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Résumé

L’accroissement de la population humaine mondiale a des répercussions majeures, ce
n’est donc pas surprenant, compte tenu de la nécessité de nourrir une population grandissante au
niveau planétaire, que la production en conchyliculture ait augmenté au cours des dernicres
décennies. Or, les connaissances acquises concernant les divers facteurs du déterminisme du sexe
et du rapport des sexes chez les bivalves sont trés limitées et cela pourrait ralentir grandement le
taux de production des éleveurs et leur capacité a intervenir si les stocks venaient a diminuer de
facon inquiétante. Certains travaux mentionnent que certains facteurs environnementaux, comme
la température, auraient un effet sur le rapport des sexes chez une variété de bivalves, incluant la
moule bleue commerciale Mytilus edulis, quoiqu’aucune étude n’ait validé cette derniére
possibilité. Cela dit, il est possible que I’environnement des adultes puisse aussi affecter le
phénotype de la progéniture. En effet, une transmission intergénérationnelle a déja été identifice
chez Mytilus, mais la possibilité que les conditions des parents affectent le rapport des sexes
spécifiquement n’a jamais été abordée. Il est toutefois connu qu’un facteur maternel présent dans
I’ceuf affecte le sexe de la progéniture et que cette espece de bivalve a un mode de transmission
des mitochondries particulier. Ce mode de transmission appelé «transmission doublement
uniparentale » a rendu possible 1’identification du sexe chez les embryons. De cette fagon, 1938
embryons provenant de 25 croisements artificiels réalisés a trois températures et effectués lors de
trois différentes années ont été analysés. Nos analyses mettent en évidence une variation
significative dans la proportion de larves femelles entre les années passant de 64 % a 98 %. Dans
certains cas, la proportion de femelle varie de 0 a 100 % entre les différents traitements. Méme si
un effet général sur le rapport des sexes n’était pas significatif, chaque croisement s’est avére
avoir une norme de réaction qui lui est propre face aux 3 différentes températures. Cette étude
met en valeur I’effet important de I’environnement sur le déterminisme du sexe chez M. edulis,

autant chez les parents que lors du développement des embryons.
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Abstract

The factors affecting sex determination still remain unknown for most bivalve species.
Some studies reported that environmental factors, such as temperature, influence sex
determination in certain species, and this has been hypothesized also for the blue mussel Mytilus
edulis, but not experimentally validated yet. Adult exposure to different environmental conditions
during gametogenesis, which occurs seasonally, may also affect offspring phenotype, including
sex determination. Intergenerational carryover effects have been reported in bivalves, but the
impact of parental exposures on offspring sex determination has not been examined so far. To
address these questions, artificial fertilizations were performed on individuals collected in three
different years and their embryos and larvae were reared at three different temperatures to
specifically test if the environment influence offspring sex ratio through effects on parental
developing gametes and/or on developing embryos. We took advantage of the doubly uniparental
inheritance of mitochondria in bivalves to determine the sex of the larvae. The analysis of 1938
larvae from 25 crosses revealed that the overall proportion of female larvae was significantly
different among years, varying from 64 % to 98 %. While the proportion of female larvae across
temperature ranged from 0 to 100 % in some cases, the reaction norms were cross-specific and
there were no significant effects of rearing temperature on sex ratio. Taken together, our results
suggested that sex determination in M. edulis occur during the gametogenesis according to the
genotype of the parents, but could also be changed during the development. More importantly,

both processes are strongly affected by environmental conditions.

Keywords: Environmental conditions, Temperature, Sex Determination, Sex ratio, Mussel

Culture, Mytilus edulis, Doubly Uniparental Inheritance of mitochondria (DUI).
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1. Introduction

Les avancées scientifiques ont grandement affecté le mode de vie et I’environnement des
nombreuses especes peuplant la terre, y compris 1’humain et ce surtout au cours des deux derniers
siecles. Diverses découvertes, notamment dans le domaine de la médecine, ont favorisé un
accroissement de la population mondiale et par la méme occasion I’augmentation des besoins en
nourriture (Nations Unies). Dans le but de répondre a la demande qui ne cesse d’augmenter,
plusieurs variétés de cultures et d’¢levages ont été développées. Dans les derniéres années, une
hausse de la production en conchyliculture (¢levage des mollusques) a été relevée par les Nations
Unies. En effet, la production mondiale est passée, entre 1995 et 2016, d’environ 7 a 15 millions
de tonnes de moules, huitres, pétoncles et palourdes (F.A.O., 2018; Figure 1), et il est prévu que
cette production continuera d’augmenter significativement dans les décennies a venir (Shumway,

2011).

Production mondiale de mollusques en aquaculture
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Figure 1. Graphique illustrant la production mondiale de mollusques en aquaculture en tonnes entre les années 1955
et 2015 selon les statistiques de la « Food and Agriculture Organisation of the United Nations ».

De multiples facteurs peuvent affecter le taux de rendement des cultures et des élevages,
qu’il s’agisse d’agriculture ou d’aquaculture comme la conchyliculture. C’est pourquoi il est
important d’évaluer les différents facteurs pouvant influencer le taux d’efficacité des diverses
productions. Parmi ces facteurs, on retrouve la maitrise des caractéres associés a la reproduction,

au déterminisme du sexe et au contrdle du rapport des sexes (Devauchelle, 2000; Lopez-



Landavery et al., 2017). Par exemple, chez une grande diversité de bivalves, le taux de croissance
d’un des deux sexes est différent de 1’autre (Coe et Fox, 1942). Une croissance asynchrone peut
favoriser les éleveurs lorsqu’ils ont la possibilité de controler les rapports des sexes, cela signifie
qu’ils peuvent manipuler le rapport du nombre de males et de femelles dans un élevage lorsque la
reproduction s’effectue de fagon sexuée. Ils ont alors le pouvoir de produire en grande quantité le

sexe ayant une croissance favorable (Coe et Fox, 1942; Lopez-Landavery et al., 2017).

C’est d’ailleurs le cas du mollusque bivalve le plus cultivé dans la région du golfe du
Saint-Laurent, la moule bleue aussi appelée moule commune, Mytilus edulis (Coe et Fox, 1942;
Péches et Océans Canada, 2003). Cette espece constitue un moteur économique considérable non
seulement au Canada, mais aussi en Europe (Robert et al., 2013). Or, M. edulis a subi un déclin
important au cours des derniéres années dans les provinces de 1’Atlantique et aux Etats-Unis
(Jansen et al., 2007; Jones et al., 2009; Smith et al., 2006; Sorte et al., 2013). Plusieurs
hypothéses ont ¢été proposées pour expliquer cette chute inquiétante, notamment la
surexploitation, 1’acidification des eaux, la pollution, les maladies, I’augmentation de prédateurs
ainsi que le réchauffement climatique (Jansen et al., 2007; Jones et al., 2009; Smith et al., 2006;
Sorte et al, 2013). Etant un animal filtreur sessile fixé aux substrats tot durant son
développement, la moule bleue fait face a une quantité énorme de perturbations sans pouvoir y
échapper. Son importance non seulement économique, mais aussi €cologique suffit pour

comprendre la nécessité d’approfondir les connaissances sur cette espece.

En effet, la moule bleue a aussi une valeur inestimable dans le domaine de 1’écologie.
Pendant plusieurs années, Mytilus a été utilisée comme outil de biosurveillance par « The Mussel
Watch » (Sedik et al., 2010). Elle est une espece sentinelle utilisée dans le monde entier comme
indicateur de pollution environnementale. En d’autres mots, elle représente la santé de
I’emplacement ou elle se trouve et par extension, la santé¢ des populations avoisinantes
(Anantharaman et Craft, 2012). Alors que son mode de vie sessile rend ce bivalve a la merci de
tous les perturbateurs anthropiques et environnementaux, il le rend aussi extrémement pratique

pour évaluer la bioaccumulation de divers contaminants dans le milieu marin.

Généralement, 1’¢levage de cette espece de bivalve se fait en milieu naturel. En effet, ce
dernier répond a tous les besoins nutritionnels des individus ce qui minimise le travail nécessaire

de la part des mytiliculteurs. Toutefois, les éleveurs doivent récupérer les naissains avant de



pouvoir commencer 1’élevage (Péches et Océans Canada, 2003; MAPAQ, 2019). Un naissain
représente 1’ensemble des juvéniles de moule a I’état larvaire ou embryonnaire (Péches et Océans
Canada, 2003). Pour capturer les naissains, des collecteurs sont installés a proximité des zones de
reproduction soit en fixant une corde sur pieux de bois (bouchot) ou en tendant une corde
horizontalement, ces techniques sont plus fréquemment utilisées en zone peu profonde. Lorsque
les naissains proviennent d’eau profonde, ceux-ci sont capturés a 1’aide de filiere. La phase
d’¢levage peut commencer une fois que les jeunes moules atteignent 1 centimétre (CRC Bretagne
Sud, 2010). Plusieurs méthodes de culture sont connues. Au Canada, les naissains sont transférés
sur des boudins de moules suspendus a des radeaux ou a des filieres (Péches et Océans Canada,
2003; MAPAQ, 2019). 11 est aussi possible de faire la culture sur bouchots ou méme a plat au sol
(CRC Bretagne Sud, 2010; MAPAQ, 2019). L’espéce doit encore se développer pendant une
période de 12 a 27 mois selon I’emplacement, la température de 1’eau et la quantité de nourriture
disponible avant de pouvoir étre commercialisée (Péches et Océans Canada, 2003; MAPAQ,
2019). Cela dit, les €leveurs n’ont pas besoin de superviser la reproduction des moules bleues,
puisqu’ils collectent les individus au stade larvaire (MAPAQ, 2019; Péches et Océans Canada,
2003; CRC Bretagne Sud, 2010). Néanmoins, la plupart des especes de moules sont dioiques.
Cela signifie que les deux sexes sont séparés, chaque individu est soit male soit femelle. Il est
toutefois connu que 1’apparition d’hermaphrodites est possible, mais ces apparitions surviennent
chez moins d’un pourcent des cas chez Mytilus (Garrido-Ramos ef al., 1998). Les moules ont des
périodes de maturité sexuelle, celle-ci est généralement atteinte a la fin du printemps ou au début
de I’été, et selon I’endroit il y a aussi parfois une ponte a I’automne (MAPAQ, 2019 ; Péches et
Océans Canada, 2003). La libération des gametes se produit habituellement en réponse a des
facteurs déclencheurs présents dans le milieu comme des niveaux élevés de nourriture, des
fluctuations de température et des perturbations physiques. Pour la Région du Golfe du Saint-
Laurent, le frai a souvent lieu entre le mois de mai et d’aolt. A ce moment, les moules libérent
une partie ou méme la totalit¢ de leurs ovocytes ou de leur sperme dans 1’eau. La fécondation se
produit ensuite directement dans la colonne d’eau. Il ne faut parfois que 5 heures a ’embryon
pour commencer a nager. La moule bleue adulte peut tolérer une salinité allant de 0 a 31 parties
par millions (ppm), la valeur optimale étant de 26 ppm (Péches et Océans Canada, 2003). La
vitesse de croissance est fortement réduite lorsque la salinité est inférieure a 12, 8 ppm (MAPAQ,

2019). En ce qui concerne la température, elles peuvent tolérer des températures allant sous le



z€ro et montant jusqu’a 25 °C (Péches et Océans Canada, 2003 ; MAPAQ, 2019). Toutefois, les
températures pour une croissance idéale se situent entre 10 °C et 20 °C. Des températures de
surface de 27 °C sont létales chez les individus adultes (MAPAQ, 2019). Pour la reproduction de
la moule bleue en laboratoire, il suffit de mettre en contact les gamétes d’individus matures dans

un environnement respectant les critéres de survie de 1’espéce.

Curieusement, trés peu d’études ont été réalisées sur la détermination du sexe et du
rapport des sexes chez Mytilus. Comme chez tous les bivalves étudiés jusqu’a maintenant (Breton
et al., 2018), il semble que le déterminisme du sexe chez Mytilus ne soit pas lié a des
chromosomes sexuels dimorphiques tels que les chromosomes X et Y chez les mammiféres.
Vraisemblablement, le déterminisme du sexe et du rapport des sexes chez les bivalves serait
contrdlé a la fois par des facteurs génétiques et par des facteurs environnementaux, tels que la
température, la pollution, ’abondance de nourriture et la présence de stéroides exogeénes (Breton
et al., 2018). Bien que les mécanismes impliqués ne soient pas encore élucidés, une étude réalisée
chez I’huitre Crassostrea gigas suggere que la détermination du sexe se produirait tot lors du
développement embryonnaire (Santerre et al., 2013). Toujours chez I’huitre C. gigas, il a été
démontré que la température a laquelle la fécondation et le développement embryonnaire ont lieu
aurait un impact sur le rapport des sexes des juvéniles (Santerre et al., 2013; Figure 2). D’ailleurs,
la température affecte la proportion des sexes chez plusieurs autres especes, telles que Pinctada
margaritifera, Crassostrea virginica, C. corteziensis (Chavez-Villalba et al., 2008; Coe, 1936;
Teaniniuraitemoana et al., 2016). Ainsi, ces mollusques sessiles pourraient étre a risque
d’extinction locale face au réchauffement climatique advenant des modifications drastiques du
sex-ratio de leurs populations. Bien que Kenchington ef al., aient émis I’hypothese en 2002 que le
déterminisme du sexe et le sex-ratio de la moule bleue Mytilus seraient aussi sous 1’influence de
la température, aucune étude n’a été réalisée sur le sujet. De plus, des études concentrées sur les
effets intergénérationnels (effets parentaux) s’ajoutent a 1’équation. Il y a donc encore beaucoup a
découvrir dans ce domaine pour bien comprendre les mécanismes sous-jacents au déterminisme
du sexe. En effet, une espéce de 1ézard, Amphibolurus muricatus, montre une variation du rapport
des sexes associ¢e au temps d’exposition a la chaleur des parents seulement (Schwanz, 2016). I a
déja été démontré que M. edulis subit certains effets d’une transmission intergénérationnelle.
Effectivement, lorsque les adultes sont exposés a un pH acide ou a un milieu hypoxique, cela

permet de réduire I’impact négatif de ces facteurs sur la génération suivante en augmentant leur
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valeur adaptative face a ce type d’environnement (Kong et al., 2019). Malheureusement a notre
connaissance aucune étude ne s’est intéressée, jusqu’a maintenant, a 1’effet parental sur la

détermination du sexe et le ratio des sexes chez les bivalves.

Variation des sex-ratios de juvéniles de Crassostrea gigas selon

différentes températures
100%
75%
50%
25%
0%
18°C
Figure 2. Histogramme illustrant 1’effet de la température sur le sex-ratio de juvéniles de Crassostrea gigas lors de

22°C 25°C 28 °C
I’étude de Santerre et al. réalisée en 2013 (modifiée). Les rapports des sexes sont présentés sous forme de
pourcentage.

B Male ®Femelle Hermaphrodite

Certaines hypothéses concernant la détermination du sexe chez Mytilus ont été proposées
suite a I’étude de croisements en laboratoire, notamment 1’implication d’un facteur maternel
présent dans I’ceuf (Kenchington et al., 2002; Kenchington et al., 2009; Saavedra et al., 1997).
En effet, en réalisant plusieurs croisements impliquant une méme mere, mais faisant varier le
pere, ces chercheurs ont remarqué que certaines femelles produisaient toujours des progénitures
ayant un rapport des sexes fortement biaisé vers les femelles, d’autres vers les males et d’autres
avaient des progénitures mixtes. Le rapport des sexes chez Mytilus peut donc varier de 0 a plus de
95 % d’un sexe a I’autre pour une progéniture selon I’impact de la mere seulement (Kenchington
et al., 2002; Kenchington et al., 2009; Saavedra ef al., 1997). Mais ce n’est pas tout, il est aussi
connu que la moule bleue a un mode de transmission mitochondrial assez particulier qui est
spécifique au sexe. Généralement, dans le régne animal, seules les mitochondries de la mére sont
transmises aux prochaines générations; c’est une transmission strictement maternelle (Breton et
Stewart, 2015; Cao et al, 2004). En revanche, chez plusieurs mollusques bivalves, un

phénomeéne différent survient.



Ce phénomene de transmission doublement uniparentale ou « Doubly Uniparental
Inheritance » (DUI) est retrouvé chez une centaine d’espéces appartenant aux ordres Mytiloida,
Unionoida, Veneroida et Nuculanoida (Gusman et al., 2016). Le systtme DUI implique deux
ADN mitochondriaux hautement divergents, I'un provient du pere et est transmis par les
spermatozoides, tandis que le second provient de la mére et est présent dans les ceufs. Sous ce
systeme particulier, les femelles sont normalement homoplasmiques, c¢’est-a-dire que seul ’ADN
mitochondrial femelle (ADNmt F) est retrouvé dans tout 1’organisme. Les males sont
hétéroplasmiques et posseédent I’ADN mitochondrial male (ADNmt M), ainsi que ’ADNmt F
(Breton et al., 2018). Les deux ADN mitochondriaux peuvent présenter des divergences pouvant

atteindre plus de 20 % chez Mytilus edulis (Breton et al., 2007; Breton et al., 2006).

La figure 3 présente une description détaillée des étapes de la DUI au niveau cellulaire
suite a la fécondation chez les bivalves. Dés la fécondation, le spermatozoide transmet 5
mitochondries contenant ’ADNmt M a I’embryon. L’ovocyte en détient déja des dizaines de
milliers portant ’ADNmt F (Cao ef al., 2004; Kyriakou ef al., 2010). Pendant le développement
des embryons males, les mitochondries provenant du pere forment un agrégat. Au stade
embryonnaire de 4 cellules, le regroupement de mitochondries paternelles s’isole dans un méme
blastomeére qui formera la future lignée germinale de 1’individu male. Au contraire, durant le
développement des embryons femelles, les mitochondries provenant du spermatozoide se
dispersent et sont éliminées par un processus toujours incompris, et ce dans les 24 heures suivant
la fécondation (Cao et al., 2004; Sutherland et al., 1998). Avec les connaissances actuelles, les
marqueurs d’ADN mitochondriaux M et F représentent les seuls marqueurs sexuels pouvant étre

utilisés a ce stade de développement, c’est-a-dire aux environs de 24h post-fécondation.



Figure 3. Schéma représentant le fonctionnement
> du systéme DUI chez les bivalves (modifiée de
Breton et al., 2014). Lorsque les mitochondries
provenant du spermatozoide forme un agrégat

dans une région spécifique de 1’embryon, celui-

. \ ci se développe en male. Lorsque les

. > * >

o Y ® | mitochondries se dispersent D’embryon se
>

2® oo

» = développe en femelle.

2. Obijectifs et hypotheses

L’objectif de cette maitrise est de tester I’effet de conditions environnementales sur la
détermination du sexe chez les embryons de Mytilus edulis. Cet objectif comprend deux aspects,
a savoir Deffet parental et I’effet direct. Comme les fécondations ont été réalisées a 1’aide
d’adultes nouvellement récoltés chaque année, il est possible d’observer si les différentes
conditions environnementales des parents jouent un réle dans le déterminisme du sexe. Comme
M. edulis semble sensible a un certain effet intergénérationnel (hypoxie et pH) nous posons
I’hypothese que le rapport des sexes est aussi affecté par certaines conditions environnementales

(Kong et al., 2019).

Ensuite, il s’agit de déterminer si la température de I’eau dans laquelle la fécondation a
lieu et les embryons se développent affecte directement le développement du sexe de ceux-ci.
Selon les résultats d’études effectuées chez les huitres (Chavez-Villalba et al., 2008; Coe, 1936;
Santerre et al., 2013; Teaniniuraitemoana et al., 2016), il est approprié de croire que la
température aura un impact sur le déterminisme du sexe et par conséquent affectera le rapport des
sexes de M. edulis. 1l est également possible que la tendance vue chez Crassostrea gigas soit
celle observée chez la moule commune, c’est-a-dire que plus la température a laquelle I’embryon
se développe est €levée, plus le rapport des sexes tend vers les males (Santerre ef al., 2013).
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3.1. Introduction

Sexual systems and sex determination mechanisms are known to be extremely variable,
even in closely related species (Gamble and Zarkower, 2012; Haag and Doty, 2005; Beukeboom
and Perrin, 2014). One animal taxon in which sexual systems vary greatly among species are
bivalves, which exhibit simultaneous hermaphroditism, sequential hermaphroditism or strict
gonochorism (i.e., species that exist as separate males and females) (reviewed in Breton et al.,
2018). However, knowledge of the various factors affecting sex determination in bivalves is still
very scarce. This applies to the gonochoric blue mussel Mytilus edulis, which constitutes a
considerable economic engine not only in Canada, but also in Europe (Robert ef al., 2013). To
date, a few studies have been done on sex ratio biases and theoretical modeling of sex
determination mechanisms in this species (reviewed in Breton et al., 2007; Passamonti and
Ghiselli, 2009; Zouros, 2013). As with all bivalve species studied so far, it seems that the sex
determination in Mytilus is not linked to dimorphic sex chromosomes such as chromosomes X
and Y in mammals (reviewed in Breton et al., 2018). The sex ratio resulting from parental
crosses in Mytilus can vary from one extreme to the other depending on the impact of the mother
only, suggesting the presence of a key maternal factor in eggs involved in sex determination
(Kenchington et al., 2002; Kenchington et al., 2009; Saavedra et al., 1997). A reanalysis of the
data of both Saavedra et al. (1997) and Kenchington et al. (2002) also suggested the existence of
minor sex-determining genes inherited from the father (Yusa et al., 2013), but this still need to be
clearly demonstrated. Presumably, sex determination and sex ratio in bivalves would be
controlled by both genetic and environmental factors (Breton et al, 2018), and it has been
hypothesized that the sex determination in Mytilus is probably also influenced by temperature
(Kenchington et al., 2002). To our knowledge, however, no study has tested this hypothesis yet.
It is known that the temperature at which fertilization and embryonic development take place has
an impact on the sex ratio of juveniles of the oyster Crassostrea gigas, with a significant increase
in the frequency of males observed at higher temperatures (Santerre ef al., 2013). A temperature
effect on sex ratios was also observed in other oyster species, such as Pinctada margaritifera,
Crassostrea virginica and C. corteziensis (Chéavez-Villalba et al., 2008; Coe, 1936;
Teaniniuraitemoana et al., 2016). Even the environment experienced by parents could impact the

phenotype (sex ratio) of their offspring (parental effects), a critical component of evolutionary
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adaptation to changing environments (ex. Schwanz, 2016). In fact, intergenerational carryover
effects (i.e. the influence of parental exposures on offspring phenotype) have been increasingly
documented in the recent years and there are many cases reported across marine phyla (Cnidaria,
Echinodermata, Mollusca, Arthropoda and Chordata), including bivalves, in which
gametogenesis occurs seasonally. Therefore, year-round environmental changes could result in
unexpected impacts on succeeding generations’ sex ratios, and compromise reproduction
(Spencer et al., 2020). To our knowledge however, intergenerational carryover effects of

environmental exposures on offspring sex ratio has not been examined in bivalves so far.

The objective of the present study is thus to investigate the effect of environmental
conditions on sex determination of M. edulis. To address this objective, artificial fertilizations
were performed on individuals collected in three different years and their embryos and larvae
were reared at three different temperatures to specifically test if the environment influence
offspring sex ratio through effects on parental developing gametes and/or on developing
embryos. We took advantage of the existence of the system of doubly uniparental inheritance
(DUI) of mitochondria in Mytilus edulis to identify the sex of individuals at an early stage of their
development. The DUI system involves two highly divergent mitochondrial DNAs, one from the
father and transmitted by sperm to only sons, while the second is from the mother and transmitted
by the eggs to both daughters and sons. Under this system, females are normally homoplasmic,
i.e. only the female-transmitted mitochondrial DNA (F mtDNA) is found throughout the body. In
males however, an heteroplasmic state is observed since the F mtDNA is observed in all somatic
tissues while the male-transmitted mitochondrial DNA (M mtDNA) is found in the gonad (see
Breton et al., 2007; Passamonti and Ghiselli, 2009; Zouros, 2013 for reviews), and also
sometimes in somatic tissues along with the F mtDNA (e.g. Dalziel and Stewart, 2002; Breton et
al., 2017). Upon fertilization, the spermatozoon transmits 5 M mtDNA to the embryo. During the
development of male embryos, these mitochondria form an aggregate which later is isolated in
the same blastomere (future germ line) while the M mtDNA are eliminated -by a process that is
still not understood- within 24 hours post-fertilization (hpf) during the development of female
embryos (Cao et al., 2004; Sutherland et al., 1998). Consequently, sex-specific F and M
mitochondrial DNAs provide reliable molecular markers that can be used to sex individuals at a

very early stage of development, more specifically around 24 hours post-fertilization.
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3.2. Materials and Methods

3.2.1. Crossing Experiment

Adult mussels were purchased from fish markets in summer 2016, 2018 and 2019 to
assess effect of interannual variation of environmental condition on parental developing gametes
and offspring sex ratio. All mussels came from the Prince Edward Island industry near North
Rustico, which utilizes indigenous unispecific Mytilus edulis seedstocks (Penney et al., 2008). In
absence of a clear hypothesis underlying the process of gametogenesis, our objective relied on the
reproducibility of the treatments rather than in the identification of environmental factors
responsible for interannual variation. For this reason, we did not attempt to characterize the
temporal variation of the multiple factors susceptible to affect the sex-ratio (e.g. temperature,

food, pH, salinity, interindividual relations, delivery conditions, etc.).

Once in the lab, mussels were kept on ice until further manipulation. To trigger the
spawning of the gametes, each mussel was rubbed with a hard brush for about 1 minute, a
physical stimulus known to provoke the release of gametes (Miglioli et Kapsenberg, 2017;
Young, 1945). After this treatment, the mussels were subjected to thermal stimulation by being
introduced in individual containers previously filled with room temperature saltwater (31 ppm,
pH 8) (Miglioli et Kapsenberg, 2017; Wong et Arshad, 2013; Young, 1945). If the gametes were
not released, the spermatozoa and oocytes were obtained by agitating gonads separately in small
Petri dishes filled with saltwater to force the expulsion of the gametes. Individuals of each sex
(usually 2 females and 3 males for each crossing experiment) were selected for crosses based on
large number of eggs or high frequency of motile sperm. Gametes from the selected individuals
were then mixed in individual plastic containers filled with 60 mL of filtered saltwater at the
chosen temperature (10, 17 or 23 degrees Celsius) and containing 2.5 mg/L. of ampicillin
antibiotic (Saavedra et al., 1997). Sperm and eggs from each individual were mixed at an
egg/sperm ratio of 1:10 (Kenchington et al., 2002). Embryos were collected after 24 hours
(always starting by embryos at 23 °C since they develop more rapidly), which represents the key
moment after fertilization where male mitochondria disappear from embryos that will develop
into females (Sutherland er al., 1998). After 24 hpf, the embryos were already swimming

(trochophores larvae) and when possible, a minimum of 35 embryos were collected for each
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cross. Embryos were harvested using a micropipette under a binocular loupe. Each embryo was
pipetted separately (1 uL volume) and transferred to a 0.2 mL PCR tube followed by further
binocular loupe verification to ensure the presence of only one embryo in each tube. All embryos

were stored at -80 °C until used.

3.2.2 Sex assignment of embryos

Sex identification of M. edulis embryos was performed from a two-round PCR using sex-
specific mitochondrial markers. A first PCR reaction was performed on the embryos using the
newly-designed male-specific primers M16s forl (5’-CATTAAATTATAAAATAGA-3’) and
M16s revl (5’-GTTTTATAACACAGTTAGTT-3’), which amplify a 360 bp-long region of the
M mtDNA 16SrRNA gene. The embryo was considered as a male if the first PCR reaction was
positive with the expected size product of 360 bp. Samples that did not amplify with the male-
specific primers were analyzed further using the female-specific primers Me Fcox2 For (5°-
CTGTGGTTCCCTTCGATGAT-3") and Me Fcox2 Rev (5’-CCTGGGGTTTACTCCACAAA-
3”), which amplify a 433 bp-long region of the mitochondrial Fcox2 gene. After this second PCR,
negative samples were discarded from the analyses (16 % = 362 out of 2 300 samples), and those
with only one band of 433 bp were considered as females. Rarely (5 % = 101 times out of 1 938
samples), the male-specific band appeared after the second PCR in addition to the female-specific

band, these samples were considered as males.

The first PCR reaction mixture (12.5 pL) consisted of 0.0625 pL of Taq DNA polymerase
(5 U/uL), 1.25 puL of 10 X Taq reaction buffer, 0.25 pL of a 10 mM dNTP nucleotide mixture,
0.5 puL of each primer solution (10 pM) and 8.9375 uL of purified water. Reactions were
performed in a thermo-cycler for 35 cycles of 95 °C for 20 seconds, 45 °C for 40 seconds and
72 °C for 40 seconds, preceded by an initial denaturation of 5 minutes at 95 °C and followed by a
final extension of 5 minutes at 72 °C. The PCR products were electrophoresed on a 1.5 %
agarose gel and visualized by a UV photography via a Fusion FX7 imaging system. For the
second PCR, the reaction volume was readjusted to 50 puL, this volume showed the best results
among the 3 tested (12.5 pL 25 puL and 50 pL). This was achieved by adding 0.25 pL of Taq
DNA polymerase (5 U/uL), 5 uL of 10 X Taq reaction buffer, 1 uL of dNTP nucleotides (10
mM), 0.4 uL of each primer solution (10 uM) and 35.25 pL of purified water. Reactions were

performed as above, but for 30 cycles.

12



3.2.3 Statistical analysis

The canonical correlation analysis (CCA) using chi square distances has been shown to be
the most appropriate approach to decompose the variation according to different factors on
frequency data (Legendre and Legendre, 2012).This method was first used to assess the effect of
interannual variation of the environment experienced by the parents. The effect of the
temperature on the sex determination of embryos during their development was then tested by
controlling for the “years” factor. Both “years” and “temperature treatments” were considered as
qualitative factors in these analyses. Significance of each factors was determined by permutation
tests. Finally, to assess the effect of temperature treatments on sex-ratio (the reaction norm),
Fisher’s Exact Tests were performed for each cross independently. All analyses were performed

with the software R and using the additional package named vegan (R Core Team, 2016).

3.3 Results

All the obtained data were regrouped in Table 1, which summarizes the sex ratio across
treatments of the 1938 larvae collected from a total of 25 crosses over three years (2016, 2018
and 2019). The proportions of female larvae obtained overall treatments varied from 64% to 98%
(figure 4) and were significantly different among the three years (P-value = 0.001, R?p; = 0.22;
Table 2).

However, the temperature treatments had no significant effect on offspring sex ratios,
once the year was taken into account (P-value = 0.144, R*apy =0.014; Table 2). Within a given
year, the reaction norms were cross-specific, i.e. the sex ratio varied among the different crosses
and/or among the temperature treatments for a same cross and the proportions of female larvae

ranged from 0 to 100 % in some cases (Figure 5).

While no clear tendency was observed (Figure 5), differences among temperature
treatments were also observed for some crosses within a given year (Figures 4, 5). In 2016, low
variation in the proportion of females was detected (96 % to 99 % of female larvae) and a single
of the reaction norms was significant (Fisher's Exact Test P < 0.003; Table 1). This contrasts with

2019 where the proportions of females ranged between 30 % and 96 % and 3 out of 4 reaction
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norms were significant (Fisher's Exact Test P < 1.723E-8; Table 1). In 2018, the proportions of
females varied from 55 % to 74 % and 6 out of 14 reaction norms were significant (Fisher's Exact

Test P <0.006; Table 1).
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Figure 4. Histogram showing the mean and variance in female frequency for each sampling year (2016, 2018, 2019)
and temperature tested (10 °C, 17 °C and 23 °C).
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Table 1. Sex distribution in pair matings of M. edulis in 2016, 2018 and 2019 at 10, 17 and 23 degrees Celsius.

10°C 17°C 23°C
Cross Total of Total of Total of
Years (female x male) em(brf)yos Females Males em;brf)yos Females Males em?nr)yos Females Males
w1t %6 00w | 0% 27 06%) | (4% 37 gs% | 4%
?1d2 20 (9(1)2?%) (1(? %) 3 (9; % 3 % 5 100w | (0%
7233 H (10101 %) (02/0) 27 (1(?(? %) (0(3%) H 100%) | (0%
2016 334 28 (10208%) (O(‘)%) 22 (1(?02 %) (00%) 15 (1013 %) (o?%,)
3J5 35 (10305%) (O(‘)%) 34 (10304%) (o(()yo) 38 (9;7%) (31%)
2436 40 (13(? %) (00%) 26 (1(?06 %) (o(()yo) 14 (101(;t %) (o?%,)
2497 12 (9% 1%) @8 1%) 39 (1309 %) (0(3%) 30 (10300%) © ?%,)
2016 | 7 crosses 172 (9};6‘;,) Q ?)/o) 211 (930;)) a %%) 160 (9115&,) (61&))
2538 37 (9343%) (83%) 39 (4;5%) (5270%) i (647 %) (364%)
7638 30 @ | aw 33 O1% 6% 2! 0% | (5%
ot | % (I%Z %) (OZ%) 34 (9272%) (3;%) 3 <9Z}> <3;%>
610" 20 (90%) | (10%) 37 (18%)  (22%) 33 (100%)  (0%)
Q7811 25 (287%) (7128%) 36 (83%) (93;3%) 34 (4% i/o) (5290%)
+8312 23 % | G2% 36 @ | (3% 13 @ | 1%
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2913 12 (506%) (506%) 34 (3121%) (6%33%) 23 (225 %) (7%8%)
»9d14 S wsw azse | Y osw 4w ° a0 %
?10415 33 (3193%) (6210%) 33 (42‘5%) (S;EA)) 33 (451/0) (5é9%)
»10816* 20 00w aow | 8% @2 i 1250 @15%
R11415 6 (10(6) %) (o(l/o) 22 (64114“%) (368 %) 10 (101(? %) (00%)
v12d16" 33 (9;4!%) (31%) 33 (8%58%) (155%) 33 (4197%) (5118%)
?12817 33 (339%) (7%)3%) 22 (143%) (Sé?%) 2! 3 88%) (6123%)
?13417 31 (9319%) (72%) 24 (256 %) (728%) ’ (10(9) %) (00%)
23;%1 14 crosses 349 (731507/0) (269 2%) 447 (5?55&,) (411907/0) 294 (612803/0) (31;101/0)
214818~ 31 (62(‘)%) (32'1%) 34 (1(?(;1 %) (o?)/o) 14 (213%) (7191%)
oo | i (352’/0) <6§61%> i “é@ %) (o:%) 13 (0(0‘)%) <1o§ %)
Q15320* 36 % | (7% 35 $3%) | (17%) 13 0% (100 %)
?15421 38 (10308%) (0(1/0) 21 (10201 %) (00%) 12 (10102%) (o(()%))
Jorg | 4erosses 139 (7130°1A,) (273 2‘;%,) 114 (9150;,) s ?%) 52 (291 é%) (713 Z%,)
Total 25 crosses 660 (8?)2"7& ) (2})3:;) ) 772 (736;) ) (2?70; ) 506 ( 6394;) ) (311552 )

*Cross that obtained a significative reaction norm from the Fisher’s Exact Test.
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Table 2. Results of the canonical correlation analysis performed on Mytilus edulis offspring sex distribution data.

Degree of Chi square P-value Adjusted R
freedom
Year 2 0.11318 0.00] *** 0.22072070
Residual 72 0.35382 - -
Temperature 2 0.01121 0.144 0.01381089
Residual 72 0.34261 - -

Significance of P-values: * <0.05; ** <0.01; *** <0.001
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Figure 5. A. Female frequency for each cross at 10, 17
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and 23 degrees Celsius in the year 2016. B. Female
frequency for each cross at 10, 17 and 23 degrees
Celsius in the year 2018. C. Female frequency for each
cross at 10, 17 and 23 degrees Celsius in the year 2019.
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3.4 Discussion

3.4.1 Effect of environmental conditions on sex determination of Mytilus

edulis

Previous studies suggested that offspring sex ratio in Mytilus edulis is dependant of the
female parent. Indeed, using controlled crosses at a particular temperature, Saavedra et al. (1997)
and Kenchington ef al. (2002) reported that regardless of the male to which they were mated,
females always produced either (i) all female progeny, (ii) all male progeny, or (iii) a roughly
50:50 sex ratio. Counter to these previous observations, our results not only show that M. edulis
females do not always produce sex-biased progeny regardless of the male to which they are
mated, but also that the sex ratio of the progeny produced by a female is not necessarily
maintained according to the temperature at which the mating occurs. More importantly, our
results also suggest an influence of parental exposures on offspring sex ratio, i.e. the possibility
that year-to-year variations in the environment influence the gametogenesis of the parents and
subsequently affect the future generation. To our knowledge, our study is the first suggesting that
intergenerational carryover effects could play a role in sex determination in bivalves. Most
studies concerning bivalves exposed the parents to acidification or elevated temperatures during
de novo gamete formation (gametogenesis) and focused their analyse on the offspring fitness
(e.g. growth and survival) (reviewed in Spencer et al., 2020). In the wild numerous abiotic and
biotic factors can contribute to intergenerational carryover effects. Since our mussels were
sampled in the wild it is nearly impossible to know exactly what explain our results or which
underlying mechanism is affected. Even if intergenerational carryover effects from non-genetic
inheritance operate alongside genetically inherited factors, it is hard to know for how many
generations they will remain heritable. Non-genetic inheritance incorporates a variety of different
mechanisms (transmission of epigenetic marks, transmission of cytoplasmic or somatic factors,
etc.). Consequently, the phenotype of a specific individual depends not only on its own genotype
and environment, but also upon its recent ancestors’ phenotype and environment (Head et al.,
2016; Salinas ef al., 2013). One of the major environmental factors affecting living organisms is
ambient temperature (Gamble and Zarkower, 2012; Gunter, 1957). Many cases have already been

reported, including in bivalves, were parents exposed to different temperatures affected their
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offspring in many ways (Salinas et al., 2013; Spencer et al., 2020). Although our study is the first
showing that parental exposures may impact sex determination in bivalves, it is not the first time
that the parental environment would play a determining role in the sex determination process of
the offspring (e.g. Schwanz, 2016). For example, it has been demonstrated in the jacky dragon
Amphibolurus muricatus, an oviparous temperature-dependent sex determination lizard, that the
sex ratio outcome could be manipulated by the parental thermal environment. Non-genetic
parental effects can enhance or reduce offspring fitness, and become more complex through
persistence to many generations, or by making discordant the maternal and paternal effects
(Schwanz, 2016). Indeed, although non-genetic parental effects are often linked to the mother,
there are also cases where the paternal environment can induce transmissible changes through the
sperm (Schwanz, 2016; Ritchie and Marshall, 2013). In marine invertebrates, the sperm can
experience a vast diversity of conditions. For example, it was observed in the polychaete worm
Galeolaria gemineoa that the environment of the sperm affected larval performance (Ritchie and
Marshall, 2013). All these different effects could explain the high variability in our results
compared to previous studies that use controlled crosses and environmental conditions (Saavedra

et al., 1997; Kenchington ef al., 2002).

Many external stimuli such as temperature, photoperiod, pollution, food availability or
any social factor like competition or predation can affect the offspring directly or indirectly via
intergenerational carryover effects (Bachtrog et al., 2014; Schwanz et al., 2020; Ritchie and
Marshall, 2013). Therefore, as temperature rises and ocean acidification progresses it is very
important to consider more interannual factors as they might be able to predict how Mytilus
populations will respond across generations. More studies with controlled parental environment
are needed to further understand what external factor played a key role in the offspring sex

determination in this species.

3.4.2 Effect of environmental conditions and temperature on embryos

In contrast to the interannual (parental) effect, our analyses did not reveal a generalized
effect of the temperature on sex determination and sex ratios in Mytilus edulis embryos.
Nevertheless, an effect of the temperature was observed when each cross was analysed
individually. Thus, the temperature during embryos development affected only some of the

offspring depending on the genetic information the parent transmitted. This is not what we
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expected since other studies on a variety of oyster species showed an generalized effect of
temperature on sex ratios (Chéavez-Villalba et al., 2008; Coe, 1936; Santerre et al., 2013;
Teaniniuraitemoana et al., 2016), and also because the determinants of sex in most bivalve
species studied to date appear to be both genetic and environmental (reviewed in Breton et al.,
2018). Even if an overall trend toward a higher proportion of males at higher temperature was
observed, each cross analyzed separately seemed to have its own specific norm of reaction. That
said, Fisher's Exact Test on each cross highlighted the parental genetic effect since many were
significative. In other words, it would be impossible to predict or evaluate the effect of a global
climate change on sex ratios only by looking at the proportion of females and males produced

independently by each cross for this species since it is under the control of many different factors.

3.4.3 Efficacy of protocol

In this study, we took advantage of the existence of the system of doubly uniparental
inheritance (DUI) of mitochondria in Mytilus edulis to investigate the effect of temperature on
sex ratio of early embryos. However, it has to be noted that there are two main limitations in our
experimental strategy to consider: (i) the presence of M-positive females (i.e. having the male-
specific M mtDNA) that could be scored as males and (ii) the presence of M-negative males (i.e.
containing only the F mtDNA) that could be scored as females. M-positive females have already
been reported in previous studies investigating controlled crosses in M. edulis (e.g. Saavedra et
al., 1997). The occurrence of such females has been mainly explained by a malfunctioning of the
elimination mechanism of sperm mitochondria in some embryos (Kyriakou et al., 2010; Ghiselli
et al., 2011; Zouros, 2013). However, it seems that M-positive females are rather rare in this
species. In previous controlled crossing experiments, the appearance rate was 0.62 % (Saavedra
et al., 1997) and 0 % (Kenchington ef al., 2009), which highly suggests that our experimental
strategy is appropriate and that if there are M-positive females in our data, they should represent a
fairly low number. This is in line with the literature that reported low frequency of heteroplasmic
females in natural populations, such females being more common in heterospecific mating
(hybridization events) than in conspecific mating (Fisher and Skibinski, 1990; Steward et al.,

1995; Wenne and Skibinskin, 1995; Quesada et al., 1996; Rawson et al., 1996).

The presence of M-negative sons can be explained in two ways: 1) the amount of the M

genome is below the minimum required for its detection by PCR (but this method has been
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proven successful before; Sutherland et al., 1998) or 2) some males could contain a recently-
masculinized M-type mtDNA, i.e. a F mtDNA that invaded the male route of inheritance
(Saavedra et al., 1997; Stewart et al., 2018). We controlled our fathers and all of them carried the
standard M-type mtDNA (data not shown). Moreover, in previous controlled crossing
experiments, Saavedra et al. (1997) observed only 2.5 % occurrence of M-negative males
(following a re-analysis by Theologidis et al., 2007), whereas Kenchington et al. (2009) reported
an appearance of 3.8 %. Again, this suggests that our experimental strategy is valid, if there were
M-negative males in our results, they would be in relatively low number. All limitations

considered, we think that our protocol is reliable and so should be our results.

3.4.4 Implications and perspectives

According to United Nations (2019), the human population is projected to reach 9.5
billion by 2050. To fulfil the increasing protein demand arising from global population growth,
an important solution resides in the increase of marine food production (Naylor et al., 2000).
Between 1995 and 2016, worldwide shellfish production increased from around 7 to 15 million
tons of mussels, oysters, scallops and clams (F.A.O., 2018). To maximize reproduction and
growth of species in cultivation, it is important to have a good knowledge of the factors involved
in their sex determination, sexual differentiation, gonadal maturation and development
(Devauchelle, 2000; Lopez-Landavery et al., 2017). For example, several strategies can be
developed to manipulate sex ratios and produce large quantities of the sex with the highest
growth rate (Coe and Fox, 1942; Lopez-Landavery et al., 2017). Asynchronous growth and
sexual dimorphism — with females that grow more quickly than males — is the case of the blue
mussel Mytilus edulis, the most cultivated bivalve mollusk in the Gulf of St. Lawrence (Coe and

Fox, 1942; Fisheries and Oceans Canada, 2003; Mills and Coté, 2003).

In recent years, M. edulis has suffered a significant decline in the Atlantic provinces and
the United States (Jansen et al., 2007; Jones et al., 2009; Smith et al., 2006; Sorte et al., 2013).
Several hypotheses have been proposed to explain this decline, including overexploitation, water
acidification, pollution, diseases, the increase in predators and global warming (Jansen et al.,
2007; Jones et al., 2009; Smith et al., 2006; Sorte et al., 2013). Being sessile animals, blue
mussels and other bivalves face enormous amounts of disturbance without being able to escape.

From a global warming point of view, these mollusks could be at risk of local extinction in the
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event of drastic changes in the sex ratio of their populations. We now know that parental
exposures to external factors can skewed sex ratios which make it even harder for us to ensure the

conservation of this marine species.

3.5 Conclusion

Our study suggested that parental environmental exposures may impact the sex
determination and offspring sex ratios in the blue mussel Mytilus edulis. Future experiment
should therefore consider the parent environment and possible non-genetic inheritance in order to
better understand the external factors that may possibly affect the sex determination process in
this species. Moreover, our study points to the importance of preserving a high genetic diversity
in M. edulis populations to maintain their reproductive fitness. Otherwise, populations could
show important biases toward one sex or the other therefore putting the species in danger if these

biases become dramatic.
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4. Discussion

L’objectif du projet était de tester 1’effet des conditions environnementales sur le
déterminisme du sexe chez Mytilus edulis. Premiérement, un effet intergénérationnel a été
découvert au travers des différentes années testées. Le déterminisme du sexe est donc affecté par
les conditions environnementales des parents. Deuxiémement, chaque croisement réagit
différemment aux traitements de température. Ces deux découvertes sont en faveur d’un
déterminisme du sexe a la fois génétique et environnemental. En revanche, nos résultats remettent
en question la classification des femelles en trois types, une minorité de nos croisements ont
conservé le méme biais. Cela dit, notre étude apporte un aspect supplémentaire a considérer dans

le déterminisme du sexe chez Mytilus : I’effet parental.

4.1 Efficacité du protocole expérimental

Avant de discuter sur les résultats générés par la présente étude, il est a noter que
I’approche expérimentale comporte certaines limitations. Afin de démontrer la fiabilité de notre
méthode expérimentale, nous allons clarifier ces limites. Nous avons utilisé a notre avantage un
systeme déja existant chez Mytilus, soit la transmission doublement uniparentale. Il existe deux
limitations dans notre stratégie expérimentale : (i) la présence de femelle ayant ’ADNmt M (M-
positive) et la présence de male n’ayant que I’ADNmt F (M-négatif). Dans le premier cas, le
danger est de les identifier comme des males. La présence de femelle M-positive n’est pas
nouvelle lors de croisements contrdlés chez M. edulis (Saavedra et al., 1997). L apparition de ce
type de femelle est expliquée par le dysfonctionnement du mécanisme d’élimination des
mitochondries provenant du sperme dans certains embryons (Kyriakou et al., 2010; Ghiselli et
al., 2011; Zouros, 2013). Une seconde explication possible est la présence du génome male en
quantit¢ minime dans 1’ceuf, et ce en plus du génome maternel que contient déja celui-ci. Dans ce
cas précis, ’ADNmt M se comporte comme I’ADNmt F et se disperse dans les cellules
somatiques Kyriakou ef al., 2010). Cependant, la présence d’ADNmt M dans les ceufs d’espece

DUI est un sujet controvers¢. Par exemple, la présence d’ceufs hétéroplastiques a été reportée
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chez M. galloprovincialis un proche parent de M. edulis (Obata et al., 2006, Obata et al., 2007).
A T’opposé, pas la moindre présence de génome maéle n’a été obtenue dans une préparation
hautement purifiée d’ceuf de Ruditapes philippinarum révélant une homoplasmie trés stricte chez
les gameétes d’especes DUI (Ghiselli ef al., 2011). Méme si la question subsiste sur 1’origine du
I’ADNmt M dans les femelles de Mytilus edulis, nous savons que le phénomene est rare chez
cette espece. Par exemple, lors d’une expérimentation avec des croisements controlés, Saavedra
et al. (1997) ont obtenu seulement deux femelles M-positive sur un total de 324 femelles
analysées (0,62 %), tandis que Kenchington et al. (2009) n’a relevé aucune femelle M-positive
sur les 147 embryons provenant de parent M. edulis. Donc, notre protocole expérimental est
approprié et s’il y a présence de femelle M-positive cela représenterait un nombre négligeable
(soit 0,6 % de 1442 embryons = ~9). Ceci est en accord avec la littérature qui reporte un taux
d’apparition trés bas de femelle hétéroplasmique dans les populations naturelles. Il est d’ailleurs
démontré que les cas de femelle hétéroplasmiques sont plus fréquents lors de croisement
hétérospécifique (événements d’hybridation) que dans les croisements conspécifique (Fisher et
Skibinski, 1990; Steward et al., 1995; Wenne et Skibinskin, 1995; Quesada et al., 1996; Rawson
et al., 1996).

Pour le second cas, le danger est d’identifier ces males comme étant des femelles. La
présence de male M-négatif peut étre expliquée de deux fagons : 1) la quantité de génomes males
est sous le seuil détecté par la PCR (ce qui est peu probable dans notre cas, comme notre méthode
a déja été utilisée avec succes précédemment; Sutherland ef al., 1998) et 2) certains males
pourraient avoir un ADNmt M récemment masculinisé. Dans le deuxieéme scénario, ’ADNmt F
se serait glissé dans les voies de transmission méale (Saavedra et al., 1997; Stewart et al., 2018).
Lors du phénoméne de renversement des réle ou masculinisation, I’ADNmt M est remplacé par
un ADNmt d’origine femelle beaucoup moins divergent (Jusqu’a 4 %) (Revue dans Zouros,
2013). Ce phénomeéne a été observé chez des populations de M. edulis en Nouvelle-Ecosse avec
un taux d’apparition variant de 0 % et 24,1 % (Stewart et al., 2018). Malheureusement, a notre
connaissance, aucune ¢tude n’a observé les événements de masculinisation dans les élevages de
moule bleue provenant de I’ile du Prince Edouard. Cette information nous est nécessaire pour
réaliser une meilleure estimation de la présence de males masculinisés dans nos résultats. Cela
dit, tous nos males ont été testés et portaient un ADNmt M standard (résultats non affichés). De

plus, ce phénoméne semble relativement rare; nous observons un taux d’apparition de 2,5 % (6
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embryons M-négatif sur un total de 239 embryons males) chez Saavedra et al. (1997) suite a une
réanalyse des données par Theologidis et al. (2007) et un taux de 3,8 % (2 embryons sur 52
embryons males) M-négatif chez Kenchington e al. (2009). Donc, les cas de males M-négatifs
seraient assez négligeables. De ce fait, notre protocole ainsi que nos résultats devraient étre assez
fiables. Bref, ces informations suggérent que notre expérimentation est valide et que s’il y avait
des males M-négatif leur présence serait relativement faible. En considérant ces limitations, nous

croyons que notre protocole et nos résultats sont fiables.

4.2 Transmission doublement uniparentale des mitochondries et déterminisme

du sexe

L’approfondissement de nos connaissances sur le lien entre la DUI et le déterminisme du
sexe chez Mytilus n’était pas I’objectif du présent projet. Néanmoins, nos résultats divergent des
autres €tudes qui ont utilisé des croisements contrdlés; ces dernieéres ont servi a 1’établissement
d’un mod¢le théorique sur le déterminisme du sexe et la DUI chez Mytilus (Yusa et al., 2013;
Zouros, 2020), ce qui laisse présager la nécessité de réviser ce modele a I’aide d’études
supplémentaires. Il y a un lien clair entre le sexe et le patron d’héritabilité mitochondrial chez les
bivalves (DUI), mais ce qui n’est pas clair c’est s’il existe un lien de causalité entre eux.
Certaines hypothéses mentionnent la possibilité que le systeme de transmission DUI soit le
premier exemple ou des genes mitochondriaux influenceraient le déterminisme du sexe chez les
animaux (Breton et al, 2011). Cela dit, deux modeles récemment proposés impliquent des
mécanismes moléculaires pour expliquer le déterminisme du sexe et gardent les deux
phénomenes isolés (Zouros, 2013; Zouros, 2020). Par contre, ces modeles reposent sur deux
principales observations. La premicre étant que les femelles moules puissent toutes étre classées
selon les trois types présentés précédemment et deuxiemement que le méle ne joue aucun role
dans le déterminisme du sexe (Saavedra et al., 1997; Zouros, 2013; Zouros, 2020). Selon nos
résultats, ces deux principes doivent étre retravaillés, car certaines femelles n’ont pas maintenu
les mémes proportions dans leur progéniture selon le traitement de température ou le male avec
lequel elles étaient croisées. C’est pourquoi les informations que nous avons désormais remettent

en question la fiabilité de ces mode¢les.
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Afin de réviser ces modeles adéquatement, il serait préférable d’éclaircir si le génome
mitochondrial joue un réle dans le déterminisme du sexe chez Mytilus ou non. Il existe déja dans
la nature des cas ou le déterminisme du sexe implique une interaction entre les génes nucléaires
et les génes mitochondriaux, ceci est d’ailleurs grandement étudié chez les plantes angiospermes
(Chase, 2007). II est connu que ce phénomene est affecté par des changements de température,
pouvant méme étre complétement inhibé (Abdel-Ghani et al., 2012). Donc, le déterminisme du
sexe lui-méme peut étre influencé par la température, mais la transmission des mitochondries
peut elle aussi étre affectée (Yan et al., 2007; Hsu et Chou, 2017). Toutes ces hypotheses et
possibilités indiquent clairement la nécessit¢ de faire plus d’expérimentations avec des
croisements contrdlés, mais surtout ayant des facteurs environnementaux spécifiques comme la
température. C’est de cette facon que nous arriverons a perfectionner les modeles du

déterminisme du sexe et de la DUI chez Mytilus spp.

4.3 Effet parental sur le rapport des sexes chez Mytilus edulis

Nos résultats suggeérent que les variations annuelles dans 1’environnement affectent la
gamétogenese chez les parents produisant ainsi un effet sur le rapport des sexes (et sur
probablement autre chose aussi) des générations a venir chez Mytilus. L’effet sur les futures
générations peut autant étre positif que négatif sur la valeur adaptative des descendants. Cela dit,
il est clair que les conditions environnementales fluctuent d’année en année, avec une tendance
de la température et ’acidification des océans a augmenter. Néanmoins, les données de
température moyennes des différentes années testées, ne semblaient pas varier de fagon
importante entre celle-ci (Annexe A. Données supplémentaires, Tableau 3). Ceci n’illustre qu’un
seul facteur auquel il est possible d’avoir facilement acces, malheureusement, il n’est pas possible
d’obtenir tous les facteurs pouvant avoir jouer un role dans ce cas précis. Il existe une grande
variété de stimuli externes comme la température, la photopériode, la pollution ou méme certains
facteurs sociaux qui peuvent affecter la progéniture directement ou indirectement via 1’effet
parental (Bachtrog et al., 2014; Schwanz et al., 2020; Ritchie et Marshall, 2013). Aussi, il est de
plus en plus important de prendre en considération les effets de transmission intergénérationnelle

comme ils peuvent jouer un rdle clé¢ dans le futur de certaines especes. A notre connaissance,
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notre étude est la premicre a prendre en compte la possibilité qu’une influence provenant des
conditions environnementales des parents affecte le rapport des sexes de la génération suivante.
Jusqu’a maintenant, la grande majorit¢ des études sur les effets de transmission
intergénérationnelle chez les bivalves ont exposé les parents a des conditions d’acidifications ou
encore a une augmentation de la température durant le processus de formation des gameétes
(gamétogenése) et ont observé des variations de fitness (survie et croissance) chez les larves
(revues dans Spencer et al., 2020). Ces études ont été réalisées en conditions controlées,
cependant les effets interannuels n’ont pas été pris en compte. Sachant qu’en nature il existe une
é¢tendue de facteurs biotiques et abiotiques pouvant contribuer a la transmission
intergénérationnelle, et que les moules de notre étude proviennent d’environnement naturels, il
devient pratiquement impossible de déterminer exactement quelle condition explique le plus nos
résultats ou encore quel mécanisme est impliqué. Nous ne pouvons pas non plus savoir pour
combien de générations I’effet intergénérationnel reste transmissible, car cette transmission non
génétique agit cote a cote avec des facteurs génétiques. De plus, les facteurs non génétiques ont
plus d’un mécanisme permettant leur transmission (transmission de marques épigénétiques,
transmission de facteurs cytoplasmiques ou somatique, etc.). En d’autres mots, le phénotype d’un
individu ne dépend pas seulement des geénes qu’il regoit de ses parents ou de 1’environnement
dans lequel il se développe, mais aussi du phénotype de ses ancétres et de I’environnement dans
lequel ils ont vécu (Head et al., 2016; Salinas et al., 2013). Méme si les effets parentaux non
génétiques sont souvent associés a la mere, il existe aussi certains cas ou les conditions
environnementales du pére produisent des changements transmissibles via les spermatozoides
(Schwanz, 2016; Ritchie et Marshall, 2013). D’ailleurs, il a été¢ observé chez un ver polychete,
Galeolaria gemineoa, que 1’environnement des spermatozoides affecte la survie de la progéniture
(Ritchie et Marshall, 2013). Chez les invertébrés marins, les spermatozoides font face a une
énorme diversité de conditions. L’une des conditions environnementales majeures affectant tous
les organismes vivants est la température ambiante (Gamble et Zarkower, 2012; Gunter, 1957).
Les bivalves ne font pas exception; plusieurs travaux ont déja relevé divers effets chez la
progéniture de parents exposés a différentes températures (Salinas et al., 2013; Spencer et al.,
2020). D’ailleurs, un effet parental de la température sur le rapport des sexes a déja été observé
chez le 1ézard, Amphibolurus muricatus. Méme si ce 1ézard ovipare a généralement un mode de

déterminisme du sexe dépendant de la température, il est possible de modifier le rapport des
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sexes obtenu en manipulant le temps d’exposition a la chaleur des parents seulement (Schwanz,
2016). Lorsque tout est pris en considération, on comprend qu’il faut inclure les facteurs
intergénérationnels afin de prédire comment les populations de Mytilus edulis varieront pendant
les prochaines générations. Il va sans dire que d’autres études controlant I’environnement des
parents seront nécessaires pour établir quels facteurs ont un role dominant dans le déterminisme

du sexe de cette espece.

4.4 Effet des conditions environnementales et de la température sur les

embryons

Notre étude prend aussi en compte I’effet direct possible sur ’embryon de M. edulis en
développement face a trois températures différentes. Bien qu’aucun effet généralisé de la
température sur le rapport des sexes des embryons n’ait été observé, nous avons pu découvrir que
chaque croisement pris individuellement répond selon une norme qui lui est propre. De cette
facon, un effet de la température lors du développement des embryons ne peut étre ignoré. En soi,
I’effet de la température tot dans le développement varie selon 1’information génétique qui a été
transmise des parents. Cela dit, il est important de mentionner que ce que nous observons ici ne
peux pas étre expliqué seulement par la température. En effet, il est bien connu que le
métabolisme basal des ectodermes est affecté par la température, et que plus elle augmente, plus
I’animal mange (Clarke et Fraser, 2004). De ce fait, il nous est impossible de dissocier I’effet de
I’alimentation et celui de la température. Dans tous les cas, ce n’est pas tout a fait ce a quoi nous
nous attentions sachant que plusieurs especes d’huitres affichent un effet généralisé de la
température sur le rapport des sexes (Chéavez-Villalba et al., 2008; Coe, 1936; Santerre et al.,
2013; Teaniniuraitemoana et al., 2016). Dans notre cas, méme si une tendance vers une plus
grande proportion de males a une plus grande température est observée, elle n’est pas
significative. Cela dit, le déterminisme du sexe chez la plupart des bivalves semble impliquer a la
fois des facteurs génétiques et environnementaux (Revu dans Breton et al., 2018). Nos tests
réalisés sur chaque croisement individuellement mettent en évidence I’effet de facteurs

génétiques provenant des parents, car plusieurs étaient significatifs. Par contre, nos résultats ne
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sont pas en mesure d’aider a prédire 1’effet du réchauffement climatique sur le rapport des sexes

des populations Mytilus.

4.5 Enjeux et perspectives

Les Nations Unies projettent que la population humaine atteindra pres de 9,5 billions d’individus
d’ici 2050. Cette augmentation créera certainement une pression sur tous types de cultivateurs
provoquant une hausse dans la demande et les aliments provenant de la mer ne feront pas
exceptions (Naylor ef al., 2000). Dans le but de maximiser la production et la croissance des
bivalves il est indispensable d’en apprendre plus sur les facteurs impliqués dans le déterminisme
du sexe, la différenciation du sexe, la maturation des gonades et le développement (Devauchelle,
2000; Lopez-Landavery et al., 2017). Certains facteurs sont déja bien établis pour ce qui est de
Mytilus edulis (cycle de reproduction, maturation, développement), mais d’autres sont encore
grandement incompris. Des baisses significatives du nombre d’individus dans les populations ont
déja été relevées récemment dans les provinces de I’ Atlantique et des Etats-Unis (Jansen et al.,
2007; Jones et al., 2009; Smith et al., 2006; Sorte et al., 2013). Plusieurs hypotheses ont été
émises pour expliquer ces déclins, mais celles-ci ne semblent pas avoir été confirmées. Les
moules et autres bivalves sont des especes sessiles, ils font donc directement face a toutes les
modifications qui se présentent dans leur environnement sans pouvoir y échapper. C’est pourquoi
ces mollusques pourraient devenir facilement a risque d’extinction locale dans 1’éventualité qu’un
changement important survienne dans leur environnement, causant directement I’extinction, ou
indirectement par le biais de modifications drastiques des rapports des sexes des populations.
Nous savons maintenant que les conditions environnementales auxquelles les parents font face
peuvent affecter ces derniers, ajoutant une difficulté supplémentaire quant a notre capacité d’agir
pour la conservation de cette espéce marine. Mytilus edulis représente une des especes de
bivalves les plus cultivées dans le monde, sa disparition aurait un impact économique majeur sur
I’économie, par exemple au Canada ainsi qu’en Europe, et ce sans parler des autres impacts que

cela pourrait causer (Coe et Fox, 1942; Péches et Océans Canada, 2003; Robert ef al., 2013).

29



5. Conclusion

Notre ¢étude a permis de mettre en avant I’importance de considérer les possibles effets
intergénérationnels dans les expérimentations futures. Les différentes conditions
environnementales doivent donc étre évaluées minutieusement afin de fournir des réponses aux
multiples hypothéses et questionnements qui planent encore au sujet du déterminisme du sexe
chez M. edulis. Quels sont les facteurs environnementaux subits par les parents et pouvant
affecter le rapport des sexes de la génération future ? Est-ce que cet effet provient de la meére, du
pere, ou des deux parents ? Est-ce que ’exposition des parents a ce facteur doit spécifiquement
étre durant la gamétogenése ou est-ce que ’effet est présent si I’exposition au facteur n’est pas
durant cette période ? Quels sont réellement les facteurs génétiques jouant un rdle dans le
déterminisme du sexe ? La DUI est-elle impliquée dans le mécanisme de déterminisme du sexe ?
Toutes ces questions ne font qu’accentuer certains mystéres concernant Mytilus et font se

développer un intérét grandissant pour ces mollusques si particuliers.
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Annexe A. Données supplémentaires

Tableau 3. Moyennes de température en degrés Celsius pour chaque mois de I’année 2016, 2018 et 2019 dans la
région de North Rustico a I’ile du Prince Edouard.

2016 2018 2019
Janvier -0,1°C -0,7°C -1,3°C
Fevrier -1,5°C -1,2°C -1,5°C
Mars -1,5°C -1,2°C -0,9°C
Avril 0,3°C 0,1°C 0,9°C
Mai 5,9°C 5,9°C 5,6°C
Juin 11,4°C 10,9°C 12,3°C
Juillet 17,9°C 18,3°C 18,1°C
Aot 19,5°C 21,5°C 20,6°C
Septembre 17,5°C 18,4°C 16,5°C
Octobre 12,9°C 11,5°C 12,0°C
Novembre 8,8°C 5,9°C 7,1°C
Décembre 4,1°C 0,8°C 2,0°C

Données provenant de : https://seatemperature.info/prince-edward-island-water-temperature.html
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