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Résumé

Cette étude porte sur les capacités épigénétiques du pangasius (Pangasianodon hypophthalmus)
confront¢ a un stress salin. Des poissons ont ét¢ exposés a des salinités de 0 (groupe
Freshwater ; Fw) et 10 psu. Le groupe a 10 psu a été divisé en deux : un groupe contrdle (C) et
un groupe, ou a trois reprises, les poissons plus gros que la médiane ont été sélectionnés (S).

Des géniteurs furent choisis aléatoirement parmi les trois groupes. Leurs ceufs furent exposés a
des salinités de 0 et 2,5 psu jusqu’au 6°™ jour post éclosion (6 dph). L’expression de génes liés
a la méthylation, a ’osmolarit¢ et a la croissance fut étudiée a différents stades de
développement du groupe Fw. Aucun poisson Fw n’a survécu apres 1’éclosion a la condition
2,5 psu. L’expression des genes liés a la méthylation et a la croissance augmente en fonction de
la salinité pour les deux autres groupes a 6dph. La période de reprogrammation de ’ADN au
sein de cette espéce fut également déterminée au moment de la fertilisation.

1. Introduction

Le poisson chat asiatique Pangasianodon

hypophthalmus est une ressource financiere
importante pour le Vietnam : le chiffre
d'affaires a I'exportation atteint 2,3 milliards
de dollars US en 2019 (FAO 2020). II est
principalement ¢levé dans le delta du
Mekong. La montée des eaux qui résulte du
réchauffement climatique impactera sa
production a la suite d'une augmentation de
la salinité de son milieu de vie (Nguyen et
al. 2014). Par ailleurs, la construction de
nouveaux barrages en amont modifie
I’hydrologie du Mékong en réduisant
fortement le débit surtout en saison séche,
aggravant ainsi la salinisation du delta
(Binh et al. 2020). Une solution pour faire
face a cette situation consiste a faire de la
sélection de P. hypophthalmus afin de le
rendre plus résistant a ces nouvelles
conditions de vie et lui donnant ainsi des
meilleures capacités de croissance. C’est
dans ce but qu’a débuté le projet Pangagen,
un partenariat entre des universités belges
(UNamur et ULiege) et vietnamienne (Can
Tho University). Le projet vise a apporter
des solutions aux problémes auxquels le
poisson chat sera confronté, comme
expliqué plus haut, afin de permettre aux

producteurs locaux de rester compétitifs
face aux nouveaux acteurs internationaux.

L’objectif principal du projet est d’obtenir
des souches de poisson plus résilientes aux
changements environnementaux avec des
meilleures capacités de croissance tout en
produisant une chair de qualité. Afin
d’arriver a cela, une meilleure
compréhension du génome est nécessaire.
Notre étude s’inscrivant dans ce cadre afin
de mieux comprendre son fonctionnement

épigeénétique sur 2 générations.

Nous avons ¢étudié la variation du taux de
méthylation de I’ADN pendant les premiers
stades de vie du P. hypophthalmus ainsi que
I’expression des genes dans des conditions
de stress salin, ce qui n’avait jamais ¢été
réalis€ a ce jour. Une étude du taux de
méthylation développemental a déja été
menée chez le killifish des mangroves
Kryptolebias marmoratus (Fellous et al.
2018). La longue  période  de
reprogrammation de la méthylation de
I’ADN observée pendant le développement
du K. marmoratus peut représenter une
fenétre critique relativement prolongée
particulicrement sensible aux signaux
environnementaux. Etant donné le fait que
ces  poissons  vivent dans  des
environnements de mangrove trés instables,

2



cette longue période de reprogrammation
pourrait permettre d'assimiler les signaux
environnementaux au niveau épigénétique
pendant I'embryogenése et ainsi ipso facto
augmenter la diversit¢é phénotypique et
faciliter ainsi l'expression de nouveaux
phénotypes dans des lignées caractérisées
par un faible niveau de diversité génétique.
Il a été démontré que la reprogrammation de
la méthylation de I'ADN représente une
fenétre critique extrémement sensible au

stress environnemental (Fellous et al. 2018).

Le poisson chat asiatique aussi présente une
diversité génétique assez faible (So et al.
2006). Chez les eucaryotes, la méthylation
de I'ADN se fait principalement via le
transfert d'un groupe méthyle a la position 5
des résidus de cytosine via les protéines de
la famille de I’ADN (cytosine-5) -
méthyltransférases (Dnmt), pour former la
5-méthylcytosine (5 mC) et ce, dans les
dinucléotides CpG (cytosine-phosphate-
guanine) (Moore et al. 2013). Ces
dinucléotides se retrouvent dans des régions
du génome riches en CpG appelées 1ilots
CpG (Gardiner-Garden et Frommer 1987).
Ces 1lots gardent un niveau de méthylation
constant dans les tissus somatiques de
I’organisme, avec un taux de méthylation
faible dans les régions se trouvant dans des
housekeeping genes alors que ceux situés
ailleurs sont trés méthylés (Smith et al.
2012).

Mais, durant le développement
embryonnaire, ce niveau de méthylation
global varie avec un niveau minimum
durant le stade morula suivi par une re-
méthylation jusqu’a la Mid Blastula
Transition (MBT) ou le niveau de
méthylation aura atteint le niveau des tissus
adultes (Geiman et Muegge 2009, Fang et
al. 2013, Labbé et al. 2017, Greenberg et
Bourc’his 2019). 11 existe trois orthologues
de la Dnmt chez les vertébrés (Dnmtl,

Dnmt3a et Dnmt3b). La premiere, Dnmtl
assure la conservation de la méthylation des
séquences au fil des générations de cellules
en méthylant les nouveaux brins d’ADN
produits durant la mitose.

Les deux autres orthologues, Dnmt3a et
Dnmt3b catalysent la méthylation de novo
(Chédin 2011). Dnmtl1 est la plus exprimée
et la plus abondante dans I’organisme,
Dnmt3a a une préférence pour agir sur
I’ADN non méthylé alors que Dnmt3b agit
de part égale sur I’ADN non méthylé et
hémi-méthylé (Vassena et al. 2005). De plus,
Dnmt3b a une spécificité pour les ilots CpG
inférieure a celle de Dnmt3a (Gao et al.
2020a). Les ¢études suggérent que la
régulation des protéines Dnmt est assez
complexe et multifactorielle, et que de plus,
des problemes de régulation de ces
protéines interviennent dans certaines
maladies (Kinney et Pradhan 2011). Nous
¢tudions aussi les genes fet3 et mecp2,
intervenant  respectivement dans la
déméthylation de I’ADN (Ito et al. 2011) et
dans I’expression de génes méthylés (Yasui
et al. 2007).

Ces modifications de I’expression des genes
peuvent méme é&tre transmises a la
génération suivante, permettant ainsi une
adaptation plus rapide aux changements
environnementaux que s’il fallait attendre
I’apparition d’une mutation bénéfique dans
le génome (Chong et Whitelaw 2004). Mais,
pour ce faire, il faut que les modifications
épigeénétiques passent les deux périodes de
reprogrammation de I’ADN qui
interviennent dans la lignée germinale et
dans l'embryon précoce, effacant les
marques €pigénétiques afin de rendre les
gametes totipotents et d’établir ensuite les
profils de méthylation de I'ADN du feetus
via une reméthylation a 1'aide des enzymes
Dnmt3a et Dnmt3b. Des résultats similaires
ont été observés chez Mus musculus (Razin

3



et Shemer 1995) et le poisson zebre Danio
rerio (Mhanni et McGowan 2004) pour
lesquels 'ADN subit une déméthylation
globale rapidement aprés la fécondation et
est ensuite reméthylé.

L’objectif général de ce mémoire est
d’étudier chez P hypophthalmus la
reprogrammation ¢€pigénétique dont les
mécanismes sont encore inconnus afin de
mettre en évidence un potentiel impact de la
salinitt et de la sélection sur Ile
développement larvaire et les capacités de
croissance, ainsi que  [’éventuelle
interaction entre ces 2 effets.

Les expériences se divisent en 2 parties : la
premicre porte sur des poissons chats élevés
dans de I’eau douce et non issus du
processus de sélection dont on étudie tous
les stades du développement; dans la
seconde, les différents groupes de larves
exposés ou non a la salinité sont étudiés
mais seulement au 6°™ jour aprés I’éclosion
(6dph).

Ce travail poursuit trois objectifs
spécifiques. Le premier consiste en 1’étude
de I’évolution du niveau de méthylation au
cours du développement chez des poissons
chats élevés dans de 1’eau douce et non issus
du processus de sélection afin de la
comparer a d’autres especes animales pour
en identifier le potentiel de
reprogrammation épigénétique.

Souche
commerciale

0 psu 10 psu
Aléatoirement Poids au-dessus
de la médiane

Figure 1: Design expérimental

Freshwater

Le deuxieme objectif est 1’¢tude de
I’expression des génes de la méthylation au
cours du développement chez ces mémes
poissons.

Le troisiéme objectif spécifique consiste en
I’é¢tude de D’expression des geénes de la
méthylation, de 1’osmorégulation et de la
croissance au 6°™ jour post éclosion chez
des poissons chats issus ou non d'un
processus de sélection, ayant vécu ou non
dans de I’eau salée.

Nous avons pour hypothéses : 1) que les
larves se développant dans des conditions a
2,5 psu (practical salinity unit) expriment
plus les genes liés a I’osmorégulation et a la
méthylation que celles se développant dans
des conditions a 0 psu, ii) que les larves
issues du processus de sélection expriment
différemment ces geénes-1a par rapport aux
larves non issues du processus de sélection
et 1iii)) que les genes de croissance
s’expriment différemment chez les larves
du groupe choisi en fonction du poids par
rapport a celles du groupe choisi
aléatoirement.

2. Matériel et méthodes

2.1 Animaux d'expérimentation

Les ceufs de P. hypophthalmus proviennent
de la ferme Viet-Uc, province d'An Giang
et ont été acheminés a I"université de Can
Tho (CTU) ou les expériences ont eu lieu.
Les ceufs furent fertilisés et élevés dans des
réservoirs cylindriques d’1 m® avec une
densité d’un millier de larves par réservoir.

2.2 Design expérimental
Trois groupes d’ceufs de 2°™ génération
furent utilisés dans 1’étude, provenant d’une

souche commerciale classique. Deux
groupes sont issus d’un processus de
sélection, a 10 psu: d’une part le
groupe Sélection (S) ou 1’on a, a 3 reprises,
enlevé les poissons les moins gros (poids
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au-dessous de la valeur médiane), les
poissons restants produisant la seconde
génération ; d’autre part des poissons
choisis au hasard au cours du processus
pour former la souche contrdle (C) afin de
vérifier l’effet du critere de choix des
poissons basé sur la masse.

Le groupe Freshwater (Fw) fut créé en
élevant les poissons de 1 génération dans
de I’eau a 0 psu. (fig.1). Une fois les ceufs
de ces trois groupes récoltés, ils ont chacun
¢té soumis a 2 traitements : 0 ou 2,5 psu
(Salinit¢ F1). Les prélévements furent
effectués sur des poissons a différents
stades de vie et jusqu’a 6dph (Annexe 1).
Un réservoir par condition fut utilisé. Les
¢chantillons ainsi constitués au Vietnam
furent congelés et conservés a -77°c. Les
analyses furent effectuées a ’'UNamur en
Belgique. Les études portaient sur la
variation de I’expression des genes de la
méthylation durant le développement
jusqu’a 6 dph ainsi que 1’évolution du
niveau de méthylation total de I’ADN sur ce
méme laps de temps. Une autre étude s’est
faite sur la variation d’expression de genes
en fonction des conditions expérimentales a
6 dph.

2.3 Analyse de I’expression

des genes
2.3.1 Geénes étudiés
Pour la premicre étude, les geénes étudiés

furent ceux de la méthylation : la famille
dnmt, tet3, mecp?2 ainsi que actb, le géne de
référence. Pour la 2°™ étude, les geénes
¢tudiés furent les mémes que ceux de la
premiére étude, a cela se sont ajoutés des
genes de la croissance (igf! et ghl) et de
I’osmorégulation (nkala et silci2al).
D’autres genes furent envisages (tetl, ghrb,
dnmt3bbl, rpl27) mais la faible qualité des

amorces lors des pré-tests les ont exclus des
études.

2.3.2 Extraction de I'ARN

L’ARN  fut extrait des différents
échantillons via la méthode au Trizol (Rio
et al. 2010). L'ADN génomique et I'ARN
total de chaque échantillon ont été extraits
conformément aux instructions du fabricant.
L'ADN génomique et I'ARN total ont été
quantifiés a I’aide d’un appareil Nanodrop
(NanoDrop 2000c) et conservés a -20°C
jusqu'a une analyse plus approfondie. La
qualité fut contrélée via la réalisation de gel
d’agarose conformément aux instructions
de I’'UNamur (0,5ul de SyberSafe pour 10
ml de TAE 0,5x).

Les gels d’agarose ont permis d’observer la
contamination des échantillons par de
I’ADN. Vu la faible concentration en acide
nucléique de certains échantillons, il a été
décidé de ne pas traiter ’ADN de ces
échantillons, méme si cela aurait permis
d’enlever les éventuelles contaminations.

2.3.3 Conception des amorces RT-qPCR
Les amorces ont été définies via le NCBI
(US National Center for Biotechnology
Information). Nous avons utilis¢ des
amorces de maximum 200pb de taille de
produit exon-exon afin d’éviter d’amplifier
une éventuelle contamination par de I’ADN
lors de D’amplification (tableau 1). Les
amorces furent définies également sur base
des séquences prédites et commandées
aupres de IDT
(https://eu.idtdna.com/pages).



https://eu.idtdna.com/pages

Tableau 1: Liste des amorces

Geéne Séquence (5'->3")

AGCGGCGATCCATCATTCG
mecp2

dnmtsba -~ AAAAACATGCCCCTGAG

dnmt3aa GACGCACAGCCAAGTTCGAT
GCCAGACGACTCATGTTGGA

TAATCCAGCACGGAAAGAGGG

dnmt3ab  \ cCCATGGCCACTACGTTTT

CCCAAACCTTAAGTTCAGCCA

actb S ACCCACAATGGATGGGAA

dnmti TCTCCCAGCACATCAAAGGG
TTGCGCTTGGGTACTCTTGA

dnmt3ab3 GGTGATGCCATCCAACACGG

CTCACACTGTCAGTCATGCGAT

dnmt3bas TGGAATTGCCACAGGCTACC
GAAGGTCAAACGGTCCCCAT

GCCCCTCAGGCATACCAAAA

T3 AAGAGTGCAAACCACAGTGC
cala CCCAAGGGCAAGAAGGACAAG
ATTTGACCCATTCTGGGGTTGT
\c1oal ACGTCGTTTTCTGGTAACGGT
TCCTGCAGTGAGGGTCTGAT
gft  CCOGGGCTTTTATITCAGCAA
TCGTGGCGCTTTACCAGATT
ghi  CCAGCCTGGATGAGAACG
GGGATCTCCTGCACTTGG
2.3.4 RT-qPCR

L’amplification s’est faite via une machine
Quant Studio 5 en accord avec les consignes
du fabricant et via I’utilisation de SYBR®
Green Supermix (SsoAdvanced™).

Une droite de calibration a été effectuce via
un pool de geénes dilué une premiere fois par
10 puis successivement par 3 jusqu’a
1/2430 pour I’analyse durant le temps de
développement et par une dilution par 5
jusqu’a 1/6250 pour I’étude en fonction des
conditions & 6 dph. Pour finir, un contrdle
négatif ne contenant pas d’ARN fut utilisé.
Nous avons commencé par tester les
amorces des geénes que nous souhaitions
étudier. Pour ce faire, nous avons calculé la
pente du logarithme de la concentration et

GAAGGCTTTCCCTTCTGGGTTGA
GACACCTGAGCTTGAAAAGCA

. Taille du Modeéle de PCR
Direction : 4
produit d'entrée

Forward 149 XM_026927959.2
Reverse -

Forward 199 XM_026920992.2
Reverse -

Forward 187 XM_034301944.1
Reverse -

Forward 130 XM_034307930.1
Reverse -

Forward 130 XM_026929614.2
Reverse -

Forward 146 XM_026929737.2
Reverse -

Forward 90 XM_034307931.1
Reverse -

Forward 188 XM_034306779.1
Reverse -

Forward 174 XM_026931142.2
Reverse .

Forward 211 XM_026931934.1
Reverse -

Forward 167 XM_026912120.1
Reverse B

Forward NM_001200295.1
Reverse -

Forward

154 M63713

Reverse

la moyenne du nombre de cycles. Nous
avons obtenu une mesure de 1’efficacité des
amorces via le calcul suivant : (10-/Pen 1)
*100. L’efficacité devait étre comprise entre
85 et 130 afin que I’amorce soit considérée
comme utilisable. De plus, 1’écart-type sur
le nombre de cycles devait étre inférieur a
0,5 et le point de fusion ne devait présenter
qu’un seul pic afin de s’assurer que les
amorces ne formaient pas de dimeres.

24 LUMA

La méthylation de I’ADN des échantillons
du groupe freshwater a 0 psu fut analysée
via la méthode de Mohsen et al. (2006) en
utilisant un PyroMark 24 de chez Qiagen.
Chaque échantillon a d’abord été dupliqué
et digéré par des enzymes EcoRI et Hpall
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ou EcoRI et Mspl. La digestion s’est faite
dans le Thermocycler (Westburg) a 37°C
pendant 4h  suivi d’une  période
d’inactivation des enzymes a 65°C pendant
20 min avant de laisser les échantillons
refroidir a 10°C jusqu’a ce qu’ils soient
sortis de la machine et ensuite conservés au
frigo a 4°C jusqu’au pyroséquencage.

Afin de faire le pyroséquencage des génes,
nous avons utilis¢ la  séquence
GTGTGTCACACATGTGTGTGTGT. Le
Cartridge a ¢été rempli en suivant les
instructions du plan de la machine. Le
pyroséquengage fut effectué¢ conformément
aux consignes du fabricant et les données
ont ¢été¢ analysées via le logiciel du
constructeur.

2.5 Traitement des données
Les données issues de la RT-qPCR ont été

traitées via Excel afin d’obtenir une
expression normalisée qui sera utilisée dans
I’analyse des résultats via le logiciel r
Studio. Pour ce faire, nous avons utilis¢ la
méthode de la droite de calibration. Une fois
les données obtenues, nous avons appliqué
la formule suivante :
Expression = 10(¢tmey-b)/a

Avec Ctmoy: la moyenne des
cycles de chaque échantillon

a: la pente
b : I'ordonnée a l'origine

Nous donnant le niveau d’expression du
géne pour cette mesure, cette valeur sera
normalisée en la divisant par le niveau
d’expression de la B-actine (Actb), il est
jugé que son expression n’est pas influencée
de facon causale par le protocole
expérimental (Fernandes et al. 2008, Gao et
al. 2020b).
Nous avons supprimé de I’analyse toutes les
mesures présentant un second point de
fusion car I’amplification n’était des lors
pas spécifiqgue et nous ne pouvions pas

certifier avoir amplifié la bonne séquence.
L’amplification ayant été faite en dupliqua
technique, il n’a pas ¢été possible de
discriminer les valeurs aberrantes entre 2
dupliquas et ils ont tous 2 été gardés pour
I’analyse. Pour plus de détails voir Annexe
2. Nous n’avons pas utilis¢ la méthode
AACt (Livak et Schmittgen 2001) pour
I’analyse de nos génes car celle-ci fixe le
niveau d’expression relatif du groupe
contr6le & 1, notre design expéerimental ne
se préte pas a désigner un traitement comme
étalon et de plus nous cherchons
I’expression du gene en comparaison d’un
housekeeping gene.

2.6 Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés sous forme
de moyenne + écart-type d'au moins deux
répétitions  biologiques/techniques. Une
ANOVAL (p < 0,05), suivie d'un test post
hoc de Tukey (p <0,05), a été réalisée sur le
niveau de méthylation global de I'ADN
CpG des stades de développement et des
juvéniles. Une ANOVAI (p <0,05), suivie
d'un test post hoc de Tukey (p <0,05), a été
réalisée chez les poissons Fw 0 psu durant
leur développement.

Une ANOVA2 (p < 0,05) de I’expression
des genes en fonction du niveau de salinité
et de la souche a été réalisée et suivie d’un
test post hoc de Tukey (p < 0,05). Tous les
modeles linéaires furent validés via
I’analyse des résidus (Annexe 3). Une
ANOVAL (p < 0,05), suivie d'un test post
hoc de Tukey (p <0,05), a aussi été réalisée
sur le poids moyen des meres de chaque

groupe (disponible a I’annexe 4).

Les données ont été analysées a l'aide du
logiciel r Studio version 1.4.1103 et R 4.1.2
pour Windows 10 64 bit. Code disponible a
I’annexe 5.



3. Résultats

L’ensemble des résultats et des analyses
effectués sont disponibles en détail aux
annexes 6 a 9.

3.1 Etude des poissons Fw a
0 psu

Expression des genes liés a la méthylation

Parmi les génes que nous avons analysés,
ceux de la famille dnmt présentent des
patterns  similaires avec un début
d’expression a la fin de la gastrulation (fig.
2 et 3) et une augmentation de I’expression
au cours du temps avec un pic (1,87 £0,08)
lors du développement des somites pour
dnmt3aa (fig. 2). A 6 dph, ’expression de
ces genes restait égale ou supérieure au
gene de référence. Le géne dnmt3ba4
commence a €étre exprimé au début de la
période  Blastula  (1,02+0.53), son
expression est maximale en début de
gastrulation (5,17 +£0,73), il conserve un

niveau d’expression 2 fois supérieur au
gene de référence et ce jusqu’a 1’éclosion,
apres quoi il n’est plus exprimé (fig. 3B). Le
géne dnmtl est quant a lui trés fortement
exprimé¢ au moment de la fécondation
(13,94+1,23) ainsi qu’en début et fin de
Blastula (respectivement 9,59+1,84 et
4,40+ 0,50), apres quoi il est moins exprimé
que le gene de référence (0,59 + 0,31) (fig.
3A). Le géne mecp2 présente un profil
d’expression similaire a celui de dnmtl, il
est fortement exprimé au moment de la
fécondation (6,04+0,62) ainsi qu’en début
et fin de Blastula (2,80+£0,54). Apres ce
stade, il est autant exprimé que le géne de
référence (fig. 3C). L’expression de fet3
ressemble a celle de dnmt3aa (méme profil,
méme ordre de grandeur), si ce n’est que
tet3 commence a €tre exprimé plus tot que
dnmt3aa, en début de gastrulation
(0,54+0,06) (fig. 3D). Sur les 40
¢chantillons pour dnmt3ab, 5 ont une

déviation standard (SD) supérieure a 0,5 et
sur les 80 mesures de dnmt3ba4, 25 n’ont
pas pu étre utilisées a cause d’un second
point de fusion a I’exception de 2 mesures
servant pour la droite de calibration
(Annexe 7).

Evolution du niveau de méthylation CpG
au cours du développement larvaire

Nous avons observé une différence
significative  (p<10#) du niveau de
méthylation global CpG chez les larves. Le
niveau de méthylation varie au cours du
développement, le niveau minimum a été
observé au stade de la fertilisation, c’est a
ce stade que la variance est maximale
(40,73% +8,83), la différence a été
confirmée par un test du Tukey. Le niveau
de méthylation croit continuellement au
cours du développement avec une baisse
non significative, confirmée par un test de
Tukey, au moment du développement des
somites (60,44%=2,35) comparé a la fin de
la gastrulation (64,30%=4,83). Le niveau de
méthylation le plus ¢élevé ainsi que la
variance la plus faible ont été observés 6
jours apres 1’éclosion (73,96%=+1,04) (fig.
4).
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3.2 Etude des poissons a 6
dph
Aucun des poissons du groupe Fw ayant
subi le traitement & 2,5 psu n’a survécu
jusqu’a 6 dph. Ceux-ci sont morts durant les

premiers jours suivant 1’éclosion. Les
analyses se porteront donc uniquement sur
les 5 autres conditions et, de ce fait, il n’est
pas possible de mesurer I’interaction entre
la salinité et le groupe Fw.

Expression des genes liés a la méthylation
Nous avons observé une expression du géne
tet3 proche de celle du gene témoin sans
différence significative pour aucun des
facteurs étudiés (valeur-p= 0,9172), les
autres geénes montraient une différence
significative pour au moins un facteur.

Les génes dnmt3aa, dnmt3ab, dnmt3ab3 et
dnmt3ba4 sont plus exprimés en fonction de
la salinité Flavec une augmentation relative
de 0,09 ; 0,23 ; 0,19 ; 0,35 par unité psu et
une valeur-p < 0,001 sauf dnmt3aa avec une
valeur-p de 0,022.

Le gene mecp2 est 25% exprimé en plus
dans le groupe Fw que dans les 2 autres
groupes avec une différence significative
(valeur-p=0,045) a 0 PSU, cela a été
confirmé par un test de Tukey.

Le géne dnmtl voit son expression relative
augmentée de 0,41 avec le niveau de salinité
F1  (valeur-p<10®)  ainsi  qu’une
augmentation de 0,42 dans le groupe Fw
comparé¢ aux 2 autres (valeur-p=0,0027).
Une augmentation non significative du
groupe S par rapport au groupe C a aussi été
mesurée, ainsi que pour I’interaction entre
le facteur salinité et groupe, p-valeur
respective de 0,06 et 0,07 (fig. 5). Le test
post hoc de Tukey n’a pas montré de
différence entre les groupes pour dnmtl,
dnmt3aa, dnmt3ab, dnmt3ab3 et tet3. Pour

mecp2, notons une différence entre le
groupe Fw et les 2 groupes issus du
processus de sélection et pour dnmt3ab4, le
test montre une différence entre C et Fw
avec S non différent des 2 autres. Sur les 7
genes ¢étudiés, le facteur le plus impactant
est le facteur salinité avec une différence
significative pour 5 des 7 génes. Le facteur
groupe a un impact sur 2 geénes avec une
différence entre les poissons issus du
processus de sélection ou non. Aucune
différence significative n’a été observée
pour I’interaction ou entre les groupes S et
C. Les génes mecp2, dnmt3ab3, dnmt3ab et
dnmt3ab présentent un nombre important
de points de fusion et pour les 2 premiers,
certains points n’ont pas pu étre enleveés car
servant pour la droite de calibration
(Annexe 8).
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Expression des genes liés a
I’osmorégulation

Le geéne slci2al présente un niveau
d’expression plus ¢élevé dans le groupe C
par rapport aux 2 autres groupes : 0,32 plus
¢levé que Fw (p=0,0086) et 0,26 plus élevé
que S (p=0,028). Le test de Tukey montre
une différence entre C et Fw avec S non
différent de Fw et C. Le gene nkal est plus
exprimé en fonction de la salinité mais ne
présente pas de différence significative
(valeur-p= 0,0698) et le test de Tukey n’a
montré aucune différence entre les 3
groupes (fig. 5).

Expression des genes liés a la croissance

Le gene igf1 est surexprimé en condition 2,5
psu avec une augmentation de 0,13 par unité
psu et une différence significative de p-
valeur = 0,0165 ainsi qu’une diminution
non significative du groupe Fw par rapport
aux 2 autres (valeur-p=0,0826). Mais le test
de Tukey a montré une différence
significative entre ces groupes.
L’expression du gene ghl varie en fonction
de la salinité, elle augmente dans le groupe
C de 0,16 par unité psu et diminue dans le

groupe S de 0,08 avec une différence
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significative pour le facteur salinité (valeur-
p=0,0109) ainsi que pour I’interaction entre
I’effet de la salinité et le groupe (valeur-p=
0,0079). Le test de Tukey montre une
différence entre le groupe C et les 2 autres
groupes (fig. 5).

4. Discussion

Dans cette étude, nos 3 groupes d’ceufs de
2¢me génération, issus ou non d’un processus
de sélection, furent exposés a 2 niveaux de
stress salins jusqu’au 6°™ jour post éclosion.
Afin d’une part, mesurer le niveau global de
méthylation et I’évolution de I’expression

des geénes de la méthylation durant le
développement embryonnaire au sein des
individus qui sur les 2 générations ne furent
jamais confrontés a la salinité et d’autre part,
¢tudier les wvariations d’expression des
genes de la méthylation, de
I’osmorégulation et de la croissance
induites par la salinit¢ et/ou la souche
parentale.

En comparant I’évolution du niveau de
méthylation CpG que nous avons mesuré
dans notre étude, nous ne remarquons pas
de période de diminution du niveau de
méthylation global s’apparentant a une
phase de déméthylation active chez P
hypophthalmus contrairement a ce qui a été
observé chez diverses autres especes de
poissons et de mammiferes (Mhanni et
McGowan 2004, Bogdanovic et al. 2011,
Anderson et al. 2013, Felous et Al. 2017,
Wang et Bhandari 2019). A la place, nous
avons une augmentation lente et réguliere
du niveau de méthylation, avec un niveau
global hypométhylé (>0.5) durant la
fertilisation, un niveau hyperméthylé
(<0.50) au-dela et le taux final atteint a
partir de I’éclosion (fig. 4).

Dans la littérature, il est rapporté que chez
les mammiferes, la méthylation atteint son

niveau le plus bas durant la phase de morula
et réaugmente durant la transition vers le
début de la blastula (Reik et al. 2001, Dean
et al. 2003, Geiman et Muegge 2010) et que
chez les poissons, le niveau de méthylation
du zygote au moment de la fécondation est
assez haut suite a la fusion d’un
spermatocyte hyperméthylé (<0.50) et d’un
ovocyte hypométhylé (>0.5) (Labbé et al.
2017). Or, c’est a ce stade que nos
¢chantillons sont au plus bas de leurs
méthylations, mon hypothése est que nos
¢chantillons de ce stade-la manquent de
précision et que les zygotes ont déja
commence¢ a se développer car, c’est durant
la période 2 a 16 cellules que le niveau est
au plus bas (Labbé et al. 2017), bien plus
bas que durant la fertilisation et le début de
la blastula. Cette hypothése permet
d’expliquer pourquoi nous commengons
avec un niveau de méthylation assez bas a
la fertilisation ainsi que la grande variance
dans nos données pour ce stade di a la
grande variation au sein du développement
des zygotes échantillonnés. Pour éclaircir
cela, une étude plus approfondie se
concentrant sur la méthylation des gametes
et des zygotes durant les premiers stades est
nécessaire. Nous observons néanmoins un
pic d’expression d’ARN en fin de
gastrulation pour le géne fet3 impliqué dans
la déméthylation (Wu et Zang 2017), un pic
similaire pour fet3 et dnmt3aa a été observé
chez O. latipes en fin de blastula, a ce stade-
la aucun de ces genes n’est exprimé chez
nos poissons. Pour cette espéce aussi, le
niveau d’expression est maximum pour
dnmt3ba en début de gastrulation et
I’expression de dnmtl décroit aprés la fin de
la blastula (Wang et Bhandari 2019).
L’expression de dnmtl, dnmt3aa et
dnmt3ab au cours du développement est
similaire a ce qui a été observé chez S
senegalensis (Firmino et al. 2017).
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L’expression de mecp?2 a eté étudiee chez le
poisson zebre et montre une expression
maximum durant la premiére heure post
fécondation suivie par une diminution et un
maintient 3 un niveau d’expression bas,
similaire a ce que nous observons ici mais
avec un niveau d’expression inférieur de
moitié a celui du gene de la B-actine alors
que chez le poisson chat ce niveau
d’expression est 6 fois supérieur (Coverdale
et al. 2004). Dans notre étude, le fait
qu’aucun poisson du groupe Fw 2,5 psu
n’ait survécu apres 1’éclosion montre un
effet transgénérationnel de la salinité chez
les poissons chats. Seuls les poissons de
premiére génération qui ont été acclimatés a
I’eau saline ont pu produire des larves
capables de se développer en conditions de
stress salin. Tous les genes a 6 dph
présentant une différence d’expression
entre les conditions 0 et 2,5 psu ont une
expression augmentant avec la salinité¢ du
milieu a I’exception de ghl chez qui les
effets de la salinit¢ différent entre les
groupes S et C, le groupe contrdle voit une
augmentation de son expression alors que le
groupe sé€lection subit une diminution de
son expression (fig. 5), cela révele un effet
de notre processus de sélection en condition
de stress salin. Les larves dont les parents
ont été choisis pour leurs poids produisent
moins de ghl a 6 dph que celles dont les
parents ont été choisis aléatoirement.

Nous sommes les premiers a observer un tel
effet car aucune étude ne semble avoir été
faite sur l’adaptation transgénérationnelle
de I’expression d’un geéne lors d’un
processus de sélection basé sur le poids des
individus. Cette analyse devrait é&tre
répliquée afin de confirmer ce résultat.
Chez la daurade Sparus aurata, il a été
montré que le niveau d’expression des gh
était plus faible chez les poissons vivants
dans une eau a faible salinité que chez ceux

vivants dans une eau salée (Laiz-Carrion et
al. 2009). L’effet du groupe Fw comparé au
2 autres groupes montre une expression des
genes dnmtl et mecp?2 plus élevée pour ce
groupe mais une plus faible expression de
slcl2al. Pour ce geéne-la, I’expression du
groupe sélectionné est aussi diminuée par
rapport au groupe controle. C’est le seul
gene a montrer cela, ainsi les larves dont les
géniteurs ont été choisis pour leurs poids
expriment moins cette protéine, quelle que
soit la salinité, tout comme les larves issues
du groupe Fw ce qui est étonnant étant
donné le role de cette protéine, on aurait pu
s’attendre a ce qu’elle soit plus exprimée
dans les 2 groupes du processus de sélection
ainsi que dans les larves se trouvant a 2,5
psu (McCormick et al. 2003, Yang et al.
2011). L’expression des genes liés a la
méthylation que nous avons observée a 6
dph différe de ce qui a été observé chez O.
latipes en présence de Triclosan. Dans cette
étude, les auteurs ont montré une
diminution de I’expression de la majorité de
leurs genes avec le pesticide (dnmtl,
dnmt3aa...), comme pour nous, certains de
leurs genes ne varient pas (tetl, dnmt3ba,
dnmt3bb) et le seul qui est plus exprimé
était tet3 1a ou nous n’avons pas eu de
variation. Dans notre étude, toute variation
significative de I’expression des genes liés
a la présence d’un stress salin montrait une
augmentation de I’expression (Song et al.
2020). Chez le poisson zebre aussi, il a été
montré qu’en condition de stress au
cadmium et a la chaleur, I’expression de
dnmtl et dnmt3b a 6 dph était augmentée
corroborant ce que nous avons observé pour
dnmtl et dnmt3ab (Park et al. 2020). Les 4
genes dnmt3 étudiés pour la seconde
expérience présentent le méme pattern, de
plus, dnmt3aa, dnmt3ab et dnmt3ab3
présentent aussi des patterns similaires pour
la premiére expérience (fig. 1). Seul
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dnmt3ba4 differe pour la premiere
expérience, cessant d’étre exprimé en fin
d’expérience. Les protéines Dnmt3b ont
une spécificité au flots CpG inférieure a
celle des protéines Dnmt3a (Gao et al.
2020a) mais pas de préférence envers les
formes de I’ADN non méthylé ou hémi-
méthylé (Vassena et al. 2005). Ces
spécificités  pourraient  expliquer la
différence d’expression de ces formes,
indiquant que les ceufs auraient besoin de
méthyler des séquences pauvres en ilots
CpG ou bien de ’ADN hémi-méthylé. Le
fait qu’igfl soit plus exprimé en condition
2,5 psu est cohérent avec ce qui a été
observé chez Sparus aurata. Dans cette
¢tude, ils n’ont pas trouvé de différences
d’expression pour les gh (Mohammed-
Geba et al. 2016). De plus, Cynoglossus
semilaevis soumis a de 1’eau a 15 psu voit
aussi son niveau d’expression d’igf]
augmenté apres 7 jours mais celui-cCi
diminue apres 60 jours (Siping et al. 2017).
Igfl étant un indicateur de croissance, son
augmentation indigque que nos poissons a
2,5 psu présentent un potentiel de
croissance possiblement plus élevé que
ceux a 0 psu (Mohammed-Geba et al. 2016,
Lietal. 2017). Le fait que les tests de Tukey
montrent des différences entre les groupes
la ou ’ANOVA2 n’en montre pas (dnmtl,
dnmt3ba4, ...) peut étre expliqué par le fait
que la variance entre les 3 groupes est
utilisée par TANOVA2 pour les autres
facteurs (notamment la salinité), la ou le test
de Tukey ne cherche qu’une différence
entre les 3 groupes. Il serait intéressant de

refaire des analyses sur dnmtl, nkala et igfl.

Ces 3 genes n’ayant pas montre de
différence non significative, il pourrait
éventuellement s’agir de faux négatifs. Des
analyses sur d’autres génes seraient aussi a
refaire : dnmt3ba4, mecp2 et dnmt3ab3, ces
genes ayant eu beaucoup de points de fusion

et notamment sur les mesures de la droite de
calibration, cela permettrait de confirmer
les résultats obtenus. Toutes ces analyses
seraient a faire en tripliquas afin de pouvoir
discriminer les valeurs aberrantes avec une
SD >0,5.

En conclusion, sur nos 3 hypothéses de
départ, notre ¢tude n’a pas montré
d’augmentation des geénes ¢étudiés liée a
I’osmorégulation mais une augmentation de
ceux liés a la méthylation et la croissance.
Les genes dnmtl et mecp2 étaient moins
exprimes chez les larves non issues du
processus de sélection contrairement a
slc12al. Chez les larves issues du processus
de sélection, celles dont les parents furent
sélectionnés pour leurs poids, en conditions
2,5 psu, expriment moins ghl que les larves
dont les parents furent choisis aléatoirement.
Ces résultats préliminaires nous apprennent
que notre processus de sélection permettra
d’augmenter la viabilité¢ des larves face au
changement climatique mais il semblerait
que le fait de choisir les poissons les plus
gros ait un impact négatif sur la croissance
de leurs rejetons. Cependant, il faut nuancer
cela par le fait que nous ne I’ayons observé
que sur 1 des 2 genes étudiés a 6dph. Des
¢tudes plus approfondies sont nécessaires
avant de pouvoir définitivement y répondre
et ainsi trouver des solutions concrétes pour
les éleveurs vietnamiens.
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