeHalichoeres
poecilopterugMiyakeet al, 2012) Son expression était alors corrélée a la différenciabion

a la régression du testicule lors du changement de sexe, respectiveildenméme, des
homologues de50%0 ont été décrits chez des Téléostéens hermaphrodites séquentiels comme
le mérouEpinephelus coioidésuoet al., 2010)et chez I'anguilléonopterusalbus(Zhouet

al., 2003) Chez le mérou, le profil d’expression$i@x9 suggéré un réle dans linitiation de

la différenciation gonadique méale, en amont de I'expressioDoetl (Luoet al., 2010) Chez
'anguille, I'expression des formes dupliqués9al et Sox9azlans les testicules et les
ovaires suggere des réles similaires dans la différenciation gonadique awuoalvangement
sexuel chez cette espec¢éhouet al, 2003) Enfin,Foxl2a également été caractérisé chez
plusieurs espéces hermaphiiteks séquentielles, avec des profils d’expression différents selon
les espéces. Ainsi, par exemple, son expression lors du changement daigexentait chez

le pagreprotandre Acanthopagrus schlegelivu et al., 2010)et diminuait chez le mérou
protogyneEpinephelus merrghlamet al., 2008) Chez le poisson clown protanddenphiprion
bicinctuset chez la girelle protogyn€halassoma bifasciatunfroxL2est surexprimé dans les
gonades femellegCasaset al, 2016; Liuet al, 2015) Par contre, aucun dimorphisme
d’expression n'a été observé durant le changement de sexe Eladizhoeres tenuispinis
(Kobayashet al., 2010) De tels travaux chez des Téléostéens hermaphrodites séquentiels ont
ete facilités car ces especes ont un détemsme sexuel sous influence environnementale et
qgue le changement de sexe ainsi provoqué était rapide (par exemple &iu215). De fait,

ces études ont permis de mettre en relation des profils d’expressionécmaires avec des

phénotypes du sexe iRduits».
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Objectifsde lathese

Dans ce contexte, afin d’approfondir les connaissances sur le détem@ndu sexe chez

Crassostrea gigaplusieurs objectifs ont été fixés dans le cadre de cette thése

)] L’identification des phénotypes du sexe et du changement de sexe sur les 6
premieres années de vie de I'huitre

i) La détermination de linfluence du sexe et du changement de sexe sur les
parametres morphologiques de I'animal

iii) La caractérisation de facteurs moléculaires exprimés lors du déterminisme ,sexuel

chez des individus a phénotypes du sexe et du changement de sexe connus

Pour répondre a ces objectifs, deux cohortes d’huitres creuses omiretiiites en écloserie

en mars 2013 et en juin 2014, puis testées dans un site d’élevage dn MeEsennesOléron
depuis novembre 2013 et novembre 2014, respectivement. Les huitregté marquées
individuellement, puis sexées et mesurées chaque année (poids, donglargeur et
épaisseur). Des individus a phénotypes sexuels contrastés ont égalétéehbisigparmi les
individus de I'une des cohorgea savoir des femelles et des males n'ayant pas changé de sexe
durant les 5 premieres années de leur vie. Un ségquencage erSBR{jlA ensuite été réalisé

sur des tissus gonadiques de ces individus choisis, adtifféstades de gamétogenése

couvrant toute la période du déterminisme sexuel.

Ces éléments nouveaux permettront d’approfondir les connaissances sur le ddtma
sexuel et le mode de reproduction @rassostrea gigastJne meilleure compréhension de la
physiologie reproductive de cette espéce optimisera les techniquesatkiption en écloserie
et enrichira le savoir relatif a la biologie de la reproduction au seiLdpkotrochozoaires et

des Mollusques
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Chapitre 1

Déterminisme sexuel chez I'huitre creu§Fassostrea gigas
étude pluriannuelle du sexatio et du changement de sexe au sein

de populations a larges effectifs
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Déterminisme sexuel chez I'huitre creUSeassostrea gigas
étude pluriannuelle du sexmtio et du changement de sexe
au sein de populations a larges effectifs

Questions: Les populations d€rassostrea giggaéesententelles desexeratios equilibrés?
Quelles sont lefréquences de changement de sege cous de la vie d’'un anim& L’huitre

privilégiet-elle untype de changement de sex2

Méthode : L’étude repose sutleux populations La premiére a été produite en écloserie en
2013 a partir d’huitresauvagesprélevées sur le bassin de Marenr@kron, zoe ou les
stocks d’huitres sauvages sont les plus importants. La seconde a été prexld@ttoserie en
2014 a partir d’'individusssus de la premiéreLes deux populations ont été testées dans le
bassin MarennesOlérona partir de novembre 2013 pour l&et de novembre 2014 pour la
2nde | effectif initial était respectivement d&488et 4320individus. Ces huitres ont été suivies
individuellement dés 2014 pour la € population et 2015 pour la"®. Chaque année,
l'identification du sexe a été détermée par observation degametes,soit a lceil nulors de
induction de laponte par chocs thermiques, soit a I'aide d’'ulmipe binoculairelors de
biopsie de la gonade. Les changements de sexe ont été constatés par l'inteineéde
I'historique des phénotypes sexuetllectés sur I'ensemble des 6 années pour la population

1, et des 5 années pour la population 2.

Résultats: Lors de la ¥ année de sexage, aajorité des huitres étaienfemelles (69% et
54% pour la population 1 et 2 respectivementpsexeratio biaisé en faveur des femelles
egalement été observé lors des sexages suivants (allant de 61% a 71%48b @67% pour
la 1°¢ et 279e population respectivement). Entre leeux premiéres annéede sexage34%
des huitres ontchangé de exe pour la population 1 e7% pour la population 2. La
proportion d’huitres changeant de sexentre deux saisons de reproductiordaninué au fil
des annéesu sein des deux populations, avec seulement 9% ent®febla 6™ année de
sexage pour lpopulation 1, et 11% entre |&2%°et la 3™ année de sexage pour la population
2. Au sein de la population 1386 huitres ont pu étre sexées chaque ann€armi elles8%
ont changé de sexe au moins une fastre la £ et la 8™ année de sexage dbB82% n’ont

effectué gu’un seul changement. Ces changements uniques de sexe ont eu lieusabnscle
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sens c'esta-dire de male vers femellepfotandre) et de femelle vers malegpfotogyne)
concernant respectivemerit9%et 13%de la population 1. De plus, au sein des 1386 huitres,
19% ont changé de sexe deux fois, 5% trois fois, 1% quatre fois et Oglaisisoit tous les
ans. Un nombre important 4299 d’huitres n’ont jamais changé de sexau cours de la
période d’étude, dont 34% étaient toujours ferfed et 8% toujours méales. Au cours des cing
années de suivi de la population 233 huitres ont pu étre sexées chaque annéeparmi
elles24% n’ont jamais changé de sexi®nt 17% étaient toujours femelles et 7% toujours
males. Au sein des huitres ayahaogé de sexe au cours de I'étude (76%), 44% ont présenté
un changement unique, 26% ont changé de sexe deux fois, 5% trois foisgeli# fois. A
partir des données collectées dans la population 1, une régressiotidogisa été realisée
permettant deprédire le taux d’hermaphroditeschez I'espéce d’aprés sa durée de vie.
apparait que 95% de la population présenterait au moins un changemenkdegeours des

19 premieres années de viplus précocementhez les huitres néanalesque celles nées

femelles (11 ans contre 27 ans respectivement).

Conclusions Dans le cas de notre étude, I'huitre crel@mssostrea giggarésente unsexe

ratio en faveur des femellesDe plus, d’apres la régression logistique et la durée de vie de
I'huitre, présumée de 20 ans, cette derniére serait bierhamrmaphrodite séquentiel bien

gue sur les six années de suivi, un nombre important d’individus n’ait pas ctarsg&e. Elle
estcapable de changer plusieurs fois de sexe, cependamtdaence de changement de sexe
décroitlorsque le nombre des années de vie augmente. Cette espece ne semble iopésfo
avoirde tendance a un type de changemeen particulier, car la protandrietout comme la
protogynie, ont été observées. Toutefois, les huitres identifféékes en premiére annéde

sexage auraientendance a changer de sexe plus précocement

Ma participation: J'ai participé au sexage des 2 populations en années 4 et 5, éfflectuivi

des lots en mer, créé les bases de données relatives a chaque populatsaighbintenues
a jour. J'ai égalememtarticipé aux traitements statistiques et réalisé l'interprétation aing qu

la mise en forme des résultats.

Ces travaux ont fail'objet d’'une valorisation par communication orale

C Broquard, L Dégremont, AS Martin2@17 Protandric sex i@rassostrea gigasnyth or
reality? First answers from a large and lgegn monitoring of sex changePhysiomar, 18
21 Septembre 2017, @dridge, Royaume Uni.
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ABSTRACT
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Understanding sex determination in the Pacific oyster Crassostrea gigas, a sequential hermaphrodite, can provide
prospective on the evolution of sex-determining systems for comparative reproduction from an evolutionary
perspective. Surprisingly, this mechanism is still poorly understood. To date, sex ratio and sex change have never
been studied at the individual level for a large size group and long-term monitoring. To this purpose, we per-
formed an ambitious individual long-term follow-up (6 years) on a large population (cohort 1: 7488 oysters)
produced from wild oysters, as well as for a second population produced from the cohort 1 (cohort 2: 4320
oysters). All oysters were individually sexed from 2014 to 2019. For the cohort 1, our results showed a sig-
nificantly female-biased sex ratio each year, ranging from 61 to 73% for the cohort 1. The proportion of oysters
exhibiting sex change between the first two breeding seasons was 34% and decreased each year, ending at 9%
between years 5 and 6. From the initial population, 1386 oysters were sexed six years in a row. Among them,
58% were sequential hermaphrodites, within which 32% changed sex once (19% protandric and 13% proto-
gynic), 19% twice, 5% three times, 1% four times and 0.1% five times. In contrast, 42% never exhibited a sex
change, within which 34% were potentially true females and 8% potentially true males. However, a logistic
regression model indicates that those oysters could experience one sex reversal in subsequent years resulting that
all oysters of our population of C. gigas would be sequential hermaphrodites. Similar results were observed for
the cohort 2, although the proportion of sequential hermaphrodite was higher than the one observed for cohort
1. It is supposed that a genetic basis exist for sex change in C. gigas. Our work participates to unravel the barriers
existing about the sequential hermaphroditism, the protandry and the sexual system in C. gigas, still currently
debated.

1. Introduction

crustaceans in the family Limnadiidae (Weeks et al., 2006). Conse-
quently, different modes of sex determination are found among closely

As sex determination is of major importance to sexual reproduction,
it is the subject of many studies across the animal kingdom. Although
the mechanisms of sex determination are remarkably diverse among
organisms, they can be grouped into three main modes: (i) genotypic
sex determination where sex is established by the genotype (gonosomes
or autosomes), (ii) environmental sex determination where sex is in-
fluenced by environmental cues, and (iii) a mix of genotypic and en-
vironmental sex determination (Bachtrog et al., 2014).

The sex-determining mechanisms observed across the tree of life are
very diverse because they can evolve rapidly (Bachtrog et al., 2014). A
striking example of diversity in sex determination is freshwater
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mont@ifremer.fr (L. Dégremont).
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related species or populations of the same species and in contrast, the
same mode may evolve independently in distant clades (Bachtrog et al.,
2014). This diversity of sex-determining mechanisms is associated with
two modes of sexual reproduction in animals: gonochorism (only one
distinct sex in any individual organism) and hermaphroditism (si-
multaneous when individuals function as male and female at the same
time; sequential when individuals first function as one sex and then
switch to the other sex). Gonochorism appears more widespread than
hermaphroditism, which is only observed in approximately 5% of all
animal species (Bachtrog et al., 2014).

Sex determination defines individual sex and is therefore closely
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related to the sex ratio of a population and its variation. Fisher (1930)
theorized that the sex ratio within a population should be balanced
(1:1) under the hypothesis that producing males or females requires an
equal cost. This balance is the “evolutionarily stable strategy” and is
maintained by natural selection, which promotes the rarer sex. How-
ever, in the animal kingdom, biased sex ratios are commonly observed.
This may be induced by differential mortality related to sex (Arendt
et al., 2014), inbreeding and local competition for mates and food
(Hamilton, 1967), endocrine-disrupting environmental pollutants
(Mills and Chichester, 2005), or adaptive maternal effects that result in
differential investment in male or female offspring (Trivers and Willard,
1973).

Mollusca, the phylum to which oysters belong, provides a rich
source of material to better understand the evolution of sex and sex
determination (Breton et al., 2017). Indeed this phylum (i) is the second
largest in the animal kingdom, (ii) belongs to Lophotrochozoa, a clade
poorly understood in terms of reproduction, (iii) provides a richness of
species with highly diverse modes of sexual reproduction ranging from
functional hermaphroditism (simultaneous and sequential) to go-
nochorism, suggesting diverse underlying sex-determining mechanisms,
and (iv) includes species of economic and nutritional importance,
which makes knowledge of their sex determination highly necessary to
provide useful tools for the control of their sex in aquaculture. Within
molluscs, gonochorism appears as the most common sexual system,
occurring in seven of the eight extant classes (Collin, 2013), while ap-
proximately 40% of the 5600 genera are classified as hermaphrodites
(Heller, 1993). Among bivalves, only approximately 4% of the 10,000
extant species have been determined to not be strictly gonochoric (Coe,
1943); indeed, hermaphroditism has been identified in 13 out of the
117 families (Heller, 1993). However, this number of hermaphroditic
bivalve species is probably an underestimation because of (i) its de-
termination based on a limited number of individuals and groups that
sometimes lack sexual dimorphism, (ii) the misidentification of sex in
simultaneous hermaphrodites based on the study of gonad fragments,
and (iii) the misidentification of sex change in sequential hermaphro-
dites observed at a population scale and not at an individual scale
(Yusa, 2007).

Concerning the Pacific oyster Crassostrea gigas, its sex-determination
system has not been established and there are two longstanding para-
digms concerning hermaphroditism in this species:

i) Oysters are sequential hermaphrodites (encountering sex changes at
some point in their lifespan). However, few studies provide direct
observations of individual sex changes, and these observations have
been limited to two years of life in C. gigas (Amemiya, 1929; Lango
Reynoso, 1999; Lannan, 1971; Park et al., 2012; Yasuoka and Yusa,
2016).

ii) Oysters are protandrous hermaphrodites (born male and change sex
to a female) with a striking example provided by Guo et al. (1998),
suggesting a higher proportion of males in younger oysters. Never-
theless, five independent studies reported primary sex ratios that
were biased in favor of females or were well-balanced (1:1)
(Amemiya, 1929; Fabioux et al., 2005; Lango Reynoso, 1999; Park
et al., 2012; Santerre et al., 2013).

None of the above studies has investigated the mode of reproduction
in individual C. gigas for more than two years and/or used a large
number of oysters, leading to a lack of consensus among them. Direct
observations are crucial and are a mandatory component of experi-
mental design for better understanding of sex determination in C. gigas.

In this study, we aimed to assess the temporal variation of the sex
ratio for a C. gigas population (cohort 1) over the six first-years to
identify potentially true males and potentially true females, as well as
sequential hermaphrodites. Thus, 7488 oysters were tagged and then
sexed from 2014 to 2019 to clarify the sex determination in this major
species used in aquaculture. In addition, the sex ratio and the sex
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change from 2015 to 2019 was also recorded for a second cohort using
4320 C. gigas.

2. Materials and methods
2.1. First cohort using wild oysters

2.1.1. Biological material

Twenty half-sib families, each consisting of two full-sib families of
C. gigas, were produced at the Ifremer hatchery in La Tremblade
(France) on 27 March 2013 from a wild oyster population sampled from
the Marennes-Oléron Bay (France). The parents were opened to de-
termine their sex as well as their level of maturity by microscopic ob-
servation of gonad samples spread on a slide (presence of spermatozoa
or oocytes). Twenty males and forty females were kept for mating, each
male being crossed with two females. The gametes were collected from
each parent by stripping the gonad. After fertilization, the larvae were
raised in 30-L tanks at 25 °C in UV-treated, filtered, and aerated sea-
water. All families were raised separately. The water was changed three
times per week. Larvae were fed daily with Isochrysis galbana
(30,000 cells/mL) until they reached 140 pum, after which the diet was
supplemented with Skeletonema costatum (30,000 cells/mL). Two weeks
after fertilization, larvae were placed on cultch in flow-through race-
ways at 20°C supplied with UV-treated seawater enriched with S.
costatum. Oyster spat were reared under standard hatchery conditions
until they reached a size of 2 mm. In May 2013, 5000 oysters per family
were transferred to the Ifremer nursery in Bouin (France) (Baud and
Bacher, 1990). Density was reduced during the nursery period as some
oysters were used in studies to determine the genetic basis for resistance
to pathogens (Azéma et al., 2017a, 2017b). Meanwhile, each family was
kept in one sieve at high density to reduce the growth until November
2013 and they were protected within the facility under biosecurity
control to avoid contamination with major oyster pathogens such as
OsHV-1 and Vibrio aestuarianus. Further details on these families are
provided elsewhere (Azéma et al., 2017a, 2017b).

2.1.2. Field study

The field study lasted from November 2013 to July 2019. In
November 2013, 38 families were transferred to the field study site at
La Floride in the Marennes-Oléron Bay, which is the main area for
shellfish culture in Europe (Goulletquer and Le Moine, 2002). This site
is located in the intertidal area and the mean immersion time is around
50%, which is low in comparison to growing leases. This choice was
based to avoid a second gametogenesis within a year. Each family was
grown separately throughout the study. Approximately 14,000 oysters
were deployed (Table 1) (average individual weight 8.0 g); the mean
number of oysters per family was 367 and ranged from 150 to 964
among families. Each family was placed into a single labelled sealed
oyster bag, except for eight families for which two bags were needed
because of the high number of oysters. All bags were randomly attached
to racks. Every month, bags were checked to make sure that they were
well-attached to the racks and that they were free of defects that would

Table 1
Number of oysters deployed in the field in year O for cohorts 1 and 2, and then
sexed male or female each year.

Year 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Cohort 1* YO Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6
13946 7488 4851 3440 2699 2093 1426
Cohort 2* YO Y1 Y2 Y3 Y4 Y5
6090 4320 2519 1541 685 421

? Y for year. Some oysters (< 1%) were not sexed for a particular year (any
gametes observed by biopsy/spawn). So they did not appear for that year while
they did for the others. For example, an oyster of the cohort 1 could have been
sexed in Years Y1, Y2, Y3, Y5 and Y6, but not in Y4.



C. Broquard, et al.

cause loss. The seawater temperature was recorded every hour
throughout the study using two probes (ThermoTrack; supplementary
data 1). For this study, data are presented without distinguishing the
families to have a broad view of sex ratio and sex change for the studied
population of C. gigas.

2.1.3. Sex observation

All oysters were checked annually at the time of sexual maturity in
June from 2014 to 2019. At the beginning of June, oysters were
transferred from the field to the laboratory and held in a flow-through
system. Seawater was chilled to 15 °C until sex was determined to avoid
unintentional spawning events. The number of oysters sexed each year
is indicated in Table 1; it decreased throughout the study mainly be-
cause of mortality and to a much lesser extent, sampling for molecular
analyses (data not shown). After the first sexing (June 2014), male and
female oysters were separated into two labelled oyster bags until in-
dividual labelling. In April 2015, all live oysters were individually
marked with a plastic-laminated number glued with epoxy resin
(Sader©) on the upper valve. After labelling, males and females were
mixed in one oyster bag per family. Two non-destructive methods were
used to determine oyster sex: induced spawning and gonad biopsy. For
years 1, 2, 3 and 5, gonad biopsy concerned less than 5% of the oyster
population, while it was 37% at year 4 in 2017 and 100% at year 6 in
2019 due to technical reasons (12,000 additional oysters sexed in 2017,
data not shown, and hatchery closed in 2019). The biopsy method did
not induce higher mortality than oysters that spawned (data not
shown). To visualize the emission of the gametes during induced
spawning, oysters were placed in a single layer with sufficient distance
from each other in a black-bottomed 200-L tank filled with seawater.
Thermal shocks in the form of alternating ambient (20 °C) and warm
(30 °C) water were used to trigger spawning. Oyster gametes were also
added to the tank as a stimulant. Males emit their spermatozoa as a
long, opaque white mesh. Females are identifiable by the emission of
their oocytes in the form of repeated, dense, and granular clouds.

After spawning commenced, each oyster was placed in a transparent
300-mL beaker containing seawater at 25 °C to ensure that the observed
gametes were from the suspected oyster and to confirm the nature of
the gametes. When massive spawns occurred, seawater was removed,
and all oysters were individually placed into beakers.

The thermal shock cycle was repeated up to 10 times, but some
oysters did not respond to induction. For non-responding individuals, a
biopsy of the gonad was performed and sex was determined by mi-
croscopic observation of gonad smears. Oysters were placed in a 5-L
tray with a muscle relaxant solution consisting of seawater (3/5),
freshwater (2/5), and magnesium chloride (50g/L). As soon as the
shells opened, a smear of gonad was taken using a needle
(0.9 x 38 mm; Terumo©) and a 1-mL syringe (Terumo®©). Mature ga-
metes were visualized microscopically (40 X ) to determine the sex.
Oysters with oocytes were identified as females and those with sper-
matozoa were classified as males. Oysters with both mature oocytes and
spermatozoa were identified as simultaneous hermaphrodites (re-
presented less than 1% per year). For some oysters, sex could not be
determined, and they were categorized as “empty”. These two cate-
gories were excluded from the results presented below. After spawning
and biopsies, male and female oysters were placed in separate trays
until all data was recorded. Males and females from the same family
were placed into culture bags and the bags were returned to the study
site.

2.2. Second cohort

The first cohort was produced in March 2013, kept in high density
until November 2013, and then sexed for the first time in June 2014.
There is a chance that the primary sex ratio could have been missed.
Consequently, a second cohort was produced in June, then deployed in
the field in November and sexed for the first time in June of the
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following year. This protocol is also close to the life cycle of oysters in
the Marennes-Oléron region, with spawning occurring in June/July.
The second cohort was produced on June 16th’ 2014 using four families
of the cohort 1 that were selected for their higher resistance to OsHV-1
and Vibrio aestuarianus. Thus, 14 females and seven males, all sibling of
the cohort 1 (i.e. those oysters were not followed in the longitudinal
study), were used producing 15 full-sib families and 5 half-sib families.
The same hatchery and nursery protocols used for the cohort 1 were
applied for the cohort 2. Spat were transferred on the same site used for
the cohort 1 in November 2014 (mean individual weight 2.6 g, one bag
of 1kg per family, i.e. around 406 oysters per family and 6090 oysters
deployed). Each family was grown in separate bag until individual
tagging (Pit-tag, Biolog-ID, BERNAY France) in April 2016. Then, oy-
sters were mixed and grown using standard field on-growing method.
Sex was recorded as described above, in June of each year from 2015 to
2019 (Table 1). As for cohort 1, data are presented without distin-
guishing the families to have a broad view of sex ratio and sex change
for a second cohort of C. gigas.

2.3. Statistical analyses

All statistical analyses were conducted using R® (version x64 3.4.1,
RCore Team) with significance set at a = 0.05. No data required
transformation before analysis.

Sex ratio was calculated each year from year 1 to year 6 as the
number of females divided by the number of females and males sexed at
year Y. The standard error (SE) was calculated such SE = /(p * q)/n
where p is the proportion of females, q = 1-p the proportion of males,
and n the sample size. The sex ratio of each cohort for years 1 to 6 was
compared to the suggested “ideal” ratio of 1:1 using %2 tests. Sex ratio
was compared among years by logistic regression and a logit transfor-
mation, and pairwise comparisons among years were conducted using
least-squares means.

Sex was recorded from year 1 to year 6, leading to five sets of data
recording the sex change between two consecutive years, defined as sets
Y1/2,Y2/3, Y3/4, Y4/5, and Y5/6 for the cohort 1. Similarly, four sets
were available for the cohort 2 defined as sets Y1/2, Y2/3, Y3/4, and
Y4/5. For each set, the percentage of sex change was calculated from
the ratio of the number of oysters that exhibited sex change between
year Y and year Y+1 and the total number of oysters sexed in year Y
+1. Sex change was compared among sets by logistic regression and a
logit transformation.

Finally, the estimated regression equations were obtained for the
cohort 1, as well as for males and females sexed at year 1 to compute
the predicted cumulative percentage of sequential hermaphrodites at
the desired age (in years) from year 1 to year 30.

3. Results
3.1. First cohort

3.1.1. Sex ratio

The sex ratio of the population every year is shown in Fig. 1. The
mean percentage of females among years was 67% ranging from 61% in
year 2 to 73% in year 4. The sex ratio was significantly different from
1:1 every year (P < 0.0001). Similarly, the sex ratio was significantly
different among years (P < 0.0001). All pairwise comparisons were
significant (P < 0.01) except between year 1 and year 5, between year
1 and year 6, and between year 5 and 6.

3.1.2. Sex change between two consecutive years

For set Y1/2, 66% of the population did not change sex (Fig. 2). This
proportion significantly increased for the subsequent sets (P < 0.0001)
with 84% for Y2/3, 82% for Y3/4, 89% for Y4/5 and 91% for Y5/6.
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Fig. 1. Sex ratio ( + SE) for the cohort 1 from year 1 to year 6. The number of
oyster sexed each year is reported in Table 1.
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Fig. 2. Percentage of the oyster population for the cohort 1 experiencing or not
a sex change between two consecutive years for each set (Y1/2 to Y5/6, Y being
the year). The numbers of oysters that experienced or not a sex change are
reported inside the bar. Oysters without any observable gametes and simulta-
neous hermaphrodites at year Y were excluded. The letters a, b, and ¢ indicate
significant differences among sets (P < 0.0001).

3.1.3. Percentage of sequential hermaphrodites at year 6

For oysters sexed each year from year 1 to year 6 (n = 1386), 42%
never exhibited any sex change (Fig. 3). Among them, 34% were po-
tentially true females and 8% were potentially true males. The per-
centages of oysters undergoing sex changes were 32%, 19%, 5%, 1%
and 0.1% for 1, 2, 3, 4 and 5 sex changes, respectively (Fig. 3).

3.1.4. Prediction of the percentage of sequential hermaphrodites during the
lifespan in C. gigas

The regression equations to predict the cumulative percentage of
sequential hermaphrodites according to the age of the oysters are given
in Table 2. Although 42% of the oysters were identified as potentially
true females and potentially true males at year 6 (Figs. 3), Fig. 4 pre-
dicts that almost all oysters should experience at least one sex change
during their lifetime, occurring at any time, even if the probability for
sex change decreased in older oysters. Thus, 95% of the population are
predicted to exhibit at least one sex change between year 1 and year 19.
It may occur significantly earlier for the males (in the first 11 years)
compared to the females (in the first 27 years) (Fig. 4). The percentages
of new sequential hermaphrodites each year are given in supplementary
data 2.

3.2. Second cohort
3.2.1. Sex ratio

The sex ratio of the population every year is shown in Fig. 5. The
mean percentage of females among years was 59% ranging from 54% in
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eir age (in years), as well as for
oysters sexed either male or female at year 1.

year 1 to 67% in year 3. The sex ratio was significantly different from
1:1 every year (P < 0.01). Similarly, the sex ratio was significantly
different among years (P < 0.0001). Pairwise comparisons were sig-
nificant (P < 0.01) between year 1 and year 2, and between year 3 and
the other years.

3.2.2. Sex change between two consecutive years

For set Y1/2, 53% of the population did not change sex (Fig. 6). This
proportion significantly increased for the subsequent sets (P < 0.0001)
with 62% for Y2/3, 86% for Y3/4, and 89% for Y4/5.
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3.2.3. Percentage of sequential hermaphrodites at year 5

For oysters sexed each year from year 1 to year 5 (n = 333), 24%
never exhibited any sex change. Among them, 17% were potentially
true females and 7% were potentially true males. The percentages of
oysters undergoing sex changes were 44%, 26%, 5% and 1% for 1, 2, 3,
and 4 sex changes, respectively.

4. Discussion

This study aimed to investigate, for the first time, the time-course of
the sex ratio and the ability to change sex during the first six years of
the life of C. gigas. It allows us to estimate the proportion of sequential
hermaphrodites in the population, and to clarify three milestones that
are still debated regarding sex determination in this species: sequential
hermaphroditism, protandry, and the sexual system. As a consequence,
this study will also provide useful information for comparative re-
productive biology as it concerns (i) a representative of
Lophotrochozoa, which is poorly documented in this aspect of its
biology, (ii) an organism with a very plastic reproductive system, and
(iii) an invertebrate with sex-determining genes, something more in
common with vertebrates than with other invertebrates (Santerre et al.,
2012, 2014; Zhang et al., 2014).
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4.1. Sequential hermaphroditism in C. gigas

Simultaneous hermaphroditism was observed during our study,
with an annual frequency of less than 1% (data not shown). This small
proportion is similar to that previously reported in C. gigas (Amemiya,
1929; Guo et al., 1998; Normand et al., 2009; Steele and Mulcahy,
1999; Yasuoka and Yusa, 2016). In contrast, sequential hermaphro-
ditism describes animals that first function as one sex and then switch
to the other sex. From the handful of studies on sex determination in
oysters, sequential hermaphroditism has been poorly characterized at
the individual scale and the distinction between individuals that un-
dergo a sex change and those that do not is rarely achieved. For this
reason, our study showed an accurate identification of sequential her-
maphrodites based on the number of sex changes observed during the
five or six years recorded and the evolution of sex change by age.

Thus, 66% of oysters of the cohort 1 did not change sex during the
two first years (Fig. 2) which is in agreement with the results reported
in C. gigas after two breeding seasons by Amemiya (1929) (66%) and
Park et al. (2012) (60%). For the cohort 2, a lower proportion was
observed with 53% of the oysters that did not change sex during the
two first years (Fig. 6) matching with the results reported by Lango
Reynoso (1999) (45-52%). Although environment might play a role,
this could be explained by the parents of the cohort 2. Indeed, one the
four families used to produce the cohort 2 exhibited the highest ten-
dency for sex change among the 38 families of the cohort 1. This family
contributed to 9 of the 15 families of the cohort 2 suggesting that ge-
netic factors might be involved for sex change in C. gigas.

From the 1386 oysters sexed six years in a row for the cohort 1, 42%
did not change sex which is within the range for similar studies in C.
virginica (33-57%) (Haley, 1979; Needler, 1942). Within the 42% of
oysters that did not experience sex change, 34% were potentially true
females and only 8% were potentially true males. This contrasts with
the two studies in C. virginica that found 45% true males and 12% true
females (Haley, 1979) and 30% males and 4% females (Needler, 1942).
Although Coe (1932) introduced the idea of true males and Hedrick and
Hedgecock (2010) added true females, this is the first time that the
proportions of these groups are reported in C. gigas. Again, the lower
proportion of true females (17%) and true males (7%)(Fig. 7) for the
cohort 2 than those reported in cohort 1 could be explained due to the
inherence of genetic factors through the families used to produce the
cohort 2.

8%) and protogynic (20.7%) oysters. (For interpretation of the re-
ferences to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version
of this article.)
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