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L’huitre creuse, Crassostrea gigas, est ’espéce ostréicole majoritairement cultivée dans le
monde (FAO 2018a). Originaire du Japon, cette espéce est appréciée pour ses capacités de
croissance rapide et sa grande tolérance aux conditions environnementales (FAO 2018a; FAO
2018b). En France, la production ostréicole est dominée par la production d’huitres creuses
(98,9%) (FAO 2018a). Pourtant, C. gigas n’a pas toujours été la principale espéce d’huitre
cultivée dans ce pays et la part importante qu’occupe sa production est liée a la fragilité des
stocks ostréicoles nationaux et a I’apparition de maladies au cours de I’histoire de cette fili¢re

de production.

Dans les années 1700, les ressources marines etaient supposees inépuisables et les populations
sans grandes ressources alimentaires consommaient directement I’huitre endémique des cotes
Européennes, Ostrea edulis (aussi appelée huitre plate) a partir des bancs sauvages existant
sur le littoral francais. La surexploitation de ces gisements naturels entraina leur tarissement
dans les années 1750 et provoqua le début des recherches concernant la régénérescence des
bancs naturels d’huitres et la réalisation d’une production contr6lée de cette espece (Vidal

2011). Le commencement de ces recherches marqua la naissance de 1’ostréiculture en France.

L’histoire de ’ostréiculture est également liée a 1’apparition de maladies. En effet, O. edulis
était ’espéce majoritairement produite jusque dans les années 1920, période a laquelle elle a
été touchée par des premiers épisodes de mortalité massive qui provoquérent son déclin
(Dollfus 1921). L’apparition successive de deux maladies parasitaires, la marteiliose et la
bonamiose, dans les années 70, ont fait qu’aujourd’hui la production de cette espece reste tres
réduite en France (de 1’ordre de 1500 a 2000 tonnes par an). L’huitre portugaise, Crassostrea
angulata, a été importée en France dés 1860 a la suite d’une pénurie de naissain d’O. edulis
(Goulletquer et Heral 1997). C. angulata a disparu des cotes frangaises. A la fin de ’année
1969 et au début des années 70, deux épisodes de mortalités associés a la détection de virus de
type iridovirus (Comps 1988) ont été incriminés dans la disparition de C. angulata. Afin
d’assurer la pérennité de 1’activité ostréicole frangaise, I’huitre creuse, C. gigas, fut introduite
a la fin des années 1960 et au début des années 1970 a partir du Japon et du Canada (Grizel et
Heral 1991).

Aujourd’hui C. gigas, est également affectée par des maladies principalement virales et
bactériennes (Figure 1). Les mortalités observées en France ont grandement affectées la
production de I’huitre creuse entrainant de lourdes pertes économiques (Garcia et al. 2011).
L’un des agents majeurs responsables d’épisodes de mortalité massive rapportés chez cette

espece est un virus appartenant a 1’ordre des herpesvirales appelé Ostreid herpesvirus 1
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(OsHV-1) (Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994a; Renault et al. 1994b; Le Deuff et
Renault 1999; Davison et al. 2005). En France, OsHV-1 a causé des épisodes de mortalité
massive (80 a 90%) chez C. gigas au stade larvaire au sein d’écloseries a partir de 1991, puis
au stade naissain sur I’estran aussi bien pour des animaux issus de captage naturel que pour
des huitres produites en écloseries a partir de 1993 (Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994a;
Renault et al. 1994b). En 2008, des épisodes de mortalité massive (entre 40 a 100% suivant le
bassin ostréicole touché) ont affecté 1’huitre creuse au stade naissain et juvénile au niveau de
I’ensemble des bassins ostréicoles francais (Segarra et al. 2010). Ces épisodes de mortalité ont
¢été associés a la détection d’un génotype d’OsHV-1 particulier, appelé pVar (Segarra et al.
2010).

lere Mortalites associées Mortalités associées a
a OsHV-1

Y

V. aestuarianus

Détection du variant pVar
du virus OsHV- 1

120000 Augmentation fréquence de

détection de V. aestuarianus

80000

40000

Production huitre creuse (tonnes)

1971 1976 1981 1986 1991 1996 2001 2006 2011 2016
Temps (années)

Figure 1. Tonnage de la production frangaise de I’huitre creuse, C. gigas de 1971 a 2016 associé aux
principaux évenements de mortalités (d'aprés FAO, 2018a).

Les moyens de lutte disponibles pour diminuer I’impact des maladies infectieuses restent
limités chez les mollusques bivalves marins. Les huitres ne possedent pas de systeme
immunitaire adaptatif comme les vertébrés, et la vaccination au sens conventionnel du terme
ne peut donc pas étre envisagée pour lutter contre les maladies. De plus, I’environnement
marin ouvert dans lequel vivent ces animaux les expose directement aux organismes
pathogénes et aucun moyen de lutte par traitement ne peut étre mis en ceuvre du fait des
risques de recontamination possible, des doses nécessaires pour obtenir un effet dans un

milieu ouvert et enfin des risques environnementaux.

L’une des approches utilisée pour lutter contre les maladies consiste a développer des

programmes d’amélioration génétique. Les études menées ont démontré la possibilité
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d’améliorer le taux de survie des huitres creuses aux stades adultes, larvaires, juveniles et
naissain lors d’une infection par le virus OsHV-1 (Dégremont et al. 2015; Dégremont et al.
2016; Dégremont 2011). La seconde approche consiste & acquérir des connaissances sur les
interactions hote/organisme pathogeéne. Ces dernieres années, des travaux réalisés ont permis
d’améliorer les connaissances concernant les mécanismes impliqués dans la
résistance/tolérance de I’huitre creuse a une infection virale, par la mise en évidence
d’effecteurs cellulaires et moléculaires (Chen et al. 2018; He et al. 2015; Moreau et al. 2015;
Zhang et al. 2014; Green et al. 2015a; Renault et al. 2011; Segarra et al. 2014c; Martenot et
al. 2017; Green et al. 2015b). De plus, le séquencage de son génome en 2012 (Zhang et al.
2012) a ouvert de nouvelles possibilités pour étudier les mécanismes immunitaires présents
chez I’huitre creuse et leurs implications en réponse a cet herpésvirus. L’ensemble de ces
découvertes ont permis de réaliser des approches RNAseq ou de PCR en temps reel
permettant d’identifier et d’étudier la régulation de certains génes impliqués dans le systeme
immunitaire de I’huitre creuse. Ces différentes études et le séquencage du génome ont permis
de démontrer que plusieurs voies antivirales connues chez les mammiferes existaient
potentiellement chez I’huitre creuse (Zhang et al. 2011; Green et Montagnani 2013; Segarra et
al. 2014c; Segarra et al. 2014a; Green et al. 2015a; He et al. 2015; Moreau et al. 2015;
Martenot et al. 2017).

Chez les mollusques marins, 1’autophagie est un mécanisme immunitaire étudié¢ (Moore et al.
2007; Bai et al. 2012; Moreau et al. 2015; Balbi et al. 2018). Les résultats de ces différentes
¢tudes suggerent que la voie de 1’autophagie existe et pourrait étre fonctionnelle chez les

mollusques marins.

L’une des formes majeure de 1’autophagie appelée la macro-autophagie (que nous appellerons
par la suite autophagie) est un processus trés conserve de la levure jusqu’a ’homme (Levine
et Deretic 2007). Ce processus repose sur la dégradation de portions de cytoplasme a
I’intérieur de lysosomes par I’intermédiaire de vésicules a double membrane (Joubert et
Albert, 2013). Cette voie est connue pour jouer un rble dans la dégradation de matériel
intracellulaire dans le but de maintenir un renouvellement des composants de la cellule
(Klionsky et Emr 2000). Elle est également impliquée dans un grand nombre d’autres
fonctions cellulaires, comme le jedne, la mort cellulaire, le développement embryonnaire et
les défenses immunitaires (Mizushima 2005; Mizushima 2007; Levine et Kroemer 2008;

Mizushima et Levine 2010). En effet, I’autophagie permet de limiter la réplication et/ou



INTRODUCTION GENERALE

I’infection de différents organismes pathogénes viraux, bactériens et parasitaires (Deretic

2006; Schmid et Miinz 2007).

Chez C. gigas, plusieurs genes de la voie de 1’autophagie ont été identifiés et ce processus
apparait impliqué au cours d’une infection par le virus OsHV-1. En effet, ce mécanisme est
activé dans le manteau de 1’huitre creuse 20 heures post-infection par le virus (Moreau et al.
2015). Cependant dans cette étude, I’ensemble des génes constituants la voie de 1’autophagie
n’a pas été recherché et ce processus a été étudié au sein d’un seul tissu @ un moment au cours
de I’infection par le virus OsHV-1. De plus, cette voie n’a pas ¢été analysée dans sa globalité
au travers de I’utilisation de plusieurs approches complémentaires au niveau cellulaire et

moléculaire.

Il est apparu d’intérét d’approfondir les connaissances sur le mécanisme de la voie de
I’autophagie chez C. gigas et sur sa régulation au cours d’une infection par le virus OsHV-1

en utilisant une approche intégrative afin de répondre a deux objectifs :

wwe caractériser précisément au niveau cellulaire et moléculaire la voie de 1’autophagie
chez I’huitre creuse ;
#we  determiner le role de la voie de I’autophagie chez I’huitre creuse en réponse a

I’infection par le virus OsHV-1.

Ces nouveaux éléments permettrons de mieux appréhender les interactions entre le virus et
I’huitre creuse et de déterminer dans quelle mesure cette voie est impliquée dans la réponse a

I’infection par le virus OsHV-1.
Ce travail de these est organisé en trois chapitres.

Le premier chapitre présente un état de 1’art traitant du modele d’étude, I’huitre creuse et de
I’organisme pathogéne étudié, le virus OsHV-1. Dans un second temps, le systéme
immunitaire de I’huitre creuse est décrit. La voie de I"autophagie est présentée de manicre
générale et ses interactions avec les virus sont développées. Enfin, cette synthese
bibliographique se termine par un état des connaissances concernant 1’autophagie chez les

mollusques bivalves.

Les résultats présentés dans le second chapitre visent a mieux comprendre le fonctionnement
de l’autophagie chez I’huitre creuse par I’utilisation d’approches aux niveaux cellulaire,
moléculaire et protéique. Dans une premiere partie, nous avons suivi la modulation de la voie
de l’autophagie au sein de cellules clés du systéme immunitaire de I’huitre creuse (les

hémocytes) par le biais de méthodes cellulaires. Dans un second temps, une caractérisation
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des geénes constituants la voie de I’autophagic a été réalisé et les tissus de 1’huitre creuse au
sein desquels 1’autophagic est présente de maniére constitutive ont été identifiés par le biais

d’approches moléculaires.

Le troisieme chapitre étudie la part jouée par ’autophagie dans la réponse immunitaire de
I’huitre creuse au cours d’une infection par le virus OsHV-1. Pour cela, des huitres creuses
ont été infectées expérimentalement afin de suivre la régulation de la voie au cours d’une
infection par le virus OsHV-1 en condition in vivo en présence d’un modulateur de la voie de
I’autophagie et par une approche ARN interférence. Le flux autophagique a été étudié au
niveau cellulaire et moléculaire dans différents tissus impliqués dans la réponse a I’infection
virale (I’hémolymphe et le manteau) au cours d’une cinétique de temps. En paralléle la

réplication du virus a été suivie par des approches moléculaires.

Ce manuscrit se termine par une conclusion permettant d’appréhender les travaux entrepris

dans leur globalité et de présenter les perspectives proposees a 1’issue de ce travail de these.
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1. L’huitre creuse, Crassostrea gigas

L’ostreiculture mondiale représentait en 2016 une production de 5,5 millions de tonnes pour
un chiffre d’affaire d’environ 6,6 milliards d’USD (US Dollars) (FAO 2018a). Si cette activité
est dominée par le continent asiatique, elle est présente sur tous les continents. En 2016, le
pays producteur d’huitres (toutes espéces confondues) le plus important était la Chine. Les
trois autres principaux pays producteurs de 1’huitre creuse, Crassostrea gigas, étaient la Corée
du Sud (268 973 t), le Japon (158 925 t) et la France (64 200 t). En 2016, la production
mondiale de C. gigas était estimée a 573 617 t, représentant une valeur marchande de 1,1

milliards de dollars (I’estimation ne prend pas en compte la production Chinoise).

En France, C. gigas est I’espéce de mollusque représentant le plus grand intérét économique.
En effet, sur 124 900 tonnes de mollusques produites en France en 2016, 51% était représenté
par I’huitre creuse. Ce mollusque bivalve représentait a lui seul un chiffre d’affaire d’environ
360 millions d’USD. Entre 2001 et 2012, la production de cette espece a diminué de 26% en
raison des phénomeénes de mortalités massives ayant impacté le naissain depuis 2008
(Ministere de 1’agriculture et de I’alimentation-agreste 2014) (Figure 2). Malgré cela, I’huitre
creuse est toujours restée 1’espéce majoritairement produite au niveau national et la France
reste le principal pays européen producteur d’huitres creuses devant I’Irlande et le Royaume-
Uni (FAO 2018a; comité national de la conchyliculture 2014). De plus, la France exporte une
partie du naissain de C. gigas qu’elle produit en écloserie vers d’autres pays européens a des
fins de culture. Occasionnellement des transferts d’animaux sont réalisés principalement avec
I’Italie et I’Irlande (Muehlbauer et al. 2014). L’activité conchylicole est répartie sur tout le
littoral francais, cependant la production d’huitres est essentiellement concentrée sur le
Poitou-Charentes, la Bretagne et la Normandie (comité national de la conchyliculture 2014)
(Figure 2).

La région Nouvelle-Aquitaine représente a elle seule 37% du chiffre d’affaire (hors taxes) de
la conchyliculture francaise et regroupe 38% des entreprises francaises de conchyliculture
(AcclimaTerra et Le Treut 2018). La production d’huitres creuses dans cette région est la plus
importante de France puisque 55% de la production nationale (soit 43400 tonnes en 2012) est
obtenue en région Nouvelle-Aquitaine (Figure 2 ; Ministére de D’agriculture et de

I’alimentation-agreste 2014). De plus, ’essentiel du captage naturel au niveau national est
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réalisé dans les bassins de Marennes Oléron et d’ Arcachon (Robert et al. 2013; Muehlbauer et
al. 2014). La production Francaise de C. gigas est initiée majoritairement a partir de naissain
provenant de captage naturel (70%) et dans une moindre mesure des écloseries (30%) (Robert
et al. 2013). Cette disparité régionale dans le captage de naissain est a 1’origine de nombreux
transfert d’animaux au niveau national (Muehlbauer et al. 2014). Le naissain collecté en
Nouvelle-Aquitaine est transféré au niveau de sites de grossissements en Normandie, en

Bretagne et en Méditerranée.

Ensemble des coquillages : 187 420 tonnes en 2001 Regions conchylicoles de localisation du siege sodial de I'entreprise
159 563 tonnes en 2012 France : 79 220

Données en tonnes / Mord-Normandie

v once I o 5
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Figure 2. Evolution de la production conchylicole nationale entre 2001 et 2012 et répartition de la
production d’huitres creuses par région conchylicole en 2012 (Ministére de 1’agriculture et de
I’alimentation-agreste 2014).

1.2. Biologie et cycle de vie de C. gigas

L’huitre creuse, Crassosstrea gigas est un mollusque bivalve marin filtreur, dont la position

phylogénétique a eté détaillée par le « world register of marine species » (WoRMS):

- Regne : Animal, Invertébres

- Embranchement : Mollusques

- Classe : Bivalves

- Ordre : Ostreida

- Super-famille : Ostreidea

- Famille : Ostreidae

- Sous famille : Crassostreinae

- Genre : Crassostrea ou Magallana (reclassifié en 2016 par Salvi et Mariottini 2017)
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- Espeéce : Crassostrea gigas (Thunberg, 1973) ou Magallana gigas (reclassifié en 2016 par
Salvi et Mariottini 2017).

Bien que la nomenclature de C. gigas par le WoRMS ait changé en 2016 suite a la proposition
de création d’un nouveau genre appelé¢ Magallana (Salvi et al. 2014; Salvi et Mariottini
2017), tous les scientifiques ne s’accordent pas a I’utilisation de cette nouvelle taxinomie
(Bayne et al. 2017; Backeljau 2018). Les analyses réalisées par Salvi et Mariottini (2017) ne
seraient pas assez robustes pour proposer un tel changement de classification (nombre limité
de genes sequencés, échantillonnage incomplet au niveau de la sous-famille Crassostreinae et
absence de diagnostique phénotypique qui inclut d’autres traits que des données de séquences
ADN) (Bayne et al. 2017). Aussi, dans le cadre de ce manuscrit, nous continuerons a parler de

I’huitre creuse sous le nom de Crassostrea gigas.

Cette espece est communément appelée huitre creuse, huitre japonaise ou huitre du Pacifique.
Elle est constituée de deux valves asymétriques contenant un corps mou. Les deux valves sont
rattachées entre elles par le biais du muscle adducteur mais également de la charniére.
L’huitre creuse posséde un manteau qui lui permet de sécréter la coquille (Figure 3). Celui-ci
est parcouru par de nombreuses terminaisons nerveuses et intervient dans la perception
sensorielle tactile. L huitre creuse posseéde des branchies jouant un role dans la respiration et
dans la nutrition (Figure 3). En effet, au-dela de permettre un approvisionnement en éléments
nutritifs et en oxygene, les cils branchiaux latéraux générent un courant d’eau de mer inhalant.
Les particules en suspension dans cette eau de mer sont retenues par les cils branchiaux et
dirigees vers les palpes labiaux afin que seules les particules sélectionnées soient ingérées
(Figure 3). Les autres sont rejetées sous forme de pseudoféces. Le systéeme digestif est
constitué par un court cesophage, un estomac et un intestin dans lequel se trouve le sac du
stylet cristallin intervenant dans le broyage mécanique et chimique des aliments (Figure 3).
Le systéme circulatoire de I’huitre creuse est dit semi-ouvert. Le fluide circulant incolore,
appelé hémolymphe, est présent dans les vaisseaux et baigne également les différents tissus.
Ce systéeme est composé d’un ceeur (comprenant un ventricule et deux oreillettes), d’arteres et
de sinus (Figure 3). L’hémolymphe est transportée jusqu’aux branchies pour étre oxygénée.
Dans ce fluide, se trouvent notamment les hémocytes qui sont les principaux effecteurs de
I’immunité de 1’huitre creuse lors d’une infection. Le muscle adducteur est le seul muscle
squelettique de I’huitre creuse (Figure 3). Il est capable de modifier I’ouverture valvaire.

La reproduction est assurée par la gonade.
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Figure 3. Anatomie de I’huitre creuse, C. gigas (Gagnaire 2005).

Chez I’huitre creuse, I’hermaphrodisme successif est dit a tendance protandrique (méle la
premiere année, puis changement de sexe) (Buroker 1983). La gamétogenése débute au
printemps lorsque les conditions environnementales sont favorables. Durant 1’été, la
maturation et 1’émission des gametes sont possibles uniquement si le seuil de température dit
« température critique de ponte » est dépasse. La fécondation est externe puisque les gameétes
des deux sexes sont expulsés dans 1’eau de mer (Figure 4). Un individu peut émettre plusieurs
dizaines de millions de gamétes males ou femelles. En général, le nombre de gametes males
émis est toujours supérieur au nombre de gametes femelles. Le développement passe par une
phase larvaire planctonique (Figure 4). Apres la fécondation, le développement embryonnaire
a été largement étudié chez I’huitre creuse (Gerard et al. 1995). Les divisions cellulaires sont
rapides et aboutissent a la formation d’un embryon de type morula (aprées 2 h), blastula (apres
3 h) et gastrula (aprés 6 h). Puis, 12 h aprés fécondation, une larve trochophore est formée
pour donner a 24 heures une larve en forme de D (Figure 4). Apres une période de 22 jours
post-fécondation, la larve appelée pédivéligere atteint une taille d’environ 200 pm et
développe un pied participant a la recherche d’un substrat pour sa fixation (Figure 4). Une
fois fixée, la larve débute sa métamorphose se traduisant par de nombreuses modifications
comprenant notamment 1’apparition du manteau et des branchies et la disparition du pied et

du vélum. A la fin de ces modifications, la larve devient naissain. A partir de 12 mois, elle est
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considérée comme juvénile, et aprés 18 mois le terme d’adulte est utilis¢ (Figure 4).
Elle passera ensuite le reste de sa vie fixée au substrat sans autre modification qu’une

augmentation de taille.

2. 2-4 cellules
O — embryonnaires (1h)
Oeuf 3.Morula (2h)
(fertilisation) 4.Blastula (3h)
5.Gastrula (6h)

Stades embryonnaires

6 Larve trocophore (12h)

Naissain (3 mois)

Mét(m%hose

LArve pédivéligere (22) Larve véligere (7))
Q

Figure 4. Cycle de reproduction de I’huitre creuse, C. gigas. (1) ovocyte fertilisé, (2) 2-4 cellules
embryonnaires, (3) Morula, (4) Blastula, (5) Gastrula, (6) larve trochophore, (7) Larve D, (8) larve
véligére, (9) larve pédivéligére, (10) naissain, (11) adulte (d'aprés Tirapé et al. 2007).

L’apparition du séquengage haut débit aussi appelé next-generation sequencing (NGS) dans
les années 2000, a facilité et permis le séquencage de nombreux génomes. Actuellement, trois
génomes de mollusques sont disponibles dans les bases de données publiques (Guo et Ford
2016; Ensembl Metazoa): le génome de la pieuvre, Octopus bimaculoides (Albertin et al.
2015), de I’escargot de mer, Lottia gigantea (Simakov et al. 2013) et de I’huitre creuse,
Crassostrea gigas (Zhang et al. 2012). Le génome de I’huitre creuse a été publié en 2012
(Zhang et al. 2012). Au sein de celui-ci, 28 027 geénes prédictifs ont été identifiés et des
séquences répétitives ont éte détectées en abondance. Cependant, un nombre important de ces
répetitions (62%) ne peuvent étre assignées a des catégories fonctionnelles connues.

Ces observations montrent qu’il manque des informations génomiques chez les mollusques.
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Le génome présente €galement un polymorphisme élevé et un grand nombre d’¢léments
transposables actifs. Le mode de vie sessile de I’huitre creuse ainsi que 1’environnement
intertidal dans lequel elle vit, serait a I’origine de 1’existence d’un nombre important de génes
impliqués dans des voies de défense de 1’hdte contre les stress biotiques et abiotiques.
C’est notamment le cas des génes codant pour les Heat Shock Proteins (HSP) et les
inhibiteurs d’apoptose (IAP). Le séquengage du génome de I’huitre creuse et les données
détaillées du transcriptome fournissent des ressources précieuses pour etudier la biologie des

mollusques, 1’évolution des lophotrochozoaires et ’amélioration génétique des huitres.

En France, I’huitre creuse est affectée par plusieurs maladies dues a différents organismes
pathogenes ayant principalement été identifiés comme appartenant aux bactéries du genre
Vibrio et au virus OsHV-1.

Des épisodes de mortalité massive de bivalves ont été rapportés en écloserie ou dans les
structures d’élevage en mer associés a la présence de bactéries du genre Vibrio (Travers et al.
2015; Barbosa Solomieu et al. 2015). Plusieurs clades (comme Splendidus et Harveyi) ou
especes (Vibrio aestuarianus, Vibrio tubiashii, Vibrio coralliilyticus et Vibrio tapetis) sont
associés a ces évenements de mortalité observés chez C. gigas. Depuis 2001, des mortalités
ont été rapportées en France sur des huitres creuses aux stades juvénile et adulte. Une étude
plus approfondie des animaux moribonds et de leur environnement a permis de détecter la
présence de V. aestuarianus (Barbosa Solomieu et al. 2015). Le réseau REPAMO (Réseau de
pathologie des mollusques) coordonné par 1’Ifremer a montré une augmentation du nombre de
cas de mortalité d’huitres creuses adultes associés a la détection de la bactérie V. aestuarianus
(11% des lots présentaient la bactérie en 2010 contre 64% en 2012) (Francois et al. 2013). Au
sein de cette espece, il a été mis en évidence plusieurs souches présentant des degrés de
virulence variables conduisant a des mortalités plus ou moins importantes (Goudenege et al.
2015).

Le virus OsHV-1 (Davison et al. 2005) est également associé a de nombreux évenements de
mortalité chez plusieurs espéces de mollusques dans le monde dont fait partie C. gigas (Arzul
et al. 2017). Au début des années 1990, des premieres mortalités ont été observées au sein
d’écloseries sur des larves et du naissain de C. gigas en France (Nicolas et al. 1992), en
Nouvelle-Zélande (Hine et al. 1992), aux Etats-Unis (Friedman et al. 1997; Cherr et Friedman
1998; Burge et al. 2006) et au Mexique (Renault et Novoa 2004). Les observations de larves
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et de naissain infectés effectuées au microscope électronique a transmission ont montré la
présence de particules virales présentant les caractéristiques morphologiques partagées par les
herpesvirus (Renault et al. 1994a; Renault et al. 1994b). Des mortalités ont par la suite été
observées sur du naissain le long des cétes francaises, associées a la détection de particules
virales de type herpés. Ce virus a été appelé Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) (Hine et al.
1992; Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994b). Depuis 2008, I’émergence d’un nouveau
génotype appelé OsHV-1 pVar, a conduit a I’apparition de mortalités massives sur I’ensemble

des bassins ostréicoles francais (Segarra et al. 2010).

2. Levirus ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1)

Plus de cent cinquante herpésvirus ont été identifiés et isolés principalement a partir
d’organismes vertébrés et de quelques invertébrés (Smith et Whitley 2017). La premiére
détection d’une infection par un virus de type herpés chez un mollusque (Crassostrea
virginica) a été observée aux Etats-Unis en 1972 (Farley et al. 1972). En France, le premier
virus de type herpés identifié a été associe a des mortalités observées aux stades naissain et
larvaire chez I’huitre creuse, C. gigas (Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994a; Renault et al.
1994b). Ce virus a provoqué des mortalités chez d’autres espéces de bivalves incluant le
pétoncle Chlamys farreri (Ren et al. 2013), les palourdes Scapharca broughtonii (Xia et al.
2015), Ruditapes philippinarum (Arzul et al. 2001c; Renault et al. 2001b) et Ruditapes
decussatus (Renault et Arzul 2001; Arzul et al. 2001c), la coquille Saint-Jacques Pecten
maximus (Arzul et al. 2001a), I’huitre plate Ostrea edulis (Comps et Cochennec 1993;
Renault et al. 2000; Arzul et al. 2001c; Arzul et al. 2001b), I’huitre Portugaise Crassostrea
angulata et I’huitre plate Australienne Ostrea angasi (Hine et Thorne 1997).

A partir de larves de C. gigas infectées issues d’une écloserie frangaise et collectés en 1995,
des particules virales d’OsHV-1 ont été purifiées (Le Deuff et Renault 1999). Elles ont permis
de réaliser une extraction du matériel génétique viral (Le Deuff et Renault 1999) et de
séquencer le génome du virus (Davison et al. 2005). L’analyse de son génome a permis de le
classifier comme appartenant aux herpésvirus. Des analyses complémentaires menées aux
niveaux moléculaire et morphologique ont mis en évidence la présence de caractéristiques
spécifiques aux herpesvirus (Davison et al. 2005) et de proposer son identification comme
Ostreid herpesvirus type 1 (OsHV-1). Parmi les criteres morphologiques spécifiques aux
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herpésvirus identifiés chez OsHV-1, il a été démontré la présence d’une capside, d’un
tégument, d’une enveloppe présentant parfois des projections a sa surface et d’'un ADN
double brin (Figure 5A) (Renault et al. 1994a; Renault 1998). Une approche en microscopie
¢lectronique a transmission, a également permis d’observer que la capside du virus était de
forme icosaédrique constituée de 16 triangles et d’une taille de 116 nm (Davison et al. 2005)
Ce motif géométrique en forme de maille est observé uniquement chez les membres de cette
famille (Figure 5B). Son génome est d’une taille de 207 439 pb et contient 38.7 mol% G+C
(Davison et al. 2005).

A
Glycoprotéine
Nucléocapside [NUCIEOIde
Capside
Enveloppe
Tégument -

50 nm

Figure 5. A. Structure d’une particule de type herpésvirus (Segarra 2014) B. Reconstitution de la
capside du virus OsHV-1 par microscopie électronique (Davison et al. 2005).

L’un des critéres moléculaires spécifiques aux herpesvirus identifié chez OsHV-1 est la
présence de I’ORF 109. Cet ORF code une sous-unité ATPase d’une terminase présentant des
équivalents dans I’ensemble des herpésvirus de vertébrés. En reégle générale, la structure de
cet ORF permet de répartir les homologues entre les deux branches phylogénétiques que sont
les alloherpesviridae (herpésvirus infectant les amphibiens et les poissons) et les herpesviridae
(herpesvirus affectant les mammiferes, les oiseaux et les reptiles). En effet, cet ORF présente
un intron chez les herpésvirus des vertébrés supeérieurs et deux introns chez les herpésvirus
des vertébrés inférieurs. Cependant, dans le cas du virus infectant I’huitre creuse, aucun
épissage n’est observé pour ce geéne. L’ensemble des caractéristiques morphologiques et
moléculaires du virus infectant les larves d’huitres creuses ont conduit a la création d’une
troisieme famille appelée les Malacoherpesviridae, dont le premier membre identifié est le
virus OsHV-1 (Davison et al. 2005). Cette nouvelle famille partage le méme ancétre commun
que les deux autres familles phylogénétiques et toutes les trois sont regroupées sous 1’ordre

des herpesvirales (Figure 6) (Davison et al. 2005).
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Figure 6. Classification du virus OsHV-1 au sein de 1’ordre des herpesvirales (Davison et al. 2009;
Burioli et al. 2017). Les herpesvirales regroupent trois familles : les alphaherpesvirinae, les
betaherpesvirinae et les gammaherpesvirinae.

2.2. Diversité et évolution du virus OsHV-1

En 2005, le génome de référence d’OsHV-1 a été publié¢. Cependant des variants d’OsHV-1
ont été rapportés chez différents mollusques marins et dans différentes localisations
géographiques (Arzul et al. 2001a; Arzul et al. 2001b; Friedman et al. 2005; Moss et al. 2007;
Renault et al. 2001b; Renault et al. 2001a).

En France, un variant appelé « Var » a été mis en évidence en 1997 durant un épisode de
mortalité affectant des larves d’huitres creuses et de palourdes japonaises (Ruditapes
philippinarum) dans des écloseries (Arzul et al. 2001a; Renault et al. 2001b; Renault et al.
2001a). Ce variant a été trés rarement détecté en France et infecte possiblement en priorité les
palourdes (Renault et al. 2012). En 2001, ce variant d’OsHV-1 a aussi été détecté chez des
larves de coquilles Saint-Jacques (Pecten maximus) affectées par des mortalités (Arzul et al.
2001a).
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En 2008, I’émergence d’un autre variant d’OsHV-1 appelé puVar a provoqué des mortalités
massives chez le naissain d’huitre creuse sur I’ensemble du littoral francais et en Europe
(Segarra et al. 2010; EFSA 2010). Le variant pVar a initialement été rapporté en France
(Segarra et al. 2010; Martenot et al. 2011; Renault et al. 2012; Martenot et al. 2013), en
Irlande (Peeler et al. 2012), puis en Grande Bretagne en 2010 (EFSA 2010; Lynch et al.
2012). Plusieurs autres variants trés proches du variant pVar associés a des épisodes de
mortalité ont également été détectés en France (appelé uVar A9 et pVar A15) (Martenot et al.
2011; Martenot et al. 2012), en Nouvelle-Zélande (Keeling et al. 2014), en Australie (Paul-
Pont et al. 2014), au Mexique (Grijalva-Chon et al. 2013), en Irlande (Lynch et al. 2012;
Morrissey et al. 2015), au Japon (Shimahara et al. 2012), en Corée du sud (Hwang et al.
2013) et en Espagne (Roque et al. 2012). Dans ce contexte, le terme pVar ne peut étre utilisé
que pour définir le variant présentant les mutations rapportées par Segarra et al. (2010).
Les variants génotypiques présentant des séquences proches de celles du variant pVar sont
désignés sous le vocable « microvariants » (OIE 2018). Parfois, il est possible de détecter
simultanément plusieurs variants au sein d’'un méme animal comme cela a été observé en
Italie (Dundon et al. 2011). Cependant depuis 2008, OsHV-1 pVar est le principal variant
détecté au cours des épisodes de mortalités en Europe (Segarra et al. 2010; Renault et al.
2012).

L’apparition de I’ensemble de ces variants au niveau mondial met en évidence une évolution
du virus OsHV-1. 1l est connu que les herpésvirus évoluent de maniere synchronisés avec leur
hote (Tischer et Osterrieder 2010). La détection de certains variants d’OsHV-1 associés a
différentes espéces de mollusques bivalves comme C. ferrari, S. broughtonni et C. gigas
suggerent un processus évolutif influencé par I’hote (Bai et al. 2018), méme si des différences
ont pu également €tre observées en fonction de 1’origine géographique chez I’huitre creuse
(Renault et al., com pers.). Les données disponibles aujourd’hui ne permettent pas d’associer
virulence et génotype bien qu’au niveau génomique, des mutations aient été observées pour le
variant pVar dans les régions codantes de plusieurs cadres de lecture ouverts (open reading
frame, ORF) (Burioli et al. 2017). La diversité du virus OsHV-1 a également été observée aux
travers de modifications structurelles du génome, identifiées a I’aide du séquencage du

génome du variant pVar en 2017 (Burioli et al. 2017).
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Les caractéristiques générales des deux génotypes séquencés d’OsHV-1 (référence et puVar)

ont été rapportées dans le Tableau 1 ci-dessous :
Tableau 1. Caractéristiques des génomes du virus OsHV-1 de référence et uVar (Davison et al. 2005;

Burioli et al. 2017). ORF: open reading frame. TRL et IRI, TRS et IRS : séquences inversées
répétées; X et X’, UL et US : régions uniques.

Génome OsHV-1 de référence Génome OsHV-1 uVar

TR -U_-IR -X-IRs-Us-TRs-X’

Ou
Organisation du génome TRL-U-IR -X-IRs-Us-TRg X’-TR-U_-IR_ -X-IRs-Us-TRg
Longueur du génome 207 439 pb 204 897 pb
Composition en G+C 38.7 % 38.9%
Nombre d’ORFs total 136 128
ORFs répliqués
(régions répétees inversées) 12 13
ORFs codants pour des
protéines unigues 124 115
Protéines codant pour des
enzymes et protéines sécrétées 12 25
Protéines membranaires 18 19
Inhibiteur d’apoptose 4 4
Geénes possédant des motifs
zinc finger RING 9 8
Genes de fonction inconnue 84 70

Les données obtenues par Burioli et collaborateurs (Burioli et al. 2017) mettent en évidence
que le génome du variant pVar est génétiqguement proche du génome de référence. En effet, la
comparaison des séquences nucléotidiques des deux génotypes a révélé qu’ils partageaient
94,4 % de similarité et qu’il y avait peu de variation entre le nombre d’ORFs retrouvés dans le
génome OsHV-1 de référence et pVar. De plus, 1’organisation du génome est proche entre les
deux génotypes. Les deux régions uniques dénommeées U et Us, respectivement flanquées

des deux séquences inversées répétées: TR et IRs, TRs et IRs ont été retrouvés.
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Les répeétitions sont séparees par une troisieme région unique appelée X (Davison et al. 2005).
Pour le variant pVar une région X’ a également été identifiée en supplément par rapport au
génome de référence, mais sa position est incertaine. Segarra et al. (2010) ont identifié
plusieurs différences dans deux régions du génome (I’ORF 4 et les ORFs 42/43). Notamment,
une délétion de 12 pb dans un microsatellite situé en amont de I’ORF 4, caractérisant le
variant pVar par rapport au génome de référence (GenBank accession n° AY509253).
Une disparition des ORFs 36 et 37 et une disparition partielle de I’ORF 38 a également été
rapportée dans la majorité des cas (Segarra et al. 2010; Renault et al. 2012). Burioli et al.
(2017) ont mis en évidence que le variant pVar présentait cinq régions avec d’importantes
délétions en comparaison avec le génome de référence d’OsHV-1 toutes localisées dans la
région U_ ou a cheval entre la région U_ et IR.. Les insertions ou délétions observées ont
conduit a la perte de 5 ORFs (36, 37, 48, 62 et 63), a la diminution de taille de ’ORF 11, et a
I’ajout de 4 ORFs appelés ORFYs IN.1 & IN.4.

Le cycle de réplication du virus OsHV-1 n’est pas encore complétement élucidé. Chez les
mollusques bivalves, il n’est pas possible de 1’étudier en condition in vitro car il n’existe pas
de lignée cellulaire de mollusque bivalve marin. Cependant, un cycle hypothétique de
réplication du virus OsHV-1 a été proposé par Segarra (2014) sur la base d’un ensemble de
travaux réalisés en microscopie électronique a transmission et préalablement publiés (Figure
7). Celui-ci est proche du cycle de réplication classiqguement observé chez les herpésvirus

décrit par Lussignol et Esclatine (2017).

Cependant chez les herpesvirus, le cycle viral est constitué d’une phase productive et d’une
phase de latence. Cette seconde phase permet au virus de rester au sein de son héte tout au
long de sa vie (Lussignol et Esclatine 2017). L’ ADN du virus est alors circularisé, formant un
épisome. Ces épisomes sont généralement localisés au niveau du noyau de la cellule.
Au cours de la phase de latence, le génome viral n’est pas complétement silencieux car
quelques genes viraux continuent a étre exprimés (Grinde 2013). Un herpesvirus peut étre
réactivé (passage d’une phase de latence a une phase de production) en réponse a différents
stimuli (stress, facteurs environnementaux et état physiologique de 1’hdte) (Segarra 2014;
Lussignol et Esclatine 2017). Cependant chez le virus OsHV-1, la phase de latence n’a jamais
été clairement mise en évidence, méme si des études suggerent qu’il est capable de persister

au sein des animaux adultes. En effet, au sein d’animaux adultes asymptomatiques, de I’ADN
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Figure 7. Cycle de réplication supposé du virus OsHV-1 (Le Deuff et al. 1994; Renault et al. 1994a;
Segarra 2014). (1) Adsorption du virus par cellule cible et (2) fusion avec la glycoprotéine membrane.
(3) Perte d'une grande partie du tégument. (4) Nucléocapsides transportées par les microtubules vers le
pore nucléaire, (5) ADN viral libéré et transcrit dans le noyau puis réplication de I'ADN viral. (6)
Assemblage de la capside. (7) Conditionnement de 'ADN viral et (8) entrée de I’ADN viral dans la
capside. (9) La nucléocapside fusionne avec la membrane nucléaire interne. (10) La nucléocapside
atteint ensuite la membrane nucléaire extérieure puis (11) est libérée dans le cytoplasme. (12) La
capside «nue» acquiert son enveloppe finale au niveau du réseau trans-golgien formant une vésicule.
(13) Les virions matures entrent dans la vésicule pour étre transportés vers la membrane cellulaire qui
sera ensuite (14) libérée par exocytose. M : mitochondrie, G : appareil de Golgi, N : noyau, RER:
réticulum endoplasmique rugeux, MT : microtubules et RTG : réseau trans golgien

23



CHAPITRE | ETAT DE L’ART

et des protéines virales ont été observees (Arzul et al. 2002). De plus, un faible nombre de
copies d’ADN viral semble étre maintenu au sein des huitres creuses adultes apres la phase

aiglie de I’infection (Segarra et al. 2014a).

Des travaux réalisés en microscopie électronique a transmission ont été les premiers a
permettre d’identifier des cellules et tissus cibles puis des sites de réplication virale (Renault
et al. 1994a; Renault et al. 1994b; Renault et al. 2001a). Ainsi, les cellules fibroblastiques, les
cardiomyocytes et les cellules nerveuses sont apparues comme des cellules dans lesquelles le
virus se réplique (Renault et al. 1994b; Renault et al. 1994a; Renault et al. 1995; Renault et
al. 2000). Des particules virales ont pu étre détectées dans le manteau, les branchies, la glande
digestive, le muscle adducteur ou les ganglions nerveux (Renault et al. 1994b; Renault et al.
1995).

Ces travaux ont ensuite été complétés en utilisant des outils moléculaires. Une recherche de la
localisation d’ADN viral et d’ARNm viraux a été effectuée sur du naissain de C. gigas infecté
par OsHV-1 (Segarra et al. 2016). Des résultats en hybridation in situ montrent que le virus
est capable de se répliquer dans différents tissus de I’huitre creuse (Segarra et al. 2016).
Les branchies, le manteau et le ceeur sont les premiers organes concernés par une réplication
virale, puis I’ensemble des tissus présentent des ARNm viraux a I’exception de la gonade.
Le cceur pourrait étre un site de réplication précoce du virus et contribuerait a la dissémination
du virus au sein de I’organisme de part sa capacité a faire circuler I’hémolymphe. Dans le
manteau de I’huitre creuse, la réplication du virus semble également précoce. Certains genes
(les inhibiteurs d’apoptose et les enzymes) sont détectables a partir de 2 hpi par PCR en temps
réel (Segarra et al. 2014b). Une approche en immunohistochimie a également permis de
localiser trois protéines virales au sein des tissus de 1’huitre creuse (Martenot et al. 2016). Ces
trois protéines virales ont été détectées dans les cellules epithéliales de differents organes
(manteau, branchies, glande digestive,...). Les résultats suggerent que les tissus conjonctifs

seraient des sites privilégiés pour la réplication d’OsHV-1.

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires viraux et cellulaires de I’huitre
impliqués dans les interactions hote/virus, deux familles de sensibilité contrastée a I’infection
par OsHV-1 ont été utilisées (Segarra et al. 2014c). Les résultats ont mis en évidence des

différences en termes de réplication virale et de réponse immunitaire. Toutefois, le cycle de
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réplication semble étre le méme entre les deux familles contrastées et les huitres appartenant a

une famille résistante a 1’infection ne sont pas réfractaires a I’infection.

Au stade adulte, des individus de C. gigas ne présentant pas de symptomes d’une infection par
OsHV-1, ont été analysés a 1’aide d’outils moléculaires (hybridation in situ, PCR en temps
réel) et protéiques (immunohistochimie). Le but de ces approches était de détecter et localiser
de ’ADN et des protéines virales au sein de différents tissus (Arzul et al. 2002). L’ensemble
de ces trois techniques ont permis de détecter la présence d’herpésvirus dans les tissus
conjonctifs du manteau, des branchies et des gonades males et femelles. Chez les huitres
adultes, le manteau et les branchies seraient des sites privilégiés de réplication du virus et la
gonade serait infectée favorisant la contamination des embryons d’huitre creuse. Segarra et al.
(2014a) ont également suivi la quantité d’ADN viral et I’expression de 39 ORFs du virus au
cours d’une infection expérimentale dans le manteau d’animaux adultes. Les résultats obtenus
mettent en lumiére une capacité du virus a se répliquer au sein des huitres adultes, mais les
animaux seraient capables de gérer I’infection virale et la réplication du virus induisant une

diminution de celle-ci au cours de 1’infection.

La dynamique de I’infection virale peut étre influencée par plusieurs facteurs liés a
I’environnement, 1’hdte et aux pratiques culturales (Barbosa Solomieu et al. 2015; Arzul et al.
2017).

Dans I’environnement, les mortalités chez 1’huitre creuse sont observées en été de manicre
récurrente (Garcia et al. 2011). D’aprés plusieurs études, I’apparition de ces mortalités
estivales, seraient liées a la température de 1’eau de mer (Garcia et al. 2011). En effet, une
augmentation de la température de I’eau permettrait la production précoce de particules
virales. Cela causerait une dissémination rapide de la maladie et entrainerait des mortalités
importantes et soudaines chez des huitres aux stades larvaire et naissain (Le Deuff et al. 1996;
Sauvage et al. 2009). Cependant, le virus induit des mortalités dans une gamme de
température précise. Sur le terrain et en condition expérimentales, les mortalités sont
généralement observées si la température est comprise entre 16 et 24°C (Sauvage et al. 2009;
Schikorski et al. 2011; Pernet et al. 2012; Petton et al. 2013; Renault et al. 2014). En dessous
de 16°C, le virus persiste dans les huitres mais n’induit pas de mortalité (Pernet et al. 2015).
A une température élevée (29°C), la survie des huitres est améliorée en réponse a une

infection virale (Delisle et al. 2018). De plus, a 25°C, le virus serait moins infectieux
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(Martenot et al. 2015). L’ensemble des ces résultats montrent que la température de 1’eau de
mer impacte le développement du virus et de la maladie.

La salinit¢ de I’eau de mer est également un facteur environnemental influengant la
dynamique d’infection du virus. En effet, acclimater le naissain d’huitre creuse a une faible
salinité (10%o) avant de I’exposer a une source infectieuse (eau de mer contaminé produite a
partir d’animaux détectés positif au virus OsHV-1) provoque une meilleure survie des
animaux et une diminution de 1’expression des génes viraux et de la quantit¢ d’ADN viral.
De plus, le virus serait moins infectieux lorsque I’eau de mer présente une faible salinité

(10%o) (Fuhrmann et al. 2016).

Il est également connu que plusieurs facteurs liés a I’hdte, comme 1’age, la taille, le poids et la
composante genétique influencent la résistance de I’huitre creuse a une infection par le virus
OsHV-1. En effet, lorsque les huitres sont dgées de moins d’un an, elles sont plus sensibles a
une infection par le virus (Renault et al. 1995; Schikorski et al. 2011; Garcia et al. 2011).
Plus les animaux sont agés, de grande taille, et d’un poids élevé, plus ils sont résistants a une
infection par le virus OsHV-1 (Degremont 2013; Normand et al. 2014). Une corrélation
négative a été observée entre le poids et le taux de mortalité ainsi qu’entre la masse de
I’individu et la détection du virus (Normand et al. 2014). Plusieurs études supportent
¢galement 1’existence d’une base génétique permettant une meilleure résistance de I’huitre
creuse en réponse a une infection par OsHV-1 (Sauvage et al. 2009; Dégremont 2011).
Au cours d’une infection virale, les huitres issues de plusieurs familles produites via des
programmes de sélections présentent des taux de survie différents. De plus, ce taux de survie
peut étre amelioré chez des huitres aux stades adulte, juvénile et larvaire (Dégremont 2011;
Dégremont et al. 2015; Dégremont et al. 2016).

Les pratiques culturales pourraient également avoir un impact sur la dynamique d’infection du
virus. L’élevage d’huitres dans une zone intertidale semble avoir un fort impact sur la
mortalité et la détection du virus OsHV-1 (Garcia et al. 2011; Normand et al. 2014).
Une amélioration de la survie des huitres est observée si 1’élevage a lieu plus en hauteur dans
la zone intertidale (Paul-Pont et al. 2013a). Les auteurs suggérent qu’un temps d'immersion
réduit induit une exposition plus faible des huitres aux particules virales limitant ainsi le

risque qu’elles soient infectées par le virus (Peeler et al. 2012; Paul-Pont et al. 2013a).
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En dehors de son héte, le virus se transmettrait d’une huitre creuse a une autre par I’eau de
mer. Une étude a permis de détecter de ’ADN viral dans I’eau de mer situé a proximité
d’huitres infectées par le virus OsHV-1 (Sauvage et al. 2009). Plusieurs expérimentations
réalisées en condition expérimentale ont été menées sur des huitres aux stades naissain et
larvaire afin de démontrer la transmission horizontale du virus par ’eau de mer.
Au stade naissain, une expérimentation par cohabitation entre des huitres infectées et non
infectées a démontré que les huitres supposées non infectées présentaient des mortalités (50%
au bout de 8 jours post cohabitation) et de I’ADN viral dans leurs tissus a partir de 6 heures
post cohabitation (Schikorski et al. 2011). Des mortalités ont également été observées sur des
larves axéniques de C. gigas (100%) mises en contact avec un inoculum de suspension virale
(constitué a partir d’ecau de mer dans laquelle des larves de C. gigas infectées ont macéré

avant d’étre filtrée a 0,22 um) pendant une durée de 6 jours (Le Deuff et al. 1994).

De récents travaux suggérent que la transmission du virus dans 1’ecau de mer se ferait
également par le biais d’un vecteur ou d’une particule (Paul-Pont et al. 2013b; Evans et al.
2014; Whittington et al. 2015). D’aprés Paul-Pont et al. (2013b), le virus pourrait étre
transmis en étant attaché a du phytoplancton. Le virus pourrait exister dans 1’eau de mer sous
différentes formes : virus libres, agrégés, accrochés a des particules ou ADN viral libre
(Evans et al. 2014).

La transmission du virus a des huitres non infectées serait possible grice a 1’existence
d’huitres infectées jouant le role de réservoirs a virus (Le deuff et al. 1996). Les animaux
moribonds et les huitres mortes sont vraisemblablement une source importante de virus
(Sauvage et al. 2009), mais les huitres adultes pourraient avoir un réle de réservoir (Arzul et
al. 2002; Segarra et al. 2014a). En effet, de I’ADN et des protéines virales ont été détecté chez
des huitres adultes ne présentant pas de symptomes d’une infection par le virus OsHV-1. Il est
¢galement possible que d’autres animaux puissent jouer le role de réservoir (OIE 2018).
Récemment, de ’ADN viral d’OsHV-1 a été détecté en France et en Irlande chez la moule
bleue (Mytilus edulis) et la telline (Donax trunculus) (Cochennec-Laureau et al. 2011; O’
Reilly et al. 2018; OIE 2018).
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3. Le systeme immunitaire chez les bivalves

Les bivalves, peuvent étre infectés par divers organismes pathogenes. Ils luttent contre ces
infections en utilisant des mécanismes de défense faisant appel a des réponses aux niveaux
cellulaire et humorale. Chez les vertébrés, le systeme immunitaire inclut deux formes
d’immunité : innée, présente chez toutes les especes vivantes, et adaptative, présente
uniquement chez les vertébrés (Flajnik et Du Pasquier 2004). Les organismes invertébrés
présentent une forme d’immunité innée, et également une forme de mémoire immunitaire
appelée «priming immunitaire ». L’immunité innée chez les invertébrés est une réponse
immunitaire non spécifique qui permet d’engager une réponse au cours d’une infection par
des agents pathogenes de maniére générique (Guo et al. 2015). Cependant, il existe un
systeme de reconnaissance du soi et du non soi (Galloway et Depledge 2001). En effet, chez
les invertébrés, des récepteurs de reconnaissance immunitaires (PRRs, pattern recogition
receptors) permettent d’identifier des structures moléculaires glucidiques, protéigues,
lipidiques ou combinées, produites par les micro-organismes. Ces structures sont appelées des
motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPs, Pathogen-associated molecular
patterns) (Rioult 2013). La reconnaissance de ces PAMPs par les PRRs induit 1’activation de
la réponse immunitaire innée. Le systéme immunitaire inné des invertébrés repose sur les

défenses cellulaires et humorales.

3.1.1. Les hémocytes, cellules clés du systéeme immunitaire

Chez les bivalves, les défenses sont médiées par les hémocytes, qui sont les principaux
acteurs de I’immunité. Ce sont des cellules circulantes présentes dans les différents tissus de
I’huitre creuse. Il existe trois principales catégories d’hémocytes ayant été identifiées chez
C. gigas : les petits hyalinocytes (parfois appelés agranulocytes), les grands hyalinocytes
(aussi appelés semi-granulocytes) et les granulocytes. Ces trois types d’hémocytes sont
séparés en fonction de criteres morphologiques basés sur des analyses réalisées aux
microscopes photonique et électronique, ainsi qu’au cytométre en flux sur des critéres de
taille/complexité (Auffret 1985; Jean Chagot 1989; Soudant et al. 2013; Wang et al. 2017b).
Les cellules de grande taille et complexes dont le cytoplasme contient des granules sont
appelées des granulocytes. A I’opposé, les hyalinocytes sont des cellules de petite taille, peu

complexes dont le cytoplasme est agranuleux. Les grands hyalinocytes sont de taille et
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complexité intermédiaires aux deux autres classes d’hémocytes et peuvent présenter quelques
granules au niveau du cytoplasme (Figure 8). Les différents types d’hémocytes semblent étre
impliqués de maniére différente dans la réponse immunitaire. Les hyalinocytes sont suspectés
jouer un r6le plus important dans la guérison et le colmatage des blessures alors que les
granulocytes ont une activité de phagocytose plus importante et contiennent plus d’enzymes
lysosomales (Ruddell 1971; Fisher 1988; Chu 2000). Wang et al. (2017b) suggerent méme

que les granulocytes sont les principales cellules immunocompétentes de I’huitre creuse.

Figure 8. Différents types d’hémocytes observés en microscopie électronique a transmission. A.
Granulocyte (grossissement : x10800) B. Grands hyalinocytes (grossissement : x3700) C. Petits
hyalinocytes (grossissement : x4500), (Jean Chagot 1989).

3.1.2. Les facteurs de reconnaissances immunitaires

Comme chez les invertébrés, chez I’huitre creuse, le déclenchement des voies de défenses aux
niveaux humoral et cellulaire est médié par des facteurs de reconnaissances immunitaires
(PRRs). lls permettent la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux organismes
pathogenes (PAMPs, Pathogen-associated molecular patterns) et transférent cette information
par le biais de cascades de protéines, afin d’activer une réponse cellulaire et/ou humorale
suivant le type d’organisme pathogéne reconnu (Guo et al. 2015). Un trés grand nombre de
PRRs sont présents chez C. gigas, et leur diversité est importante (Zhang et al. 2015).

Les principaux PRRs présents chez I’huitre creuse sont présentés ci-dessous.
3.1.2.1. Les toll-like receptors

Les « Toll-Like Receptors » (TLRs) sont parmi les PRRs les plus importants. Ils jouent un
role dans la reconnaissance des organismes pathogenes et l’activation de la réponse
immunitaire innée (Guo et al. 2015). Chez I’huitre creuse, 83 genes présentant une homologie
avec des TLRs ont été identifiés dans le génome (Zhang et al. 2015). Ce nombre est bien
supérieur au nombre de TLRs trouvé chez d’autres organismes mammiféres ou arthropodes.

Ce grand nombre de TLRs laisse supposer que 1’expansion et la diversification des TLRs
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seraient importantes pour 1’adaptation de I’huitre creuse face a la diversité des organismes

pathogenes présents dans le milieu marin (Guo et al. 2015).

Au niveau structurel, les TLRs de I’huitre creuse présentent des domaines « external leucine
rich repeat » (LRR) permettant la reconnaissance et la fixation des PAMPs, et un domaine
récepteur « Toll Interleukin-1 » (TIR) agissant avec des adaptateurs immunitaires afin de
réguler le signal transductionnel. Le « myeloid diffentiation factor 88 » (MyD88) est 1’un des
adaptateurs activant la voie de signalisation en se couplant avec des TLRs (Renault et al.
2011). Cette voie de signalisation interagit également avec d’autres voies et peut
éventuellement conduire a une activation de la voie «nuclear factor kappa B » (NF«B)

permettant 1’activation d’effecteurs immunitaires (He et al. 2015).
3.1.2.2. Retinoic acid-inducible gene-1 like receptors

Les « retinoic acid-Inducible gene (RIG)-1 like receptors » (RLRs) sont un groupe de PRRs
qui reconnait les acides nucléiques viraux et cible des réponses inflammatoires antivirales.
Par I’intermédiaire de I’activation de facteurs comme les « tissue necrosis factor receptor
associated factor » 3 et 6 (TRAF 3 et 6), RIG-1 active des facteurs de transcription comme
des « Interferon Regulating Factor » (IRFs) et NF-xB. RIG-1 est aussi impliqué dans
I’activation de « Fas-associated protein with death domain » (FADD) qui permet une
activation de la voie de I’apoptose. Le génome de I’huitre creuse code 11 RLRs (He et al.

2015). Les récepteurs et la voie RIG-1 semblent hautement conservés chez I’huitre creuse.
3.1.2.3. Les lectines

Les lectines sont divisées en trois principaux groupes : les type-C (calcium-dependent), type S
(Galectine) et type-P (récepteurs mannose-6-phosphate). Le génome de C. gigas comprend
266 genes de lectine de type C. Chez les mollusques, les lectines joueraient un role dans
I’opsonisation ou ’agglutination durant la phagocytose par les hémocytes (Guo et al. 2015).
Les « fibrinogen-related proteins » (FREPs) sont un type particulier de lectine qui contient a
minima un domaine fibrinogen. Les FREPs sont essentielles pour la défense de 1’hote et le
processus de coagulation. Cependant, leur role exact dans I’immunité innée n’est pas encore
complétement compris (Hanington et Zhang 2011). Le génome de C. gigas comprend 190
FREPs (Zhang et al. 2012).
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3.1.2.4. Les proteins de reconnaissance des peptidoglycanes

Les protéines appelées « peptidoglycan recognition proteins » (PRGPs), sont des PRRs
permettant la reconnaissance de peptidoglycanes, un composé important de la paroi cellulaire
des bactéries (Zhang et al. 2007). 1l a été mis en évidence 1’existence de 9 PGRPs chez C.
gigas (Zhang et al. 2015).

3.1.2.5. Les récepteurs a tumor necrosis factor et interleukine

Les récepteurs appelés «tumor necrosis factors receptor » (TNFR, pouvant fixer des
cytokines comme les tumor necrosis factors (TNFs)) et les récepteurs « interleukine 17
receptor » (IL-17R, reconnaissant des IL-17) sont également importants pour la régulation de
I’immunité, I’inflammation et I’apoptose (Aggarwal 2003). Les signaux passent ensuite par la
voie TNF via les molécules TRAFs impliquées dans la voie TLR et REG-1 et dans la

régulation de la voie de I’apoptose (Hacker et al. 2011; Zhang et al. 2011).
3.1.2.6. G-protein-coupled receptors

Les « G-protein-coupled receptors » (GPCRs), sont une grande famille de récepteurs a 7
domaines transmembranaires. Ils joueraient également un réle dans la réponse immunitaire de
I’huitre creuse (Guo et Ford 2016).

3.1.2.7. Les lipopolysaccharides and beta-1,3-glucan-binding protein

Les « lipopolysaccharides and B-1,3-glucan-binding protein » (LGBPS) sont également des
récepteurs impliqués dans I’immunité innée, permettant de reconnaitre des
lipopolysaccharides (LPS) et des p-1,3-glucan (BG), connus pour étre des PAMPs (Chen et al.
2016b). Deux PGBPs (Cg-BGBP-1 et Cg-BGBP-2) ont été caractérisées chez C. gigas.
Leurs structures sont différentes car 1'une contient un seul motif de reconnaissance
d’intégrine, alors que le second en contient deux, impliquant des fonctions différentes entre
les deux genes. Cg-BGBP-1 pourrait jouer un réle dans les fonctions hémocytaires alors que

Cg-BGBP-2 semble impliqué dans 1’activation de phénoloxidases (Itoh et al. 2010a).
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3.1.2.8. Les scavenger receptors

Les récepteurs appelés « Scavenger receptors » (SR) reconnaissent les lipoproteines de faible
densité et participent a supprimer les macromolécules étrangéres. Soixante et onze SR ont été
identifiés dans le genome de C. gigas (Guo et Ford 2016).

3.1.2.9. Opsonisation

D’autres facteurs de reconnaissance ne sont pas positionnés au niveau des membranes, mais
sont présents sous forme dissoute dans 1’environnement (hémolymphe et mucus) et peuvent
également interagir avec les organismes pathogenes. Ce processus appelé opsonisation
correspond a la présence dans I’hémolymphe des bivalves, de protéines qui reconnaissent et
se fixent a la surface des organismes pathogenes, facilitant leur internalisation par les
hémocytes (Allam et Raftos 2015). Des agglutinines ont été identifiées dans le plasma de
I’huitre creuse C. gigas mettant en évidence une activité opsonique chez cet organisme.
Ces agglutinines permettent d’améliorer la prise en charge de bactéries par les hémocytes
(Hardy et al. 1977). Cette activité opsonique pourrait également jouer sur l’activité de

phagocytose des hémocytes (Canesi et al. 2002).
3.1.3. La défense cellulaire

Une des réponses cellulaires généralement observée est l’infiltration des tissus par les
hémocytes. Cette infiltration se traduit par un changement du nombre d’hémocytes présent
dans le systeme circulatoire et dans les tissus. Ceci est d0 a une mobilisation différente des
hémocytes de différents compartiments vers d’autres, a la production d’hémocytes
(hématopoese), ainsi qu’a la dégradation et la lyse des hémocytes dans les animaux infectés
(De Vico et Carella 2012).

Les autres réponses cellulaires impliquent la destruction des organismes pathogénes par deux
processus biologiques importants dans le cadre de la défense cellulaire : la phagocytose ou

I’encapsulation (Soudant et al. 2013).

# La phagocytose est un mécanisme de défense interne présent chez les bivalves (Wootton
et al. 2003). Ce processus permet d’éliminer une grande variété de particules de petite taille
comprenant entre autre les virus, les bactéries, les levures et les algues. Il se décompose en

plusieurs étapes (Figure 9):
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Etape 1:
Chimiotaxie
Attraction

Etape 3:
Internalisation
Etape 3°:
synthese de
la capsule
Etape 4: Etape 4°:
5 5 pe 4°:
dégradation dégradation
intracellulaire extracellulaire

Phagocytose Encapsulation

Figure 9. Schéma de la réponse humorale et cellulaire retrouvée chez les mollusques bivalves au cours
d’une infection par des micro-organismes (d'aprés Soudant et al. 2013). Carrés bleus : Facteurs
humoraux participant a 1’élimination des organismes pathogeénes. Carrés gris: Etapes de la
phagocytose et de I’encapsulation. La phagocytose peut étre décomposée en quatre étapes: (1)
Chimiotaxie, attraction et migration. (2) Reconnaissance et attachement des organismes pathogenes.
Ces deux premieres étapes sont associées a la présence et la synthese de lectines. (3) Internalisation
des organismes pathogenes dans un phagosome. (4) Destruction des organismes pathogenes. (3°) Si au
cours de I’étape 3, I’hémocyte n’arrive pas a phagocyter I’organisme pathogéne (principalement a
cause de sa taille trop importante), celui-ci est alors encapsulé par plusieurs hémocytes. (4’) Les

hémocytes dégradent 1’organisme pathogeéne extérieurement en libérant des enzymes lysosomales ou
des ROS/RNS.
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1) L’hémocyte se déplace par chimiotaxie jusqu’a la particule. Les espéces chimiques
libérées par les organismes pathogeénes attirent et font migrer les hémocytes dans leur
direction. Cependant, cette étape n’est pas toujours requise ou impliquée dans la

phagocytose (Cheng 2000; Chu 2000).

2) L’hémocyte reconnait la particule comme un élément étranger a 1’hote et s’y attache.
La reconnaissance se fait par le biais de récepteurs membranaires capables de
reconnaitre des motifs présents sur la cellule cible. Chez les mollusques des lectines et

des protéines de liaison (LPS) ont été identifiés.

3) La particule est internalisée par I’hémocyte par endocytose (Cheng 2000). Le résultat
de cette endocytose est la formation d’un phagosome au sein de 1’hémocyte.
Le phagosome fusionne ensuite avec des lysosomes permettant ainsi la formation

d’une structure appelée un phagolysosome.

4) La particule est dégradée au sein de I’hémocyte (Soudant et al. 2013; Allam et Raftos
2015). Au sein du phagolysosome, le lysosome libere des enzymes hydrolytiques
contribuant a la dégradation des particules contenues dans la structure. L’hémocyte
produit des especes réactive de 1I’oxygeéne (ROS) et azotées (RNS) pouvant participer a
la destruction de ces particules. L’association de ces deux mécanismes permet de tuer
les particules contenues dans les phagolysosomes. Une fois dégradées, les particules
sont excrétées par exocytose.

L’ensemble des différents types hémocytaires peuvent réaliser la phagocytose, mais les
granulocytes sont le type cellulaire ayant 1’activité de phagocytose la plus importante (Allam
et Raftos 2015). En effet, les granulocytes contiennent des granules (lysosomes) possédant les
enzymes hydrolytiques et auraient une rapidité de mobilité cellulaire plus importante que les

autres types hémocytaires.

#w L’encapsulation est employée dans le cas ou la phagocytose ne peut se faire du fait de la
taille trop importante des particules (Allam et Raftos 2015; Carella et al. 2015). Une capsule
constituée d’un grand nombre d’hémocytes entoure alors le corps étranger. Puis un relargage
de produits cytotoxiques provoque la mort des éléments contenus dans la capsule (Figure 9)
(Loker et al. 1982; Dove et al. 2004).
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3.1.4. Ladefense humorale

La défense humorale correspond a la production de molécules effectrices solubles
biologiquement actives, sécrétées par les hémocytes ou d’autres cellules jouant un réle dans la
défense immunitaire. Les multiples facteurs hémolymphatiques tels que les lysines et les
peptides antimicrobiens constituent les mécanismes de défense humorale (Rioult 2013).
Ce mécanisme de défense aboutit a la destruction des organismes pathogénes ou de certaines
molécules produites par les agents pathogenes (Guo et al. 2015). Une liste non exhaustive de

molécules effectrices est presentée ci-dessous :

#e  Les peptides et protéines antimicrobiens

Les peptides et protéines antimicrobiens (AMPSs) sont des effecteurs anciens de la défense de
I’hote retrouvés chez tous les organismes dans le spectre de 1’évolution (Yeaman et Yount
2003). 11 existe plusieurs familles d’AMPs identifiées chez I’huitre creuse (Schmitt et al.
2011) : la famille des defensines (19 variants identifiés chez C. gigas), la famille proline-rich
AMP (24 variants identifiés chez C. gigas) (Schmitt et al. 2010) et la famille des protéines
bactericidal/permeability-increasing. Ces trois familles présentent une grande diversité
d’isoformes. Ces AMPs sont uniquement retrouvés au niveau des cellules ayant un role clé
dans la défense immunitaire de I’huitre creuse, les hémocytes. Les AMPs jouent de multiples
roles dans I’immunité. Ils participent a 1’élimination des organismes pathogenes, a
I’amélioration de certaines réponses immunitaires innées et exercent des effets

immunomodulateurs sélectifs sur 1’hote.

#w  Enzymes hydrolytiques et inhibiteurs de protéases

La premiere activité protéase a été démontrée par Cheng (1983) dans le plasma des bivalves.
Cette étude a également mis en évidence que la production et la sécrétion de protéases étaient
régulées en condition in vivo et in vitro au cours d’une infection par des microorganismes a
pouvoir pathogéne. Récemment, il a été montré que ces sécrétions pouvaient avoir des

activités proteolytiques.

Des inhibiteurs de protéases (comme les sérines et cysteines protéases) sont également
présents dans les tissus et sécrétions de bivalves. Leurs rdles chez les bivalves restent peu
étudiés. Les inhibiteurs de protéases permettraient de protéger 1’hote des protéases produites
par les organismes pathogenes. Ils agiraient en limitant le taux de croissance et la prolifération

des protéases de 1’organisme pathogéne ou en facilitant la neutralisation des protéases via les
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protéines du systéme immunitaire de 1’hote (Phillips et al. 2004). Les inhibiteurs de protéases
permettraient également de réguler les niveaux de protéase de 1’hote au cours d’une

exposition a un organisme pathogéene (Guo et al. 2015).

it Le stress oxydatif

La production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) et azotée (RNS) est également un
mécanisme important de lutte contre des macromolécules microbiennes ou un organisme
pathogene (Aguirre et al. 2005; Winterbourn 2008; Soudant et al. 2013; Guo et al. 2015;
Wang et al. 2017a). Dans certains cas, les hémocytes peuvent mettre en place le métabolisme
oxydatif, induisant la production de ROS et RNS comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,),
I’oxyde nitrique (NO-) ou des anions superoxydes (O,) (Guo et al. 2015; Soudant et al.
2013). Le NO-va déclencher une grande quantité de RNS qui agit en synergie avec les ROS,
induisant des effets tres toxiques sur les microorganismes internalisés (Fang 2004). 1l est
suggéré que ’huitre creuse posséde un systéme complexe de génération et suppression de
ROS. La production de ROS et de RNS dans les hémocytes d’huitres creuses a notamment été

démontrée pendant la phagocytose (Arumugan et al. 2000; Soudant et al. 2013).

i Les lysozymes

Les lysozymes sont des enzymes cationiques hydrolytiques présentes dans une grande partie
du regne animal (des bactéries jusqu’a ’humain) qui jouent un role dans la digestion et la
défense des bivalves (Schmitt et al. 2011; Soudant et al. 2013). Plusieurs lysozymes (CGL-1,
CGL-2 et CGL-3 et cv-lysozyme 1) ont été identifiés chez les huitres (Itoh et al. 2007; Itoh et
al. 2010b). Ces enzymes permettent de détruire les bactéries constituant une partie de
I’alimentation de C. gigas (Birkbeck et McHenery 1982; Guo et al. 2015). Leur implication
dans la défense face a des organismes pathogenes a également ét¢ démontrée chez I’huitre
creuse. Un lysozyme de C. gigas, CGL-1 est différentiellement exprimé dans les hémocytes
infectés par le vibrio pathogéne V. splendidus (souche LGP32) comparé a un vibrio non
pathogene (Lorgeril et al. 2011). La diversité des lysozymes chez les bivalves est importante
et ces protéines sont principalement exprimées dans le manteau, les branchies et la glande
digestive. Elles permettent ainsi la dégradation des particules microbiennes alimentaires et
d’avoir une protection immunitaire générique contre les organismes pathogenes (Allam et
Raftos 2015).
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#w  Ribonucléases et inhibiteurs

Les ribonucléases ainsi que leurs inhibiteurs pourraient étre un mécanisme permettant la
destruction d’ARN viraux. En effet, au cours d’une infection par OsHV-1 chez I’huitre
creuse, une augmentation de 1’expression de plusieurs génes de ribonucléase est corrélée a
une diminution des inhibiteurs de ribonucléases lorsque les récepteurs a ARN RIG-1/MDAbS
sont régulés positivement. Il est suggéré que cette voie serait sous le contréle de différentes
autres voies (RIG-1/MDA, TLR et TNF) et de facteurs environnementaux (Guo et al. 2015).

3.1.5. Le priming immunitaire

Plusieurs d’études suggérent que le systéme immunitaire de I’huitre creuse pourrait également
posséder une forme de mémoire immunitaire (Green et Speck 2018). Celle-ci se traduit par
une amélioration de la survie des huitres creuses observée aprés une seconde exposition au
virus OsHV-1 (Green et Speck 2018). Cependant, les mécanismes de cette mémoire
immunitaire sont associés a la mémoire immunitaire innée. lls ne doivent pas étre confondus
avec les mécanismes de I’'immunité adaptative présents chez les vertébrés. Chez les
invertébrés, ces mécanismes ont donc été appelés «priming immunitaire » (Little et
Kraaijeveld 2004). Le « priming immunitaire » a été démontré par plusieurs études chez
I’huitre creuse en utilisant des ARN double ou simple brins de taille variable (300 pb a 8000
pb). Ces derniers ont permis d’améliorer la réponse antivirale chez 1’huitre creuse face a une
infection expérimentale par le virus OsHV-1 (Green et Montagnani 2013; Green et al. 2015b;
Lafont et al. 2017; Pauletto et al. 2017). En exposant des huitres a du poly I:C (molécules
mimant un ARN viral double brins), Lafont et al. (2017) ont montré que I’huitre creuse
possédait une mémoire immunitaire innée. Cette réponse serait spécifique d’une réponse
antivirale. En effet, des huitres préalablement exposées ou non a des bactéries inactivées avant
de subir une infection par le virus OsHV-1 présentaient des quantités d’ADN viral
équivalentes a la fin de I’expérimentation. De plus, une injection serait suffisante pour induire
une réponse antivirale efficace pour protéger I’huitre creuse d’une infection virale sur une
longue période de temps (5 mois apres traitement). Des premiers résultats laissent également
supposer que le « priming immunitaire » puisse étre transmis a la descendance. En effet, chez
des larves issues de parents ayant été stimulés par du poly I:C et infectées par OsHV-1, il a été
observé une amélioration du taux de survie (Green et al. 2016). Cependant, les connaissances
des mecanismes moléculaires du « priming immunitaire » chez I’huitre creuse sont encore

lacunaires et doivent étre approfondies.
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Figure 10. Voies antivirales conservées chez I’huitre creuse. Ce schéma a été construit par rapport aux
séquences identifiées comme conservées dans le génome de C. gigas (Zhang et al. 2012). La plupart
des interactions entre les composants de ces voies sont déduites de la littérature sur les vertébrés et les
insectes, et restent a étre élucidées chez les mollusques. Les domaines caractéristiques des protéines
sont indiqués ; TIR: Toll/IL1 receptor, Ig: immunoglobulin, DD: death domain, LRR: leucine rich
repeat, TM: transmembrane, PKc: protein kinase, RHD: rel homology domain, IPT: immunoglobulin-
like fold plexins transcription factors, RING: RING-finger domain, zf-TARF: TRAF type zinc finger,
MAT: meprin and TRAF-C homology domain, UBL-TBK1-like: ubiquitin-like domain of human
Tbk1 et proteines similaires (Green et al. 2015a).
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Peu de données sont disponibles concernant I’immunité antivirale chez les mollusques
bivalves (Allam et Raftos 2015). Des études impliquant OsHV-1 et Crassostrea gigas mettent
principalement I’accent sur la caractérisation de la réponse transcriptionnelle de 1’hote en
réponse a I’infection par le virus et sur I’identification de composés antiviraux (Green et al.

2014; Renault et al. 2011; Segarra et al. 2014b; Segarra et al. 2014a; Segarra et al. 2014c).

Quelques travaux semblent indiquer la présence d’effecteurs antiviraux chez C. gigas
(Bachére et al. 1990; Olicard et al. 2005). Green et al. (2014) ont montré pour la premiere fois
que la carvotine était une protéine ayant des propriétés antivirales. La premiére identification
de genes différentiellement exprimés au cours d’une infection expérimentale a été observée
sur des hémocytes prélevés a partir d’huitres ayant préalablement été injectées avec le virus
OsHV-1 (Renault et al. 2011). Cette étude a aussi permis de caractériser complétement un
certain nombre de génes d’intéréts comme IF144 (interferon-induced protein 44), MYD88, le

glypican et une laccase (Renault et al. 2011).

En suivant I’approche de Renault et al. (2011), plusieurs études génomiques et protéomiques
ont été entreprises pour investiguer les interactions hétes/organismes pathogenes (Corporeau
et al. 2014; Green et Montagnani 2013; Jouaux et al. 2013; Moreau et al. 2015; Segarra et al.
2014b; Segarra et al. 2014a; Tamayo et al. 2014; Morga et al. 2017). Segarra et al. (2014b;
2014a; 2014c) ont réalisé une double approche transcriptomique (huitre/virus) permettant
pour la premiere fois de travailler sur la cinétique de I’expression de génes viraux en paralléle
de I’expression de génes de I’huitre. Pour étudier plus en détail les interactions entre le virus
et son hote, les auteurs ont étudié I’expression de génes viraux et de I’huitre dans des familles
présentant des resistances contrastées lors d’une infection par OsHV-1 (Segarra et al. 2014c).
De plus, la disponibilité de I’ensemble des séquences du génome de I’huitre creuse a ouvert
de nouvelles possibilités pour étudier les transcriptomes du virus et de I’huitre (He et al.
2015). Toutes ces études mettent en évidence I’implication de nombreux génes de I’immunité
dans la réponse antivirale. Ces génes sont impliqués dans des processus tels que la voie
interféron-like, I’ARN interférence et la mort cellulaire programmée incluant 1’apoptose et

I’autophagie (Figure 10).

Ces résultats suggerent que la réponse antivirale chez les mollusques bivalves présente des
similarités avec la réponse antivirale mise en place chez les organismes supérieurs dans sa

composante innée.
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3.2.1. Lavoie interferon-like

La voie de I’interféron est un mécanisme important pour les vertébrés en réponse a une
infection virale (Randall et Goodbourn 2008). En effet, un état antiviral peut étre induit au
sein de chaque cellule nuclée si les protéines interférons se lient aux récepteurs associés aux
kinases JAK. La fixation d’interférons entraine la phosphorylation des récepteurs permettant
la fixation des facteurs de transcription STAT pouvant a leur tour étre phosphorylés.
Cela provoque la formation de dimeéres qui vont étre transloqués dans le noyau et se fixer sur
une séquence présentant les promoteurs des geénes cibles de la voie. Chez I’homme cela
conduit a I’activation de centaines « d’interferons stimulated genes » (ISGS). Les produits
synthétisés par ces ISGs possedent de multiples fonctions antivirales permettant entre autre
d’inhiber I’entrée du virus au sein de la cellule ou de bloquer la réplication virale (Schneider
et al. 2014). Chez I’huitre creuse, si des homologies ont ¢té identifiées au niveau des
domaines de certains génes de la voie de I'interféron chez I’humain, a ce jour aucun géne
présentant des homologies avec des genes codant pour les interférons eux-mémes n’a été

détecté. Aussi, le terme de voie interféron-like est utilisé chez C. gigas.

Dans le génome de I’huitre creuse, des ISGs ont été trouvés. La protéine IFI44, un membre de
la famille des genes induits par les interférons (IFNa/B), a été caractérisée chez C. gigas
(Renault et al. 2011). L’IFI44 est surexprimé dans I’hémolymphe d’huitres juvéniles infectées
par le virus OsHV-1 (Renault et al. 2011). Une autre protéine antivirale appelée vipérine a été
identifiée en réponse a I’infection par OsHV-1 (Green et al. 2015b). Les auteurs ont montré
que la vipérine de I’huitre co-localise avec caveolin-1 et inhibe la réplication du virus de la
dengue dans un modéle hétérologue. Une « protease heat-stable » susceptible d’étre le facteur
induisant la transcription d’ARNm de la viperine dans les hémocytes a été mise en évidence
dans I’hémolymphe provenant d’huitres ayant été injectées avec du poly I:C. La présence de
cette « protease heat-stable » a été associée a une augmentation d’ISGs. L’ensemble de ces
résultats supportent 1’existence chez les huitres de systémes antiviraux présentant des

similarités avec la voie de I’interféron dans les vertébrés (Green et al. 2015a).

Dans une étude publiée par He et al. (2015), quatre géenes appartenant aux TLRs ou TLR-like
ont été montrés comme étant significativement plus régulés chez des huitres creuses ayant été
injectées avec OsHV-1. De plus, le principal modulateur de NF-kB, la protéine NEMO, a
¢galement été identifiée chez 1’huitre creuse (Chen et al. 2018). Ces résultats suggerent que la
voie TLR/NF-«B serait potentiellement fonctionnelle chez C. gigas et qu’elle jouerait un réle

dans la réponse antivirale de I’huitre par des régulations complexes (He et al. 2015).
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3.2.2. La voie de ’ARN interference

L’ARN interférence (ARNi) est un processus conservé au cours de 1’évolution. 11 est utilisé
par la cellule pour réguler I’expression endogeéne des genes. Chez les invertébres, les plantes
et les champignons, ce processus est aussi un moyen de défense pour éliminer les acides
nucléiques indésirables (comme ceux provenant de virus) (Ding 2010). Ce mécanisme est
utilis€ en génétique inverse car il permet d’étudier la fonction d’un géne. Le complexe
« RNA-induced silencing complex » (RISC) est associ¢ a une courte séquence d’ARN,
appelée petit ARN interférent (SIRNA, small interfering RNA) lui permettant de reconnaitre
une séquence nucléotidique complémentaire et de s’y fixer afin de cliver ’ARNm ou

d’inhiber la traduction, provoquant une inhibition de 1’expression du géne concerné.

Chez I’huitre creuse, des génes impliqués dans la voie de I’ARNi ont été identifiés (Zhang et
al. 2012; Green et Speck 2018; Green et al. 2015a). La présence de Dicer, de la sous unité du
complexe de chargement RISC (TRBP, RISC loading complex subunit) et de deux protéines
Argonaute (AGO-2) a été démontrée. De plus, cette voie est connue pour étre fonctionnelle
chez les mollusques (Owens et Malham 2015).

L’extinction de ’expression de plusieurs génes a déja pu étre réalisée avec succés chez
C. gigas par I'utilisation d’une approche par ARNi. La premiére étude publiée par Fabioux et
al. (2009) a mis en évidence la possibilité d’utiliser une approche par ARNi chez les bivalves
en démontrant une diminution de 1’expression des ARNm et de la protéine d’un gene appelé
vasa, impliqué dans le développement de la lignée germinale chez C. gigas. Li et al. (2016)
ont publié la premiére étude dans laquelle I’ARNi est utilisé pour montrer 1’implication d’un
géne (VDAC2) dans la réponse a un organisme pathogéne (OsHV-1) au cours d’une infection
chez un mollusque bivalve (C. gigas).

L’importance de cette voie dans la défense antivirale dans les cellules de mollusques n’est pas
encore connue. Cependant, Green et Speck (2018) supposent que 1’ARNi jouerait un réle de
faible envergure dans la défense antivirale de I’huitre creuse. L’expression du gene Dicer et
des deux génes AGO-2 n’est pas régulée au cours d’une infection par le virus OsHV-1uVar

chez des huitres creuses au stade naissain (He et al. 2015).
3.2.3. L’apoptose

L’apoptose est une forme de mort cellulaire programmée (programmed cell death, PCD)

jouant un role dans de nombreuses fonctions au niveau cellulaire. Cette voie est connue pour

41



CHAPITRE | ETAT DE L’ART

étre impliquée en réponse a des infections virales (Thomson 2001). Elle contribue a limiter la
réplication virale, la synthese de protéines dans les cellules infectées par le virus et a

empécher la dissémination du virus aux cellules saines.

Le séquencage du génome de I’huitre creuse a permis d’observer que 1’apoptose est un
mécanisme conserve chez C. gigas. Le nombre d’inhibiteurs de I’apoptose identifié dans le
génome est considérable (n=49) (Zhang et al. 2012). Le génome d’OsHV-1 comprend

¢galement plusieurs inhibiteurs d’apoptose (Davison et al. 2005).

Chez I’huitre creuse, des premiers travaux réalisés en microscopie ¢lectronique a transmission
ont suggéré une implication de I’apoptose au cours d’une infection par le virus OsHV-1.
Des caractéristiques morphologiques spécifiques de 1’apoptose avaient pu étre observées sein
de cellules fibroblastiques et hémocytaires de larves d’huitres creuses infectées par le virus
OsHV-1 (Figure 11) (Renault et al. 2000).

Figure 11. Modifications ultrastructurales associées a 1’apoptose observées chez C. gigas au stade
naissain affecté par le virus OsHV-1 dans A. le tissu conjonctif du manteau et B. les hémocytes
(fleches : noyaux condensés, marginalisation de la chromatine). Echelle = 2 um. (D'aprés Renault et
al. 2000).

Récemment, des études utilisant des approches moléculaires ont renforcés cette hypothése. Au
cours de I’infection virale, une protéine inhibitrice de I’apoptose (IAP) du virus OsHV-1,
I’ORF 87, a ét¢ détectée a différents temps et dans plusieurs tissus de I’huitre creuse
notamment, au niveau des noyaux des cellules des tissus conjonctifs (Martenot et al. 2016;
Segarra et al. 2016). Les auteurs suggérent une possible expression de cet IAP en réponse a

’activation de I’apoptose par C. gigas.
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Cependant, des approches transcriptomiques ayant étudiées 1’expression de certains IAP de
C. gigas en réponse a une infection par le virus suggérent I’existence d’un phénomeéne anti
apoptotique important chez I’huitre creuse. En effet, une régulation positive d’un grand
nombre d’IAP au cours de I’infection virale est observée au sein de C. gigas au stade naissain
(Segarra et al. 2014c; He et al. 2015; Martenot et al. 2017). De plus, une corrélation positive a
¢été observée entre le niveau de transcrits d’un IAP et les quantités d’ADN viral (Segarra et al.
2014c). Cependant, I’origine de ce phénoméne anti-apoptotique n’est pas €lucidée a ce jour.
Certains virus sont connus pour moduler 1’apoptose chez leur héte afin de faciliter leur
prolifération, ce pourrait étre le cas du virus OsHV-1 (Segarra et al. 2014c; He et al. 2015).
En réponse a l’infection virale, 1’huitre creuse pourrait également moduler cette voie.
La régulation de 1’apoptose est complexe et il existe probablement une balance entre les

facteurs pro et anti apoptotiques (Jenner et Young 2005; Martenot et al. 2017).

4. L’autophagie

4.1.1. Historique

La voie de I’autophagie a été premierement décrite dans les années 50 chez les mammiféres
(Levine et Klionsky, 2017). Le terme autophagie, dérive du suffixe « phagy » signifiant
manger et du préfixe «auto » signifiant soi-méme en grec (Levine et Klionsky 2004).
L’autophagie a été définie en 1963 par de Duve suite a l’observation en microscopie
électronique de structures contenant des composés cytoplasmiques dégradés (incluant des
mitochondries, des ribosomes et des membranes du réticulum endoplasmique) au sein d’une
fraction enrichie en lysosomes issue d’un foie de rat (Novikoff et al. 1956; de Duve 1963).
L’autophagie a ensuite été décrite et observée chez des plantes et d’autres animaux
(Figure 12) (Matile 1978; Baba et al. 1994; Baba et al. 1995). Puis, les travaux de recherche
menés sur la levure Saccharomyces cerevisiae dans les années 1990, ont conduit a la
découverte des genes de la voie de I’autophagie. Entre 1996 et 2000, un nombre important de
genes impliqués dans les différentes étapes de la voie de 1’autophagie ont été identifiés chez
plusieurs especes de levures (Kametaka et al. 1996; Schlumpberger et al. 1997; Mizushima et
al. 1998; Lang et al. 1998; Yuan et al. 1999; Kirisako et al. 1999; Tanida et al. 1999).
Cette situation a conduit a une multiplication du nombre de dénominations utilisées pour

désigner les génes de la voie de I’autophagie chez les différentes especes. La création d’un
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Figure 12. Vacuoles autophagigues observées en microscopie électronique a transmission. A.
Autophagosomes observés dans un foie de rat (i) contenant du réticulum endoplasmique rugeux et une
mitochondrie (grossissement: x 26000). (Ashford et Porter 1962; Eskelinen et al. 2011) B.
Autolysosomes, observés dans un foie de rat, contenant des mitochondries partiellement dégradées et
présentant une activité phosphatase acide (dépots noirs) démontrant qu’une fusion avec un lysosome a
eu lieu. Fleches: crétes mitochondriales (grossissement: x 43000). (Novikoff et Essner 1962;
Eskelinen et al. 2011) C. Autophagosome (AP) observé chez la levure Saccharomyces cerevisiae
contenant des enzymes cytosoliques (Baba et al. 1994).
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Figure 13. Différents types d’autophagie. a. la macro-autophagie, b. I’autophagie médiée par les
chaperonnes et c. la micro-autophagie (Boya et al. 2013).
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systeme unifié de nomenclature utilisant le nom «autophagy genes » aussi appelé ATG
(autophagy related genes) a permis d’unifier la dénomination de chacun des génes identifiés
au sein des différents organismes (Ohsumi 2014). En 2016, le prix Nobel de médecine a été
décerné a Yoshinori Ohsumi pour la découverte des mécanismes de la voie de 1’autophagie
(NobelPrize.org 2016).

Au début des années 2000, ces genes de la voie de 1’autophagie ont été identifiés chez les
mammiferes comme les bovins, la souris et I’humain. Ces recherches ont mis en évidence la
conservation des génes de I’autophagie d’un point de vue fonctionnel au cours de 1’évolution
des métazoaires (Liang et al. 1999; Levine et Klionsky 2017). L’identification de ces génes a
¢galement permis 1’utilisation de la génétique inverse sur un nombre important d’organismes
modeles, afin d’approfondir les connaissances concernant les fonctions associées a la voie de
I’autophagie dans divers processus biologiques (Qu et al. 2003; Meléndez et al. 2003; Kuma
et al. 2004; Nakagawa et al. 2004).

4.1.2. Les fonctions de la voie de I’autophagie

La voie de I’autophagie joue un role important dans I’homéostasie de la cellule. Elle permet
de dégrader une partie du matériel intracellulaire pour assurer un renouvellement des
composés de la cellule contrélant ainsi la qualité et la quantité de la biomasse intracellulaire
(Klionsky et Emr 2000). Cette voie permet entre autre de supprimer le surplus d’organelles ou
celles qui sont endommagées. Elle maintient un recyclage des protéines ou d’autres
macromolécules, soit pour apporter des nutriments en cas de période de carence en aliments,

soit pour débarrasser la cellule d’agrégats de protéines.

Cependant, ce mécanisme joue également d’autres roles impliqués dans plusieurs processus
cellulaires, comme 1’anti-vieillissement, la mort cellulaire, la lutte contre le cancer (supprime
ou limite la formation de tumeurs), la réponse adaptative face a un jelne, la différentiation
cellulaire et le développement embryonnaire (Levine et Kroemer 2008; Mizushima et Levine
2010; Mizushima 2007). Ce mécanisme limite également la réplication et/ou I’infection de
differents organismes pathogenes viraux, bactériens et protozoaires (Deretic 2006; Schmid et
Miinz 2007).

4.1.3. Les differents types d’autophagie

11 existe trois principaux types d’autophagie (Figure 13) (Glick et al. 2010; Mizushima et al.
2011):
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“  L’autophagic mediée par les protéines chaperonnes : les éléments a degrader situés
dans le cytoplasme sont directement transloqués a 1’aide de protéines chaperonnes a
travers la membrane du lysosome pour étre dégradés. Toutes les protéines a dégrader
par le biais de ce processus possédent dans leur séquence le motif KFERQ. Ce motif
est reconnu par des protéines chaperonnes (comme les Hsp-70) qui transportent la
protéine a dégrader a proximité de la membrane du lysosome puis assiste son dépliage.
Une fois dépliée, la protéine s’accroche sur I’un des récepteurs membranaires du
lysosome appelé « membrane receptor lysosomal-associated membrane protein »
(LAMP-2A). Ce récepteur se multimérise et permet ensuite la translocation de la
protéine dépliée au sein du lysosome ou elle va étre dégradée (Parzych et Klionsky
2014).

#w La micro-autophagie : cette forme d’autophagie correspond a I’internalisation par

invagination de la membrane du lysosome des composes a dégrader.

& La macro-autophagie (plus communément appelée autophagie) : au cours de ce
processus, des portions de cytoplasme sont séquestrées au sein d’une vacuole a double
membrane appelée un autophagosome. Suite a la fermeture de la double membrane de
I’autophagosome, le cytosol et les organelles contenus sont délivrés aux lysosomes
pour étre dégradés (Deretic 2006). La macro-autophagie est un mécanisme participant
a la défense contre les organismes pathogénes (Deretic 2011; Valdor et Macian 2012;
Yordy et lwasaki 2011; Schmid et Miinz 2005).

4.1.4. L’autophagie selective

La voie de l’autophagie peut étre sélective, c’est-a-dire que sous certaines conditions
spécifiques, les autophagosomes peuvent séquestrer et dégrader certains composés cellulaires
spécifiqgues comme les mitochondries (la mitophagie), le réticulum endoplasmique
(la réticulophagie), les ribosomes (la ribophagie), les organismes pathogénes comme les
bactéries (xénophagie) et les virus (virophagie) (Joubert et Albert 2013). Les protéines
permettant de réguler certaines voies comme I’inflammasome (complexe protéique
oligomérique responsable de D’activation des processus inflammatoires) sont également
régulées par autophagie sélective. La reconnaissance spécifiqgue des composés a dégrader
repose sur la présence de récepteurs spécifiqgues comme p62/SQSTM1 et NBR1 (Johansen et

Lamark 2011; Reggiori et al. 2012; Klionsky et al. 2016). L’autophagie médiée par les
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protéines chaperonnes est une forme d’autophagie uniquement sélective, tandis que la micro-

autophagie et la macro-autophagie peuvent étre sélective ou non.
4.1.5. L’autophagie au niveau cellulaire
Au niveau cellulaire, la voie de I’autophagie se décompose en trois étapes distinctes (Deretic

2006) (Figure 14).

1- Une phase d’initiation : elle correspond a la formation du phagophore par ’association de
membranes d’origines inconnues. Des études suggérent qu’elles seraient originaires du

réticulum endoplasmique.

2— Une phase d’élongation: la double membrane se referme autour des composés

cytosoliques a dégrader. La structure formée est appelée un autophagosome.

3— Une phase de maturation : cette étape finale correspond a la fusion entre I’autophagosome
et des lysosomes entrainant la dégradation du contenu de 1’autophagosome. La structure

formée est appelée un autolysosome.

Membrane plasmique

Phagophore Autophagosome Autolysosome
-~
&
()
4
Cytoplasme Lysosome

Figure 14. Mécanisme cellulaire de la voie de 1’autophagie chez les mammiféres (d'aprés Klionsky et
al. 2016).

4.1.6. Mécanismes moléculaires de I’autophagie
Les étapes du fonctionnement moléculaire de la voie de 1’autophagie ont été décrites dans un
premier temps chez la levure Saccharomyces cerevisiae au début des années 1990 (Ohsumi

2014). Des homologues des protéines Atg (autophagy related genes) de la levure ont par la

suite été identifiés chez les mammiferes. Cependant, peu de similarité ont été trouvees entre
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Figure 15. Fonctionnement moléculaire de la voie de I’autophagie chez les mammiféres (d'apres
Daussy et Espert 2016).
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les séquences en acides-aminés des protéines homologues (Ohsumi 2014). Ces découvertes

démontrent que la majorité des ATGs sont conservés chez les eucaryotes (Figure 15).
4.1.6.1. La phase d’initiation

En réponse a différents stimuli et stress, comme la présence d’organismes pathogeénes ou une
période de jelne, la voie de I’autophagie est initiée grace a deux complexes : Atgl/unc-51-
like kinase (ULK) et class Il phosphatidylinositol 3-kinase (PtdIn3K). La phase d’initiation
est régulée par le complexe Atgl/ULK. Chez la levure, il est constitué des protéines Atgl-
Atgl3-Atgl7. Chez les mammifeéres, il existe deux homologues d’Atgl, appelés ULKI1 et
ULK2 et un homologue d’Atgl7 appelé FIP200. Le complexe contient également la protéine
ATG101 permettant d’accrocher et de stabiliser ATG13 au complexe ULK1/2-ATG13-
FIP200. Le complexe ULK1/2-ATG13-FIP200-ATG101 est contr6lé par la protéine kinase
mTOR dont ’activité est elle-méme régulée par plusieurs facteurs comprenant entre autre les
niveaux d’acides aminés et de glucose au sein de la cellule (Jung et al. 2010; Galluzzi et al.
2014; Meijer et al. 2015). Le complexe ULK1/2-ATG13-FIP200-ATG101 est stable quelque
soit le statut nutritionnel de la cellule. En présence d’acides aminés, mTOR se fixe sur le
complexe ULK1/2-ATG13-FIP200-ATG101 et phosphoryle ULK1/2 et ATG13 entrainant
I’inactivation du complexe Atgl/ULK. Dans le cas inverse, mTOR est dissoci¢ du complexe
ULK1/2-ATG13-FIP200-ATG101, provoquant une déphosphorylation d’ATGI13 et
d’ULK1/2 qui induisent a leur tour la phosphorylation de FIP200 et d’ATG13 et provoquent

une activation de 1’autophagie.

Le complexe PtdIn3K joue également un role important dans I’initiation de 1’autophagie car il
permet la nucléation et ’assemblage de la membrane initiale du phagophore. Le complexe est
chargé de produire du PI3P (Phosphatidyl-inositol 3 phosphatase) qui permet le recrutement
des protéines de liaisons du PI3P incluant WIPI1 et ATG14 (Daussy et Espert 2016).
Ce complexe est composé de plusieurs protéines: PI3KC3, PIK3R4 et BECNL. La régulation
de se complexe ce fait principalement par le biais de la protéine BECNL1. En effet, lorsque les
conditions nutritives sont abondantes, la voie de I’autophagie est inhibée par la protéine
antiapoptotique BCL-2. BCL-2 s’accroche a BECNI1 et séquestre cette protéine. Dans le cas
d’une carence nutritive, BCL-2 se dissocie de BECN1. BECN1 peut alors se fixer sur
PI3KC3, permettant le recrutement de protéines effectrices comme DFCP1 et WIPI, initiant
les étapes de formation des autophagosomes. D’autres molécules sont nécessaires pour

induire I’activité du complexe. C’est notamment le cas d’ATG14L qui interagit avec BECNL.
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La protéine UVRAG peut également se lier a BECN1. UVRAG est capable de se lier a la

protéine BIF-1 et d’augmenter 1’activité du complexe.
4.1.6.1. La phase d’¢élongation

La phase d’¢longation est controlée par deux principaux systémes de conjugaison. Le premier
systeme de conjugaison est composé des protéines ATG12-ATG5-ATG16L1. ATG12 est
activée par ATG7, puis transférée sur ATG10 pour finalement se lier avec ATGS5, ce
complexe recrute et associe ATG16L. Une fois formé, il s’associe a la membrane extérieure
du phagophore. Ce complexe interagit par la suite avec une enzyme du second complexe de
conjugaison dépendant de LC3. Ce second complexe est constitué principalement de la
protéine MAP1LC3. Sous forme libre dans le cytoplasme, elle est dénommée MAP1LC3-I.
Lors de I’induction de la voie de 1’autophagie, les protéines ATG7, ATG3 et le complexe
ATG12-ATG5-ATG16L1 permettent la liaison d’une phosphatidylethanolamine (PE) a
MAP1LC3-1 formant la protéine MAPL1LC3-1l. Grace a cette PE la protéine MAP1LC3-1I
pourra s’ancrer dans la membrane extérieure et intérieure des autophagosomes. MAP1LC3-11
est la seule protéine qui reste séquestrée dans les autophagosomes aprés leur formation.

Cette protéine est un marqueur clé de la voie de 1’autophagie.

Par ailleurs, une protéine appelée ATG9 est indispensable a 1’expansion du phagophore.
En effet, ATG9 assumerait le transport des lipides jusqu’au site d’assemblage du phagophore.
Cette protéine réaliserait des trajets cycliques entre le phagopore et les sites périphériques.
Lorsque ’autophagie est induite, ATG9 est recrutée au niveau du phagophore, sinon elle est
située au niveau du réseau trans-Golgi. La réalisation de ces allers-retours entre les différents
sites est dépendante de 1’activité des complexes Atgl/ULK et PtdIn3K. Il s’agit de la seule

protéine transmembranaire chez les autophagosomes.
4.1.6.2. La phase de maturation

La dernicre étape de I’autophagie est la maturation. Au cours de cette étape, la protéine
UVRAG se lie avec le complexe BECN1-PI3KC3-PIK3R4 au niveau de la protéine BECNL.
Le nouveau complexe formé BECN1-PI3BKC3-PIK3R4-UVRAG permet d’augmenter la
maturation des autophagosomes. UVRAG est également capable de se lier a la protéine

RUBICON. Dans ce cas, le complexe formé inhibe la maturation des autophagosomes.
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4.1.7. L’autophagie un mécanisme impliqué dans la survie et la mort cellulaire

Dans la littérature, certains auteurs ont émis I’hypothéese que le choix de la cellule de survivre
ou de mourir pourrait largement étre influencé par la voie de 1’autophagie (Fitzwalter et
Thorburn 2015). En effet, la voie de 1’autophagie, qui est souvent présentée comme un
mécanisme lié a la survie de la cellule est également considéré comme une forme de mort
cellulaire programmée. Cette voie interagirait et influencerait les autres types de mort
cellulaire (Fitzwalter et Thorburn 2015; Liu et Levine 2015).

Les mécanismes de I’apoptose et de 1’autophagie semblent étre interconnectés, puisque
certains ATG et d’autres protéines régulent 1’autophagie mais aussi I’apoptose. La protéine
UVRAG prend part a la formation du complexe PtdIn3K et régule aussi I’activation de BAX
impliqué dans le contrdle de la voie intrinséque de 1’apoptose au niveau de la membrane
mitochondriale (Yin et al. 2011). Certains régulateurs de la voie de 1’apoptose contrélent aussi
I’autophagie. Plusieurs membres de la famille BCL (B-cell lymphoma) comme BCL-2 et
BCL-x sont impliqués dans la régulation de la voie de 1’apoptose, mais peuvent également

inhiber la voie de I’autophagie (Pattingre et al. 2005).

En inhibant la voie de 1’apoptose, la voie de 1’autophagie peut protéger la cellule de la mort
cellulaire. Dans certaines lignées cellulaires, I’autophagie dégrade la caspase-8. Cette caspase
peut alors inhiber les récepteurs permettant 1’induction de la voie de ’apoptose appelés

TRAIL (tumor necrosis related apoptosis inducing ligand) (Hou et al. 2010).

Cependant, dans certains cas ou 1’apoptose canonique (le mécanisme préférentiel de mort
cellulaire) ne peut pas étre activée, la voie de [’autophagie serait nécessaire afin de
promouvoir la mort cellulaire. Elle peut agir de deux manieres: (1) directe : la voie de
I’autophagie agirait par le biais de son mécanisme moléculaire sur les différentes autres
formes de mort cellulaire programmée. (2) Indirecte : la voie de 1’autophagie grace a sa
machinerie cellulaire pourrait dégrader certains composés dont 1I’accumulation peut conduire

a ’activation du processus de mort cellulaire.

Un nombre important d’études font état qu’il reste complexe de déterminer les interactions et
les mécanismes moléculaires par lesquels la voie de I’autophagie inhibe ou active la voie de
I’apoptose (Yonekawa et Thorburn 2013; Fitzwalter et Thorburn 2015). La complexité des
interactions et des mécanismes moléculaires entre ces deux voies démontre la nécessité

d’approfondir leurs roles complémentaires.
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4.2.1. Le role antiviral de I’autophagie

La premiére démonstration du réle antiviral de I’autophagic a été observée entre la plante
Nicotiana benthamiana et le virus de la mosaique du tabac (TMV). La réplication du TMV
augmente de maniére importante jusqu’a provoquer la mort des cellules si beclin 1 n’est pas
fonctionnelle (Liu et al. 2005). D’autres études ont mis en évidence le role antiviral de
I’autophagie chez des organismes vertébrés et invertébrés (Carrée-Mlouka et al. 2007;
Orvedahl et al. 2010; Shelly et al. 2009; Yakoub et Shukla 2015; Joubert et al. 2012).

4.2.1.1. Chez les vertebrés

Chez les vertébrés, un nombre important d’études ont mis en évidence le role antiviral de la
voie de I’autophagie en réponse a des virus 3 ADN (comme le virus herpes simplex 1) et a
ARN (comme le virus du chikungunya et le virus sindbis ) (Yakoub et Shukla 2015; Joubert
et al. 2012; Orvedahl et al. 2010).

Dans certains cas, le role antiviral de la voie de 1’autophagie consiste a internaliser et dégrader
des protéines virales, a I’aide d’un récepteur autophagique. La protéine sequestosome 1
(p62/SQSTM1) est le récepteur autophagique le plus étudié (Daussy et Espert 2016).
Cette protéine a la capacité de reconnaitre les protéines virales et de les adresser a la voie de
I’autophagie pour dégradation (Lussignol et Esclatine 2017). Ce mécanisme a été observé
chez plusieurs virus (Orvedahl et al. 2010; Judith et al. 2013; Sagnier et al. 2015). Lors de
I’infection du systéme nerveux central de la souris par le virus Sindbis (SIN), la voie de
I’autophagie joue un réle protecteur en induisant I’élimination des protéines virales par la
protéine SQSTM1 (Orvedahl et al. 2010). Cette protéine interagit avec la capside du SIN et
I’adresse directement au niveau des autophagosomes pour permettre sa dégradation via le
processus autophagique. De la méme maniere, la protéine Tat du virus de I’immunodéficience
humaine (VIH-1) est reconnue par la protéine SQSTM1 dans les lymphocytes T CD4+ et
adressée a la voie de 1’autophagie pour étre dégradée (Sagnier et al. 2015). Ce phénomene a

également été observé pour le virus du chikungunya (Judith et al. 2013).

Dans de plus rares cas, le role antiviral de la voie de 1’autophagie consiste a internaliser et
dégrader les particules virales dans leur intégralité (Lussignol et Esclatine 2017; Joubert et
Albert 2013). Cependant, peu d’études mettent en évidence ce processus. La premicre

dégradation de particules virales au sein d’autophagosomes a été observée dans des
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fibroblastes embryonnaires de souris infectés par le virus herpes simplex 1 (HSV-1) (Talloczy
et al. 2006).

4.2.1.2. Chez les invertébrés

Plusieurs études ont montré le fonctionnement ou 1’activation de la voie de I’autophagie en
réponse a une infection virale chez les crustacés (Chen et al. 2016a) et les insectes (Carre-
Mlouka et al. 2007; Shelly et al. 2009). L’autophagie joue un réle important dans la défense
antivirale de la drosophile contre le Vesicular Stomatitis Virus (VSV) (Shelly et al. 2009).
Une induction de la voie de I’autophagie chez la mouche en condition in vivo conduit a une
diminution de la réplication virale, alors qu’une répression de ’autophagie conduit a une
augmentation de la réplication virale pouvant aller jusqu’a provoquer la mort de 1’animal.
Chez les mollusques bivalves, une premiére étude menée en conditions expérimentales sur
I’huitre creuse, C. gigas, a montré que 1’autophagie jouerait un réle protecteur lors d’une

infection par le virus OsHV-1 (Moreau et al. 2015).
4.2.2. Des virus échappent a ’autophagie

Plusieurs virus sont capables d’échapper a la voie de I’autophagie afin de contrer les défenses
immunitaires de 1’hote. Certains virus utilisent des protéines anti-autophagie afin de bloquer
la voie de I’autophagie (Kudchodkar et Levine 2009; Lussignol et Esclatine 2017).

Plusieurs virus ciblent notamment 1’induction de la voie de 1’autophagie au niveau de la
protéine BECN1, laissant supposer qu’il s’agit d’un régulateur important dans la réponse
antivirale (Jackson 2015). L’a-herpésvirus herpes simplex virus 1 (HSV-1) provoque une
inhibition de I’autophagie grace a la protéine appelée ICP-34.5. Cette protéine virale est
capable de se fixer a la protéine BECNI, connue pour induire la voie de l’autophagie
lorsqu’elle est activée (Figure 16) (Orvedahl et al. 2007). Un autre herpesvirus humain, le
Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) produit un homologue de BCL-2 capable de
se lier a BECNI1 et d’inhiber la voie de I’autophagie (Pattingre et al. 2005).

Chez les herpésvirus, I’activation de plusieurs protéines anti-autophagie peut intervenir a
différents niveaux du processus. Au cours d’une infection par le HSV-1, la protéine virale
Us11 est exprimée plus tardivement que la protéine ICP34.5. Cette protéine interagirait avec
PKR pour inhiber directement la voie de 1’autophagie (Lussignol et al. 2013) (Figure 16).
Certains virus ciblent la phase de maturation de la voie de 1’autophagie. Par exemple, le VIH

et le virus de la grippe interagissent au niveau de la protéine BECNL1, respectivement via les
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protéines virales Nef (Kyei et al. 2009) et M2 (Gannagé et al. 2009) (Figure 16).
Ces interactions modifient la fonction du complexe BECN1 formé avec PI3KC3 et UVRAG,
permettant la maturation des autophagosomes.

4.2.3. Des virus manipulent ’autophagie pour leur propre benefice

D’autres virus a ADN et 8 ARN modulent la voie de I’autophagie afin d’en tirer des bénéfices
pour leur propre réplication ou pour sortir de la cellule. Les virus peuvent utiliser plusieurs
stratégies. Certains activent la voie de D’autophagie alors que d’autres [’inhibent.

Des exemples de virus utilisant ces différentes stratégies sont présentés ci-dessous.
4.2.3.1. Induction de la voie de I’autophagie par les virus

Une des stratégies employées par les virus est de moduler la voie de 1’autophagie en 1’activant
ou en permettant au moins la formation d’autophagosomes durant I’infection.

Ce mecanisme permet notamment au virus de favoriser sa propre réplication. Dans la
littérature, plusieurs herpesvirus utilisent cette stratégie. Il a récemment été montré que le
virus entérique du canard (Duck enteritis virus, DEV) pouvait activer la voie de 1’autophagie
au sein des cellules fibroblastiques embryonnaires, favorisant la réplication du virus au sein
des cellules (Yin et al. 2017). Cependant, les mécanismes moléculaires d’actions de ce virus
n’ont pas encore eté décryptés a ce jour. Le flavovirus zika semble également jouer un role
proviral en activant la voie de ’autophagie. Cette stratégie lui permet ainsi d’augmenter sa
réplication. Il utilise pour cela deux protéines antivirales NS4A et NS4B dont le role est de
diminuer la phosphorylation de la protéine Akt, provoquant une inhibition de mTOR,
induisant une activation de la voie de ’autophagie (Chiramel et Best 2017). Ces deux
protéines induisent également un stress au niveau du réticulum endoplasmique, facilitant ainsi
la courbure des membranes du réticulum endoplasmique. Cela permet de mobiliser les
membranes et les lipides pour la réplication du virus et facilite la formation de son complexe
de réplication. Le flavovirus de la dengue (DENV) active également de maniére précoce la
voie de l’autophagie, afin de mobiliser les membranes et les lipides pour sa réplication
(Welsch et al. 2009; Heaton et Randall 2010; Chiramel et Best 2017). Puis il I’inhibe avant de
déclencher le mécanisme de mort cellulaire de la cellule (Metz et al. 2015). Dans le cas du
virus de la dengue-2 et 3 (DENV-2 et DENV-3), les particules virales se fixent sur un
récepteur membranaire qui permet leur entrée au sein de la cellule via les endosomes.

L’enveloppe virale fusionne avec la membrane de I’endosome.
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Figure 16. Schéma récapitulant les différents mécanismes mis en place par les virus afin d’échapper
ou de manipuler 1’autophagie pour leur propre bénéfice. (1) Echapper a I’autophagie. Certains virus
inhibent 1’autophagie par le biais de la production de protéines virales anti-autophagie agissant au
niveau de 1’étape d’initiation (HSV-1) ou de maturation (virus de la grippe ou VIH) de I’autophagie.

(2) Induction de 1’autophagie au bénéfice du virus. L’autophagie peut étre activée par le virus afin
d’augmenter sa réplication virale (virus Zika, DENV-2) ou afin d’étre libéré a 1’extérieur de la cellule
(VZV). Le DENV-2 (A) s’accroche sur un récepteur membranaire lui permettant d’entrer dans la
cellule par le biais d’endosomes. (B) L’enveloppe virale fusionne avec la membrane de I’endosome.
(C) I’endosome fusionne avec un autophagosome pour former un amphisome au sein duquel le virus
peut se répliquer. Le VZV permet (A1) la formation d’amphisomes qu’il va utiliser pour (B1) étre
libéré a I’extérieur de la cellule. (3) Inhibition de I’autophagie au bénéfice du virus. L autophagie est
inhibée par le virus afin d’utiliser les vésicules autophagiques pour libérer les particules virales hors de
la cellule sans provoquer de lyse cellulaire ou afin de former de nouvelles particules virales (EBV et
PIV3). Les virus EBV et PIV3 (A) inhibent la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes
provoquant une accumulation d’autophagosomes. (B) Les membranes autophagiques sont utilisées
pour former de nouvelles particules virales ou (C) pour libérer des particules virales hors de la cellule.
Structures grisées : étapes de la voie de I’autophagie n’étant pas réalisées.
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Cette derniére fusionne ensuite avec un autophagosome formant un amphisome (structure
résultant de la fusion d’un autophagosome avec un endosome). Ce dernier est le site de
formation du complexe de réplication du virus (Khakpoor et al. 2009; Panyasrivanit et al.
2009) (Figure 16).

La voie peut également étre utilisée pour permettre la maturation des virus afin qu’ils
acquierent leur pouvoir infectieux (Jackson 2015). Si la voie de 1’autophagie est inhibée, le
DENV devient moins infectieux (Mateo et al. 2013).

Le virus peut activer la voie de I’autophagie afin de permettre une meilleure propagation des
particules virales hors de la cellule sans induire de lyse cellulaire (Jackson 2015; Lussignol et
Esclatine 2017). Le Varicella Zoster Virus (VZV) induit la formation d’autophagosomes dans
les cultures cellulaires tout au long du cycle d’infection (Buckingham et al. 2014) et la
présence de particules virales du VZV a pu étre détectée au sein de structures suspectées étre
des amphisomes. Cette étude a également mis en évidence que la protéine gE (protéine de
I’enveloppe du VZV la mieux caractérisée) était co-localisée avec MAPL1LC3 et rabll
(un marqueur du recyclage des endosomes) au sein de ces structures. Les auteurs, supposent
que les amphisomes pourraient jouer le rdle de vésicules d’endocytose permettant de libérer le

virus hors de la cellule (Buckingham et al. 2016) (Figure 16).
4.2.3.2. Blocage de la voie de 1’autophagie par les virus

La seconde stratégie employée par les virus consiste a inhiber la voie de [’autophagie.
Ainsi, les vésicules autophagiques produites sont utilisées par les virus pour étre transportés
hors de la cellule ou afin de permettre la formation de 1’enveloppe virale (Jackson 2015)
(Figure 16). Le Virus d'Epstein-Barr (EBV) est associé a une augmentation du nombre de
vésicules marquées avec MAP1LC3 dans le cytoplasme des cellules B au cours de son cycle
de lyse. Cette accumulation correspond a une inhibition de la fusion entre autophagosomes et
autolysosomes due a I’action de protéines virales lytiques (Granato et al. 2014; Nowag et al.
2014). Les membranes des autophagosomes produits pourraient alors contribuer a constituer
la seconde enveloppe du virus dans le cytosol de la cellule infectée ou les vésicules
autophagiques produites pourraient servir a transporter les particules virales afin de les faire
sortir de la cellule.

Le parainfluenza virus (PIV3) développe cette stratégie afin d’utiliser les membranes des
structures autophagiques pour former de nouvelles particules virales et pour transporter les
particules virales hors de la cellule. Pour cela le PIV3 provoque un blocage de la voie de

I’autophagie au niveau de 1’étape de maturation. Le virus va bloquer 1’accrochage de la

56



CHAPITRE | ETAT DE L’ART

protéine SNARE Stx17 (situee dans la membrane des autophagosomes) a la protéine SNAP29
(située au niveau de la membrane du lysosome) empéchant la fusion entre le lysosome et

I’autophagosome (Faure 2014).

Récemment, peu de données étaient disponibles concernant la voie de I’autophagie chez les
mollusques bivalves, notamment concernant la relation entre la voie de I’autophagie et
I’immunité chez les mollusques. Bai et al. (2012) ont été les premiers a démontrer la présence
chez un mollusque, I’ormeau (Haliotis diversicolor), d’un géne potentiellement impliqué dans
I’autophagie et le systéme immunitaire inné, appelé GABAa receptor-associated protein
(GABARAP). llIs ont mis en évidence que ce gene était exprimé de maniere inégale dans les
tissus de cet animal. L expression la plus importante était observée dans I’hépatopancréas et
la plus faible dans les hémocytes. De plus, leurs travaux suggerent que ce géne pourrait jouer
un role important dans le systéme immunitaire de 1’ormeau adulte face a la présence

d’organismes pathogénes (Bai et al. 2012).

La voie de I’autophagie a été étudiée chez I’huitre creuse, C. gigas. Plusieurs génes ATGs
(autophagy related genes) ont été identifiés dans son génome (ATG4, ATG5, ATG7, ATGS,
ATGY9, ATG16, ATG1 et MAP1LC3). lls sont phylogénétiquement proches des ATGs des
mammiféres tel que ’homme, Homo sapiens (Moreau et al. 2015). Au sein du manteau de
C. gigas, des molécules connues pour moduler la voie de I’autophagie chez d’autres
organismes (la carbamazépine un inducteur de la voie et le chlorure d’ammonium, un
inhibiteur de la voie) ont été utilisées. Cela a permis de montrer que I’autophagie existe et est
fonctionnelle au sein de cet organe. Au cours d’une infection expérimentale avec le virus
OsHV-1, les auteurs ont montré par western blot une quantité de protéine MAP1LC3-II
significativement plus élevée chez les huitres infectées par le virus par rapport aux huitres
saines. En présence de chlorure d’ammonium (NH4CI), la survie des huitres infectées par le
virus diminue et une accumulation de la proteine MAP1LC3-11 est observée. Ces résultats
indiquent une non dégradation des autophagosomes. Au contraire, en présence de
carbamazépine, la survie des huitres infectées par le virus augmente, et la quantit¢ d’ADN
viral présent dans les animaux diminue. Des travaux complémentaires menes sur deux
familles présentant des sensibilités contrastées a I’infection par OsHV-1 ont permis de mettre
en évidence une amplitude de modulation différente de la voie de I’autophagie entre ces deux

familles. Cette étude met en lumicre pour la premiere fois, une modulation de 1’autophagie
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chez I’huitre creuse au cours d’une infection par le virus OsHV-1 dans des conditions

expérimentales.

Plus récemment, des travaux réalises par Balbi et al. (2018) ont également démontré pour la
premicre fois que la voie de I’autophagie est présente dans les cellules immunitaires (les
hémocytes) d’un mollusque bivalve, la moule méditerrannéenne (Mytilus galloprovincialis).
De plus, il est suggéré que ce processus pourrait jouer un role protecteur en réponse a une
infection par des Vibrios potentiellement pathogenes. Les chercheurs ont observé au sein des
hémocytes la formation d’autophagosomes et autolysosomes en microscopie €lectronique a
transmission en reponse a V. tapetis. Cependant, le sens du flux autophagique (induction ou

inhibition de la voie) n’a pas été déterminé.
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1. Introduction

L’autophagie est un processus trés conservé (Levine et Deretic 2007) dont le fonctionnement
est bien documenté chez plusieurs especes telles que la levure (S. cerevisiae) et I’homme (H.
sapiens). Cependant ce mécanisme reste peu connu chez un nombre important d’organismes
parmi lesquels les mollusques. Des premiers travaux ont été récemment initiés afin d’étudier
ce processus au sein de I’ormeau, de I’huitre creuse, de la moule méditerranéenne et de la
moule bleue (Moore et al. 2007; Bai et al. 2012; Moreau et al. 2015; Balbi et al. 2018). Ces
recherches ont permis d’identifier certains génes impliqués dans la voie de 1’autophagie et
d’étudier la modulation de ce processus en réponse a des stress environnementaux (Moore et
al. 2007) et a des organismes pathogenes tels que les bactéries (Bai et al. 2012; Moreau et al.
2015; Balbi et al. 2018) et les virus (Moreau et al. 2015). Cependant, la voie de 1’autophagie
reste peu documentée et caractérisée au niveau cellulaire et moléculaire chez les mollusques.
Dans ce contexte, ce premier chapitre vise a caractériser 1’autophagie chez I’huitre creuse,

C. gigas, par la combinaison d’approches cellulaires, moléculaires et protéiques.

La modulation de I’autophagie a été dans un premier temps étudiée au niveau cellulaire dans
les cellules clés du systéme immunitaire de 1’huitre creuse : les hémocytes. Une approche
intégrative a ainsi été entreprise en utilisant les méthodes de cytométrie en flux, de

microscopie a fluorescence et de microscopie électronique a transmission.

En seconde partie de ce chapitre, le récent séquengage du génome de I’huitre creuse (Zhang et
al. 2012) nous a permis (1) d’identifier les protéines constituants la voie de 1’autophagie chez
C. gigas a I’aide de bases de données publiques ; (2) de localiser I’expression de quatre génes
et protéines clés de la voie de 1’autophagie par PCR en temps réel, western blot et

immunohistochimie dans les différents tissus de I’huitre creuse.

Des résultats complémentaires sur la caractérisation de 1’autophagie au niveau cellulaire et
moléculaire chez I’huitre creuse américaine, Crassostrea virginica, sont également présentés
dans une troisiéme partie. Ce travail a fait 1’objet d’un séjour a I’Institute of Marine and
Environmental Technology (IMET) a Baltimore (USA) sous la direction du Dr Colleen
Burge. Des approches précédemment developpées chez C. gigas ont eté appliquées sur
C. virginica afin (1) d’identifier les protéines constituants la voie de 1’autophagie chez
C. virginica a I’aide de la base de donnée publique NCBI ; (2) d’étudier la modulation de
I’autophagie dans les hémocytes et le manteau de C. virginica en utilisant respectivement une

approche cellulaire (cytométrie en flux) et une approche protéique (western blot).

61



CHAPITRE 1l CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

2. Caractérisation de D’autophagie chez C. gigas au niveau

cellulaire

Dans le cadre de cette premiere partie, nous avons étudié 1’autophagie au niveau cellulaire au
sein des hémocytes. Pour cela, des huitres ont été exposées a deux molécules connues pour
moduler la voie de I’autophagie: la carbamazépine (inducteur de la voie) et le chlorure
d’ammonium (NH4CI, inhibiteur de la voie) pendant 24 a 48 h. Apres 24 et 48 h d’exposition,
les hémocytes ont été analysés suivant trois méthodes couramment utilisées en biologie
cellulaire pour étudier I’autophagie chez les mammiféres. (1) Le pourcentage de cellule
possédant des autophagosomes a été suivi par cytométrie en flux. (2) La microscopie a
fluorescence a été utilisée pour déterminer la quantité d’autophagosomes au sein de chaque
cellule analysée. (3) La présence de vacuoles autophagiques a été recherchée au sein des

hémocytes par microscopie électronique a transmission.

Les résultats obtenus ont mis en évidence qu’il était possible de détecter et caractériser des
structures autophagiques au sein des hémocytes de I’huitre creuse. A 1’aide des méthodes de
cytométrie en flux et de microscopie a fluorescence, nous avons montré que le nombre de
cellules présentant des autophagosomes et le nombre de vacuoles autophagiques au sein de la
cellule augmente en présence de NH4Cl et NHsCl+carbamazépine. L’approche en
microscopie €lectronique a transmission a permis d’identifier des vacuoles autophagiques au
sein des hémocytes dans différentes conditions aprés 24 h d’exposition aux molécules.
D’aprés ces résultats, 1’autophagie existe et peut &tre modulée au sein des hémocytes.

L’ensemble de ces résultats a été publié dans le journal Autophagy.
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Abstract

Macroautophagy is a mechanism that is involved in various cellular processes, including
cellular homeostasis and innate immunity. This pathway has been described in organisms
ranging in complexity from yeasts to mammals, and recent results indicate that it occurs in the
mantle of the Pacific oyster, Crassostrea gigas. However, the autophagy pathway has never
been explored in the haemocytes of C. gigas, which are the main effectors of its immune
system and thus play a key role in the defence of the Pacific oyster against pathogens. To
investigate autophagy in oyster haemocytes, tools currently used to monitor this mechanism in
mammals, including flow cytometry, fluorescent microscopy and transmission electron
microscopy, were adapted and applied to the haemocytes of the Pacific oyster. Oysters were
exposed for 24 and 48 h to either an autophagy inducer (carbamazepine, which increases the
production of autophagosomes) or an autophagy inhibitor (ammonium chloride, which
prevents the degradation of autophagosomes). Autophagy was monitored in fresh haemocytes
withdrawn from the adductor muscles of oysters using a combination of the three
aforementioned methods. We successfully labelled autophagosomes and observed them by
flow cytometry and fluorescence microscopy, and then used electron microscopy to observe
ultrastructural modifications related to autophagy, including the presence of double
membrane-bound vacuoles. Our results demonstrated that autophagy occurs in haemocytes of
C. gigas and can be modulated by molecules know to modulate autophagy in other organisms.
This study describes an integrated approach that can be applied to investigate autophagy in

marine bivalves at the cellular level.

Keywords: autophagosome, autophagy, Crassostrea gigas, flow cytometry, fluorescence

microscopy, haemocytes, transmission electron microscopy

Abbreviations: ATG, autophagy-related gene; AVd, late autophagic vacuole; AVi, early
autophagic vacuole; DNA, deoxyribonucleic acid; MCA, multiple correspondence analysis;
NH,4CIl, ammonium chloride; 1P3, myo-inositol-1.4.5-triphosphate; MAP1LC3, microtubule-
associated protein 1 light chain 3; PI, propidium iodide; RNA : ribonucleic acid; TEM,
transmission electron microscopy
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Introduction

Autophagy is a process that controls the quality and quantity of intracellular biomass by
autodigesting cytoplasmic components that range in complexity and size from individual
proteins to whole organelles[1]. Different types of autophagy have been identified, such as
microautophagy, chaperone-mediated autophagy, and macroautophagy. The present study
focused on macroautophagy[2], which is more commonly simply called autophagy and acts as
a bulk process that captures large portions of cytosol or sequesters organelles like
mitochondria or peroxisomes[1], which then fuse with lysosomes. Autophagy is a constitutive
process that contributes to the turnover of cytoplasmic components in the cell (e.g., protein
aggregations, organelles, ribosomes). This pathway is also involved in other key processes,
including microorganism elimination, adaptation to starvation, and cell death[3]. Autophagy
comprises three main steps[4]: (1) in the initiation step, phagophores are formed by the
association of membranes suspected to come from the endoplasmic reticulum, trans-Golgi,
and late endosomes[2]; (2) during the elongation step, the phagophore’s double membrane is
extended and encloses cytoplasmic components to form an autophagosome; (3) finally, the
fusion between the autophagosome and a lysosome leads to the degradation of the enclosed
cytoplasmic components by lysosomal enzymes. Degradation products then return to the
cytoplasm, where they can be reused to build new molecules or in metabolism[5]. These
different steps are regulated by various proteins that are encoded by autophagy-related genes
(ATGsS).

To investigate whether this process occurs and is working in the tissues or cells of different
organisms|[6, 7, 8, 9], a wide range of inhibitors and inducers of the autophagy pathway have
been identified[10, 11]. In the present study, the effects of an inducer (carbamazepine) and an
inhibitor (ammonium chloride; NH4Cl) of the autophagy pathway were investigated. These
molecules were previously reported to modulate the incidence of autophagy in the mantle of
the Pacific oyster, Crassostrea gigas[12]. Autophagy can be induced by carbamazepine,
which acts on the inositol metabolism and provokes a decrease in the level of myo-inositol-
1.4.5-triphosphate (IP3)[6]. Ammonium chloride (NH4CI) is a lysosomotropic compound that

neutralizes the lysosomal pH[7, 8, 9] and inhibits the degradation of autophagosomes.

Several tools have been developed to investigate the effects of drugs and monitor autophagy
at a cellular level in vertebrates. Transmission electron microscopy (TEM) is one of the

principal methods used to detect and quantify autophagic compartments in mammalian
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cells[13, 14, 15, 16], and is notable because it allows autophagic structures in the cytoplasm to
be observed. Fluorescence microscopy and flow cytometry are powerful and complementary
tools that are used to observe autophagy in vertebrate cells, including those of the mouse[17],
Chinese hamster[18], and human[19]. Western blotting and immunohistochemistry are other
methods that can also be used to investigate autophagy in organisms. Most of these tools rely
on the detection and quantification of the protein MAP1LC3 (microtubule-associated protein
1 light chain 3), which is a key marker of the autophagy flow[7].

Recently, Moreau et al.[12] detected the presence of MAP1LC3 in the mantle of C. gigas by
western blotting. The expression level of the MAP1LC3 protein appeared to be modulated by
an inducer and an inhibitor of the autophagy pathway, which were carbamazepine and NH,ClI,
respectively. Furthermore, an accumulation of vesicular structures considered to likely be
autophagosomes was observed in the mantle of the Pacific oyster in the presence of NH4Cl by
TEM. These results demonstrated the occurrence of autophagy in the mantle of C. gigas and
suggested that this process can be modulated by incubating oysters in water baths with NH4Cl
or carbamazepine. However, no information is available about the occurrence or
characteristics of autophagy in haemocytes, which are circulating cells present in the
haemolymph of molluscs that play a key role in their immune response[20] against such

pathogens as protozoans, bacteria, and viruses[21].

Based on preliminary results obtained by Moreau et al.[12] and considering the importance of
haemocytes in the defence mechanisms of bivalve molluscs, in this study we developed a
multi-tool approach to monitor autophagy in haemocytes using a combination of fluorescence
microscopy, TEM and flow cytometry. Combining complementary approaches is needed to
provide robust conclusions [7] and demonstrate that a mechanism like autophagy occurs in a
new species or new targets. This approach was then used to investigate the effects of NH,4CI
and carbamazepine, which are known to inhibit and induce autophagy in mammals,

respectively, on autophagy in C. gigas haemocytes.

Materials and methods

Oysters farming

C. gigas spat was produced at the Ifremer hatchery in La Tremblade, Charente-Maritime,

France. Spawning occurred in March 2015, after which larvae and spat were cultured as

66



CHAPITRE 1l CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

described by Dégremont et al.[22] and Azéma et al.[23]. Prior to the experiment, spat were
acclimatized to a constant flow of filtered and UV-treated seawater enriched in phytoplankton
(Skeletonema costatum, Isochrisis galbana, and Tetraselmis suecica) in 120 L tanks at 19 °C

for at least two weeks.

Experimental design

Three treatments were used to test the modulation of autophagy in oyster spat. Groups of spat
were maintained for 24 or 48 h in seawater supplemented with dissolved (1) NH4CI (Sigma-
Aldrich, A9434) at a concentration of 0.53 g/10 L of seawater, (2) carbamazepine (Sigma-
Aldrich, C4024) at a concentration of 0.071 g/10 L seawater, or (3) carbamazepine+NH,Cl at
concentrations of, respectively, 0.071 g/10 L of seawater and 0.53 g/10 L of seawater [12].
One control condition was also used, which consisted of spat maintain only in the seawater.
For each of the four conditions tested (three treatments and one control), six tanks were used
containing 13 oysters each. At each sampling time (24 and 48 h), three tanks of 13 animals
were sampled per condition. At TO (the time before oysters were incubated in the different
test conditions), three pools of 13 oysters were sampled to record the basal level of autophagy

in their haemocytes.

Haemolymph collection

Haemolymph was withdrawn from the adductor muscles of oysters using a 1 mL syringe
equipped with a needle (0.6x32 mm). Haemolymph was kept on ice to limit cellular
aggregation, and was filtered through a 74 pum nylon filter to eliminate debris. The

haemolymph of the 13 oysters in each tank was pooled.

Flow cytometry approach
Haemocytes with autophagy activity

Percentages of haemocytes with autophagy activity were quantified using the commercial
Cyto-1D® autophagy detection kit (ENZO Life Sciences, ENZ-51031-K200), while following
the manufacturer’s protocol. This kit contains a 488 nm excitable green fluorescent detection
reagent that becomes brightly fluorescent when incorporated into the vesicles produced during
autophagy. For each condition at each sampling time, 3 pools of haemolymph (4 mL) were
centrifuged for 10 min at 1500xg and 4°C. The supernatant was discarded, and the pellet
containing the haemocytes was then suspended in 1 mL of buffer containing the Cyto-1D®
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green detection reagent. Cells were then incubated for 90 min in the dark at room temperature
(21°C). Cells that contained autophagosomes were stained by Cyto-ID® and emitted green
fluorescent light (FL1: 500 — 550 nm).

Haemocyte mortality/viability

As previously described by Gagnaire[24], haemocyte mortality was measured in 200 uL of
cell suspension sampled from each condition (3 replicates) and at each sampling time. Cells
were incubated in the dark for 30 min at 4 °C with 10 pL of propidium iodide (PI, 1 mg/mL;
ThermoFisher Scientific, P3566). Pl is a fluorescent DNA/RNA-specific dye that only
permeates the membranes of dead cells and stains their nucleic acids. Cells that emit red

fluorescent light (FL3: 560 — 670 nm) when stained by PI were thus considered to be dead.

Flow cytometry analysis

For each sample, 5000 events were counted using an EPICS XL 4 particle counter (Beckman
Coulter, USA). Size discrimination was used to ensure that small particles or bacteria were
not counted, so that only haemocytes were taken into account when measuring cell activity.
Results were depicted as cell cytograms and reported as log-scale fluorescence levels of each
marker used. The results were expressed as ratios between the percentage of haemocytes that
positively presented autophagosomes for each condition and the percentage of haemocytes
labelled at TO. Flow cytometry data were analysed with flowing software 2.5.1 (University of
Turku, Finland). To detect any effects of the test conditions, a Kruskal-Wallis test was carried
out in R studio software version 3.3.2 using the package PMCMR (version 4.1). Results were

expressed as means + standard deviations.

Fluorescence microscopy

Haemocytes were labelled as previously described for flow cytometry (cf. ‘Haemocytes with
autophagy activity’ above). For each condition at each sampling time, six replicates of 100 pL
haemocyte suspensions (around 1x10° cells) were deposited on glass slides and
cytocentrifuged for 1 min at 100xg and 4°C. Haemocytes were observed under a fluorescence
microscope at 100x magnification using immersion oil (Leica DMI6000 B, Germany). Useful
images were extracted from LAS AF software (Leica application suite advanced fluorescence
software, Leica Microsystems, Germany) and analysed with ImageJ software (National
Institutes of Health, USA). The fluorescence intensity of thirty haemocytes was measured per

condition and sampling time. For each picture, three background intensities of fluorescence
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were used to obtain a mean fluorescence intensity for the image. The corrected cell
fluorescence was then measured by subtracting the mean fluorescence intensity of the
background from the fluorescence intensity of the haemocytes. Box plots were made and
statistical analyses were performed using the packages ggplot2 (version 2.2.1) and PMCMR

(version 4.1) in R studio software (version 3.3.2).

Transmission electron microscopy

For each condition at each sampling time, two replicates of 1 mL haemocyte suspension
(1x10° cells) were centrifuged at 500xg for 8 min at 4 °C, and the supernatants were then
discarded. Samples were fixed in 3% glutaraldehyde solution (Sigma-Aldrich, G5882) for 24
h at 4 °C. Cells were washed 3 times with 0.4 M cacodylate buffer (C0250, Sigma-Aldrich)
and post-fixed with a solution of 1% osmium tetroxide (75632, Sigma-Aldrich) for 1 h at 4°C.
Cells were washed again in 0.4 M cacodylate buffer twice. After dehydration in successive
baths of ethanol and treatment with two baths of propylene oxide, samples were progressively
impregnated and embedded in Epoxy embedding medium (45345, Sigma Aldrich). After
polymerization at 60 °C, semi-thin sections were cut to 1 um thickness for quality control and
then to 80-85 nm thickness for examination using a Leica Ultracut (EM UCS6, Leica,
Germany), and then were floated on copper electron microscopy grids and stained with uracil
acetate/lead citrate[25]. The sections were examined using a transmission electron microscope
(JEM 1000, JEOL, USA) at 80 kV. Thirty haemocytes per condition were observed on
micrographs taken by TEM. The presence of ultrastructural modifications and autophagic
structures of the haemocytes was examined based on the criteria described in the literature[13,
26, 27]. Ultrastructural modifications included characteristics associated with apoptosis (loss
of pseudopodia, nuclear fragmentation and/or chromatin condensation, and the presence of
apoptotic bodies or membrane blebbing) and necrosis (chromatin condensation, cytoplasmic
and/or mitochondrial swelling, and damage to the cytoplasmic membrane) were also
investigated. Double membrane-bound autophagic structures were identified based on the
presence of a double membrane with a lumen between the two lipid bilayers, with contents
resembling the cytoplasm around the structure in their density and composition. Single
membrane-bound autophagic structures were identified based on the presence of a single
membrane and partially degraded or intact contents. A multiple correspondence analysis
(MCA) was performed to determine the association among variables related to these
ultrastructural and autophagic characteristics, including cell condition, the presence or

absence of a double or single membrane-bound structure and of ultrastructural modifications.
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The packages FactoMineR (version 1.39) and factoextra (version 1.0.5) were used to plot the

results of the MCA in R studio software (version 3.3.2).

Results

Analysis of autophagic modulation in haemocytes of C. gigas by flow cytometry

Prior to measuring the autophagy activity, haemocyte mortality was evaluated using Pl. Mean
cell mortality never exceeded 9.2% in any treatment, and showed low variation among
replicates (CV=3.0%, n=9).

Two haemocyte populations were identified: (1) negative haemocytes, i.e., those not stained
by Cyto-1D®, and (2) positive haemocytes, i.e., those that were stained by Cyto-1D® (Fig. 1A).
The percentage of haemocytes stained by Cyto-ID® differed among oyster exposure

conditions.

These cell populations were further used to determine the autophagy activity of haemocytes
by calculating the ratios between the percentage of cells with autophagosomes in the tested
condition and that at TO (Fig. 1B). At TO, 34£10% of haemocytes were found to be positive
for staining by flow cytometry. No significant difference was observed between the ratio at
TO and those ratios at 24 and 48 h from oysters in the control condition. However, the ratio
significantly decreased from 24 to 48 h (p<0.01) in the control condition, at which point it
returned to the ratio at TO (Fig. 1B). Ratios were significantly higher for the NH,ClI condition
than for the control condition at 24 and 48 h (both p<0.01). In the presence of
carbamazepine+NH,CI, a significant increase in the ratio was also observed compared with
the control condition, but only at 48 h after exposure (p<0.01). With carbamazepine alone, the
ratios at 24 and 48 h were similar to those observed in the control condition at the same

sampling times.

Based on density plots, three haemocyte groups were identified (Fig. 1C). Regardless of the
conditions tested, group | haemocytes were significantly less abundant than those belonging
to groups II and IIT (p<0.001) (Fig. 1D). With the exception of the NH,4CI condition at 48 h,
the proportion of haemocytes representing group Il was significantly higher than that of group
I (p<0.05). Moreover, the proportions of haemocytes in groups I and II decreased

significantly in the presence of the autophagy modulators tested compared to those at TO
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(p<0.001). The relative proportion of group III haemocytes concurrently increased in all of the

tested conditions compared to those at TO (p<0.05).

For all conditions, the percentage of cells in group | was labelled very low (< 0.2%) (Fig. 1E).
The percentage of haemocytes that were positive was always higher in group IlI than that in
group II (p<0.0001). Significantly more positive cells were observed in groups II and III in
oysters exposed for 48 h to NH,ClI and carbamazepine+NH,ClI than in the control condition at
the equivalent sampling times (p<0.05). In contrast, the percent of cells positive significantly

decreased in groups Il and 11l in oysters maintained for 24 h with carbamazepine.

A fluorescence microscopy approach to visualize and analyse autophagic
vesicles in haemocytes

In parallel, the presence of autophagic vesicles in haemocytes was evaluated in the different
conditions using fluorescence microscopy by measuring the mean fluorescence intensity of
thirty cells per condition (Fig. 2A). The mean fluorescence intensity decreased significantly
after 24 h in the control condition (p=0.05) and then returned to the initial (TO) level at 48 h.
The mean fluorescence intensity significantly increased in haemocytes from oysters exposed
to NH,Cl (p <0.01) and carbamazepine+NH4Cl (p<0.01) in comparison to that in the control
condition at 24 and 48 h. No significant difference was observed between the carbamazepine
condition and the control condition. Figure 2B shows haemocytes from oysters exposed to the
four conditions after 24 and 48 h. Low green fluorescence was observed at TO and at all times
in the control condition, while in the NH4Cl and carbamazepine+NH,Cl conditions an
increase in the fluorescence intensity was observed at 24 and 48 h (Fig. 2B).

Identification of ultrastructural modifications related to autophagy in
haemocytes of C. gigas by transmission electron microscopy

Autophagic structures in haemocytes were observed by TEM. After 24 h of exposure to
different modulators, double and single membrane-bound vacuoles resembling autophagic
structures were observed in all conditions (Fig. 3A). The majority (from 61 to 81%) of the
structures identified had a lumen between two membranes in all conditions. All of the
structures had contents resembling the cytoplasm around the double membrane-bound
structure. The single membrane-bound structures each had a single membrane with partially

degraded or intact contents.

In the control condition, haemocytes showed a normal nucleus with no cytoplasmic

modifications, organelles were not swollen, and few vacuoles were present (Fig. 3A). An
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accumulation of vacuolar structures presenting double membranes with cytoplasmic contents
and condensation of the chromatin to a variable extent were noted in haemocytes from spat
that were in contact with autophagy modulators (carbamazepine or NH4Cl) (Fig. 3A). In the
carbamazepine+NH,4CI condition, the ultrastructural modifications generally included variable
condensation of the chromatin, swelling of the mitochondria, and large vacuoles in the cells
(Fig. 3A).

A qualitative approach was carried out to assess the results based on a MCA (Fig. 3B). The
two first dimensions of the MCA were selected for plotting and interpretation because they
represented the majority of the total variance (35.7%) in the data that could be explained
based on the variables examined. The presence/absence of double or single membrane-bound
structures and of ultrastructural modifications to the cell was represented by axis 1. The
second axis took into account the effects of the condition (treatments or control). Figure 3Biii
shows the distribution of the different variables examined as defined by these two dimensions.
The position of the variables in the plotted two-dimensional space indicates the mutual
association among variables. Each point represents several cells that showed the same
profiles. The TO condition was plotted close to the origin of the graph, and there was no
difference between TO points and those at later sampling times in the control condition.
Results for the autophagy inducer (carbamazepine) and inhibitor (NH4CI) conditions were
plotted at opposite positions along the second axis, showing the effect of these molecules on
the autophagy pathway. The carbamazepine+NH,CI condition was plotted at an intermediate

position along the second axis.

Cells plotted on the left side of the graph were similar in terms of the detection of double and
single membrane-bound structures and the absence of ultrastructural modifications in them.
On the right side of the graphs, the absence of double and single membrane-bound structures
was clustered with the appearance of ultrastructural modifications. This demonstrates that
cells in the control condition presented double and single membrane-bound structures but few
ultrastructural changes, whereas cells in the carbamazepine+NH,CI condition did not present
double or single membrane-bound structures but did show ultrastructural modifications. Cells
in the inducer or inhibitor conditions had an intermediate state between that of cells in the two

other conditions.
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Discussion

Macroautophagy, herein referred to simply as autophagy, is used by organisms as a defence
strategy against a wide range of extra- or intracellular stressors[28, 29, 30]. This mechanism
has been described as one of the most important intracellular pathways for the degradation
and recycling of proteins and organelles, and relies on the sequestration of organelles into
double membrane-bound vesicles. Although autophagy was previously measured in the
digestive gland of the blue mussel, Mytilus edulis, to monitor the impact of different
environmental stressors on this process[31, 32], very few studies have investigated this key
mechanism in haemocytes, which are the main cellular effectors of the immune system in
bivalve molluscs. However, bivalve molluscs are particularly exposed to environmental
changes, including changes in climate, pollution, and pathogens that might modulate
autophagy in their haemocytes.

In this study, we combined complementary tools to demonstrate, at the cellular level, that
autophagy can be modulated in haemocytes of Pacific oysters (C. gigas) by known autophagy
modulators (i.e., the inhibitor NH,Cl and the inducer carbamazepine). We used Cyto-ID®
green dye, which labels autophagic compartments[33], to detect and observe autophagy
modulation in the haemocytes of C. gigas by flow cytometry and fluorescence microscopy,
respectively. Flow cytometry is a particularly powerful tool for performing quantitative
analyses of cell populations[34, 35]. In addition, ultrastructural modifications were also
observed by TEM.

Interestingly, the level of haemocytes with autophagosomes in the control condition trend to
increased from TO to 24 h, and then returned close to the TO level at 48 h. The increase

observed at 24 h might correspond to an increase in the basal physiological autophagy level.

Although carbamazepine has been reported to induce autophagy[6, 11], flow cytometry
results obtained in the present study did not show an increase in levels of autophagosomes in
haemocytes of C. gigas exposed to this molecule. Hidvegi et al.[36] observed a dose-
dependent increase in the MAP1LC3-1l to MAP1LC3-1 ratio in mouse hepatic cells,
indicating that carbamazepine elicits increased autophagy flux in these cells. Moreau et
al.[12] also observed that autophagy was induced in the mantle of the Pacific oyster by
carbamazepine. Interestingly, carbamazepine did not induce the activation of autophagy at all
in haemocytes of the mussel Mytilus galloprovincialis[37]. These results, together with results

obtained in the present study, suggest that autophagic responses differ among cell types.

73



CHAPITRE 1l CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

In contrast to carbamazepine, NH4ClI is known to inhibit autophagy, and more specifically to
inhibit autophagosome degradation[7]. In rat[8] and human cell cultures[38, 39], this
molecule has been shown to induce an accumulation of MAP1LC3-Il and prevent the
degradation of autophagosomes[34, 38, 39]. Consequently, exposure to NH,4CI is expected to
induce an accumulation of autophagosomes, resulting in an increase in the numbers of Cyto-
ID®-labelled cells detected by flow cytometry. Since we found that the percentage of
haemocytes with autophagosomes increased significantly in oysters exposed to NH,CI

compared with that in control condition, our results are in accordance with the literature.

The combination of the two modulator drugs (carbamazepine and NH4CI) led to a greater
induction of autophagy at 48 h relative to that in the control condition. This induction was
significantly less than that induced by the inhibitor alone. Our results show that there is no
significant effect of the combination of carbamazepine and NH4CI on the haemocytes of C.
gigas. Carbamazepine alone also did not have an effect on haemocyte autophagy. However,
perhaps carbamazepine can impact other cellular pathways in haemocytes that moderate the
induction of autophagy expected in the presence of NH4Cl alone. It has been reported by
Klionsky et al.[7] that several pharmacological molecules used to induced or inhibit the
autophagy pathway are not specific, and can impact several other cellular pathways as well.
Cyto-1D®-labelled cells were also analysed in this study using fluorescence microscopy.
Intense fluorescent dots similar to the autophagic compartments reported in mammalian
cells[33] maintained in conditions of starvation[17, 38] were observed in the cytoplasm of
oyster haemocytes. An increase in the abundance of these intracytoplasmic autophagic
structures was observed in haemocytes from oysters exposed for 24 and 48 h to NH4CI and
carbamazepine+NH,4CI. This observation confirms the results obtained by flow cytometry.

Flow cytometry also revealed changes in morphological features (size and complexity) of the
haemocytes of oysters exposed to autophagy modulators. Higher percentages of cells with
greater structural complexity were observed after oysters were exposed to NH4Cl, and to a
lesser extent in the cells of oysters exposed to carbamazepine. This increased haemocyte

complexity might be related to increased numbers of autophagic vesicles in the cytoplasm.

TEM is an informative approach that can be used to observe and identify autophagic
structures in tissue sections and cell cultures[7, 14, 15, 16, 40, 41]. In mammals, two
categories of autophagic vacuoles are commonly described[13, 14, 16, 26, 42]: (i) the early
autophagic vacuoles (AVi) or autophagosomes, and (ii) the late autophagic vacuoles (AVd),

also corresponding to autolysosomes or amphisomes. In our study, ultrastructures observed in
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oyster haemocytes were similar to both types of autophagic vacuoles described in the
literature. Analyses of Pacific oyster haemocytes showed that a greater proportion of the
haemocytes contained autophagosomes than autolysosomes in all of the conditions tested.
Similar observations have been reported in mammals, and can be explained by the fact that
autolysosomes are short-lived structures, so that it is difficult to observed them by TEM[14].
The presence of autophagic structures was found herein to be variable, and dependent on the
exposure condition. More autophagic structures bound with double or single membranes were
observed in the control condition, and fewer were observed in the carbamazepine+NH,CI
condition. The NH,4Cl and carbamazepine conditions demonstrated that haemocytes react
differently depending on the molecule with which they are treated. The detection of the
presence of autophagic structures is strongly associated with ultrastructural modifications to

the cell.

Specific ultrastructural features related to autophagy were observed in our study, including a
slight condensation of the chromatin, significant vacuolization of the cytoplasm, and
degradation of the cytoplasmic contents[43, 44]. These modifications appeared to increase in
frequency and extent when oysters were exposed to NH,Cl or carbamazepine compared to
those in the control condition. However when combining both modulators
(carbamazepine+NH,CI) more ultrastructural modifications related to necrosis and apoptosis
were observed than in the other conditions. The interactions between cell death and autophagy
remain unclear[45, 46]. Indeed, there is controversy, as autophagy can be interpreted as either
a form of programmed cell death or as a step that occurs before apoptosis or necrosis that
promotes cell survival. Carbamazepine and NH,Cl in combination were harmful to
haemocytes and induced more characteristic modifications associated with the programmed
cell death response than the autophagy response. Moreau et al.[12] also observed autophagic
structures in mantle cells of the Pacific oyster by TEM. Herein, we demonstrated the presence
of autophagic structures interpreted as autophagosomes or autolysosomes in oyster
haemocytes. These structures were similar to the autophagic vacuoles previously described in

mussel haemocytes[37].

In the present study, we not only confirmed that autophagy occurs in the haemocytes of C.
gigas, but also showed the importance of combining different approaches (flow cytometry,
optical microscopy, and TEM) to monitor autophagy at the cellular level. The guidelines for
the use and interpretation of assays for monitoring autophagy[7] highlight the importance of

using a multi-tool approach to investigate autophagy. By following these recommendations,
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we demonstrated that NH,4CI can inhibit autophagy and that carbamazepine has no effect on
autophagy in the haemocytes of C. gigas. This study described an integrated approach that
can be applied in marine bivalves, including but not limited to the Pacific oyster, to
investigate the potential effects on autophagy of various biotic and abiotic factors, including

chemicals or pathogenic organisms.
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Figure captions

Figure 1. Detection and monitoring of autophagy in haemocytes of C. gigas by flow
cytometry. (A) FL1 histogram overlay of haemocytes stained with Cyto-ID® in normal
condition (at TO) and presenting signs of autophagy inhibition (NH4Cl condition). The
horizontal axis represents the fluorescence intensity, while the vertical axis represents the
number of haemocytes. Based on Cyto-1D® staining, two populations are defined: a negative
cell population situated on the left of the histogram, and a positive cell population situated on
the right of the histogram and only observed in the induced condition. (B) Ratios between
percentages of haemocytes with autophagosomes in the different test conditions (control,
NH,4CI, carbamazepine, carbamazepine+NH,Cl) after 24 or 48 h to those at TO. Values are
means of nine replicates, and error bars represent standard deviation. a: significant difference
between a treatment and the control condition at the respective time (p<0.01). b: significant
difference between control conditions at different times (p<0.01). c: significant difference
between a treatment and the NH4CI condition at the respective time (p<0.01). The red line
represents the basal level of autophagy (TO condition). (C) Forward scatter (FSC) vs. side
scatter (SCC) density plot distinguishing three haemocyte populations. In order to define the
haemocyte populations, 30 000 events were counted. Group | corresponds to haemocytes with
low complexity and size, group Il corresponds to haemocytes with moderate size and
complexity, and group Il corresponds to haemocytes with high complexity and size. (D)
Proportion of haemocytes represented by each of the three populations at TO and after 24 or
48 h post-exposure with different reagents (NH,Cl and/or carbamazepine). The control
condition represents oysters only in seawater, without reagents. (E) Proportion of haemocytes
represented by each of the three populations labelled with Cyto-1D® at TO and after 24 or 48 h
post-exposure with different reagents (NH4Cl and/or carbamazepine). Values are means of
nine replicates, and error bars represent standard deviation. a: significant difference among
respective cell populations relative to proportions of population I cells (p<0.0001). b:
significant difference among respective cell populations relative to proportions of population
IT cells (p<0.0001). c: significant difference among respective cell populations relative to the
control condition (p<0.05). d: significant difference among respective cell populations relative
to TO (p=<0.05).

Figure 2. Observation and measurement of the fluorescence intensity of haemocytes stained
with Cyto-ID®. (A) Difference in the mean fluorescence intensity of haemocytes stained with
Cyto-1D® between each condition at different times and TO. Each blue cross represents the
difference in the mean fluorescence intensity of the haemocytes of the selected condition. The
red line represents the difference in the mean fluorescence intensity of haemocytes from that
at TO. Grey stars represent outliers. Each boxplot was made with n=30; * p<0.01. (B)
Haemocyte pictures from different test conditions (NH4Cl, carbamazepine,
carbamazepine+NH,Cl, and control) labelled with Cyto-ID® (FITC) (column 3) and
counterstained with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (blue) (column 2). A combined
image merging results with DAPI and FITC is presented in column 4. The edges of
haemocytes can be observed in white light (DIC) (column 1). White arrows show the
accumulation of autophagosomes in the haemocytes’ cytoplasm. Scale bar = 10 pum.
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Figure 3. Detection of autophagic structures in haemocytes by transmission electron
microscopy. (A) TEM observations of morphological modifications and autophagic structures
in haemocytes of C. gigas; scale bar =1 pm. i. haemocytes without ultrastructural
modification (control condition); ii. haemocytes exposed to carbamazepine+NH4ClI presenting
ultrastructural modifications; iii. haemocytes treated with an inhibitor of autophagy (NH4CI)
presenting autophagic structures; iv. haemocytes treated with an inducer of autophagy
(carbamazepine) presenting autophagic structures. v. autophagic structures with double or
single membrane-bound structures in all of the different conditions tested; scale bar = 200um.
Arrow: presence of the double or single membrane-bound structure. (B) Results of the MCA
of the different variables examined with the TEM approach. i. histogram of the percentages of
variances explained by each dimension of the MCA; ii. variables’ contributions to each of the
two first dimensions; iii. MCA plot representation of the tested variable (cells with double or
single membrane-bound structures, changed ultrastructural state, and condition).
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3. Caractérisation de D’autophagie chez C. gigas au niveau
moléculaire et protéique

La détection et la caractérisation de structures autophagiques dans la premiére partie de ce chapitre
nous a conduit dans le cadre de cette seconde partie a analyser et caractériser cette voie au niveau
moléculaire. En 2012, le génome de C. gigas a été séquencé et annoté (Zhang et al. 2012) et les
travaux entrepris par Moreau et ses collaborateurs (Moreau et al. 2015) ont permis de déterminer la
présence de certains génes de la voie de I’autophagie (related autophagy genes, ATG) dans le
génome de I’huitre creuse. Cependant, ’ensemble des génes constituant la voie de I’autophagie ne
sont pas connus et I’expression des genes et protéines clés de la voie de ’autophagie n’a jamais été

étudiée dans différents compartiments tissulaires de 1’huitre creuse.

Dans un premier temps, un inventaire le plus exhaustif possible des protéines de la voie de
’autophagie a été dressé chez C. gigas a I’aide de bases de données publiques (NCBI et UniProt).
Les sequences protéiques de quatre ATG de I’huitre creuse et de plusieurs organismes eucaryotes

ont été alignées et analysées au niveau phylogénétique.

Puis, une approche par PCR en temps réel a été développée pour suivre I’expression de plusieurs
génes clés de la voie de I’autophagie (BECN1, mTOR, MAP1LC3 et SQSTML1) dans différents
compartiments tissulaires de I’huitre creuse (manteau, branchies, gonade, muscle, palpes labiaux,
ceeur, hémocytes, glande digestive). L’expression et la localisation des protéines mTOR, SQSTM1,

BECNL1 et MAP1LC3 ont egalement été suivies par western blot et immunohistochimie.

D’apres les résultats obtenus, la voie de I’autophagie est structurellement et constitutionnellement
conservée chez I’huitre creuse. Les compartiments tissulaires de C. gigas explorés révelent la

présence de I’autophagie de maniére constitutive.
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Abstract

The Pacific oyster, Crassostrea gigas, is a mollusk bivalve commercially important as a food
source. Pacific oysters are subjected to stress and diseases during culture. The autophagy
pathway is involved in numerous cellular processes, including responses to starvation, cell
death, and microorganism elimination. Autophagy also exists in C. gigas, and plays a role in
the immune response against infections. Although this process is well-documented and
conserved in most animals, it is still poorly understood in mollusks. To date, no study has
provided a complete overview of the molecular mechanism of autophagy in mollusk bivalves.
In this study, human and yeast ATG protein sequences and public databases (Uniprot and
NCBI) were used to identify protein members of the C. gigas autophagy pathway. A total of
36 autophagy-related proteins were found in the Pacific oyster. RACE-PCR was performed on
several genes. Using molecular (real-time PCR) and protein-based (Western blot and
immunohistochemistry) approaches, the expression and localization of BECN1, MAP1LC3,
MTOR, and SQSTM1, was investigated in different tissues of the Pacific oyster. Comparison
with human and yeast counterparts demonstrated a high homology with the human autophagy
pathway. The results also demonstrated that the four key autophagy genes and their protein
products were expressed in all the analyzed tissues of C. gigas. This study allows the

characterization of the complete C. gigas autophagy pathway for the first time.
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Introduction

Autophagy is an important mechanism that contributes to the maintenance of cellular
homeostasis and different cellular processes, including adaptation to starvation,
microorganism elimination, and cell death. Three main categories of autophagy are commonly
described: microautophagy, chaperone-mediated autophagy, and macroautophagy [1,2].
During microautophagy, cytoplasmic compounds are taken up by invagination of the
lysosomal membrane. In chaperone-mediated autophagy, the targeted proteins are
translocated across the lysosomal membrane. Macroautophagy, more commonly referred to
simply as autophagy, acts as a bulk process that captures large portions of cytosol or
sequesters organelles such as mitochondria or peroxisomes, which then fuse with lysosomes
[1]. Each stage of the cellular mechanism of autophagy is regulated by several autophagy-
related proteins (ATG).

The autophagy molecular pathway was first described in the yeast, Saccharomyces cerevisiae,
in the 1990s [3]. Forty-one ATG have since been identified in yeast [4]. Since 1990, the
research of ATG to better understand the autophagy molecular mechanism in other organisms
has started. Homologs of ATG genes have been found in Homo sapiens, worms, flies, and
mammals [1], and many have similar roles as in yeast [5]. The core molecular machinery of
the autophagy pathway, which corresponds to ATG proteins essential for autophagosome
formation [6,7], is highly conserved in eukaryotic cells including plants, yeast, and mammals
[6,8-10]. In yeast, this core mechanism consists of 18 ATG proteins, classified into several
functional groups: the Atgl/unc-51-like kinase (ULK) complex, class Il
phosphatidylinositol-3-kinase (PtdIns3K) complex, ATG12 and LC3 conjugation systems,
and Atg9/mATG9 and its cycling system [5]. However, in many organisms, the molecular

machinery of autophagy remains unknown.

In mollusks, relatively few studies have aimed at identifying autophagy proteins and to
analyze their responses in the presence of pathogens, or at different developmental stages. The
GABARAP protein has been identified in the small abalone Haliotis diversicolor, and the
relative expression of the relevant gene have been characterized at different stages of
development or in presence of the bacteria, Vibrio tapetis [11]. In C. gigas, several
autophagy-related proteins, including MAP1LC3, Beclin 1 (BECN1), ATG4, ATG5, ATGY,
ATGY9A, and ATG16L1 have been identified [12]; moreover, the relative expression of
BECN1 and MAP1LC3 has been evaluated in presence of the virus OsHV-1 [12]. However,
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the complete pathway has not been characterized in bivalves.

Therefore, the aim of our study was to decipher the autophagy pathway in the Pacific oyster,
C. gigas, the most important shellfish farming resource in France which has been affected by
several diseases since the 1990s. Young and adult Pacific oysters have been regularly affected
by outbreaks of mass mortality caused respectively by ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) and the
bacteria Vibrio aestuarianus [13]. The Pacific oyster genome was sequenced in 2012 [14],
which allowed us to screen the Pacific oyster genes for the presence of autophagy related
proteins. These sequences were then compared to ATG homolog present in others organisms.
Some proteins that present incomplete sequences were re-sequenced using RACE-PCR. The
expression of the beclin 1 (BECN1), microtubule associated protein 1A/1B light chain
(MAP1LC3A), serine/threonine protein kinase TOR (mTOR), and sequestosome-1 (SQSTM1)
genes was detected in different tissues of C. gigas by real-time PCR. Finally, four human
heterolog antibodies targeting BECN1, MAP1LC3A, mTOR, and SQSTM 1 were selected
according to their high protein sequence homology with the C. gigas ATG counterparts,
allowing us to confirm the presence of these four proteins in different tissues of C. gigas by
Western blotting and immunohistochemistry. In this study, we identified and characterized the
ATG proteins in a mollusk bivalve, C. gigas, for the first time. Moreover, new protein-based
and molecular approaches were described. These approaches can be used to further
investigate the modulation of autophagy in C. gigas in response to various biotic and abiotic

factors, including environmental stressors and pathogenic organisms.

Materials and Methods

Identification of autophagy proteins in C. gigas

A preliminary search for C. gigas ATG homologs was performed in the universal protein
resource, Uniprot (https://www.uniprot.org/). As a second approach, we used the BLASTp
program of the National Center for Biotechnology Information (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) to search for C. gigas ATG homologs using H. sapiens and S.
cerevisiae ATG protein sequences collected from the Uniprot database. Conserved domain
analysis of each C. gigas ATG was performed using the CD-search module of NCBI. The
percent identity of each C. gigas ATG sequence with the human and yeast sequences was

evaluated using the “Needleman-Wunsch Global Align Nucleotide Sequences” tool in NCBI.
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All the protein sequences of the three organisms are provided in Supplementary file n°1
(Annexe B).

Oysters

One-year-old Pacific oysters, C. gigas, were produced at the Ifremer facilities in Argenton,
Finistére, France. Animals were maintained in raceways supplied with a constant flow of
seawater at 19 °C, enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrysis galbana, and

Tetraselmis suecica).

Total RNA extraction and cDNA synthesis

Pieces of mantle, gills, labial palps, muscle, digestive gland, heart, and gonad were collected
from Pacific oysters (100 mg). A 1 mL pool of haemolymph was withdrawn from the

adductor muscle of four animals.

For each tissue, total RNA was extracted using TRIzol™ Reagent (Ambion) according to the
manufacturer’s recommendations. Total RNA was treated with TURBO™ DNAse
(Invitrogen) to remove genomic DNA. The quality and quantity of the RNA were determined
using a NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A mock reverse transcription was performed
after each DNAse treatment to control for the absence of oyster and/or viral genomic DNA.
First-strand cDNA synthesis was carried out using SuperScript® 111 Reverse Transcriptase
(Invitrogen) with 500 ng of treated RNA.

Identification and characterization of autophagy-related genes

To obtain full-length cDNAs for ATG7, ATG12 and ATG9, RACE-PCR reactions were
carried out using the SMARTer® RACE 53" Kit (Clontech Laboratories) according to the

manufacturer’s instructions. Primers were designed using the open-source Primer3 software

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) and synthetized by Eurogentec

(Table 1). First-strand cDNAs synthesis, ligation, and cloning were performed with the TA
Cloning Kit (Invitrogen) and transformation was performed with Topl0 competent bacteria
(Invitrogen). Several clones were sequenced from both ends using the BigDye® Terminator
v3.1 sequencing kit with an ABI PRISM® 3130 XL-Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®), a 36 cm capillary array, and POP 7 polymer. Open reading frames and protein
conserved domains were identified (ORF finder and Conserved Domain, NCBI). Complete

sequences were deposited in GenBank and assigned under the accession numbers MK069430
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(ATG9), MK069431 (ATG12), and MK173046 (ATG7). The isoelectric point and molecular
mass were calculated in http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html.

Protein sequence alignment and phylogenetic analysis

Multiple amino acid sequence alignments were performed with sequences from ten species:
human (H. sapiens), eastern oyster (Crassostrea virginica), chicken (Gallus gallus), zebrafish
(Danio rerio), fly (Drosophila melanogaster), worm (Caenorhabditis elegans), mouse (Mus
musculus), sea urchin (Strongylocentrotus purpuratus), lamp shell (Lingula unguis), and
European honey bee (Apis mellifera). The ATG protein sequences of the ten species were
obtained from the Uniprot or NCBI databases. Alignments were performed using ClustalW
[15] with the BioEdit sequence alignment editor version 7.0.5.3. The phylogenetic trees were
constructed with MEGA 7 software version 7.0.26, using the Neighbor joining method
(bootstrap = 1000). The amino acid sequences from the ten species used to perform the
alignments and the phylogenetic analysis are listed in supplementary file n°2 (Annexe C).

Real-time quantitative PCR and relative expression

Real-time quantitative PCR was performed in duplicate using an Mx3000 Thermocycler
sequence detector (Agilent). All forward and reverse primers used in the present study were
designed using Primer3 software (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi)
and synthesized by Eurogentec. Real-time gquantitative PCR was used to evaluate autophagy-
related gene expression (BECN1, MAP1LC3A, mTOR, and SQSTM1). Amplification reactions
were performed in a total volume of 20 pL. Each well contained 5 uL cDNA (diluted 1:30),
10 pL Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR® green gPCR Master Mix (Agilent), 2 pL of each primer
(3 uM) and 1 pL distilled water. The cycling conditions were as follows: 3 min at 95°C,
followed by 40 cycles of amplification at 95°C for 5 s and 60°C for 20 s. Melting curves were
also plotted to ensure that a single PCR product was amplified for each set of primers. In all

cases, negative controls (without cDNA) were included to rule out DNA contamination.

Four specific primer pairs were designed for unique gene sense or antisense sequences and
validated by real-time PCR (Table 2). Standard curves were generated for each primer pair
using serial dilutions of total cDNA, and PCR efficacy (E = 105"} was calculated based
on these curves [16]. Thus, the four ATGs were normalized using the oyster housekeeping
gene of C. gigas, elongation factor 1-alpha (EF1-a) (GenBank, Accession N°. AB122066). A
pool of the different tissues of C. gigas tested in this experiment was used for calibration. The

relative quantification value (ratio R) was calculated using the method described by Pfaffl,
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2001 [17]: R :[(Etarget) ACT target(control—sample)]/[(Eref) ACT ref(control—sample)]. All amplification
obtained by real-time PCR was validated by sequencing using the ABI PRISM® 3130 XL-
Avant Genetic Analyzer with a 36 cm capillary array and POP 7 polymer (data not shown).

Western blotting

Pieces of mantle, gills, labial palps, muscle, digestive gland, heart, and gonad were collected
from one Pacific oyster (20 to 25 mg). A pool of 10 mL of haemolymph from 12 animals was
withdrawn from the adductor muscle and centrifuged for 10 min at 1500 x g at 4 °C. The
supernatant was discarded, and the pellet containing the haemocytes was used for protein
extraction.

For each tissue sample, protein extraction was carried out in 200 pL cell extraction buffer
(Invitrogen). Samples were ground using a pellet piston and lysed on ice for 30 min in cell
extraction buffer with 1 mM PMSF (Euromedex) supplemented with a protease inhibitor
cocktail (Sigma-Aldrich). Lysates were centrifuged at 13000 rpm for 10 min at 4 °C, and
supernatant fractions were recovered. All the extracted samples were quantified using the
commercial Pierce™ BCA protein assay kit (Thermo Scientific).

From each tissue, 30 ug of protein extract was loaded and migrated on an 8-16 % SDS-
polyacrylamide gel (Bio-Rad). For haemocytes, only 22 ug was loaded. Proteins were
transferred onto a PVDF membrane and blocked in TBS 0.1 % Tween 20 containing 5 %
BSA (5 % TBST) for 45 min. The membrane was then incubated overnight at 4 °C with the
following primary antibodies: MAP1LC3 at 1:200 (#3738, Cell Signaling Technology®),
BECN1 at 1:1000 (#3738, Cell Signaling Technology®), mTOR at 1:1000 (PA5-13263,
Thermo Fisher Scientific), actin at 1:500 (A4700, Sigma-Aldrich), and SQSTM1 at 1:6000
(PO067, Sigma-Aldrich), diluted in TBST 5 %. The actin antibody was used as a loading
control. Membranes were washed three times for 10 min at room temperature with TBS 0.1 %
Tween 20 containing 1 % BSA (1 % TBST). Membranes were then incubated with anti-rabbit
at 1:2500 (NA934, GE Healthcare) or anti-mouse at 1:5000 (NA931, GE Healthcare) HRP-
conjugated secondary antibodies for 45 min at room temperature. Each membrane was
washed three times for 10 min with 1 % TBST. Immunoreactive bands were then detected by
enhanced chemiluminescence using the Amersham ECL Western Blotting Analysis system
(GE Healthcare).
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Immunohistochemistry

Whole oysters were preserved in Davidson’s fixative (22 % formaldehyde, 33 % ethanol 95°,
12 % glycerol, 33 % filtered sea water [0.2 um filters], and 10% acetic acid) for 48 h and then
stored in ethanol before being embedded in paraffin wax blocks. Sections 5-pum thick were cut
and mounted on silane-coated slides (100003, Dutscher, France). The tissues were
deparaffinized in xylene twice for 10 min, rinsed twice for 10 min with absolute ethanol, and
unmasked in citrate buffer for 30 min at 90 °C. After cooling, slides were washed in 1X PBS
for 10 min. Non-specific binding was blocked using PBS containing 1 % dried skimmed milk,
for 30 min at ambient temperature. The slides were then incubated overnight at 4 °C with the
polyclonal primary antibody diluted in 1X PBS, supplemented with 0.5 % dried skimmed
milk (1:10 for anti-mTOR [PA5-13263], 1:20 for anti-MAP1LC3A [AP1805a, Abgent
primary antibody company], 1:100 for anti-SQSTM1 [P0067] and 1:50 for anti-
BECN1[GTX55535, GeneTex]). Unbound primary antibodies were removed with five washes
in PBS 1X. The slides were then incubated for 45 min with the secondary anti-rabbit antibody
(A0545, Sigma-Aldrich) diluted 1:200 in 1X PBS supplemented with 0.5 % dried skimmed
milk at ambient temperature in the dark. Unbound secondary antibody was removed with five
washes in 1X PBS in the dark.

Using the SIGMAFAST™ 3 3'-Diaminobenzidine (DAB) tablet set (Sigma-Aldrich), one
DAB tablet and one Urea-Hydrogen Peroxide tablet were dissolved in 1 mL of water. This
solution was added to each tissue section, and the sections were then incubated for 10 min in
the dark at room temperature. The reaction was stopped by rinsing the slides with distilled
water. Sections were stained for 10 s in Mayer hematoxylin (VWR International S.A.S.), then
30 s in water, 1 min in absolute ethanol, and finally soaked in xylene before mounting with
Eukitt resin for microscopic observation. For negative controls, the same protocol was used

but without adding the primary antibodies.

Results

Protein mining of the C. gigas autophagy pathway

All the ATG protein sequences for C. gigas, S. cerevisiae, and H. sapiens were obtained
(supplementary file n°1, AnnexeB) and compared using the Uniprot and NCBI databases. The

results demonstrated that in C. gigas, 36 ATG proteins belonging to the five complexes
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implicated in initiation, nucleation, elongation, completion, and fusion of the autophagosome
were identified (Table 3).

As in other eukaryotes, the ATG proteins involved in the core molecular mechanism of
autophagy are present in C. gigas and their amino acid sequences are conserved compared to
S. cerevisiae and H. sapiens. The C. gigas LC3 family members GABARAP, GABARAP
protein-like 2 (GABARAPL?2), and MAP1LC3A share respectively, 93, 74, and 73 % identity
with the human counterpart sequences. The yeast counterpart sequences share respectively, 55
and 61 % identity with the GABARAP and GABARAPL2 protein sequences of C. gigas.
Most of the ATG proteins that constitute the two conjugation systems, ATG12 and LC3, as
well as the Atg9/mATG9 system, appear to be well conserved between human and Pacific
oyster. Several proteins of the Atgl/ULK and Ptdins 3K complexes of C. gigas, including
MTOR (62 %), phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 (PI3KC3) (63 %), and
BECNL1 (62 %), share a high percentage of sequence identity with H. sapiens counterparts.

Nevertheless, several ATG proteins identified in S. cerevisiae or H. sapiens are not present in
C. gigas. This is the case for Atgl7, Atgl9, Atg20, Atg23, Atg24 (Sorting nexin-4), Atg27,
Atg29, and Atg31 that are present only in yeast; and WIPI1 and MAP1LC3B, present only in

H. sapiens.

Molecular characterization and phylogenetic analysis of incomplete genes

Due to the importance of ATG7, ATG9, ATG12, and ULK1 in the core molecular machinery
of the autophagy pathway, the complete sequences of these four genes were obtained by 5'/3'
RACE-PCR and deposited in GenBank (Table 1).

The complete ATG7 sequence (MK173046) contains 2334 nucleotides and 778 amino acids
(Fig. 1). We found an open reading frame (ORF) of 2091 nucleotides and 696 amino acids,
containing the two entire ATG7_N and Apg7 domains (Fig. 1A). The hypothetical isoelectric
point is at 5.43 and the estimated molecular mass is 78.1 kDa. Nine homologous ATG7
protein sequences from different animals were used for multiple sequence alignments (Fig.
1B). The results demonstrated that the two domain regions seem to be well conserved
between all the species tested. The phylogenetic tree (Fig. 1C) based on the ATG7 amino acid
sequence from the same species showed that this protein is close to other mollusk species, and
shares similarities with human ATG7 protein. Crassostrea virginica shares 85 % identity
(query cover of 99 %), and Mizuhopecten yessoensis 67% identity (query cover of 96 %), with

our ATG7 sequence. Moreover, the H. sapiens ATG7 homolog shares 54 % identity with
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C. gigas ATGT7. The protein sequence seems to be different to other species like C. elegans,

D. melanogaster, and A. mellifera.

The complete ATG12 sequence (MK069431) comprises 309 amino acids and 929 nucleotides.
This sequence presents one ORF of 357 bp and 118 amino acids, and contains the APG12
domain (Fig. 2A). The hypothetical isoelectric point is at 6.72 and the estimated molecular
mass is 13.1 kDa. Alignment of the protein sequences from ATG12 homolog species showed
that the APG12 domain is highly conserved between all the tested species (Fig. 2B). The
phylogenetic tree showed that all the mollusks are classified in the same group (Fig. 2C). This
sequence shares high identity with C. virginica (94 %, query cover of 100 %) and M.
yessoensis (64 %, query cover of 99 %). The C. gigas sequence is more similar to the H.
sapiens than the C. elegans and S. purpuratus sequences. The H. sapiens sequence shares 62

% identity with C. gigas.

The sequence of ATG9 (MK069430) comprises 3032 bp and 1010 amino acids. One ORF was
found, consisting of 2409 nucleotides and 802 amino acids, and contains the entire APG9
domain (Fig. 3A). The hypothetical isoelectric point is at 5.88 and the estimated molecular
mass is 91.9 kDa. Sequence alignment of the ATG9 protein of different species showed that
the APG9 domain is highly conserved (Fig. 3B). The phylogenetic tree demonstrated that the
C. gigas ATG9 sequence is similar to bivalves, like those from C. virginica (88 %, query
cover of 97 %) and Lingula anatina (52 %, query cover of 99 %). This sequence is also
similar to vertebrates. H. sapiens ATG9A shares 43 % identity with C. gigas (Fig. 3C).

The ULK1 sequence was analyzed by RACE PCR, and a sequence of 1745 bp was obtained.
However, no specific domains of the ULK1 gene were identified in the sequence. The ULK2
sequence was identified in C. gigas (Uniprot number: K1PNL8). This sequence consists of
2808 bp and 936 amino acids, and contains the entire STKc_ULK1 2-like domain (Fig. 4A).
The hypothetical isoelectric point is at 8.64 and the estimated molecular mass is 103 kDa. The
alignment of eight protein sequences from different organisms demonstrated that the
STKc_ULK1_2-like domain situated in the first part of the sequence seems to be well
conserved between the different species (Fig. 4B). The phylogenetic tree showed that the
ULK?2 sequence is similar to vertebrate ULK2 sequences (Fig. 4C). The H. sapiens sequence
shares 34 % identity with the C. gigas sequence, and our sequence shares a high identity with
other bivalve ULK2 proteins, like those from C. virginica (94 %, query cover 100 %), M.
yessoensis (60 %, query cover 99 %), and L. anatina (50 %, query cover 99 %).
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Expression of four ATG genes in C. gigas tissues

The relative expression of key ATG genes of the two initiation complexes (mMTOR and
BECN1) and the LC3 conjugation system (SQSTM1 and MAP1LC3A) was measured to
determine in which C. gigas tissues autophagy occurs. All the tissues tested constitutively
expressed BECN1, mTOR, SQSTM1, and MAP1LC3A (Fig. 5). However, the level of

expression of each gene varied among the analyzed tissues.

Detection of autophagy proteins in C. gigas

Western blotting and immunohistochemistry approaches were used to confirm the presence of
key ATG proteins of the two initiation complexes (NMTOR and BECN1) and the LC3
conjugation system (SQSTM1 and MAP1LC3) in C. gigas tissues.

The Western blot analysis revealed that the autophagy proteins BECN1, MAP1LC3, mTOR,
and SQSTM1 were abundant in all the tested tissues of the Pacific oyster (Fig. 6). While
MAP1LC3-1 appeared to be expressed in all the tissues tested, the MAP1LC3-Il form was

strongly detected in the mantle and gills.

The immunohistochemistry results obtained from C. gigas tissues confirmed the results
obtained by Western blot and allowed to better detect the localization of autophagy proteins in
the tissues (Fig. 7). No labelling was observed in the negative control C. gigas tissues (Fig.
7a-f). In contrast, in the presence of the four primary antibodies, labelling (corresponding to
the formation of brown precipitates) was observed in the mantle, gills, gonad, and digestive
gland. Each protein exhibited a specific localization pattern. The SQSTM1 protein was
detected in the epithelium of the mantle and gills (Fig. 7g,i), nervous tissue, connective tissue
(Fig. 7h), and glandular cells of the digestive tubules (Fig. 7j). Spots of strong MAP1LC3A
staining were observed in vesicular cells of connective tissue, mantle (Fig. 7k), and digestive
epithelium (Fig. 7m). A diffuse labelling was observed in muscular fibers (Fig. 71) and in
granular cells of the digestive tubules (Fig. 7n). For the BECN1 protein, positive staining was
observed in glandular cells of the digestive tubules (Fig. 7r), some cells of the gill filament
(Fig. 7q), nervous tissue (Fig. 70), and mantle and gonad epithelia (Fig. 7p). mTOR-specific
antibodies stained the muscle, nervous tissue, and some nuclei of mantle epithelial cells (Fig.
7s), connective tissue in gills and gonad (Fig. 7u,t), nuclei of oocytes, and glandular cells in

the digestive tubules (Fig. 7v).
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Discussion

Macroautophagy, more commonly simply called autophagy, is a mechanism widely
conserved in eukaryotes and has been described for models organisms like yeast, humans,
worms, and insects [1,9]. However, in many organisms like mollusks, autophagy is still
poorly understood. Although several ATG proteins have been reported in mollusks,
information on the components of the molecular machinery of the autophagy pathway in this
phylum remains scarce. Moreover, the localization of autophagy activity in bivalve tissues has
not been explored.

Mollusk bivalves are generally exposed to numerous biotic (pathogens) and abiotic (tide,
pollution) stressors. Initial studies demonstrated that the autophagy pathway can play an
important role in the response to these different stress factors [12,18,19], highlighting the
importance of elucidating the autophagy pathway in mollusk bivalves. In this study, we
characterized the autophagy pathway by data mining of the Pacific oyster genome [14]. Real-
time guantitative PCR, Western blotting, and immunohistochemistry were used to study the
ATG proteins that constitute the C. gigas autophagy pathway, and the expression of four key
genes and proteins were analyzed in different tissue compartments of the Pacific oyster.

The core molecular machinery of autophagy comprises five complexes containing ATG
proteins conserved from yeast to mammals [5,7]. Our results showed that the major ATG
proteins and the different complexes of the core molecular machinery are present and
expressed in the Pacific oyster (Fig. 8). The autophagy pathway in C. gigas is conserved
among eukaryotes, from the initiation of autophagy by ULK and the PtdIins3K complex to
autophagosome formation by the Atg9/mATG9 cycling system and two conjugation systems,
ATG12 and LC3.

Our results also showed conserved sequences and conserved domains in some proteins of the
autophagy pathway. Several key ATG proteins of the two complexes of the initiation step
(BECN1 and ULK2) and the LC3 conjugation system (GABARAP/LC3 family members,
SQSTM1) were highly conserved. BECN1 plays a role as a platform for assembly and
stimulation of activity [20], whereas ULK2 mediates membrane targeting, vesicle tethering,
and co-assembly of subunits [21-23]. LC3 family members and SQSTM1 are important for
membrane isolation during the elongation step [24] and cargo recognition of
polyubiquitinated proteins, respectively [25-28]. Except for ULK2, the domains that comprise

these proteins are the same as for their H. sapiens counterparts [20,24,29,30]. These data

98



CHAPITRE 1l CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

suggest that the role of these proteins is conserved between mollusks and mammals. In
support of these results, the ATG proteins BECN1 and MAP1LC3 were reported to be
phylogenetically close to their human orthologs [12]. Moreover, higher eukaryotes of
different phyla (worms, insects, plants, mammals) have essentially similar roles compared to
yeast [31,32].

Some other C. gigas ATG protein sequences were incomplete and some were not found. The
sequences of several proteins implicated in the LC3 and ATG12 conjugation systems (ATG7
and ATG12) and the Atg9/mATG9 cycling system (ATG9) were incomplete. However, these
proteins that are conserved in other invertebrates like the crustacean Macrobrachium
rosenbergii [10], play important roles in the mechanism of autophagy. In our study, we
obtained the complete sequences for ATG7, ATG12, and ATG9 by RACE-PCR. The amino
acid sequences of these three proteins are highly conserved with their eukaryotic counterparts.
Moreover, the domains are also conserved and similar to H. sapiens protein counterparts,
suggesting a conserved function for these proteins as with the other eukaryotes. ATG7 and
ATG12 mediate the tethering of a phosphatidylethanolamine on the MAP1LC3 protein, and
ATGY regulates/participates in the delivery of membrane for the formation of
autophagosomes [33,34]. The full characterization of ATG7, ATG12 and ATG9 by RACE-
PCR demonstrated that the genome assembly of C. gigas by Zhang et al. [14] is not reliable or

have annotation problems.

We did not found MAP1LC3B, ULK1, and WIPI 1 proteins in C. gigas. Nevertheless, these
proteins play important roles in the mechanisms of autophagy [35-37]. MAP1LC3B is the
more commonly described and studied LC3/GABARAP family member [37]. Schaff [37]
reported that this protein is implicated in phagophore elongation, promotes tethering and
membrane fusion. ULKL1 is involved in the phosphorylation of BECNL1, activation of the
PtdIns3K complex, and promotion of autophagy [38]. WIPI1 is known to play an essential
function in mammals [36]. Meanwhile, WIPI1, WIPI2, and WIPI4 are redundant PtdIns3P
downstream effectors of PI3KC3-mediated Ptdnins3P production at the onset of autophagy
[36]. Nevertheless, the specific role of each ULK1 homolog and each WIPI and
LC3/GABARAP families members remains unclear [24,36,39]. We do not know if the
absence of these proteins can affect the autophagy machinery, or if their function is replaced
by redundancy with other family members. In addition, we cannot conclude whether the
proteins are simply not present in C. gigas, or whether the absence is due to issues with the

annotation or assemblage of the C. gigas genome.
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Moreover, other ATG proteins (Atgl7, Atgl9, Atg20, Atg23, Atg24, Atg27, Atg29, and
Atg31) specific to other autophagy-related pathways defined in yeast (starvation-induced
autophagy, cytoplasm vacuole targeting, and pexophagy pathways) [40] were not found in C.
gigas. These proteins are not essential for the functioning of the core molecular machinery

and are not required for the formation of the autophagosome [40].

Using real-time PCR, Western blotting, and IHC, we detected the expression of four genes
and proteins, namely, mTOR, SQSTM1, BECN1, and MAP1LC3A in different tissues of the
Pacific oyster. According to the real-time PCR and Western blotting results, MAP1LC3A,
SQSTM1, mTOR, and BECN1 were constitutively expressed in the mantle, gills, muscle,
labial palps, digestive gland, gonad, heart, and haemolymph at both the gene and protein
levels. Similar results were obtained for the abalone Haliotis diversicolor [11]. The presence
of the MAP1LC3, SQSTML1, and BECNL1 proteins was also detected by Western blot in
various tissues of the giant freshwater prawn M. rosenbergii including in the hepatopancreas,

ovary, muscle, brain, eyestalk, and thoracic glands [10].

The IHC analysis using the four antibodies revealed diffuse staining in the mantle, gills,
gonad, and digestive gland of the Pacific oyster, C. gigas. This phenomenon has been
frequently reported for mammal tissues labelled with MAP1LC3 and BECN1-specific
antibodies [41,42]. With IHC, a diffuse staining is more commonly observed in tissues than a
characteristic spot staining pattern [41]. In M. rosenbergii, the MAP1LC3 and SQSTM1
proteins were detected in the gonad by IHC [10].

The results showed that autophagy is constitutively detected at both the molecular and protein
levels in the tested tissues of the Pacific oyster. Several studies have already reported that
autophagy is implicated in a variety of cellular processes like innate immunity, response to
environmental stressors (like anoxia and hyperthermia), and embryonic and larval
development in mollusks [11,12,18,19,43]. However, in C. gigas, the cellular functions of

autophagy need to be further investigated.

Conclusion

We identified and characterized for the first time the core molecular machinery of the
autophagy pathway in a mollusk bivalve, the Pacific oyster, C. gigas. We demonstrated that
this machinery is conserved with other eukaryotic organisms (Fig. 8). The Pacific oyster

autophagy pathway proteins are more similar to the mammal than insect and yeast Atg
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proteins. However, some key genes could not be identified, highlighting that a more complete
genome sequence for C. gigas is required. Through a combination of different approaches
including real-time quantitative PCR, Western blotting, and immunohistochemistry developed
in this study, we have shown that the autophagy pathway is constitutively expressed in the
different tested tissues of the Pacific oyster. In the future, these findings and the different
molecular approaches used will be applied to elucidate the role of the autophagy pathway in
C. gigas and other bivalves in response to biotic and abiotic stimuli, such as environmental

stressors or pathogenic organisms.
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Figure captions

Figure 1. Phylogenetic analysis of autophagy protein ATG7 of the Pacific oyster. A.
Schematic annotation of the ORF protein sequence. B. Global alignment of counterpart
proteins sequences of ATG7 from animals of different part of the animal kingdom. Dashes (-)
indicate gaps. C. Neighbour-joining tree (bootstrap=1000 replications) of the different
autophagy proteins.

Figure 2. Phylogenetic analysis of autophagy protein ATG12 of the Pacific oyster. A.
Schematic annotation of the ORF protein sequence. B. Global alignment of counterpart
proteins sequences of ATG12 from animals of different part of the animal kingdom. Dashes
(-) indicate gaps. C. Neighbour-joining tree (bootstrap=1000 replications) of the different
autophagy proteins.

Figure 3. Phylogenetic analysis of autophagy protein ATG9 of the Pacific oyster. A.
Schematic annotation of the ORF protein sequence. B. Global alignment of counterpart
proteins sequences of ATG9 from animals of different part of the animal kingdom. Dashes (-)
indicate gaps. C. Neighbour-joining tree (bootstrap=1000 replications) of the different
autophagy proteins.

Figure 4. Phylogenetic analysis of autophagy protein ULK2 of the Pacific oyster. A.
Schematic annotation of the ORF protein sequence. B. Global alignment of counterpart
proteins sequences of ULK2 from animals of different part of the animal kingdom. Dashes (-)
indicate gaps. C. Neighbour-joining tree (bootstrap=1000 replications) of the different
autophagy proteins.

Figure 5. Relative gene expression of BECN1, mTOR, SQSTM1 and MAP1LC3A in different
tissues of Crassostrea gigas by real time PCR.

Figure 6. Detection of the protein BECN1, mTOR, SQSTM1 and MAP1LC3 in different
tissues of Crassostrea gigas.

Figure 7. Immunohistochemical detection of BECN1, mTOR, SQSTM1 and MAP1LC3A in
several tissues of the Pacific oyster, Crassostrea gigas. (a) Mantle with connective tissue, nerf
and muscle, (b) gonad, (c) gills, (d) digestive tubules, (e) muscle, (f) digestive gland
epithelium, (g) mantle with connective tissue, (h) nerf in the mantle connective tissue, (i)
gills, (j) digestive tubules, (k) mantle with connective tissue, (I) muscle, (m) digestive gland
epithelium and connective tissue, (n) digestive tubule, (0) mantle with connective tissue, nerf
and muscle, (p) gonad, (q) gills, (r) digestive tubules, (s) mantle with nerf and muscle, (t)
gonad, (u) gills and (v) digestive tubule. Scale bar = 20 um.

Figure 8. Molecular and cellular autophagy pathway of the Pacific oyster, Crassostrea gigas.
RE: reticulum endoplasmic
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Table captions

Table 1. Gene sequences obtained by RACE PCR from autophagy genes ATG7, ULK1,
ATG12, and ATG9 in haemocytes of C. gigas. The percentage of identity were obtained by
alignment of amino acid sequences.

Table 2. List of the oyster housekeeping and autophagy genes targeted by real-time PCR.

Table 3. List of the autophagy proteins in the Pacific oyster (C. gigas) in comparison with the
human (Homo sapiens) and yeast (Saccharomyces cerevisiae) proteins of the autophagy
pathway. (-) The protein is not present in this specie. * Domain with incomplete sequence

Supplementary files (cf. Annexes)

Supplementary file 1. List of amino acid sequences of the three animals (Saccharomyces
cerevisiae, Homo sapiens and Crassostrea gigas) collected during the identification of the
autophagy proteins in C. gigas. (Annexe B)

Supplementary file 2. List of amino acid sequences of the species used to performed
phylogeny analysis of ATG7, ATG9, ATG12 and ULK2. (Annexe C)
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Table 1

Isoelectric point

Molecular weight

Sequence RACE

name Length length

accession

H. sapiens

S. cerevisiae

3'GGACTATCCAGGCTGGCCTCTTAGG

ATG7 2334 696 MKIT3046  54% 39% 543 78.1 kDa e A OUCE L TASS

LK 17 ] - ] ] 3CCTGTTTTTATGGCACCGGAAGTTCT

2 : S'CTAAACACCCTCCTGCCGTACCACAT

ATGI2 929 118 MKO069431 62 % 19% 6.72 13.1 kDa Zgﬁg?ggggf?fgﬁ?&f{f :gggﬁg:

ATG9 3032 1010 MKO069430 43 % 19% 5.88 91.9 kDa 3 Sgg g gggﬁg&g%’}gi%%ﬂ?ﬂ%ﬁc
Table 2

Gene name

Abbreviation

Forward primer

Efficiency

Reverse primer (%)

microtubule associated MAPILC34 CCGATGCTTGACAAGACCAA CCGTCCTCGTCTTTCTCCTG 98.2
protein 1A/1B light chain A
Beclin 1 BECNI AAATGCTGCTTGGGGTCAGA CGGAATCCACCAGACCCATA 1022
S“‘“e/]‘(*i‘;z‘;g‘;g?te”‘ mTOR GGCATGTTCTCTACCCTGGA TCCTTGACGTTCTCTGACCT 106.7
sequestosome -1 SOSTM1 AGGGAATGAGAAGGCCGAAA CCTCAAGCAACTCCTCTCCA 96.5
Elongation factor l-alpha EFl-o AGTCACCAAGGCTGCACAGAAAG TCCGACGTATTTCTTTGCGATGT 98 8
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Table 3
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CHAPITRE 1l CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

4. Résultats complémentaires: caractérisation de 1’autophagie
chez ’huitre creuse américaine, Crassostrea virginica

Les précédents résultats obtenus dans le cadre de ce second chapitre de these, démontre une
conservation de la voie de I’autophagie et une modulation de ce processus en présence de
molécules modulatrices de la voie chez I’huitre japonaise, C. gigas (Picot et al. accepted;
Picot et al., in prep; Moreau et al. 2015). Cependant, il existe d’autres espéces d’huitres
creuses phylogénétiquement proches de C. gigas réparties dans d’autres régions du monde,
comme ’huitre creuse américaine, Crassostrea virginica. Chez ces espéces d’huitres creuses,
I’existence et la modulation de 1’autophagie n’a jamais été étudiée, ni comparée a celle mis en
¢vidence chez I’huitre japonaise. Le faible nombre de génomes de mollusques marins
disponibles limite la possibilité de développer certains outils, nécessitant la connaissance des
séquences des génes de I’autophagie, pour étudier ce processus chez ces especes. En 2015, la
publication du génome de C. virginica, nous a permis d’entreprendre des travaux de
caractérisation et de compréhension de 1’autophagie chez cette espéce (Gomez-Chiarri et al.
2015). Les travaux ont été réalisés au sein de I’Institute of Marine and Environmental
Technology (IMET) a Baltimore (USA) sous la direction du Dr Colleen Burge. Ce travail a
¢té financé par la Direction Scientifique de I’Ifremer dans le cadre des mobilités

internationales des doctorants.

Dans un premier temps, la base de données publiques National Center for Biotechnology
Information (NCBI) et les séquences des protéines de la voie de 1’autophagie de C. gigas ont
¢été utilisées afin d’identifier les protéines de la voie de 1’autophagie chez C. virginica.
Les séquences de plusieurs protéines clés de la voie de I’autophagie de I’huitre creuse
américaine et de plusieurs organismes eucaryotes ont été recensées puis alignées et analysées

au niveau phylogénétique.

Dans un second temps, la modulation de 1’autophagie a été suivie dans deux tissus de
C. virginica précédemment étudiés chez C. gigas, les hémocytes et le manteau. Pour cela, des
huitres ont été mises en contact avec deux molécules connues pour moduler la voie de
I’autophagie, la carbamazépine (inducteur de la voie) et le chlorure d’ammonium (NH4CI,
inhibiteur de la voie), pendant une durée de 16 a 24 h. Des outils précédemment développés
chez C. gigas, ont été appliqués sur C. virginica. Dans les hémocytes, 1’approche par

cytométrie en flux mise au point par Picot et al. (accepted) a été utilisée. Cette méthode
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permet de quantifier le pourcentage de cellules présentant des autophagosomes au sein de la
population hémocytaire. Dans le manteau, une approche par western blot a été utilisée pour
détecter et quantifier deux protéines clés de la voie de 1’autophagie, MAP1LC3 et SQSTMI.

Ainsi les protéines clés de I’autophagic existent et présentent de fortes similarités avec les
protéines identifiées chez C. gigas. De plus, chez C. virginica, I’autophagie peut étre modulée
par I’utilisation de molécules connues pour interférer avec cette voie a I’instar de ce qui avait

été observe chez C. gigas.

4.2.1. ldentification des protéines de la voie de I’autophagie chez C. virginica

La recherche de protéines homologues de la voie de 1’autophagie chez C. virginica a été
réalisée en utilisant la base de données National Center for Biotechnology Information

(NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Le programme BLASTp a permis de rechercher les

séquences protéiques homologues en utilisant les séquences protéiques connues de la voie
chez C. gigas, Homo sapiens et S. cerevisiae. Dans les séquences protéiques homologues
identifiées de C. virginica la présence de domaines conserves a été étudiée par I’outil
« CD-search » de NCBI.

4.2.2. Analyse phylogénétique

Une analyse phylogénétique de cinq protéines clés de la voie de I’autophagie de C. virginica
(mTOR, BECN1, MAPLLC3A, MAPILC3C et SQSTM1) a été menée. Pour cela, les
séquences homologues de ces cinq protéines ont été recherchées chez d’autres organismes
eucaryotes: 1’humain (H. sapiens), I’huitre creuse japonaise (Crassostrea gigas), la poule
(Gallus gallus), le poisson zébre (Danio rerio), la drosophile (Drosophila melanogaster), un
ver (Caenorhabditis elegans), la souris (Mus musculus), I’oursin (Strongylocentrotus
purpuratus), le lingual (Lingula ungis) et I’abeille européenne (Apis mellifera). Les séquences
protéiques de ces organismes ont été collectées a 1’aide des bases de données universal protein

resource (Uniprot, https://www.uniprot.org) et NCBI. Les alignements des séquences

protéiques ont été réalisés a I’aide de Clustal W et I’éditeur de séquence BioEdit (version
7.0.5.3). Puis les arbres phylogénétiques ont été construits via le logiciel MEGA 7 (version
7.0.26) en utilisant la méthode de Neighbor Joining (1000 réplicats).
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4.2.3. Materiel biologique

Le naissain de C. virginica utilisé dans cette étude, a été produit en écloserie puis placé sur
des parcs ostreicoles dans la baie de Chesapeake (Maryland, USA). Avant la mise en place de
I’expérimentation, les huitres ont été acclimatées pendant 10 jours dans un raceway contenant
de I’eau de mer artificielle en renouvellement constant & une température de 20,5°C.
Un apport en phytoplancton (Tisochrysis lutea, Pavlova sp., Tetraselmis sp., Thalassiosira
weissflogii, Chaetoceros calcitrans et Thalassiosira pseudonana) était réaliseé une fois par

jour.
4.2.4. Plan experimental

Deux traitements différents ont été utilisés pour moduler 1’autophagie. Plusieurs groupes
d’huitres ont été maintenus pendant 16 a 24 h en eau de mer artificielle additionnée avec (1)
du chlorure d’ammonium (NH4Cl) a une concentration de 0,053 g/L. d’eau de mer ou (2) de
carbamazépine a une concentration de 0,0073 g/L d’eau de mer (Picot et al. accepted; Moreau
et al. 2015). Une condition contrdle a été réalisée en maintenant un groupe d’huitres dans de
I’eau de mer artificielle non additionnée de molécules. Pour chacune de ces conditions, quatre
bacs contenant chacun 9 huitres ont été utilisés. A chaque temps d’échantillonnage (16 et 24
h), deux bacs de 9 animaux ont été échantillonnés par condition. Au temps TO, (temps
d’échantillonnage réalisé en amont de la mise en place des différentes conditions testées),
deux bacs de 9 huitres ont été échantillonnés pour définir le niveau basal d’autophagie dans
les hémocytes et le manteau des huitres américaines.

A chaque temps d’échantillonnage, I’hémolymphe a été prélevée comme précédemment décrit
dans Picot et al. (accepted). L’hémolymphe des neuf huitres de chaque bac a été poolée.
En parallele, des échantillons de manteau (20-25 mg) ont également été collectés sur 6 huitres

a chaque temps et pour chaque condition.
4.2.5. Approches en cytométrie en flux
4.2.5.1. Suivi de la mortalité des hémocytes

La mortalité des hémocytes a été déterminée en utilisant du iodure de propidium (IP) suivant
le méme protocole décrit dans Picot et al.( accepted). La mortalité des hémocytes est mesurée
sur un échantillon de 200 pL de suspension cellulaire pour chaque condition (n=2 réplicats) a

chaque temps.
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4.2.5.2. Suivi du pourcentage d’hémocytes présentant des autophagosomes

Le pourcentage d’hémocytes présentant des autophagosomes a été¢ suivi a I’aide du méme
protocole décrit dans Picot et al. (accepted) en utilisant le kit « Cyto-ID® autophagy detection
kit » (ENZO Life Sciences, ENZ-51031-K200).

4.2.5.3. Analyse en cytométrie en flux

Pour chaque échantillon, I’activité autophagique (20 000 événements) et le taux de mortalité
des hémocytes (10 000 évenements) ont été mesurés en utilisant un cytometre en flux
Accuri™ C6 (BD Biosciences). Une discrimination par la taille a été réalisée afin de s’assurer
que les petites particules et les bactéries n’étaient pas comptées, et que seuls les hémocytes
étaient pris en compte. Les résultats ont été présentés sous forme de cytogrammes et reportés
sous forme d’échelle logarithmique pour chacun des marqueurs utilisés. Les résultats sont
exprimés en ratio représentant le pourcentage de cellules contenant des autophagosomes dans
chacune des conditions divisé par le pourcentage de cellules obtenu au temps TO. Les données
ont été analysées en utilisant le logiciel de cytométrie flowing software 2.5.1 (University of
Turku, Finland). Les résultats ont été représentés via le logiciel R studio (version 3.3.2) et le

package ggplot2 (version 2.2.1).
4.2.6. Western blot

A partir des échantillons de manteau collectés, un dosage des protéines totales et des western
blot ont été réalisés comme décrit dans Picot et al. (in prep).

Les ratios de MAP1LC3 Il/actine et de SQSTM1/actine ont été calculés par une analyse en
densitométrie réalisée a 1’aide du logiciel Imagel (version 1.51 q). Chaque échantillon a été
normalisé par rapport a I’actine et calibré par rapport a la condition contréle (eau de mer)
24 h.

Le logiciel R studio (version 3.3.2) a été utilisé pour représenter les ratios obtenus (package
ggplot2, version 2.2.1) et pour réaliser I’analyse statistique des données de densitométrie
(package PMCMR, version 4.1).
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4.3.1. ldentification des proteines de la voie de ’autophagie chez C. virginica

La recherche de protéines de la voie de I’autophagie chez C. virginica dans les bases de
données publiques a permis d’identifier 33 protéines homologues a celles trouvées chez
C. gigas (Tableau 2). Chez C. virginica, des protéines appartenant aux 5 complexes
permettant D’initiation, la nucléation, 1’¢longation, I’achévement et la fusion des
autophagosomes ont été identifiés. La majorité des protéines ATG identifiees fait partie du
cceur moléculaire de la voie de I’autophagie. Cependant, certaines protéines de la voie n’ont
pas été identifiées chez C. virginica comme chez C. gigas. Aucune séquence n’a été trouvée
sous NCBI pour les protéines Atgl7, Atgl9, Atg20, Atg23, Atg29, Atg3l, sorting nexin-4,
WIPI1, ULK1, MAP1LC3B, GABARAP L1 et GABARAP L3. En revanche, la protéine

ATG2A présente chez I’huitre japonaise, n’est pas présente chez 1’huitre américaine.

Chez C. virginica, un grand nombre de ces protéines présentent des domaines conservés en
comparaison avec les domaines présents chez C. gigas. C’est notamment le cas des protéines
BECNI1, PI3KC3, mTOR et ULK2 impliquées dans I’initiation de 1’autophagie. Plusieurs
membres de la famille LC3/GABARAP (MAP1LC3A, MAP1LC3C, GABARAP et
GABARAP L2) jouant un réle dans I’étape d’¢longation de I’autophagie possedent également
des domaines conservés. L’analyse phylogénétique réalisée a permis de confirmer que
certaines protéines clés de la voie de 1’autophagie chez C. virginica (MAP1LC3A,
MAP1LC3C, BECN1, SQSTM1 et mTOR) présentaient de fortes similarités avec les
protéines de la voie de ’autophagie chez d’autres mollusques et chez les mammiferes (Figure
17). En effet, les protéines MAP1LC3A, MAP1LC3C et SQSTM1 partagent respectivement
84%, 98% et 79% d’identité avec leurs séquences protéiques homologues respectives chez
C. gigas. Des pourcentages d’identité élevés sont également obtenus avec les protéines
BECN1 (90%) et mTOR (94%) de C. gigas. En revanche, de faibles similarités ont été
identifiées avec les protéines de la voie de I’autophagie chez la levure S. cerevisiae et les
organismes invertébreés tels que la drosophile D. melanogaster, 1’abeille A. mellifera et le ver

C. elegans.

L’analyse des domaines a également démontré que plusieurs protéines ATG de C. virginica
présentaient des domaines tronqués. C’est notamment le cas des protéines ATG7, ULK3,

ULK4, FIP200, WIPI2, WIPI3, WIPI4, PIK3R4, UVRAG et ATG16L1.
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Tableau 2. Liste des protéines et domaines de la voie de ’autophagie identifiés chez I’huitre creuse

hez ’huitre creuse

7

€S C

les protéines et domaines identifi

7

€€ avec

(C. virginica) et compar

7

américaine

é.

ée. (*) Domaine tronqu

\

€spece concern

japonaise (C. gigas). (-) Protéine non identifiée chez I’

- - - - wApuiepiadns /zo 1V 9€T £rVOI w2j01d pAZLIOLIEYdU[) L8y
- - - - - - - - €8
AV TOLV D DLV %) EISdA +9SUN N Waiof) LS0T 1'89162€700 dX | _i-d sojowioy ¢ urajoid pajepai-Aseydome PR 2 PR — o wajord oLy
AVD TOLV D DLV %O EI1SdA +9SUN ‘N Waiod [ £50T T0ST6CEC20_dX | oWi-6 Bojowioy ¢ wojoid pajejar-Aaendome : oy watoxd payepar-A3eqdomny
avo oLV o v udjoid
O EISdA ISEL | UOPSLEONARASAIN | (o0 - vuoroud payegor-SFegdomy’ VIOLV
i _ - wajoid Sunoeroym § = urajoxd Sunoerajur-apisouoydsoyd
I 1 i-apHisou —
LOPam €€ 1°1S091€T20 dX ~apursomoydsoud urewop jeadar (i «OVam 8€€ 1°0VTYSKII0 dx S
w1
_ ayif-¢ wajoid Sunoeroym 19 wajoxd Sunoerajum-aprsouoydsoyd <
. 1 I 1 1-apHsout — 5
«OVam we TTOLLTETE0 X |y somondsoqd wemmop yeadar (a O Y lossrriio axsTzdi wewop jeador &
. — [X wwojost -z wajoid Sunoerajur 3
SOPam L6y TVILYIECT0 dX ~apusomondsond tweiop 1eadas >
z =
. - TX wiojost 2y~ wajoid Sunoeropu . %
«0ram 96V VSILVIET0 aX | o omondsond remiop jeadar «OFam 8¢y | UEVI6EONMA/TIZOT [wajord Suoesayur-opysouordsord adim 5
SOouy wrewop jeadar qa
| _ €X ULI0jost o[-z wajoid Sunoeaju >
SOPam ovy T'91LPIETZ0 dX —spusooqdsoqd o 1eadar (14 m
1 o
- - - - - - - majoxd Sunoeiajum-apsouoydsoyd| 1M
wewop Jeadar
69dV €18 I'LITOIETZ0 dX | TX uuiojost ayy-y6 wajoxd pajejar-A3eydome
— 69dV 0101 0EP690 N V6 wdjoud pajear-Azegdomy ©OLV
69dV 618 1'SIT01€220 dX | [X Wwojost ay-y6 urajord pajerar-A3eydome
— B — i~ wajoid Sururejuos-wewiop A A TXIAAIZ AAAL 1 wajoid Sururejuod
j j I ma X . - o 1d04a
T dAXL ‘dEO €68 1969000 dX | g v r 1O 1D AMOT ‘285 9 | TEPLLEONATIADIN - 1oy oz
. L
- -101 wajoid payepar-A3egdome _ wajoid payepar-L3eydome
101 DLV 81T 1'V0E0ZETT0 dX ay-101 wajo1d pajerar-Ade 101 OLV 81T | vpto voury| 101 e pa 1do 10101V
- - - - - - - - 6181V
- - - - - - - - sy
XS 88T 1°S8EPTETT0 dX X THoyos
816031 d “sN_ ONS ‘«f N01d DS 42Ws ‘T1OLV -1 wajoxd [09-Pafiod AqINPU-T €Y «V oid DS o o
= . . €1€ 1°9SSHZONA/GISOT | 1 wai01d f02-pajod qronput €] 00TdId
NERS . YREPIETT0 dX X wwojost #WS TIOLY
4816031 d “sN_ OIS ‘8 01d DS “4oWs ‘T1DLV -1 wojoxd [109-pai0d qronpu- €Y
- - - - - - - - UK 3ULIOS
- - - - - - - - 0TIV
- - - - - - - - €81V
- - - - - - - - 6231V
- - - - - - - - LBy
— 16
. ¢ 1 wajoid pajear-A3; me - wajoid pajepar-A3eydom
€1D1LV oLy 1'00T12€220 dX NiI-€ 1 watoxd pajear-A3edo) €IOLV VY| oertioaxsaory| £ e (domy SIOLY "
TS YD ] - TX Ww0jost S
#1SdS DML S PN LS 1€l VLLUEETE0 dX | o) sy wojoid-oumoanyouwios 3
oy1Q — . —~ TX uwojost Z
#1SdS LS PN LS O1€1 VOLUEETE0 dX | o) sy wojoid-oumoangyouios W
g1 - . - X ULiojost €xDSM “+1SdS N i
#1SdS LS PN DILS 10€1 VISUIEETT0 dX | o) osoury wojord-oumoanpyouas o3y pyrin osis| 8! VOO DO a———— [ ¢! m
T - T T CCTr— €X Wwojost =
#1SdS ML S PN LS 90€T TOSTIEETT0 dX | o sy mojoud-oumoamgyoumas -
TR — . — X Wojost
«1SdS LS PN MALS 961 VTBIIEETT0 dX | s ooy wotoid-sumoangyouwsas
. CoSErI NS & 5 ] — TX wwojost
TXLIN ‘#1SdS ‘aseWd O3L S €10 9L (544 V868826020 &X |y i) oseumy wopoud-omosxqyoumas | s mewmua - o B e —
TXLIN ‘41SdS ‘asews(d ‘O3L S €T 9L 06 1°L688T€TT0 dX X Hojo% av”.ﬁlm “E1N AL THOAMAES AL LI o
* ' S-EN'IN dseury wajoid-sumoanyy/uras
o o T Ay — . — £€X WI0jost
1SdS ‘aseuryd 0L S OM-T 1IN OIS 188 L A S ——
. e s — . — X wwiojost 1SdS ‘aseunid ‘L S . N
1SdS ‘@seunid ML S T 1T LS 856 VELISREC X | o vy ssenry majorl-ommoanyysaues o7 TN OIS 96 USOOSTONARINAIN | iy wrajord-oumoanyysmag on
‘g IS BN - . . — TX uwojost
1SdS ‘aseunid LS M-T 1IN OIS 956 IPLISSTEZ0 dX | ju o sseury wojord-oumoaryuos
- — - AOL
. P o 1d-:
1V YOL oMId VV 8LV | 1'99SLEETTO0 dX | I-YOIW dseury wajoid-sumoanpyomss | 1VA MOL 9XMId ET | LVEGTONLNAAIN | a0 omoomyousog o
saumoe soume
Sauren uu\maa. e, 180N uro SAUTeT : Qﬂ «E&D 1o wo M—< QI.QO.E axayduo,
rnod EP TOISSIOORP U N rmod SpLoEp TGON U0ISsadoe,p U N ¥ 9p 3321qqe WoN 16000
IqUION . AqUION .

123



CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

CHAPITRE 1l

~1op . e £X wojost w
1oe A3eydom
o) eydomy w61 VOSLSIETE0 dX | o+ ukzus SuneSnfuos-asy-umbiqn 5
=
— - - TX WIojost o ASeyd 1d -ASeyd 3
ASeyd D 10e AZeydomy 90T 0SLdT 01 wajoxd pajear-A3eqdomy 0IDLV
D e A3eydomy €1T L < L S —— ®
a
— . — TX wiojost
1oe ASeydom o
o) eydony S0T VOPLSIETE0 dX |+ sukzu BuneSnfuos-oy-umbign g
. ‘ ‘ . —~ £OWS LOPAM &
£OWS LOPAM “€x0FAM 9TDLY 6vS 1°01¥S€€TT0 dX M--191 war0id payepar-A3eydopne . . 91§ 9OMAT -191 woj0id pajeppi-A3eydomy 19191V B
€x0PAM 9TOLY 2
_ ay-¢ wajoxd w
v 11081 v VAl wajo1d Aeydomy SOLV
$Od wut 0ST62220 dX | g domne sNIELONA ALITVOD MO $Od ¥8T SIVAIY S ey w
D TIDdV TIDdV 1zl 1'TOPLIETT0 dX | 1X wiojost Z[DLY wejoid ayy-unibiqn _ Q
— - — O UHAV THAV 811 TEP6903IN T1DLY wajord y-unbigry [4BYAY S
D TIHAV TV 811 T'€6VLIETC0 dX | TX wiojost Z[DLY wojoid oyy-unmbiqn
€HS ‘T ¢HS
€HS - Rl ‘g uqdopuy ¢HS
P - - - 06¢€ 1'8LTPTETT0 dX . 913 £96013 Tg-upydopuz 1-d19
T ¢HS ‘g wpydopuy ¢HS TV ‘g upydopud Yve -1g-upydopua :NTALO¥d ALITYNO MO'T AvVe i
‘g upydopus Yve
_ . X o X wiojost ayi[-wraj01d Sururejuod-urewop yorr
6 DNIJZ ‘NOA €6 VTSSERETT0 dX | 3016 pue Sunoeoyue [ -ugoog] wewop unt
wajo1d Sururejuod-wewop
¥ ‘ “188¢€ " 1 tiojost f-uojo1d Suureiuod-uewiop Yot ¥ 37 ¢ . - u:..qu_mzo. .:m mES.Eo.EL NoDIagnNy @)
6 DNIIIZ ‘NNI 56 VISSEVETT0 dX | oy 6y pue Supoesom--uppog wewop ung | *6 ONRIIZ NOA S6L ['OPS6IPIT0 dX | you-ow pue ur t ¢
: i o : W[OAg urewop unt (A LOIATAd 3
o
- . . o €X wIojost ay-urajod Sururejuod-wewop YL qXﬂ
6 ONIIIZ ‘NNY 976 VESSEPETT0 X | o6k pue Bunowsi- -uoog wewop uns b
o
o vdsd p13 . _ ayy-urajord 5 . _ woajoxd pajerdosse W
7D £ VASd ‘pIBIV 1L VO0T9EETI0 X | 1 0 oynaosse-aouesisas onmpes AL yI8Y 956 1'TIPST6610 dX oS TOUmpES AT OVIAN 2
w
. _ . S — . L 0o 1 wajoxd ASeydome pajpnSar ~
«OPAM 001 1729762200 dX | L9SEOTTTID0T wajod pazajoerey LOPAM €86 VLSSOPOMAEENOINA | | "ot amosjows Sueanoy IVIENY
<421 yde esed %099S “«1T100ZLd ‘PI8V yLY 179682€220 dX H-oveuios +ZNA0 $0%08 ¥8y  |I°TER6EONAMIASOIN|  wojoid pazajoereyoup) VIOLY
Aoy pajepoi-ASeydome pajeroosse-[ wjoaq | 4 1Z100ZLd FIBV ’ )
€HY 99dV £t 1°L€9STETT0 dX | M-1-Wd3Q NIHLOUd ALI'TVNO MO'T CHE 95dV vep LAHOIS — R
€HE '99dV [ 119187220 dX - -U02q ’
- — N oram I  wungns A1ojensar
1SdS ‘S1sdA > I 1'L810F . . - I - PIENId
*OPCAM 1SS SISA 2318 ot LBPOVECE0 dX Ly yungns Kaopgnar aseury-g apmsouoydsoyd | “1sds ‘sisda oxirs | °F TEOIPII0 dX/9LGUIN | oseuny ¢ apmsourdpneydsoyq
aseuy pId €Id
aseuny pId €Id OMEld - ay-¢ 2dky OMeId ‘T 9¥Eld € 2d£y yungns anAfered
i - o e 688 1°98887€770 dX A o L68 1°SE€T0TONA/TOAIT £0€31d
I 9M€Id “II e3Eld ‘7O SEld I SseD Meld O Jungus anAferes aseuny-¢ fonsowrApneydsoyd | ‘[T eNeld ‘7O Meld aseunj-¢ [oysouApneydsoy g
USRI (36 ()
spumre soue
. IE9ON . Joxdup) no oLV auoid
SaurRo(] SopIoE,p WoN SaurRo(] sapioe,p WON axajdwo)
UOISSIEP U TON UOISSDIED U ¥[ 9p 3521qqE WON.
QAQUION QIqUION

124



CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

CHAPITRE 1l

S vdn
- - ‘9d 14d ‘WISOS
S veN ‘79d 14d suaseo) . = T"LETTSPTI0
- _ . y aY[-[-owoso)sanbas - ‘77 -3woso)sanba
IISOS-VEN ‘ZZ *ZZ AUZ MM TYEN ZZ ‘T 14d ey TL89LTECCo dX e e,,mﬁw\wmmw\ww: ‘ 1 dX /P10 ! S INISOS
Tx 149d
— — — — N EBO&& dZ1Id)deIeydun
M-¢7d SASHS OV 46 WAT PO 2sepndag 616 1°$7991€T20 dX wwswhm_mw%m_ w.:ﬁ_.v 00 A S; aroLv
- - - - D asepndag Sor 1301 aseajoad awaysh) OFOLV
SO asepndag 907 1°0LSSPETT0 dX -Gy LV aseatord suraisks aroLV
- - - V¥OLV
~AZeydomy ,m
~ASeydomy 5 1oe ASeydomy N ASeqdomy e 1'90PLEETT0 dX |  €DLV dwidzud Sunednfuod-ay-unmbiqn | 5 joe ASeydomy e PEGATI € ua01d pajeppi-ASeydomy €OLV a
‘N A8eydojny 8
— o
1 . o ) — LOLY L£8de o] TH AL - o
£8de ) 1 NI L3dY N LOLY 689 1'8L2962220 dX | o Buneanor-taypow sx-unmbiqn 80 ‘N LOLY 8€9 IrOELTIIN L wa01d payepai-A3eydopny LOLV m
.
- - - - - - - - £1dVVEVD &
. . . _ 7 ay-wajoxd 08€00ZLd 1°€0 7 ayy-wajoxd pajedosse-101dadan =%
OSE00Z1d 3V dVAIVEVO L FPLOOPECED dX o yma0sst-so1da0as proe sukinqouuse-ewwed| g8y ‘avAVEVO HU Lozeptio axsrdOIN | proe sudingouwe-sunuen cravavave m
- - - - - - - - ITdVIVEVD m
— wajoxd 08€00Z1Ld 196 wajoxd pajerdosse-101daoar
gy ¢ ] d i 1 1 IR
08€00Z1d 831V ‘dVIVEVD L11 VSSTIPET0 X || nsosse-tordosar proe aukinqowue-vwnaed| g1y qvaVEV L11 LLEPTT0 DOLHXATN | pro sukmqoume-euen, AVIVEYD
oy ¢ ] — -DE Weyd 08€00Z1Ld e D€ Weyd 193] g1/V1
08E00ZLd BV “qVIVEVD L VBE0SEETT0 dX | yyay g1 v swarond parersosse-anqmoronu | 81y “qvavevo L 8SIPIT0 dX/LTIOT | swajoid pajeroosse-3nqmordiy JETVIN
- - - - - - - - deOTIAVIN
. . . M-VE weygd
8§V dVIVIVD Pl 1'TP6v0£TC0 dX WS g1/V1 swajoxd parerdosse-angnioronu IV aVAVEVD - 1P69LEPTI0 V€ weyd 1S g1/v1 VEOTIaVIX
o - . S-VE Wegd AXPAGHTN w2101d pajEro0sse-anqmoIdNA
83V ‘dVAVEVD sl T06BE0E220 dX | sy 0 1 sursjoud pajenaosse-anqniosom
SR SopIoR,p I4ON WON Saurewo([ Sopioe,p Joumno WON o1y uaaid axajdwo)
: : UOISSAEP U : : TEON UOISS200E,p U ¥ 3p 9821qqE WON
QIqUION QIQUION

125



CHAPITRE 1l

CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’"HUITRE CREUSE

mTOR

% Homo sapiens

100 [ ! Mus musculus

100 Gallus gallus
5 Danio rerio
- Strongylocentrotus purpuratus

(o0 [— Crassostrea gigas
Crassostrea virginica
100
Lingula unguis

Drosophila melanogaster

77 Apis mellifara

Saccharomyces cerevisiae TOR1

——
L

charomyces cerevsiae TOR2

010

LC3A

Homao sapiens

Mus musculus
Gallus gallus

Danio rerio

Lingula unguis

100 Crassostrea gigas

Crassostrea virginica

Strongylocentrotus purpuratus

100 Drosophila melanogaster

Apis mellifera

Saccharomyces cerevisiae

Beclinl

Homo sapiens

Mus musculus

Gallus gallus

Danio rerio

Lingula unguis

Crassostrea gigas

Crassostrea virginica
Strangylocentrotus purpuratus
Drosophila melanogaster

Apis mellifera

Caenorhabditis elegans

Saccharomyces cerevisiae

SQSTM1

—
010
Homo sapiens
79
35 Gallus gallus
Danio rerio
Strongylocentrotus purpuratus
Crassostrea gigas
Crassostrea virginica
Lingula unguis
Saccharomyces cerevisiae
010

Crassostrea gigas
100
l— Crassostrea virginica

Lingula unguis

Strongylocentrotus purpuratus

100

Homo sapiens

100
Mus musculus
Gallus gallus
Danio rerio

Figure 17. Analyse phylogénétique des protéines clés de la voie de 1’autophagie (mTOR, BECNI,
MAPILC3A, MAPILC3C et SQSTMI1) chez I’huitre américaine, C. virginica (1000 réplicats,

Neighbor Joining).
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4.3.2. Modulation de I’autophagie dans les hémocytes de C. virginica

Un suivi de la mortalité hémocytaire a été réalisé en utilisant de 1’iodure de propidium (IP).
Le pourcentage moyen de mortalité cellulaire ne dépasse pas 9,2 % dans I’ensemble des

conditions testées.

L’utilisation d’une sonde développée dans le kit Cyto-ID®, a permis de suivre le nombre
d’hémocytes présentant des autophagosomes au sein de chacune des conditions testées.
Cette sonde nous a permis d’identifier deux populations hémocytaires. Une population
négative correspondant & des hémocytes non marquée par le Cyto-ID® et une population
positive constituée des hémocytes marqués par le Cyto-ID® (Figure 18A). Au temps TO,
27+2,1 % des hémocytes étaient détectés comme positifs. Dans la condition contrble (eau de
mer), le ratio moyen reste relativement stable au cours du temps mais présente une grande
variabilité (Figure 18B). En présence de carbamazépine, le ratio moyen semble trés
faiblement augmenter au temps 16 h, puis revient proche de son niveau de départ au temps 24
h. En présence de NH,CI, le ratio moyen semble augmenter de maniére importante au temps
24 h.

Afin de mieux cerner les caractéristiques de taille et de complexité des cellules marquées, les
cytogrammes SSC/FSC ont été étudiés dans la condition contrdle et dans la condition NH4CI
au temps 24 h post exposition (Figure 18C). Dans la condition NH4Cl comme dans la
condition contrdle, les hémocytes les plus marqués sont les cellules de grande taille et
fortement complexes. De plus, le pourcentage de cellules marquées dans la condition NH,CI

tend a étre plus important que dans la condition contréle.
4.3.1. Modulation de ’autophagie dans le manteau de C. virginica

L’analyse par western blot a permis détecter la présence des protéines de I’autophagie
SQSTM1 et des formes MAP1LC3-I et -IT au sein du manteau de 1’huitre creuse américaine,
C. virginica. Cependant, suivant la condition testée, I’intensité des bandes obtenues pour les
trois protéines varie (Figure 19A). L’utilisation du ratio MAP1LC3-Il/actine (Figure 19B)
nous a permis de mettre en évidence une augmentation significative de la quantité de protéine
MAP1LC3-11 dans les conditions NH4CI et carbamazépine, par rapport a la condition eau de
mer (p<0,05). De méme, le ratio SQSTMZ1/actine augmente de maniere significative dans les

conditions NH4Cl et carbamazépine par rapport a la condition contrble (p<0,05).
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Figure 18. Détection et suivi de I’activité autophagique dans les hémocytes par cytométrie en flux. A.
Overlay d’histogrammes en FL1 représentant des hémocytes marqués au Cyto-1D® dans la condition
contrdle (eau de mer) et la condition ou I’autophagie est induite (condition NH4CI) a 24 h post
exposition avec les molécules. L’axe horizontal représente 1’intensité de fluorescence et I’axe vertical
le nombre d’hémocytes. B. Ratios entre le pourcentage d’hémocytes présentant des autophagosomes
dans les différentes conditions testées a 16 et 24 h (contrdle, NH,CI et carbamazépine) et par rapport
au pourcentage obtenu au temps TO. A chaque temps d’échantillonnage, n=2 pools de 9 individus. Le
tiret représente la moyenne du ratio obtenu pour chaque condition testée a chaque temps. C.
Cytogramme Forward scatter (FSC) vs. Side scatter (SCC) représentant la population hémocytaire de
C. virginica marquée au Cyto-ID®. Chaque point vert représente un hémocyte marqué au Cyto-1D®
contenant des autophagosomes. Chaque point noir représente un hémocyte ne contenant pas
d’autophagosome et n’étant pas marqué par la sonde du kit Cyto-1D®.
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Figure 19. Détection et quantification des protéines SQSTM1 et MAP1LC3 dans le manteau de
I’huitre creuse américaine, C. virginica suivant les différentes conditions testées (contrdle, NH,CI et
carbamazépine). A. Détection des protéines SQSTM1 et MAP1LC3-1 et -1l sur membranes de PVDF.
B. Histogrammes représentant le ratio (a) de MAPL1LC3-ll/actine ou (b) de SQSTM1/actine. La
condition contr6le (eau de mer) a été utilisée comme calibrateur. Pour chaque condition, n=3 animaux.
Les barres d’erreurs correspondent a 1’écart type. * représente une différence significative avec la
condition contréle (p<0.05).
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L’autophagie est un processus conservé chez les organismes eucaryotes (Levine et Deretic
2007), impliqué dans de nombreux et importants processus cellulaires (Mizushima 2005;
Mizushima 2007; Levine et Kroemer 2008; Mizushima et Levine 2010). Chez les mollusques
bivalves, les recherches concernant ce mécanisme en sont encore a leurs prémices. L’analyse
du génome de C. gigas, a démontré que la voie de I’autophagie est structurellement et
constitutionnellement conservée chez cette espece et qu’elle peut étre modulée en présence de
molécules connues pour interférer avec la voie de 1’autophagie chez les mammiféres (Picot et
al. accepted; Picot et al., in prep; Moreau et al. 2015). Cependant, chez les mollusques
bivalves marins, 1’absence de données génomiques pour la majorité des especes limite la
possibilité de développer de nouvelles approches pour étudier I’autophagie. Récemment, la
publication du génome de I’huitre américaine a permis d’entreprendre des travaux de
caractérisation et de compréhension de cette voie chez cette espeéce d’huitre creuse
phylogénétiqguement proche de C. gigas. La réalisation de ces travaux a été menée dans le

cadre d’une collaboration avec I’IMET.

En utilisant le génome de C. virginica séquencé en 2015, une identification des protéines de
I’autophagie a permis de caractériser cette voie chez cette espece. Une analyse phylogénétique
de certaines protéines clés de la voie de I’autophagie de C. virginica a également été réalisée.
Dans un second temps, 1’utilisation de modulateurs connus de la voie de 1’autophagie chez
C. gigas a permis de démontrer que 1’autophagie peut étre modulée au sein de deux tissus

précedemment étudiés chez C. gigas.

Les analyses réalisées au niveau moléculaire ont mis en évidence que les 5 complexes et les
principales protéines constituant le cceur moléculaire de la voie étaient conservées chez
C. virginica comme chez C. gigas. De la levure jusqu’a I’humain, le coeur moléculaire de la
voie de I’autophagie est constitué¢ de 5 complexes contenant chacun plusieurs protéines ATG
hautement conservées et essentielles pour la formation des autophagosomes (Yang et
Klionsky 2009; Yang et Klionsky 2010). De plus, d’aprés I’analyse phylogénétique, les
séquences de C. virginica présentent une forte similarité avec les séquences d’autres
mollusques et mammiferes. En revanche, elles sont plus éloignées de celles des insectes et de
la levure S. cerevisiae. Une analyse phylogénétique utilisant les séquences protéiques
d’ATG7, ATGI12 et ATGYA de C. gigas avaient déja permis d’observer de fortes similarités

entre les séquences des especes de mollusques (Picot et al., in prep). Chez C. gigas plusieurs
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protéines ATG présentent également de forte similarité avec les protéines ATG homologues
de I’humain (Moreau et al. 2015).

Comme chez C. gigas, certaines protéines (Atgll, Atgl7, Atgl9, Atg20, Atg23, Atg24,
Atg29, Atg27, Atg3l, ULK1, WIPI1, MAP1LC3B, GABARAP L1 et GABARAP L3) n’ont
pas été retrouvées (Picot et al., in prep). Les protéines Atgll, Atgl7, Atgl9, Atg20, Atg23,
Atg24, Atg29, Atg27, Atg31 sont en revanche présentent chez la levure S. cerevisiae. Celles-
ci sont impliquées dans d’autres voies relative a 1’autophagie comme la péroxyphagie, la voie
Cvt (cytoplasm to vacuole targeting) et la voie de 1’autophagie induite par le jelne.
Ces proteines ne sont pas essentielles pour permettre la formation des autophagosomes
(Nakatogawa et al. 2009). Elles n’ont également pas été identifiées chez d’autres organismes
comme les plantes et les mammifeéres, (Meijer et al. 2007; Hosokawa et al. 2009; Mizushima
et al. 2011; Doorn et Papini 2013). En revanche, les protéines ULK1, WIPI1, MAP1LC3B,
GABARAP L1 et GABARAP L3, sont présentes chez les mammiferes et jouent toutes un réle
important dans le fonctionnement de la voie de I’autophagie (Picot et al., in prep).
Cependant, dans la majorité des cas, le role spécifique associé a chaque membre de chacune
des familles WIPI, LC3/GABARAP et des homologues d’ULK1 reste méconnu. Il est donc
aujourd’hui difficile de savoir si leur absence peut étre compensée par d’autres membres de
leurs familles respectives. De plus, afin de confirmer 1’absence de ces protéines chez les
huitres creuses japonaises et américaines, une recherche de ces protéines devra étre réalisée au

sein d’autres génomes de mollusques bivalves.

Les connaissances acquises sur la voie de l’autophagie au niveau moléculaire chez
C. virginica nous ont ensuite permis d’étudier la modulation de 1’autophagie au sein de deux
tissus précédemment étudiés chez C. gigas, les hémocytes et le manteau. Les analyses en
western blot nous ont permis de détecter dans le manteau de C. virginica les bandes
MAP1LC3-1 et -Il. De plus, une augmentation des quantités de protéines MAP1LC3-II et
SQSTML1 est observee en présence de NH4CI (inhibiteur de la voie) et de carbamazépine
(inducteur de la voie) au temps 24 h. Chez C. gigas, une augmentation de la quantité de
protéine MAP1LC3-1l a également été observée 20 h post exposition avec les mémes
molécules (Moreau et al. 2015). Ces résultats suggérent I’existence d’un flux autophagique au

sein du manteau de C. virginica comme au sein du manteau de C. gigas.

La cytométrie en flux nous a permis d’observer dans les hémocytes de C. virginica une

modulation de I’autophagie similaire a celle observée chez C. gigas (Picot et al. accepted).
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L’autophagie semble étre modulée par le NH4Cl au temps 24 h alors qu’en présence de
carbamazépine, aucune modulation n’est observée. Dans les hémocytes de Mytilus
galloprovinciallis (la moule méditerrannéenne), la carbamazépine n’induit pas non plus de
modulation de la voie (Balbi et al. 2018). Etant donné que la carbamazépine induit
I’autophagie au sein du manteau de C. virginica, ces résultats suggerent une réponse tissus
spécifique. La carbamazépine pourrait €également ne pas avoir d’effet spécifique sur la voie de
I’autophagie dans les hémocytes de C. virginica. De plus, chez I’huitre creuse américaine
comme chez I’huitre creuse japonaise (Picot et al. accepted), 1’analyse réalisée en cytométrie
en flux démontre que les cellules les plus marquées en présence ou absence de NH,4CI sont les
cellules de grande taille et complexe. Cela suggére, comme chez C. gigas, que I’activité
autophagique est préférentiellement réalisée par les granulocytes chez C. virginica.

Ainsi, les résultats obtenus démontrent que les protéines ATG de C. virginica, sont similaires
a celles de C. gigas et des mammiferes. Au niveau cellulaire et protéique, la voie de
I’autophagie peut étre modulée au sein du manteau et des hémocytes de C. virginica de la
méme maniére que chez C. gigas. Afin de pourvoir conforter ces premiers résultats,
I’utilisation d’autres outils précédemment développés chez C. gigas (microscopie électronique
a transmission et microscopie a fluorescence) sera nécessaire. Cependant, cette premiere
approche permet d’envisager d’¢tudier la voie de I’autophagie en réponse a différents stress
biotiqgues et abiotiques incluant des organismes pathogénes chez C. virginica.
De plus, ces travaux démontrent la nécessité d’étendre I’étude du processus autophagique a
d’autres mollusques bivalves dont les génomes ont été récemment séquencés comme la moule
méditerranéenne, Mytilus galloprovincialis (Murgarella et al. 2016) ou I’huitre perliére
(Pinctada fucata ou Pinctada martensii) (Takeuchi et al. 2012; Takeuchi et al. 2016; Du et al.
2017).
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5. Conclusion

Les travaux entrepris dans le cadre de ce second chapitre ont permis de caractériser la voie de
I’autophagie chez I’huitre creuse japonaise au niveau cellulaire et moléculaire. Ces résultats
ont également permis de travailler sur une autre espéce d’huitre creuse, I’huitre creuse

américaine, permettant de renforcer nos résultats et hypothéses.

La premicre partie visait a étudier 1’autophagie au niveau cellulaire au sein des hémocytes de
I’huitre creuse. Une approche in vivo a été réalisée en exposant des huitres a des molécules
connues pour inhiber ou induire I’autophagie chez les mammiféres. Les hémocytes ont été
analysés suivant trois approches : la cytométrie en flux, la microcopie a fluorescence et la
microscopie électronique a transmission. Les résultats obtenus ont permis de mettre en

évidence que :

# D’autophagie peut étre modulée chez les hémocytes. En présence de molécules
modulatrices comme le NH4Cl ou le NH4CI plus la carbamazépine, la quantité
d’autophagosomes au sein de la cellule et la quantité de cellules présentant des

autophagosomes augmente a 24 et 48 h apres traitement.

# dans les hémocytes, la carbamazépine dans les conditions testées, n’induit pas de
modulation de la voie de I’autophagie. La méme observation a été rapportée par Balbi
et al. (2018) dans les hémocytes de la moule méditerranéenne. Cette voie pourrait
répondre différemment suivant le type cellulaire étudié, puisqu’il a été montré que
cette molécule avait un effet inducteur sur la voie de 1’autophagie dans le manteau de
I’huitre creuse (Moreau et al. 2015). Il est aussi possible que la carbamazépine n’ait
pas d’effet spécifique sur I’autophagie dans ce type cellulaire chez les mollusques
bivalves. Klionsky et al. (2016) ont rapportés que certaines molécules
pharmacologiques utilisées pour moduler la voie de I’autophagie ne sont pas
spécifiques et peuvent impacter d’autres voies cellulaires au sein de la cellule.
Les autres voies cellulaires pourraient empécher I’induction de ’autophagie attendue

en presence de carbamazeépine.

#w des vacuoles autophagiques ont été observees dans les hemocytes.
Des autophagosomes et autolysosomes ont été identifiés dans 1’ensemble des
conditions en microscopie électronique a transmission 24 h post-exposition avec les

molécules.
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L’ensemble de ces résultats indique que 1’autophagie est fonctionnelle dans les hémocytes
d’huitre creuse et montre I’importance de combiner plusieurs approches afin de pouvoir tirer
des conclusions concernant la modulation et la caractérisation de ce mécanisme au niveau

cellulaire.

La seconde partie de ce chapitre a permis de caractériser la voie de I’autophagie au niveau
moléculaire en identifiant les geénes la constituant chez 1’huitre creuse et en localisant les
compartiments tissulaires ou la voie de I’autophagie est exprimée. Plusieurs approches au
niveau moléculaire et protéique (datamining, PCR en temps réel, western blotting et
immunohistochimie) ont été utilisées pour répondre a cette problématique. Les résultats

obtenus dans le cadre de cette partie montre que :

# la voie de I’autophagie est hautement conservée au niveau structurel et constitutionnel
chez I’huitre creuse en comparaison avec la voie chez d’autres organismes eucaryotes.
En effet, les protéines constituant le coeur moléculaire de la voie (protéines
importantes pour la formation de I’autophagosome) ont été identifiées dans le génome
de I’huitre creuse. De plus, les ATG sont phylogénétiquement proches des ATG de la

voie de I’autophagie chez les mammiferes.

#w ’autophagie serait détectable de maniére constitutive dans [’ensemble des
compartiments tissulaires analysés de 1’huitre creuse. Tous les tissus de I’huitre creuse
expriment les génes mTOR, SQSTM1, MAP1LC3 et BECN1. Les protéines mTOR,
BECN1, SQSTM1 et MAP1LC3 sont également détectables grace a [I’utilisation

d’anticorps hétérologues humain dans I’ensemble des tissus testes.

Des résultats complémentaires sont présentés dans ce chapitre. Ces travaux ont été réalisés en
collaboration avec I’Institute of Marine and Environmental Technology (Baltimore, USA) en
se basant sur les approches précédemment développées chez C. gigas. Ces résultats ont
permis d’étudier 1’autophagie chez I’huitre creuse américaine, C. virginica, une espéce proche
de C. gigas. Une approche moléculaire nous a permis de rechercher des protéines de la voie
de I’autophagie chez C. virginica. L’autophagie a également été étudiée au niveau cellulaire
dans les hémocytes (cytométrie en flux) et au niveau protéique dans le manteau (western blot)
en exposant des huitres a des molécules connues pour inhiber ou induire la voie de

I’autophagie chez C. gigas. Les résultats semblent montrés que :
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#w la voie de I’autophagie est présente chez C. virginica. L’huitre creuse américaine
posséde les principales protéines impliquées dans la voie de 1’autophagie.

Ces protéines sont structurellement proches des protéines ATG de C. gigas.

#w 1’autophagie est fonctionnelle dans le manteau et les hémocytes de C. virginica.
En présence de molécules modulatrices comme le NH4CI ou NH,Cl+carbamazépine,
la voie de I’autophagie est modulée au niveau cellulaire dans les hémocytes et au

niveau protéique dans le manteau a 24 h post-exposition.

#w chez I’huitre creuse américaine comme chez C. gigas, la carbamazépine n’induit pas
de modulation de D’autophagie dans les hémocytes alors qu’elle induit une
modulation de I’autophagie dans le manteau. Il est possible que 1’autophagie réponde
différemment suivant le type cellulaire étudi¢ ou que la carbamazépine n’est pas
d’effet spécifique sur I’autophagie dans ce type cellulaire chez les mollusques

bivalves.

Ces travaux suggérent une réponse similaire de 1’autophagie entre C. gigas et C. virginica,
cependant d’autres études seront nécessaires afin d’utiliser d’autres approches pour confirmer

ces premiers résultats.

Cette caractérisation de ’autophagie au niveau cellulaire et moléculaire pourra étre utilisée
afin d’étudier la modulation et le fonctionnement de 1’autophagie chez I’huitre creuse lorsque
celle-ci est soumise a un facteur de stress abiotique (salinité, jeline,...) ou biotique (agents
pathogenes,...). Dans le cadre du troisiéme chapitre, nous chercherons a comprendre et
décrypter le role de la voie de I’autophagie chez I’huitre creuse, C. gigas, en réponse a une

infection par le virus OsHV-1 en étudiant le processus au niveau cellulaire et moléculaire.
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1. Introduction

En France, le virus OsHV-1 est un organisme pathogéne responsable d’épisodes de fortes
mortalités observés sur les larves et le naissain de C. gigas depuis le début des années 1990
(Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994b; Renault et al. 1994a). D’importantes pertes
économiques sont dues aux mortalités provoquées par ce virus. Cependant, les moyens de
lutte disponibles contre OsHV-1 restent limités. L’¢levage des huitres est principalement
réalisé en milieu ouvert dans lequel les animaux peuvent étre exposés en permanence aux
organismes pathogénes. Dans ce contexte, il reste difficile de réaliser des traitements
médicamenteux afin de protéger les animaux des maladies. Une meilleure compréehension de
la réponse immunitaire mise en place par 1’huitre creuse pour répondre a une infection virale
doit permettre d’apporter de nouvelles connaissances pour envisager des voies de luttes

adaptées a cette maladie.

Comme cela a été mis en évidence dans le cadre du chapitre précédent, les protéines du coeur
moléculaire de la voie de 1’autophagie ont été identifiées chez C. gigas (Picot et al., in prep),
suggérant ainsi la présence de cette voie chez cette espéce. L’autophagie peut étre activée en
réponse a des infections d’origines bactériennes, parasitaires et virales (Schmid et Miinz
2007). Suivant I’héte et I’organisme pathogéne considéré, ce mécanisme permet de séquestrer
et dégrader certains éléments essentiels de 1’organisme pathogéne (par exemple des protéines

virales) ou I’organisme pathogéne dans son intégralité (Joubert et al. 2011).

Chez les mollusques bivalves, 1’autophagie semble étre I'un des mécanismes du systeme
immunitaire impliqué en réponse a des infections par des organismes pathogenes.
Ce processus a été étudié chez I’huitre creuse C. gigas et la moule méditerranéenne
M. galloprovincialis en présence de bactéries infectieuses ou non (Moreau et al. 2015; Balbi
et al. 2018). Chez I’huitre creuse, il a également été suggéré que 1’autophagie jouerait un role
protecteur contre une infection par OsHV-1 dans le manteau a 20 hpi (Moreau et al. 2015).
Lorsque 1’autophagie est modulée I’interprétation n’est pas toujours aisée, car certains virus
sont capables de détourner 1’autophagie de son roéle antiviral pour en tirer des bénéfices
(Joubert et al. 2011; Lussignol et Esclatine 2017). Aussi, il est nécessaire de pouvoir étudier
précisément le role joué par I’autophagie au cours d’une infection par le virus OsHV-1 a

I’aide d’une approche intégrative. Dans ce cadre, plusieurs problématiques ont été poSees :
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# Comment I’autophagie est-elle modulée chez C. gigas au cours d’une infection virale
causée par le virus OsHV-1 ?

#e L’autophagie est-elle modulée de la méme maniére au sein de différents tissus
impliqués dans la réponse a I’infection virale (I’hémolymphe et le manteau) ?

#w L’huitre creuse module-t-elle 1’autophagie et/ou le virus utilise t-il ce processus pour

son propre bénéfice ?

Pour tenter de répondre a ces questions, nous avons réalisé des infections expérimentales en
condition in vivo. Des huitres creuses ont été injectées avec le virus OsHV-1 et/ou exposees a
du chlorure d’ammonium (NH4Cl), un inhibiteur connu de la voie de I’autophagie chez
C. gigas. Pendant le processus d’infection, des prélévements d’hémolymphe et de manteau
ont été réalisés a différents temps (TO, 6, 10, 14, 18, 24 et 30 h). Dans un second temps, une
approche par ARN interférence (ARNI) a été réalisée. Des petits ARN interférents (SIRNA)
ciblant le géne ATG?7 ont été utilisés afin de rendre la voie de ’autophagie non fonctionnelle.
La réponse du virus et du syst¢tme immunitaire de 1’hote a été étudiée dans le manteau de
C. gigas. Dans les deux expérimentations, le développement du virus a été suivi au niveau
moléculaire par des approches en PCR en temps réel. La modulation de I’autophagie a été
étudiée a I’aide d’outils précédemment développés dans le second chapitre de la thése (PCR

en temps réel, cytométrie en flux et western blot).

Les résultats obtenus ont mis en évidence une réplication précoce du virus au cours de
I’infection expérimentale, suivie d’'une modulation de I’autophagie dans I’hémolymphe et le
manteau de C. gigas a partir de 14 -18 h post-infection par OsHV-1. Cependant, 1’autophagie
est modulée de maniére différente dans les deux compartiments. Une exposition combinée de
C. gigas a du NH4CI et au virus démontre une modulation précoce et plus forte de
I’autophagie au cours de I’infection virale dans les deux tissus. Cependant, cette modulation
anticipée n’a pas d’impact sur la réplication du virus. De plus, le « knock down » du géne
ATG7 semble avoir fonctionné, mais les siRNA induisent également une réponse antivirale
non spécifique chez I’huitre creuse, permettant de la protéger contre le virus OsHV-1.
L’approche par ARNi et I'utilisation d’un modulateur connu de la voie n’ont pas permis de
déterminer si I’autophagie joue un rdle antiviral ou si cette voie est manipulée par le virus.
L’ensemble des ces résultats démontrent la complexité de la réponse immunitaire mise en

place par I’huitre creuse pour répondre a une infection par OsHV-1.
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Abstract

Mortality outbreaks of young Pacific oysters, Crassostrea gigas, have seriously affected the
oyster-farming economy in several countries around the world. Although the causes of these
mortality outbreaks appear complex, a viral agent has been identified as the main factor: a
herpesvirus called ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1).

Autophagy is an important degradation pathway involved in the response to several
pathologies including viral diseases. In C. gigas, recent studies indicate that this pathway is
present and functional in at least haemocytes and the mantle. Furthermore, an experimental
infection in combination with compounds known to inhibit or induce autophagy in mammals
revealed that autophagy is involved in the response to OsHV-1 infection. In light of these
results, the aim of this study was to determine the role of autophagy in the response of the

Pacific oyster to infection by virus OsHV-1.

For this purpose, an experimental infection in combination with a modulator of autophagy
was performed on Pacific oysters known to have intermediate susceptibility to OsHV-1
infection. In a second experimental infection, a knockdown of the ATG7 gene was performed.
In haemolymph and the mantle, the autophagy response was monitored by flow cytometry,
western blotting, and real-time PCR. At the same time, viral infection was evaluated by
quantifying viral DNA and RNA amounts by real-time PCR.

Although the results showed activation of autophagy in haemolymph and the mantle 14 hours
post infection (after viral replication was initiated), they were also indicative of different
regulatory mechanisms of autophagy in the two tissues, thus supporting an important function
of autophagy in the response to virus OsHV-1. Moreover, the ATG7 knockdown revealed that
small interfering RNA induced a nonspecific antiviral state protecting the Pacific oyster from

the viral infection.

Keywords: autophagy, Crassostrea gigas, Pacific oyster, innate immunity, OsHV-1
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Introduction

Increased hatchery production and livestock translocation contribute to the increasing
occurrence and spread of infectious diseases among bivalves (Barbosa Solomieu et al. 2015).
Recently, disease outbreaks significantly affected farmed Pacific oysters in Europe and in
other parts of the world (Barbosa Solomieu et al. 2015). Since 1990, mortality of spat of the
Pacific oyster, Crassostrea gigas, was observed due to a virus called ostreid herpesvirus 1
(OsHV-1) in France and in other European and world regions (Nicolas et al. 1992; Hine et al.
1992; Renault et al. 1994a; Renault et al. 1994b; Friedman et al. 1997; Cherr and Friedman
1998; Lynch et al. 2012; Peeler et al. 2012). This double-stranded DNA enveloped virus is
currently the only known characterized member of the Malacoherpesviridae family, and its
reference genotype was published in 2005 (Davison et al. 2005). In 2008, the emergence of a
specific genotype of this virus called pVar was associated with mass mortality outbreaks
among spat and juvenile C. gigas (Segarra et al. 2010). All the French oyster production areas

were affected, and between 40% and 100% of Pacific oyster spat died.

Other studies have generally focused on the identification of antiviral compounds to expand
the knowledge about the mechanisms underlying the resistance of the Pacific oyster to a viral
infection (Bacheére et al. 1990; Olicard et al. 2005; Renault et al. 2011; Green et al. 2014).
Recent genome sequencing of the Pacific oyster (Zhang et al. 2012) opened up new
perspectives on this specie and in particular on the immune-system mechanisms (He et al.
2015; Rosani et al. 2015; Moreau et al. 2015). These studies and bioinformatic analysis of the
Pacific oyster genome have indicated that several innate immune pathways of mammals seem
to exist in this specie. It has been suggested that C. gigas can control a viral infection by
means of the RNA interference (RNAI) pathway, an interferon-like pathway, apoptosis, and
via autophagy (Zhang et al. 2011; Green and Montagnani 2013; Segarra et al. 2014a; Segarra
et al. 2014c; Green et al. 2015; He et al. 2015; Moreau et al. 2015; Martenot et al. 2017).

Macroautophagy, which is more commonly simply called autophagy, is a pathway widely
conserved among eukaryotes. This process involves engulfment of a portion of the cytoplasm
with components of the cell (from proteins to whole organelles) for their degradation by
fusion with lysosomes (Levine and Deretic 2007). Autophagy participates in key cellular
processes including cellular homeostasis, starvation adaptation, cell death, and immune

response to pathogens (Klionsky and Emr 2000; Mizushima 2005; Deretic 2006; Schmid and
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Miinz 2007). This cellular mechanism can block the replication of (or infection by) different

pathogens including viruses, bacteria, and parasites.

In C. gigas, autophagy has been characterized in the mantle and haemocytes (Picot et al., in
prep). In these two compartments, it has been shown that autophagy flux exists using
molecules well known to modulate the autophagy pathway in mammals (Picot et al. accepted;
Moreau et al. 2015). Furthermore, these tissues have been demonstrated to be affected by a
viral infection. The mantle has been reported to be a target organ during OsHV-1 infection
(Renault et al. 1994a; Renault et al. 2001; Schikorski et al. 2011a; Segarra et al. 2016). The
presence of viral mMRNA is detected earlier in the process of viral infection (Segarra et al.
2014b; Segarra et al. 2014c). Haemocytes are the principal effectors of the oyster immune
system (Allam and Raftos 2015). It has been suggested that haemocytes are carrier cells
responsible for the transport of OsHV-1 to target organs by way of haemolymph during the
earlier stages of viral infection (Schikorski et al. 2011a; Segarra et al. 2016; Morga et al.
2017). One study showed that 20 h post infection (hpi), the autophagy pathway is imply in the
presence of virus OsHV-1 in the mantle of C. gigas (Moreau et al. 2015).

To clarify the role of autophagy in the response of the Pacific oyster to infection with virus
OsHV-1, two experimental infections were carried out here using respectively a known
inhibitor of autophagy (NH4Cl) and small interfering RNA (siRNA; used to knock down
ATGT7). Both autophagy and development of the virus were monitored concurrently in the
mantle and haemolymph. Autophagy was measured by cellular (flow cytometry and western
blotting) and complementary molecular approaches (real-time PCR) previously reported by
Picot et al. (accepted) and Picot et al. (in prep). The viral DNA load and expression of three
viral genes were monitored by real-time PCR during the experimental infection. For the first
time, this study revealed (via an integrated approach) activation of autophagy in the mantle
and haemolymph of C. gigas after replication of the virus was initiated. The results indicate
different regulatory mechanisms in the two tissues in response to virus OsHV-1. Moreover,
the ATG7 knock down showed that sSiRNA induced a nonspecific antiviral state protecting the
Pacific oyster from the viral infection.
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Materials and Methods

Oyster production

For the experiment using a modulator of the autophagy pathway, C. gigas spat were produced
at the Ifremer facilities in La Tremblade (Charente-Maritime, France) from one selected
family. This family was selected on the basis of its intermediate susceptibility to the viral
infection as tested under experimental conditions as described by Segarra et al. (2014b).
Spawn occurred in May 2016 and larval and spat cultures were performed as described by
Degremont et al. (2005) and Azéma et al. (2017). All growth steps involved filtered and UV-
treated seawater to prevent contamination with pathogens including OsHV-1 and Vibrio

aestuarianus.

For the RNAI experiment, C. gigas spat were produced at the Ifremer hatchery in Argenton
(Finistere, France) from standardized spat from an Ifremer family. This family was selected
on the basis of its intermediate susceptibility to the viral infection as tested under

experimental conditions described by Segarra et al. (2014b).

Prior to the two experiments, spat were acclimated via a constant flow of filtered and UV-
treated seawater enriched in phytoplankton (Skeletonema costatum, Isochrysis galbana, and

Tetraselmis suecica) in 120 L tanks at 19°C for at least 2 weeks.
Experimental design including pharmacological agent and virus OsHV-1

Seven hundred fifty oysters were “anesthetized” for 4 h in a solution containing magnesium
chloride (MgCl,, 50 g/L) in seawater mixed with distilled water (1:4, v/v) (Schikorski et al.
2011b). Each tank contained 15 oysters. Different conditions were tested: (1) oysters injected
with 100 pL of an OsHV-1 suspension at 1 x 10* copies of viral DNA/uL and kept in
seawater (12 tanks), (2) oysters injected with 100 pL of an OsHV-1 suspension at 1 x 10*
copies of viral DNA/UL and kept in seawater supplemented with NH,Cl at 1 mM (12 tanks),
(3) oysters injected with sterile artificial seawater and kept in seawater (12 tanks), or (4)
oysters injected with sterile artificial seawater and kept in seawater supplemented with NH4Cl
at 1 mM (12 tanks). Two tanks of each condition were sampled at 6, 10, 14, 18, 24, and 30 h
post infection. At TO (time before oysters were incubated under the different tested
conditions), two pools of 15 oysters were sampled to record the basal level of autophagy in
the mantle and haemolymph. At each sampling time point and for each condition, pieces of

the mantle were collected from six Pacific oysters for viral DNA detection, analysis of
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expression of viral and autophagy genes, and western blotting. In parallel, haemolymph was
withdrawn from the adductor muscle of Pacific oysters with a 1 mL syringe equipped with a
needle (0.6 x 32 mm) as described by Picot et al. (accepted). The haemolymph of the 15
oysters in each tank was pooled for viral DNA detection, analysis of expression of viral and

autophagy genes, and flow cytometry.

Survival was monitored for 7 days after injection (three tanks of 15 oysters per condition).
Percentages of cumulative survival were determined daily for the different conditions. Dead

oysters were removed from tanks in the course of the experiment.

The RNAI experiment: SIRNA synthesis and OsHV-1 experimental

infection

Based on the sequence of ATG7, two siRNAs were synthesized by Genecust (Ellange,
Luxembourg) along with a negative control siRNA consisting of a sequence proposed by the
manufacturer. The two ATG7 siRNA sequences were 5'-AACAACTACAGTTTGTGGCAT-
3" and 5’-AATGTACTGTGTTTGCGAGAT-3' and the negative control SiRNA sequence was
5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'.

A group of eight Pacific oyster spat was injected (into the adductor muscle) with 277 pg of
ATGT7 siRNA (a mixture of 138 pg of each ATG7 siRNA). A second group of eight oysters
was injected with 277 pg of the negative control siRNA. A third group consisting of eight
oysters was injected with Tris-NaCl. After injection with siRNA, the oysters were challenged
with OsHV-1. Four oysters of the three groups were injected with 100 pL of a viral
suspension at 1.07 x 10° copies of viral DNA/UL per oyster into the adductor muscle. At the
same time, 100 pL of artificial seawater was injected into the four other oysters of each group
as a negative control. At 44 h after OsHV-1 injection, pieces of the mantle were collected
from four oysters of each group with or without the virus for viral DNA detection, analysis of

expression of autophagy genes, and western blotting.
DNA extraction

Total DNA was extracted from the mantle or haemolymph using the QiaAmp DNA Mini Kit
(Qiagen), according to the manufacturer’s protocol. Elution was performed in 200 pL (for
mantle extraction) and 50 pL (for haemolymph extraction) of AE buffer provided in the Kkit.
The DNA quality and quantity were determined on a NanoDrop 2000 instrument (Thermo
Scientific, http://www.nanodrop.com).
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OsHV-1 DNA quantification by real-time PCR

OsHV-1 DNA quantification was estimated by real-time PCR in duplicate according to Pepin
et al. (2008) on a Mx3000 Thermocycler sequence detector (Agilent). Amplification reactions
were carried out in a total volume of 20 pL. Each well contained 5 pL of genomic DNA (5
ng/mL), 10 pL of Brillant I1l Ultra-Fast SYBR Green Master Mix (Agilent), 2 pL of each
primer (5.5 pM: OsHV-1 DPFor 5'-ATTGATGATGTGGATAATCTGTG-3', 5.5 uM OsHV-
1 DPRev 5-GGTAAATACCATTGGTCTTGTTCC-3') (Webb et al. 2007), and 1 pL of
distilled water. Real-time PCR cycling conditions were as follows: 3 min at 95°C, followed
by 40 cycles of amplification at 95°C for 5 s and 60°C for 20 s. The results were expressed as

logso of virus DNA copy numbers per nanogram of total DNA.
V. aestuarianus DNA detection by real-time PCR

For detection and quantification of bacteria, pieces of the mantle of oysters from the NH,CI
group were individually crushed in 150 pL of sterile seawater. Then, 100 pL of the
supernatant was diluted 100-fold and 10,000-fold, and each dilution was spread onto zobell
agar in Petri dishes, which were incubated for 48—72 h at 20°C. Colonies were enumerated,
and the bacterial colonies found in abundance were isolated and tested by real-time PCR for

the detection of V. aestuarianus following the protocol described by Saulnier et al. (2009).
Total RNA extraction and cDNA synthesis

From each tissue, total RNA was extracted with the TRIzol™ Reagent (Ambion) according to
the manufacturer’s recommendations. Total RNA was treated with TURBO™ DNase
(Invitrogen) to remove genomic DNA. The quality and quantity of the RNA were determined
on the NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Mock reverse transcription was performed after
each DNase treatment to verify the absence of oyster and/or viral genomic DNA. First-strand
cDNA synthesis was carried out by means of SuperScript® Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen) with 500 ng of the treated RNA.

Expression of Viral genes

Real-time PCR was carried out to monitor the expression of three viral genes (ORFs 80, 87,
and 99). These three ORFs were selected due to their protein functions and earlier expression
during viral infection (Davison et al. 2005; Segarra et al. 2014b; Morga et al. 2017). ORF 80

is a putative membrane protein and ORFs 87 and 99 are protein inhibitors of apoptosis.
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Expression of the three viral genes was determined by the protocol described by Segarra et al.
(2014a) with 5 uL of cDNA dilution (1/30) instead of genomic DNA. Normalized relative
viral gene expression levels were calculated for each sample with the formula: Delta C; = C;
ORF — C; Elongation factor lalpha (EF1-a). The gene expression level (Delta C,) of the initial
array data was transformed as follows: [1 — (Delta C/C; EF1-a )]/100. C; (threshold cycle)

corresponds to the PCR cycle number.
Expression of Immunity genes

Moreover, the relative expression of seven immunity genes in C. gigas spat was analyzed
during the OsHV-1 experimental infection at TO, 6, 10, 14, 18, 24, and 30 hpi. The relative
quantification value (ratio R) was calculated by the method described by Pfaffl (2001): R =
[(Etarger) ACT roet(controlsampleyy g oy aCT ref(control-sampleyt “The efficiency of each primer pair was
determined by constructing a standard curve from serial dilutions (Table 1). These seven
genes of the Pacific oyster were (i) myeloid differentiation factor 88 (MyD88), (ii) interferon-
induced protein 44 (IFI44), (iii) sequestosome 1 (SQSTM1), (iv) microtubule-associated
protein 1A/1B light chain 3A (MAP1LC3A), (v) beclin-1 (BECN1), (vi) serine/threonine
protein kinase ULK2 (ULK2), and (vii) autophagy-related protein 7 (ATG7; Table 1). Host
gene expression was normalized to EF1-o, because no significant differences in C; values
were observed for this housekeeping gene among several conditions in the course of the
experiment. The calibrator in this experiment was individuals sampled at TO.

Flow cytometry

Before autophagic activity was investigated in haemocytes, haemocyte mortality was
determined. As described by Gagnaire (2005), haemocyte mortality was measured in 200 pL
of a cell suspension sampled from each condition (two replicates) and at each sampling time
point. The cells were incubated in the dark for 30 min at 4°C with 10 pL of propidium iodide
(P1, 1 mg/mL; Thermo Fisher Scientific, cat. # P3566).

Then, percentages of haemocytes with autophagic activity were quantified with the
commercial Cyto-1D® autophagy detection kit (ENZO Life Sciences, ENZ-51031-K200) as
described by Picot et al. (accepted).

For each sample, 5000 events were acquired on an EPICS XL 4 cytometer (Beckman Coulter,
USA). Size discrimination was implemented to ensure that small particles or bacteria were not

counted, so that only haemocytes were taken into account when cell activity was measured.
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The results were depicted as cell cytograms and reported as log scale fluorescence levels of
each marker tested. The results were expressed as differences between the percentage of
haemocytes that positively presented autophagosomes for each condition and the percentage
of haemocytes labeled in the artificial seawater condition at each sampling time point. Flow

cytometry data were analyzed in Flowing software 2.5.1 (University of Turku, Finland).
Western blot

Pieces of the mantle were collected from Pacific oysters (20 to 25 mg). Mantle protein
extraction and western blot were performed as reported by Picot et al. (in prep). Thirty
micrograms of each pool of the mantle protein extract was loaded onto an SDS
polyacrylamide gel (Bio-Rad). Primary antibodies against MAP1LC3 (#3738, Cell Signaling
Technology), actin (A4700, Sigma-Aldrich), and against SQSTM1 (P0067, Sigma-Aldrich)
were respectively diluted at 1/1000, 1/500, and 1/6000.

MAP1LC3-1l/actin and SQSTMZ1/actin ratios were calculated based on densitometry analysis
of the bands in the ImageJ software (v. 1.51q). Each sample was normalized to actin and

calibrated in comparison with the control condition for each experiment.
Data analysis

All analyses were conducted in the R studio software (version 3.3.2). First, normality of all
the datasets was tested by the Shapiro-Wilk test, and homogeneity of variances was assumed

because of the results of Bartlett’s test.

Kaplan—Meier survival curves and the logrank test were used to characterize and compare
survival between oyster groups (packages survival, v2.39-5, and survminer, v. 0.4.3).

OsHV-1 DNA amounts were compared between groups “virus” and “virustNH4C1” for each
tissue by the Kruskal-Wallis test (package PMCMR, v. 4.1). In haemolymph, the sampling
time points were subdivided into two categories. The first category consisted of the early
sampling time points (6, 10, and 14 hpi), and the second of the late sampling time points (18,
24, and 30 hpi). For the mantle, results of each sampling time point were tested separately.

Scatterplots and trend curves were built with package ggplot2 (version 2.2.1).

Relative expression of oyster and viral genes are presented as scatterplots with trend curves
(package ggplot2, v 2.2.1). The Kruskal-Wallis test was carried out to determine whether

significant differences exist between experimental treatments at different sampling time
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points. In haemolymph, the difference was tested at early (6, 10, and 14 hpi) and late time
points (18, 24, and 30 hpi) of the experimental infection. For the mantle, results of each

sampling time point were tested separately.

Flow cytometry data were compared between the conditions tested and the artificial seawater
condition at early (6, 10, and 14 hpi) and late (18, 24, and 30 hpi) time points of the
experimental infection by Student’s t test. Scatterplots and trend curves were constructed

using package ggplot2.

Western blot data were compared by the Mann—-Whitney test between the conditions tested
and the artificial seawater group at early and late time points of the experimental infection.

Bar plots were built by means of package ggplot2.

Results

Mortality

To assess the effects of OsHV-1 and NH,4CI on Pacific oyster spat, survival was monitored for
7 days post infection (dpi). No oyster mortality was detected in the artificial seawater group
(Fig. 1). In the NH4CI group, the mean survival rate was 83% at 7 days post exposure. The
presence of virus OsHV-1 and bacterium V. aestuarianus was investigated by real-time PCR
in dead animals. The results did not allow us to detect the bacterium or the virus in any dead
animal. The mean survival rates in the virus group (60%) and virus+NH,4CI group (20%) were
significantly different from the results obtained for the seawater group at 7 dpi (p < 0.05). At
the same time, significant differences in the mean survival rate were observed between the

NH,4CI and virus+NH,4CI groups (p < 0.05) and the virus and virus+NH4CI groups (p < 0.05).

Detection of OsHV-1 DNA and RNA in the mantle and the haemolymph of
C. gigas

Viral DNA detection was conducted in the haemolymph and mantle of Pacific oysters during
the process of infection (Fig. 2A). Viral DNA and RNA amounts were monitored at each
sampling time point (TO, 6, 10, 14, 18, 24, and 30 hpi).

In haemolymph and the mantle, no viral DNA was detected in artificial seawater and NH,CI
groups (Fig. 2A). OsHV-1 DNA could be detected as early as 6 hpi in both tissues tested in
the virus group and virus+NH4CI group. In haemolymph (Fig. 2A), the viral DNA amount
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increased from 6 to 18 hpi in the virus group (1.03 x 10°+ 6.21 x 10° viral DNA copies/pL of
haemolymph) to 24 hpi in the virus+NH4CI group (4.02 x 10° + 1.91 x 10° viral DNA
copies/pL of haemolymph). After that, the viral DNA amount tended to stay stable until the
end of the experiment in the two groups. No significant difference was observed between the
virus group and virus+NH,4CI group at early (6 to 14 hpi) and late (18 to 30 hpi) time points of
the experimental infection in haemolymph. In the mantle (Fig. 2A), viral DNA amounts
increased from 6 until 30 hpi in virus and virus+NH4Cl groups. The maximal viral DNA
amounts were detected at 30 hpi in the virus group (6.57 x 10* + 1.54 x 10° viral DNA
copies/pL of haemolymph) and in the virus+NH,CI group (1.26 x 10°+ 2.89 x 10° viral DNA
copies/pL of haemolymph, respectively). No significant difference was observed between the

virus group and virus+NH,4CI group at any sampling time point in the mantle.

The expression of three viral ORFs was monitored by real-time PCR (Fig. 2B) to estimate
viral replication in the haemolymph and mantle under the different conditions at each
sampling time point. In the mantle and haemolymph, the first detection of viral RNA of the
three genes was observed at 6 hpi in the virus group and virus+NH4CI group (Fig. 2B). In
haemolymph, the viral RNA amount increased exponentially at the beginning of the
experiment and tended to stay stable until the end of the experiment in the virus group and
virus+NH,CI group (Fig. 2B). In the mantle, the viral transcripts of the three ORFs were
detected from 6 until 30 hpi, but their expression manifested high variation among individuals
(Fig. 2B). No significant differences in the relative expression of each ORF was thus detected

between the two groups in the course of the experiment in haemolymph and the mantle.
Monitoring of haemocyte mortality in oyster haemolymph

Prior to monitoring the autophagic activity by flow cytometry, haemocyte mortality was
evaluated with PI. In all the tested groups at all sampling time points, the mean cell mortality

never exceeded 11.9%.
Monitoring of autophagic activity in oysters exposed to OsHV-1

In the oyster haemolymph from the virus group, the autophagic activity was determined by
calculating the difference in the percentages of cells containing autophagosomes between the
virus group and artificial seawater group (Fig. 3A). At late (18 to 30 hpi) time points of the
experimental infection, the difference significantly increased and stayed positive in

comparison with early (6 to 14 hpi) time points of the experimental infection (p < 0.05).
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These results indicated that the percentage of cells containing autophagosomes was higher in
the virus group between 18 and 30 hpi. The relative expression of five autophagy genes was
monitored in the oyster haemolymph from the virus group (Fig. 3B). The results revealed that
the relative expression of ULK2, SQSTM1, and MAP1LC3A was significantly higher in the
virus group in comparison with the artificial seawater group at later time points of the

experimental infection (18 to 30 hpi; p < 0.05).

In the mantle, MAP1LC3A and ULK2 relative expression levels were significantly higher at
two time points (14 and 30 hpi; p < 0.05) in the virus group (Fig. 3B). The relative expression
of SQSTML1 significantly increased from 24 to 30 hpi (p < 0.05). Relative expression of
BECNL1 significantly increased at 30 hpi (p < 0.05). ATG7 relative expression did not seem to
vary during the experiment. At the protein level, the SQSTM1/actin ratio was determined by
western blotting to follow the protein quantity of SQSTM1 in the mantle of C. gigas (Fig.
3C). The results indicated that the SQSTML1 protein quantity significantly increased in the
virus group relative to the seawater group at the later time points of the experiment (18 to
30 hpi).

Monitoring of autophagic activity in oysters exposed to NH,Cl

The monitoring of autophagic activity by flow cytometry revealed a significant increase in the
percentage of cells containing autophagosomes in the NH4CI group in comparison with the
artificial seawater group at late time points (18 to 30 h post exposure (hpe)) of the
experimental exposure to NH,4CI (p < 0.05; Fig. 4A). On the other hand, in the NH,CI group,
the relative expression of MAP1LC3A, ULK2, and SQSTM1 was higher at early (6 to 14 hpe)
and late time points (18 to 30 hpe) of the experimental infection in comparison with the
artificial seawater group (p < 0.05). ATG7 and BECN1 expression showed no significant

difference between the NH,CI group and artificial seawater group.

In the mantle, genes MAP1LC3A and ULK2 were significantly upregulated respectively from
10 to 30 hpe and from 6 to 30 hpe (p < 0.05) in the NH,4CI group (Fig. 4B). SQSTM1 was
significantly upregulated from 10 to 30 hpe (p < 0.05). The relative expression of ATG7 and
BECNL1 stayed weak in comparison with their expression levels in the seawater group.
Nevertheless, ATG7 was significantly upregulated from 6 to 24 hpe, and BECN1 was
upregulated at 30 hpe (p < 0.05) in the presence of NH,CIl. Moreover, we observed an

increase in the protein SQSTM1 amount by western blot analysis. In fact, the results indicated
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that the SQSTM1 protein quantity was significantly higher in the NH4Cl group than the
artificial seawater group during early (6 to 14 hpe) time points of the experimental infection
(p <0.05; Fig. 4C).

Monitoring of autophagic activity in oysters exposed to virus+NH,CI

The monitoring of the autophagic activity by flow cytometry suggested that the percentage of
cells containing autophagosomes was significantly higher in the virus+NH4CI group than in
the artificial seawater group at late (18 to 30 hpi) time points of the experimental infection (p
< 0.05; Fig. 5A). At the molecular level, the relative expression of genes MAP1LC3A,
SQSTM1, and ULK2 was significantly upregulated at early (6 to 14 hpi) and late (18 to 30
hpi) time points in the virus+NH,4CI group in comparison with the artificial seawater group (p
< 0.05; Fig. 5B). BECN1 and ATG?7 expression showed no significant differences between the

two tested groups.

In the mantle, relative expression of MAP1LC3A was significantly higher from 14 to 24 hpi in
the virus+NH,CI group in comparison with the seawater group (p < 0.05; Fig. 5B). ULK2 was
significantly upregulated from 6 to 30 hpi (p < 0.05). SQSTM1 was significantly upregulated
in comparison with the seawater group from 6 to 30 hpi (p < 0.05). ATG7 was statistically but
weakly upregulated at 6, 10, and 18 hpi (p < 0.05). Relative expression of BECN1 did not
vary during the experiment. The protein ratio SQSTM1/actin confirmed the increase in the
quantity of the SQSTML1 protein in the virus+NH4CI group relative to the seawater group at
early (6 to 14 hpi) and late (18 to 30 hpi) time points of the experiment (p < 0.05; Fig. 5C).

Knockdown of ATG7 by siRNA

To investigate the participation of autophagy in the C. gigas response to OsHV-1 infection, an
SiRNA experimental infection was conducted to reduce the expression of the ATG7 gene
involved in the two conjugation systems, LC3 and ATG12. The virus replication was
monitored by detecting OsHV-1 DNA in each group in the oyster mantle (Fig. 6A). No viral
DNA was detected in the three groups without the virus (Tris-NaCl, negative siRNA, and
ATG7 siRNA) and in groups negative siRNA+virus and ATG7 siRNA+virus. Viral DNA was
detected in the Tris-NaCl+virus group (3.86 x 10° + 3.9 x 10° viral DNA copies/ug of total
DNA).
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Autophagy was followed by measuring the relative gene expression of three key ATG genes
(SQSTM1, MAP1LC3A, and ATGY7) in the different groups, with the Tris-NaCl group as a
calibrator (Fig. 6B). The relative expression of the three genes did not significantly increase in
the Tris-NaCl+virus group in comparison with the Tris-NaCl group. In the ATG7
siRNA+virus group, we found that ATG7 was not over expressed and that the expression of
MAP1LC3A significantly increased in comparison with that in the Tris-NaCl group. In the
negative siRNA+virus group, MAP1LC3A was significantly under expressed in comparison
with the negative SIRNA group.

The relative expression levels of two other immunity genes (Fig. 6B) were also studied. The
results suggested that the relative expression of MYD88 was not significantly different across
the tested conditions. In contrast, the relative gene expression of IF144 increased significantly
in all the tested groups in comparison with the Tris-NaCl group (p < 0.05). The relative
expression of IFI44 increased in the presence of negative SiRNA or ATG7 siRNA (p < 0.05).
A significant difference in the relative expression of IFI44 was observed between the Tris-
NaCl+virus group and Tris-NaCl group and between the ATG7 siRNA+virus group and ATG7
SiRNA group. In the negative siRNA+virus group, the relative expression of IFI44 was not

significantly different from the negative siRNA group.

To confirm the results obtained by real-time PCR, autophagy was monitored at the protein
level, by determining protein levels of MAP1LC3-1l and SQSTML1 in different groups (Fig.
6C). The results revealed that the protein level of MAP1LC3-I1 tended to weakly decrease
when oysters were injected with ATG7 siRNA or ATG7 siRNA+virus in comparison with the
Tris-NaCl group (Fig. 6C). In oysters injected with negative SiRNA or with negative SiRNA +
virus, the level of MAP1LC3-II did not change in comparison with that in the Tris-NaCl
group. Moreover, in the Tris-NaCl+virus group, the level of MAP1LC3-11 tended to increase.
The same trend was observed for the level of SQSTM1 in the Tris-NaCl+virus group (Fig.
6C). The level of SQSTML1 did not seem to vary in groups negative SiRNA, ATG7 SiRNA,
and negative siRNA+virus in comparison with the Tris-NaCl group. Nevertheless, the level of
SQSTM1 tended to increase in the ATG7 siRNA+virus group in comparison with that in the
Tris-NaCl group.
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Discussion

C. gigas is the most important aquaculture farming resource in France. This specie is widely
cultivated due to its good growth capacity and resistance to environmental factors (FAO
2018b; FAO 2018a). Nonetheless, since 1990, virus OsHV-1 has been responsible for
mortality events among Pacific oyster spat (Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994a; Renault
et al. 1994b). Despite the impact of the mortality caused by this virus on the aquaculture
economy, few countermeasures are available. The innate immunity mechanisms of C. gigas
involved in the response to OsHV-1 need to be documented more thoroughly. Recently,
autophagy, one of the innate immunity pathways of the Pacific oyster, was investigated in the
mantle of C. gigas and was demonstrated to participate in the response to OsHV-1 infection
(Moreau et al. 2015). In that study, autophagy was investigated in a single tissue of the Pacific

oyster, the mantle, and at a single time point during the viral infection.

In the present study, we investigated the role played by autophagy in C. gigas during OsHV-1
infection using an integrated approach. An experimental infection was carried out in
combination with a known inhibitor of the autophagy pathway, ammonium chloride (NH,CI).
During this experiment, autophagy kinetics were monitored in the mantle and haemolymph by
different cellular (flow cytometry, western blot) and molecular (real-time PCR) approaches.
Then, a knockdown of the ATG7 gene was performed to study the biological function of this

pathway during viral infection.

The first experimental infection was performed by intramuscular injection of a viral
suspension into C. gigas spat. Oyster survival was monitored for 7 dpi. Higher mortality rates
were observed in oysters injected with the virus and exposed to NH4Cl and to a lesser extent
in oysters injected only with the virus. Similar results were obtained by Moreau et al. (2015).
Nevertheless, these authors did not detect mortality in oysters exposed to NH,4Cl alone. In our
experiment, a low mortality rate (17%) was observed among the oysters exposed to NH4Cl
alone. Because OsHV-1 or V. aestuarianus DNA were not detected, these deaths appeared to
be unrelated to these pathogens generally responsible for C. gigas mortality. On the other
hand, the presence of other pathogens that may kill C. gigas was not investigated here.
Moreover, the animals used in the experiment were mature. C. gigas is highly sensitive to
changes in biotic and abiotic factors during gametogenesis (Berthelin et al. 2000; Li et al.

2007; Enriquez-Diaz et al. 2008). Perhaps sexually mature animals are more susceptible to
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NH,4CI exposure than immature oysters. Finally, exploration of autophagy in relation to viral

infection was performed before first deaths were observed.

First, the modulation of autophagy was investigated in Pacific oysters exposed to NH4CI. This
reagent was employed in the experiment owing to its capacity to inhibit autophagy, namely,
specific suppression of autophagosome degradation (Sharifi et al. 2015; Klionsky et al. 2016).
In haemolymph and the mantle, our results uncovered modulation of autophagy genes starting
from 6 hpe. NH,Cl induced a modulation of the autophagy genes. Moreover, the percentage
of cells containing autophagosomes and expressing protein SQSTM1 significantly increased
respectively since 18 and 6 hpe. SQSTM1 is a protein required for the formation and
degradation of polyubiquitin-containing bodies via autophagy (Pankiv et al. 2007). This
protein is a marker used to study autophagy flux (Bjerkey et al. 2009). Our results indicated
that NH4ClI induced accumulation of the SQSTM1 protein in the mantle. In the haemolymph,
accumulation of autophagosomes was observed through an increase in the percentage of
haemocytes containing autophagosomes. This analysis indicates that in the two tissues,
autophagy was functional and was inhibited by NH4ClI. Similar results were already obtained
in the haemocytes and mantle of C. gigas by means of the same reagent (Picot et al. accepted,
Moreau et al. 2015). In haemocytes, the percentage of cells containing autophagosomes
significantly increased in oysters exposed to NH,4Cl at 24 hpe (Picot et al. accepted). In the
mantle, accumulation of the MAPLLC3-II protein (another key protein of the autophagy
pathway) revealed inhibition of autophagy at 20 hpe as determined by western blotting
(Moreau et al. 2015). The results of our experiment suggest that in C. gigas, expression of
autophagy genes and proteins can be induced earlier than previously reported in the literature

in the presence of NH,4CI.

The autophagy modulation was also investigated in oysters injected with OsHV-1. Several
key genes of the autophagy pathway were significantly upregulated at 14 and 24-30 hpi in the
mantle, and at late time points (18 to 30 hpi) of the experimental infection, in haemolymph.
These results suggest that the virus can induce a modulation of autophagy genes.
Upregulation of several ATG genes has already been reported at the transcriptional level after
influenza virus infection (Klionsky et al. 2016). In the mantle of low-susceptibility Pacific
oysters injected with OsHV-1, upregulation of BECNL1 at 8 to 12 hpi was reported (Moreau et
al. 2015). In an analysis at different time points, we demonstrated here that several autophagy
genes were upregulated at two time points in the mantle, whereas in the haemolymph, they

were upregulated at one time point. These results point to different modulation of autophagy
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at the transcriptional level in the two tissues. Moreover, at the protein level, the expression of
SQSTM1 significantly increased between 18 and 30 hpi in the mantle. In haemolymph, the
percentage of cells containing autophagosomes significantly increased from 18 to 30 hpi.
These results confirmed that OsHV-1 induced a modulation of the autophagy flux in the two
tissues tested. In the mantle of C. gigas, a similar result was obtained by Moreau et al. (2015).
Accumulation of the MAPLLC3-Il protein was also demonstrated by western blotting,
indicating that the autophagy flux was modulated at 20 hpi by OsHV-1. These findings are in
agreement with the existing literature. For instance, induction of autophagy flux during the
Sindbis virus infection in mouse embryonic fibroblasts was reported (Orvedahl et al. 2010;
Chiramel et al. 2013).

In parallel, the viral replication was monitored. Viral DNA and RNA were detected in the two
tissues starting from 6 hpi, indicating early replication of the virus in Pacific oysters. It has
already been demonstrated that viral DNA can be detected in the mantle and the haemolymph
of Pacific oyster spat since 6 hpi (Schikorski et al. 2011a). Moreover, viral transcripts of some
OsHV-1 ORFs can be detected starting from 2 hpi in the mantle and from 1 h post contact in
the haemolymph (Segarra et al. 2014b; Morga et al. 2017). By contrast, the viral replication
kinetics seem to be different depending on the tissue considered. In haemolymph, the amounts
of viral DNA and RNA strongly increased and reached a plateau, whereas in the mantle, the
amount of viral DNA increased, and the expression levels of viral genes were stable. All our
results indicate that the virus seems to start to replicate in the two tissues of C. gigas before
the autophagy flux is modulated. Nonetheless, the autophagy modulation and the virus
response are different between haemolymph and the mantle. It could be hypothesized that the
two compartments regulate autophagy differently due to their different physiological
functions. Dissimilar modulation of autophagy across different tissues of Caenorhabditis
elegans in response to stress (starvation or anoxia) or aging has already been observed
(Chapin et al. 2015). Moreover, it is also possible that in our study, the virus did not target the
two compartments with the same aim and strategy. In fact, the mantle of C. gigas is an organ
targeted by the virus, whereas in haemolymph, the haemocytes can serve as the cells
transporting the virus OsHV-1 to target organs (Segarra et al. 2016; Morga et al. 2017).

Next, the autophagy modulation was followed in Pacific oysters exposed to NH,;Cl and
injected with the virus. In haemolymph and the mantle, autophagy gene expression levels
increased starting from 6 hpi. In the presence of the virus and NH,4CI, this result means early

modulation of autophagy genes in the two tissues. Moreover, the expression of protein
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SQSTML1 increased earlier and more strongly. The SQSTM1 protein quantity was found to be
significantly higher in the virus+NH4CI group than in the artificial seawater group at early (6
to 14 hpi) and late time points (18 to 30 hpi) of the experimental infection. In haemolymph,
the percentage of cells containing autophagosomes significantly increased in the virus+NH,Cl
group relative to the artificial seawater group at later time points of the experiment (18 to 30
hpi). In the two tissues, there was earlier and/or stronger induction of autophagy flux in the
presence of the virus and NH,4CI than in the presence of the virus alone. This earlier and
stronger autophagy induction can be partially due to the inhibition of autophagy by NH,4CI
and an interaction with the infection process. It is important to remember that NH,CI acts
quite late in the autophagy process, inhibiting degradation of autophagosomes and promoting
autophagosome accumulation. Moreover, autophagy is a process that is involved in the
response to viral infections. This process can exert an antiviral action by degrading viral
particles or viral proteins via its cellular mechanism (Talloczy et al. 2006; Orvedahl et al.
2010; Judith et al. 2013; Sagnier et al. 2015). Nevertheless, it is known that the autophagy
mechanism can be hijacked by viruses, e.g., herpesvirus among others, to enhance their
replication, to be transported, or to exit the cell (Cavignac and Esclatine 2010; Miszczak and
Cymerys 2014; Jackson 2015; Lussignol and Esclatine 2017).

In the mantle and haemolymph, no significant difference in viral DNA and RNA was detected
between virus and virus+NH,4Cl groups. In another study carried out at 20 hpi, no significant
difference in viral DNA was observed in the mantle of Pacific oysters exposed to the virus
and to virus+NH4Cl (Moreau et al. 2015). Unexpectedly, in these tissues, stronger and earlier
modulation of autophagy does not induce a change in virus development. On the other hand,
Moreau et al. (2015) demonstrated that inhibition of the autophagy pathway by NH4CI
increases the rate of mortality during OsHV-1 infection. Two hypotheses can be proposed to
explain these results. Because the oyster family used here manifested an intermediate level of
susceptibility to viral infection, it is possible that at the individual level, oysters can present a
high level of variability in the severity of infection associated with high variability of viral
DNA and RNA. This variability can conceal the effect of autophagy inhibition on viral
replication. Besides, these results can suggest that inhibition of the degradation of
autophagosomes by lysosomes has no effect on viral development in the two tissues. It is
possible that the use of NH4CI does not allow us to determine the role played by autophagy in
the response to a viral infection. Perhaps the reason is that this compound does not inhibit the

autophagic sequestration step to work.
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Nevertheless, using other known inhibitors of the autophagy pathway to block
autophagosome formation could be an alternative strategy to study the role play by autophagy
during a viral infection. Several pharmacological agents are available to inhibit the nucleation
step of autophagy (Galluzzi et al. 2017). Wortmannin and 3-methyladenine, two inhibitors of
PIK3C3 function (class Ill phosphatidylinositol-3-kinase) are good candidates (Toogood
2002; Rubinsztein et al. 2007). Nevertheless, the majority of these pharmacological agents
serving to modulate the autophagy pathway have low pharmacological specificity for their
target and can influence several other cellular pathways as well (Klionsky et al. 2016;
Galluzzi et al. 2017). Therefore, in addition to the tested autophagy modulators, the role of
autophagy in the response to viral infection needs to be investigated via other approaches
(Klionsky et al. 2016). Development of a gene silencing approach to determine (by inverse
genetics) the role of autophagy in the response to virus infection can be another option.

To better understand the role of the autophagy pathway, we carried out a knockdown of ATG7
by siRNA. This gene is involved in the two conjugation systems LC3 and ATG12 and is
important for the elongation step of autophagy (Yang and Klionsky 2010; Klionsky and
Schulman 2014). A knockdown of ATG7 is one of the most definitive ways to demonstrate
the role of autophagy (Gottlieb et al. 2015). In the presence of ATG7 siRNA, a weak decrease
in the MAPL1LC3-I1I protein level was observed. We supposed that silencing of ATG7 can
reduce the MAP1LC3-11 protein level by inhibiting the autophagosome production. These
results suggest that ATG7 siRNA targeted the autophagy pathway. Nonetheless, the quantity
of siRNA injected per animal was not sufficient to induce complete suppression of autophagy.
In the presence of the virus without sSiRNA, viral DNA was detected and was associated with
an increase in the MAP1LC3-1l and SQSTML1 protein levels. As expected, these findings
pointed to modulation of autophagy in the presence of the virus. Of note, in the presence of
the virus with addition of the negative or ATG7 siRNA, no viral DNA was detected.
Autophagy gene MAP1LC3A expression was not affected in the presence of negative siRNA,
whereas in the presence of ATG7 siRNA, MAP1LC3A was upregulated in comparison with
the Tris-NaCl group. These results mean that autophagy genes modulation seems to differ
depending on the siRNA injected in the presence of the virus. At the protein level, in the
presence of the virus, MAP1LC3-1l and SQSTML1 expression did not seem to change in the
negative siRNA group, whereas in the ATG7 siRNA group, the MAP1LC3-II level tended to
decrease and the SQSTM1 level tended to increase. Depending on the type of injected SiRNA,

autophagy flux modulation seems to differ in the presence of the virus. In addition, 1FI44
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gene expression was significantly upregulated in the presence of the negative siRNA or ATG7
siRNA. This gene is a key player of interest in the context of viral infection and has been
associated with a real ability of C. gigas to defend itself against a viral infection (Renault et
al. 2011; Segarra et al. 2014c; Morga et al. 2017). It has already been reported that an
increase in the expression of this gene promotes an antiviral state consistent with the
resistance to OsHV-1 infection. All these results seem to indicate that injection of negative
SIRNA seems to induce a nonspecific antiviral state preventing viral infection of Pacific
oysters. By contrast, the knockdown of one gene involved in the innate immune system of the
Pacific oyster has been demonstrated by means of siRNA, and a nonspecific antiviral state
was not detected (Li et al. 2016). In contrast to our study, those authors did not look at the
response of other immune pathways of C. gigas during their experiment. Moreover, a
nonspecific antiviral state preventing mortality related to OsHV-1 infection in C. gigas has
already been induced via an RNAI approach (Pauletto et al. 2017). Using dsRNA targeting an
immunity gene called 1xB2, that study revealed upregulation of several genes participating in
other pathways of the antiviral defense of C. gigas. Those authors suggest that the use of
dsRNA can activate other immune pathways by way of Rel/NF-«kB and interferon-like
molecules. The siRNA may in the same way have induced a nonspecific antiviral state in
oysters in our experiment. Moreover, a nonspecific antiviral state preventing mortality related
to OsHV-1 infection was induced by polyl:C, a nonspecific stimulant structurally similar to
dsRNA (Green and Montagnani 2013). As in Pauletto et al. (2017) and our study, they
reported upregulation of several genes taking part in several immune pathways of C. gigas.
This RNAI approach shows the complexity of antiviral mechanisms employed by the Pacific

oyster to fight against a viral infection.

Conclusion

In this study, we demonstrated that autophagy is active during infection by OsHV-1. The
results showed that viral replication was initiated before autophagy was activated (Fig. 7).
Nevertheless, the autophagy modulation differs depending on the tissue being considered.
Using a known inhibitor of autophagy, called NH,Cl, we found that autophagy can be
inhibited beforehand in two tissues, the mantle and haemolymph, during the experiment.
Because of the additive effects of NH4Cl and OsHV-1, earlier and stronger inhibition of

autophagy was observed during the viral infection. Nevertheless, in the two tissues, inhibition
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of autophagy does not seem to be related to viral replication. Finally, a knockdown of ATG7
was effective but did not allow us to determine the biological function of autophagy during
the viral infection. In fact, our experiment revealed that SiRNA can induce a nonspecific
antiviral state that protects Pacific oysters against a viral infection. Further research is needed
to determine whether autophagy has an antiviral function or is manipulated by the virus for its

own benefit.
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Figure 1. Kaplan-Meier survival curves of the pacific oyster C. gigas injected with the virus OsHV-1,
exposed to NH,4CI or injected with OsHV-1 and exposed to NH,CI. The control condition corresponds
to pacific oysters injected with artificial sea water. In each condition the mortality was monitored on
n=30 oysters. a: significant difference with the artificial seawater condition (p < 0.05). b: significant
difference with the virus condition (p < 0.05). c: significant difference with the virus+NH,CI condition
(p <0.05).
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Figure 2. Detection of OsHV-1 DNA and RNA in haemolymph and mantle of C. gigas. A. Viral DNA
amounts detected by real time PCR in Pacific oysters of the four different tested conditions (artificial
seawater, NH,Cl, virus and virus+NH,CI) after injection by OsHV-1 (i) in haemolymph (n=2 pools of
15 animals) and (ii) in the mantle. (n=6 animals) The line represents the trend curve of viral DNA
amount in the virus condition (red line) and the virus+NH,CI condition (purple line). No significant
difference was observed between the virus and virus+NH,Cl conditions in the mantle and
haemolymph. B. Relative genes expressions of ORF 80, ORF 87 and ORF 99 estimated by RT-PCR at
different time of exposure for the virus and virus+NH,4CI condition in haemolymph (n= 2 pools of 15
animals) and mantle (n=3 animals). The line represents the trend curve of the expression of each gene
in the virus condition (red line) and the virus+NH,4CI condition (purple line). No significant difference
was observed between the virus and virus+NH,CI condition in haemolymph and the mantle of the
Pacific oyster. VGE= viral gene expression.
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Figure 3. Modulation of the autophagy in Pacific oyster exposed to OsHV-1. A. Monitoring of
autophagy in haemocytes of C. gigas by flow cytometry. Scatterplot of the difference of the
percentage of haemocytes presented autophagosomes between the seawater condition (ASW) and the
virus condition from 6 to 30 hpi (n=2 pools of 15 animals). The line represents the trend curve of the
difference of percentage of cells between the two conditions. * Significant increase of the difference of
the percentage of cells presented autophagosomes between the virus and seawater condition (p < 0.05).
B. Relative gene expression of key autophagy genes in haemolymph and the mantle of the Pacific
oysters, C. gigas, in ASW condition (blue) and virus condition (red) at each sampling time point (TO,
6, 10, 14, 18, 24 and 30 hpi) detected by real time PCR (haemolymph: n=2 pools of 15 animals;
mantle : n=3 animals). The line represents the trend curve of the expression of each gene in the virus
condition (red) and the ASW condition (blue). % Significant difference between the virus and ASW
condition at early (6-14 hpi) or late time points (18-30 hpi) of the experimental infection (p < 0.05). *
Significant difference between the virus and ASW conditions of the same time point (p < 0.05). RGE=
relative gene expression. C. Detection of the autophagy protein SQSTM1 in the mantle of C. gigas
during the kinetic of infection by OsHV-1 in the virus condition at each sampling time point (for each

time point n=1 pool of 3 animals). “ Significant differences between the virus and ASW condition
at early (6-14 hpi) or late time points (18-30 hpi) of the experimental infection (p < 0.05).
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Figure 4. Modulation of autophagy in Pacific oyster exposed to NH,CI. A. Monitoring of autophagy
in haemocytes of C. gigas by flow cytometry. Scatterplot of the difference of the percentage of
haemocytes presented autophagosomes between the seawater condition (ASW) and the NH,CI
condition from 6 to 30 hpi (n=2 pools of 15 animals). The line represents the trend curve of the
difference of percentage of cells between the two conditions. * Significant increase of the difference of
the percentage of cells presented autophagosomes between the NH,CI and ASW condition between 18
to 30hpi (p < 0.05). B. Relative gene expression of key autophagy genes in haemolymph and the
mantle of the Pacific oysters, C. gigas, in ASW condition (blue) and NH,CI condition (green) at each
sampling time point (TO, 6, 10, 14, 18, 24 and 30 hpi) detected by real time PCR (haemolymph: n=2
pools of 15 animals; mantle: n=3 animals). The line represents the trend curve of the expression of
each gene in the NH,CI condition (green) and the ASW condition (blue). % Significant difference
between the NH,Cl and ASW conditions at early (6-14 hpi) or late time points (18-30 hpi) of the
experimental infection (p < 0.05). % Significant difference between the NH,Cl and ASW conditions
of the same time point (p < 0.05). RGE= relative gene expression. C. Detection of the autophagy
protein SQSTML1 in the mantle of C. gigas during the kinetic of exposition to NH,CI at each sampling

time point (for each time point n=1 pool of 3 animals). “ Significant differences between the NH,ClI
and ASW condition at early (6-14 hpi) or late time points (18-30 hpi) of the experimental infection
(p <£0.05).
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Figure 5. Modulation of autophagy in Pacific oyster exposed to virus+NH,Cl. A. Monitoring of
autophagy in haemocytes of C. gigas by flow cytometry. Scatterplot of the difference of the
percentage of haemocytes with autophagosomes between the seawater condition (ASW) and the
virus+NH,CI condition from 6 to 30 hpi (n=2 pools of 15 animals). The line represents the trend curve
of the difference of percentage of cells between the two conditions. * Significant increase of the
difference of the percentage of cells presented autophagosomes between the virus+NH,Cl and ASW
condition between 18 to 30hpi (p < 0.05). B. Relative gene expression of key autophagy genes in
haemolymph and the mantle of the Pacific oysters, C. gigas, in seawater condition (blue) and the
virus+NH,CI condition (purple) at each sampling time point (TO, 6, 10, 14, 18, 24 and 30 hpi) detected
by real time PCR (haemolymph: n=2 pools of 15 animals; mantle: n=3 animals). RGE= relative gene
expression. The line represents the trend curve of the expression of each gene in the virus+NH,CI
condition (purple) and the ASW condition (blue). % Significant difference between the virus+NH,CI
and ASW conditions at early (6-14 hpi) or late time points (18-30 hpi) of the experimental infection
(p<0.05). * Significant difference between the virus+NH,Cl and ASW conditions of the same time
point (p < 0.05). C. Detection of the autophagy protein SQSTM1 in the mantle of C. gigas during the
kinetic of infection by OsHV-1 in the virus+NH4CI condition at each sampling time point (for each

time point n=1 pool of 3 animals). “ Significant differences between the virus+NH,CI and ASW
condition at early (6-14 hpi) or late time points (18-30 hpi) of the experimental infection (p < 0.05).
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Figure 6. Viral DNA detection, expression of autophagy and immunity genes and protein detection
and expression in the mantle of C. gigas in the RNAI experimental infection. A. Viral DNA amounts
detected by real time PCR in Pacific oysters of the different conditions tested 44 hpi by OsHV-1 (Tris-
NaCl+virus, negative sSiRNA+virus, ATG7 siRNA+virus, negative sSiRNA, ATG7 siRNA or Tris-NaCl)
(n=4 for each condition). B. Relative expression of (i) autophagy genes (ATG7, MAP1LC3A,
SQSTM1) and (ii) other immune genes (IFI44 and MYD88) in the six conditions estimated by real
time PCR 44 hpi. Mantle of the Tris-NaCl condition were used as calibrator. % Significant differences
with the relative gene expression in the Tris-NaCl condition (p<0.05). % Significant difference with
the respective relative gene expression in the condition without virus (p<0.05) (n=4 animals). C.
Detection and quantification of the autophagy proteins (i) MAP1LC3-I and -1l and (ii) SQSTML in the
different tested conditions. In each condition n= 1 pool of 4 Pacific oysters.
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Figure 7. Modulation of autophagy in the mantle and haemolymph of the Pacific oyster, Crassostrea
gigas, during the process of an infection by the virus OsHV-1. A. in the NH,CI condition; B. in the
virus condition; C. in the virus+NH4CI condition. The thickness of each color square represents an

increase of the parameter considered.
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Table

Table 1. List of primer for viral and C. gigas immune genes expressions.

Gene name/ Efficiency

Categories ORFs Forward Reverse (%) Protein
BECNI AAATGCTGCTTGGGGTCAGA CGGAATCCACCAGACCCATA 102.2 PI3KC3 complex
ULK2 CTGACTTTGGCTTTGCTCGT TTTGAGCTGTTGAGGGGTCT 1039 Atgl/ULKI complex
MAPILC3A CCGATGCTTGACAAGACCAA CCGTCCTCGTCTTTCTCCTG 982 LC3 Sc‘y):se‘;%a“"“
Autoph . L
ugi;ﬁe:gy Delivers ubiquitinated
P62/SOSTM1 AGGGAATGAGAAGGCCGAAA CCTCAAGCAACTCCTCTCCA 96.5  cargoes for autophagic
degradation
ATG7 CGCCCCTTGTAAACAAAATG ATTCTGCAAGGCATTCCAAC 104.8 LC3 and ATG12
conjugation systems
Immunity v hygg CGTGCCATGGACGGATAACAACG  GGCCCAGCAGTACCTCTGTGGAATC — 975 \Universal adapter for
genes the TLR/IL-1R family
IFI44 TGGTGGACTATGGACCGGACAGTG GGTAGACAGTGGTGAGGCTGTGCT — 93.8 I“te’fer";izm“med
ORF30 AAGAGGATTTGGGTGCACAG TTGCATCCCAGGATTATCAG 985 Membrane protein
OsHV-1 ORF87 CACAGACGACATTTCCCCAAA AAAGCTCGTTCCCACATTGGT 98.7 I“h‘b“‘;’rg{e?ﬁomc’s‘s
genes — -
ORF99 GGTGGAGGTGGCTGTTGAAA CCGACTGACAACCCATGGAC 963 I“h‘b‘t‘;‘"rg{e?gf’pms‘s
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2. Conclusion

Les travaux entrepris dans le cadre de ce troisieme chapitre visaient a décrypter le réle joué
par 1’autophagie au cours du processus d’une infection par le virus OsHV-1 de maniére
intégrative. En condition in vivo, nous avons suivi la modulation de I’autophagic et la
réplication du virus au cours d’une infection virale dans le manteau et I’hémolymphe de
C. gigas. Puis, nous avons cherché a déterminer si ’autophagie jouait un rdle antiviral ou si ce

mécanisme était manipulé par le virus OsHV-1.

D’aprés les résultats obtenus, la réplication du virus commence précocement au cours de
I’infection et est suivie d’'une modulation de ’autophagie dans les deux tissus. En effet, la
réplication du virus est détectable des 6 hpi tandis que 1’expression des genes de I’autophagie
et le flux autophagique sont modulés respectivement a partir de 14-18 et 18 hpi. Les résultats
mettent en évidence une modulation différente de 1’autophagie dans le manteau et
I’hémolymphe. Au niveau transcriptionnel, certains génes de 1’autophagie sont sur exprimés
deux fois dans le manteau et une fois dans 1’hémolymphe au cours de 1’expérimentation.
Les fonctions physiologiques différentes de ces deux compartiments, pourraient étre a
I’origine d’une régulation différentielle de 1’autophagie dans le manteau et I’hémolymphe en
réponse a l’infection virale. Dans les deux tissus, le virus pourrait également adopter une
stratégie différente de réplication entrainant une modulation différente du processus
autophagique. Cette hypothese est supportée par le fait que le manteau est un organe ciblé par
le virus, alors que I’hémolymphe et les hémocytes permettraient la dissémination du virus aux
différents organes cibles (Schikorski et al. 2011; Segarra et al. 2016; Morga et al. 2017).

En parallele, une inhibition de 1’autophagie est observée de maniere précoce au cours de
I’expérimentation au sein du manteau et de I’hémolymphe des huitres exposées a du NH4CI.
Une modulation des génes de 1’autophagie est observée dés 6 h post-exposition (hpe).
Puis une inhibition du flux autophagique est observée dés 6 hpe dans le manteau et 18 hpe

dans I’hémolymphe.

En exposant C. gigas au virus et au NH4Cl, une modulation plus précoce et plus forte de
I’autophagie est observée au cours de I’infection expérimentale. Celle-cCi serait partiellement
due a une inhibition de 1’autophagie par le NH4Cl et également a une interaction avec le
processus d’infection viral. L’expression des geénes de 1’autophagie est modulée deés 6 hpi

dans les deux tissus. De plus, suivant le tissu considéré, le flux autophagique est plus
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fortement et/ou précocement modulé par rapport a la condition virus seul. Cependant, la
réplication du virus dans le manteau et I’hémolymphe n’est pas impactée par cette modulation
précoce de I’autophagie. Deux hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer ces résultats.
L’usage d’une famille présentant une sensibilité intermédiaire a I’infection virale pourrait étre
a I’origine d’une importante variabilité de la sensibilité individuelle des animaux a OsHV-1.
Cela pourrait masquer ’effet de la modulation précoce de 1’autophagie sur la réplication du
virus. Il est également possible qu’une inhibition de la dégradation des autophagosomes par
les lysosomes n’est pas d’effet sur le développement du virus. Le NH4CI ne permet peut étre
pas de déterminer le role joué par 1’autophagie en réponse a une infection virale.
Cette molécule inhibe la dégradation des autophagosomes mais n’empéche pas leur formation
et la séquestration de composés cytoplasmiques au sein des structures autophagiques formées.
Une inhibition plus précoce de 1’autophagie au niveau de 1’étape d’initiation permettrait
d’empécher la formation des autophagosomes et pourrait peut étre induire une modification

de la réplication du virus.

Enfin, les résultats obtenus par I’approche par ARN interférence, n’ont également pas permis
de déterminer si I’autophagie jouait un réle antiviral ou si ce processus était modulé par le
virus pour son propre bénéfice. En présence de sSiRNA ATG7, une diminution du niveau de la
protéine MAPLLC3-11 est observée. Ces résultats suggerent que le « knock down » du géne
ATG7 a été partiellement efficace. Cependant la quantité de siRNA utilisée ne semble pas
suffisante pour bloquer totalement la voie. L’utilisation d’une quantité plus forte de siRNA
peut-étre envisagée. Malheureusement, I’exposition de C. gigas a des siRNA induit également
une réponse antivirale non spécifique mais protectrice contre le virus OsHV-1. En présence de
SiRNA négatif ou ATG7, une sur expression du géne IF144, un géne impliqué dans la réponse
antivirale de I’huitre creuse a été observée. De plus dans ces deux conditions, I’ADN viral

n’est pas détecté alors que I’inverse est observé dans la condition controle.

L’ensemble de ces résultats démontrent la complexité des interactions existantes entre les
différents mécanismes antiviraux mis en place par I’huitre creuse pour répondre a une
infection virale. Des analyses complémentaires seront nécessaires afin de pouvoir déterminer
si I’autophagie est modulée par I’huitre creuse ou Si ce processus est modulé par le virus pour

son propre bénéfice.
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L’huitre creuse, Crassostrea gigas est I’espéce ostreicole majoritairement cultivée au niveau
mondial. En France, cette espéce a ¢té introduite a la fin des années 1960 afin d’assurer la
pérennité de I’activité ostréicole affectée par le déclin de la production de I’huitre portugaise.
En effet, cette espece a été impactée par deux épisodes de mortalités associés a la détection de
virus de type iridovirus a la fin des années 60 et au début des années 70. Cependant, depuis le
début des années 1990, C. gigas est également confrontée a des mortalités massives parmi

lesquelles des mortalités estivales affectant le naissain causées par le virus OsHV-1.

Aujourd’hui, peu de moyens de lutte sont disponibles pour contrer une infection par le virus
OsHV-1. Une meilleure connaissance des interactions hote/organisme pathogéne permet de
comprendre les mécanismes de résistance de 1’huitre creuse au cours d’une infection par
OsHV-1. Cependant, les moyens d’études restent limités notamment par 1’absence de lignée
cellulaire de mollusques bivalves et la complexité du fonctionnement biologique de cette
espece. La récente caractérisation du génome de C. gigas ouvre de nouvelles perspectives
dans la compréhension des mécanismes de défense. Plusieurs voies antivirales ont été
caractérisées (Green et Montagnani 2013; Segarra et al. 2014c; Green et al. 2015a;
Moreau et al. 2015; Martenot et al. 2017) parmi lesquelles 1’autophagie, un mécanisme du
systéme immunitaire inné, hautement conservé chez les organismes eucaryotes. L’autophagie
est impliquée dans de nombreux processus cellulaires comme 1’homéostasie, la mort
cellulaire, le développement embryonnaire et la défense immunitaire. Chez C. gigas, des
genes de la voie de 1’autophagie ont été identifiés et des premiers résultats ont suggéré
I’implication de ce mécanisme dans la réponse de 1’huitre a une infection par le virus OsHV-1

(Moreau et al. 2015).

Dans ce contexte, une meilleure caractérisation du mécanisme de 1’autophagie chez C. gigas
et de son implication au cours d’une infection par le virus OsHV-1 semblait nécessaire.
Ainsi les travaux de these réalisés ici visaient a répondre a deux objectifs : (1) caractériser
I’autophagie chez I’huitre creuse par la combinaison d’approches cellulaires, moléculaires et
protéiques ; (2) étudier le rdle joué par 1’autophagie chez C. gigas au cours de I’infection
virale en condition in vivo en utilisant un modulateur connu de I’autophagie et une approche

par ARN interférence.

L’autophagie a premie¢rement été étudiée au niveau des hémocytes lors d’une exposition des
huitres au NH4Cl et a la carbamazépine, deux modulateurs connus de 1’autophagie.

La modulation de ce processus a été etudiée au niveau cellulaire par plusieurs approches dont
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la cytométrie en flux, la microscopie a fluorescence et la microscopie électronique a
transmission (MET). Cette étude nous a permis de détecter et caractériser au niveau
ultrastructural des vacuoles autophagiques au sein des hémocytes de I’huitre creuse.
Une augmentation du pourcentage de cellules présentant des autophagosomes et une
augmentation du nombre d’autophagosomes au sein des hémocytes est observée en présence
de NH,CI et de NH,Cl+carbamazépine, 24 h post-exposition aux molécules. Les résultats
démontrent (1) une inhibition de 1’autophagie dans les hémocytes par le NH,Cl ; (2) une
activité autophagique importante au sein des hémocytes les plus complexes et de grande taille.

Ce travail suggére que I’autophagie peut étre modulée dans les hémocytes de C. gigas.

Dans un second temps, la voie de 1’autophagie a été caractérisee au niveau moléculaire.
Les résultats ont permis d’identifier dans les bases de données publiques des protéines du
cceur moléculaire de la voie de 1’autophagie dans le génome de C. gigas. Ainsi, la voie de
I’autophagie apparait structurellement et constitutionnellement conservée chez C. gigas
comme chez d’autres organismes eucaryotes. De plus, 1’autophagie serait détectable de
maniére constitutive dans I’ensemble des compartiments tissulaires de I’huitre creuse.
En effet, les génes mTOR, SQSTM1, MAP1LC3 et BECN1 sont exprimés au niveau
transcriptomique et protéique dans le manteau, la gonade, le muscle, la glande digestive, les
branchies, les hémocytes, le coeur et les palpes labiaux. L’ensemble de ces resultats

démontrent une conservation de 1’autophagie chez C. gigas au niveau moléculaire.

En complément des précédents résultats, une étude de 1’autophagie a été réalisée chez I’huitre
américaine C. virginica, une autre espece d’huitre creuse, phylogénétiquement proche de
C. gigas. Ce sujet a fait I’objet d’une collaboration avec le Dr Colleen Burge de I’Institut of
Marine and Environmental Technology (IMET) a Baltimore (USA). A 1’aide des séquences
protéiques des ATG (autophagy related genes) de C. gigas et de la base de données NCBI, les
protéines constituant la voie de I’autophagie chez C. virginica ont été recherchées. De fortes
similarités ont été observées entre les protéines ATG de C. gigas et de C. virginica. De plus,
la modulation de 1’autophagie au sein du manteau et des hémocytes de C. virginica a été
¢tudi¢e dans le cadre d’une exposition a des modulateurs connus de 1’autophagie. Il a été
observé une augmentation du pourcentage d’hémocytes présentant des autophagosomes a 24 h
post-exposition avec du NH4Cl. Au niveau du manteau, une approche par western blot a
permis d’observer une augmentation de la quantité de la protéine MAP1LC3-11 en présence de

NH.CI et de carbamazépine. Ces résultats démontrent une modulation de 1’autophagie dans
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les hémocytes et le manteau de C. virginica similaire a celle de C. gigas. Ainsi I’autophagie

existe et peut étre modulée chez C. virginica comme chez C. gigas.

Cette premicre partie montre I’importance de combiner plusieurs approches cellulaire,
moléculaire et protéique, pour étudier la modulation de I’autophagie et confirme la

conservation de ce processus chez deux espéces d’huitre creuse.

Dans la seconde partie de ce travail de thése, le role joué par I’autophagie a été exploré au
cours d’une infection virale. Une premiere approche expérimentale in vivo visait & comparer
la réponse autophagique lors d’une infection a OsHV-1 avec ou sans exposition au NH,CI.
Dans la condition infection a OsHV-1 seule, une réplication du virus est observée
précocement, associée a une modulation de 1’expression des génes de la voie de 1’autophagie
dés 14-18 h post exposition au virus OsHV-1. Cette modulation transcriptionnelle est
différente dans I’hémolymphe et le manteau alors qu’aprés 14 h, la modulation du flux
autophagique est régulée de facon similaire dans les deux «compartiments ».
En présence de NH4Cl et de virus, la modulation de I’autophagic est observée plus
précocement dans 1’hémolymphe et le manteau par rapport a la condition « infection a OsHV-
1 » seule. Cependant la réplication du virus ne semble pas impactée par la modulation
anticipée du processus autophagique. Ainsi, cette expérimentation in vivo n’a pas permis de
déterminer si I’autophagie est modulée par I’huitre creuse afin de se défendre contre
I’infection virale, ou si cette voie est manipulée par le virus afin de 1’utiliser pour son propre
bénéfice. Afin de répondre a ces questions, il a été entrepris une approche de génomique
fonctionnelle par I’utilisation de petits ARN interférents (siRNA), ciblant le gene ATG7.
Le «knock down » du géne ATG7 a fonctionné induisant une diminution de la protéine
MAPLLC3-1l. Cependant, quelle que soit la nature des siRNA (SiRNA négatif et SiRNA
ATGT) une augmentation de I’expression d’IFI44 impliqué dans la réponse antivirale a été
observée associée a I’absence de détection du virus OsHV-1. Ainsi, I’exposition des huitres
aux siRNA semble induire de fagon non spécifique une protection de I’huitre creuse contre
I’infection par le virus OsHV-1 similaire a celle observée dans le cas de I'utilisation de long
ARN double brins (ARNdb) (Pauletto et al. 2017) et de poly :(IC) (Green et Montagnani
2013). Tl n’a donc pas été possible de déterminer si I’autophagie est régulée par I’huitre creuse

ou par le virus OsHV-1.
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En conclusion, ces travaux de thése ont contribué a mieux caractériser I’autophagic chez
I’huitre creuse au niveau moléculaire et cellulaire. De plus, les connaissances concernant les
interactions entre I’huitre creuse et le virus OsHV-1 ont été améliorées en étudiant la
régulation de I’autophagie au cours d’une infection virale. Les résultats ont montré une
activation de I’autophagie consécutive a I’infection par le virus. Dans 1’hémolymphe, la
réponse de 1’autophagie différe de celle obtenue dans le manteau. Les fonctions
physiologiques différentes de ces deux compartiments, pourraient étre a 1’origine d’une
régulation différentielle de ’autophagie. Dans les deux tissus, le virus pourrait également
adopter une stratégie différente de réplication entrainant une modulation différente du
processus autophagique. En revanche, ces travaux n’ont pas permis de démontrer si
I’activation de [’autophagie est régulée par I’huitre creuse ou par le virus OsHV-1.
L’approche par ARN interférent réalisée n’a malheureusement pas permis de répondre a cette
question. En effet, le « knock down » d’ATG7 fonctionne mais 1’utilisation de siRNA semble
induire de facon non spécifique une réponse antivirale ne nous permettant pas de conclure

concernant cette interrogation.

Les résultats obtenus ouvrent de nouvelles perspectives pour compléter la caractérisation du

role de I’autophagie au cours d’une infection virale.

Deux approches pourraient étre envisagées afin de clarifier « qui » induit 1’activation de
I’autophagie : 1’hote ou le virus ? Une premiere approche viserait a utiliser différentes

molécules connues pour moduler la voie a d’autres étapes du processus de 1’autophagie.

Nous avions choisi d’inhiber la dégradation des autophagosomes (phase finale du processus)
par I’utilisation du NH4Cl, mais des molécules inhibant des phases plus précoces de la
formation des autophagosomes comme la Wortmannin ou 3-méthyladénine pourraient étre
testées. Ces deux molécules inhibent en effet la fonction de PIK3C3 (Class IlI
phosphatidylinositol-3-kinase) située au niveau du complexe PtdIn3K. Ces molécules
empéchent la nucléation des membranes et la formation de vésicules a double membrane.
En parallele, une approche inverse, utilisant des molécules activatrices de la voie pourrait étre
réalisée. L’utilisation de la rapamycine, agissant directement sur mTOR pourrait étre
envisagée afin d’induire la production d’autophagosomes. En ce fixant sur le complexe
MTORC1, la rapamycine empéche mTOR de se fixer sur le complexe Atgl/ULK.

Cela provoque une inactivation de celui-ci et donc induit la production d’autophagosomes.
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Outre I’utilisation de molécules modulatrices de 1’autophagie, une approche de génetique
inverse par CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-
CRIPR-associated protein 9) pourrait étre réalisée. Cette approche a récemment été utilisée
avec succeés chez plusieurs organismes invertébrés terrestres et marins comme le ver,
Caenorhabditis. elegans (Dickinson et al. 2013), la drosophile, Drosophila melanogaster
(Bassett et al. 2013), I’ascidie jaune, Ciona intestinalis (Stolfi et al. 2014) et la crépidule,
C. fornicata (Perry et Henry 2015). De plus, depuis peu de temps elle est également utilisée
pour muter des génes clés de la voie de 1’autophagie comme ATG5 (Kim et al. 2016), ATG7
(Cui et al. 2017), ATG16 (Ohshima et al. 2014) ou ULK1 (Horne et al. 2016).

De telles approches permettraient non seulement de déterminer 1’origine de la régulation de
I’autophagie chez I’huitre creuse mais d’évaluer I’importance de ce mécanisme dans la survie
ou non de I’animal a I’infection virale. Afin d’aller encore plus loin dans le rdle de ce
mécanisme, il serait intéressant d’explorer son role dans la résistance/tolérance a la maladie
en utilisant des familles présentant des profils plus contrastés de sensibilité et tolérance a la

maladie causée par OsHV-1.

Enfin il serait intéressant d’explorer 1’effet du jeine connu pour étre un stimulant efficace de

I’autophagie (Scott et al. 2004) sur la sensibilité a I’infection virale par OsHV-1.

L’huitre creuse étant une espéce sessile soumise a de nombreux stress environnementaux et
physiologiques, elle est exposée a une fluctuation de la concentration en phytoplancton au
cours des saisons. Les mortalités massives dues & OsHV-1 sont souvent observées au cours du
printemps et de I'été lorsque les concentrations en phytoplancton sont les plus éleveées.
Dans le cas ou le jelne induit une stimulation de I’autophagie chez I’huitre creuse, nous
pouvons supposer qu’en période estivale, 1’autophagie ne serait pas hautement stimulée dans
les animaux, modulant ainsi leur tolérance a une infection virale. Une étude préliminaire
réalisée en condition expérimentale suggeére un effet protecteur du jelne en réponse a une
infection par le virus OsHV-1 chez I’huitre creuse (Moreau et al. 2015). Cependant cette
¢tude n’a fait I’objet que d’un suivi de mortalit¢ et des analyses complémentaires sont
nécessaires afin d’étudier la modulation de 1’autophagie de maniére intégrative au cours d’un

jetine et d’une infection virale.

185



186



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

REFERENCES BILIOGRAPHIQUES

AcclimaTerra, and Le Treut (dir), H. (2018). Anticiper les changements climatiques en
Nouvelle-Aquitaine. Pour agir dans les territoires. Editions Région Nouvelle-
Aquitaine.

Aggarwal, B. B. (2003). Signalling pathways of the TNF superfamily: a double-edged sword.
Nature Reviews. Immunology 3, 745-756. doi:10.1038/nri1184

Aguirre, J., Rios-Momberg, M., Hewitt, D., and Hansberg, W. (2005). Reactive oxygen
species and development in microbial eukaryotes. Trends in Microbiology 13, 111-
118. doi:10.1016/j.tim.2005.01.007

Albertin, C. B., Simakov, O., Mitros, T., Wang, Z. Y., Pungor, J. R., Edsinger-Gonzales, E.,
Brenner, S., Ragsdale, C. W., and Rokhsar, D. S. (2015). The octopus genome and the
evolution of cephalopod neural and morphological novelties. Nature 524, 220-224.
doi:10.1038/nature14668

Allam, B., and Raftos, D. (2015). Immune responses to infectious diseases in bivalves.
Journal of Invertebrate Pathology 131, 121-136. doi:10.1016/j.jip.2015.05.005

Arumugan, M., Romestand, B., and Torreilles, J. (2000). Nitrite released in haemocytes from
Mytilus galloprovincialis, Crassostrea gigas and Ruditapes decussatus upon
stimulation with phorbol myristate acetate. Aquatic Living Resources 13, 173-177.
d0i:10.1016/S0990-7440(00)00150-9

Arzul, 1., Corbeil, S., Morga, B., and Renault, T. (2017). Viruses infecting marine molluscs.
Journal of Invertebrate Pathology 147, 118-135. doi:10.1016/j.jip.2017.01.009

Arzul, 1., Nicolas, J.-L., Davison, A. J., and Renault, T. (2001a). French Scallops: A New
Host for Ostreid Herpesvirus-1. Virology 290, 342—349. doi:10.1006/vir0.2001.1186

Arzul, 1., Renault, T., and Lipart, C. (2001b). Experimental herpes-like viral infections in
marine bivalves: demonstration of interspecies transmission. Diseases of Aquatic
Organisms 46, 1-6. doi:10.3354/dao046001

Arzul, 1., Renault, T., Lipart, C., and Davison, A. J. (2001c). Evidence for interspecies
transmission of oyster herpesvirus in marine bivalves. Journal of General Virology 82,
865-870.

Arzul, 1., Renault, T., Thébault, A., and Gérard, A. (2002). Detection of oyster herpesvirus
DNA and proteins in asymptomatic Crassostrea gigas adults. Virus Research 84, 151
160. doi:10.1016/S0168-1702(02)00007-2

Ashford, T. P., and Porter, K. R. (1962). Cytoplasmic components in hepatic cell lysosomes.
The Journal of Cell Biology 12, 198-202.

187



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Auffret, M. (1985). Morphologie comparative des types hémocytaires chez quelques
mollusques bivalves d’intérét commercial. Theése de doctorat, Université de Bretagne
occidentale France.

Baba, M., Osumi, M., and Ohsumi, Y. (1995). Analysis of the membrane structures involved
in autophagy in yeast by freeze-replica method. Cell Structure and Function 20, 465—
471.

Baba, M., Takeshige, K., Baba, N., and Ohsumi, Y. (1994). Ultrastructural analysis of the
autophagic process in yeast: detection of autophagosomes and their characterization.
The Journal of Cell Biology 124, 903-913.

Bacheére, E., Hervio, D., Mialhe, E., and Grizel, H. (1990). Evidence of neutralizing activity
against T3 coliphage in oyster Crassostrea gigas hemolymph. Developmental and
Comparative Immunology 14, 261-268.

Backeljau, T. (2018). Crassostrea gigas or Magallana gigas: A Community-based Scientific
Response. National Shellfisheries Association Quarterly Newsletter 1, 3.

Bai, C.-M., Morga, B., Shi, J., Li, C., Xin, L.-S., and Wang, C.-M. (2018). Long-range PCR
and high-throughput sequencing of Ostreid herpesvirus 1 indicate high genetic
diversity and complex evolution process. Frontiers in Microbiology.

Bai, R., You, W., Chen, J., Huang, H., and Ke, C. (2012). Molecular cloning and expression
analysis of GABA(A) receptor-associated protein (GABARAP) from small abalone,
Haliotis  diversicolor. Fish &  Shellfish  Immunology 33, 675-682.
d0i:10.1016/j.fsi.2012.05.003

Balbi, T., Cortese, K., Ciacci, C., Bellese, G., Vezzulli, L., Pruzzo, C., and Canesi, L. (2018).
Autophagic processes in Mytilus galloprovincialis hemocytes: Effects of Vibrio
tapetis. Fish & Shellfish Immunology 73, 66—74. doi:10.1016/j.fsi.2017.12.003

Barbosa Solomieu, V., Renault, T., and Travers, M.-A. (2015). Mass mortality in bivalves and
the intricate case of the Pacific oyster, Crassostrea gigas. Journal of Invertebrate
Pathology 131, 2-10. doi:10.1016/j.jip.2015.07.011

Bassett, A. R., Tibbit, C., Ponting, C. P., and Liu, J.-L. (2013). Highly Efficient Targeted
Mutagenesis of Drosophila with the CRISPR/Cas9 System. Cell Reports 4, 220-228.
doi:10.1016/j.celrep.2013.06.020

Bayne, B. L., Ahrens, M., Allen, S. K., D’Auriac, M. A., Backeljau, T., Beninger, P., et al.
(2017). The Proposed Dropping of the Genus Crassostrea for All Pacific Cupped
Oysters and Its Replacement by a New Genus Magallana: A Dissenting View. Journal
Of Shellfish Research 36, 545-547. doi:10.2983/035.036.0301

Birkbeck, T. H., and McHenery, J. G. (1982). Degradation of bacteria by Mytilus edulis.
Marine Biology 72, 7-15. doi:10.1007/BF00393942

Boya, P., Reggiori, F., and Codogno, P. (2013). Emerging regulation and functions of
autophagy. Nature Cell Biology 15, 713-720. doi:10.1038/nch2788

188



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Buckingham, E. M., Carpenter, J. E., Jackson, W., and Grose, C. (2014). Autophagy and the
effects of its inhibition on varicella-zoster virus glycoprotein biosynthesis and
infectivity. Journal of Virology 88, 890-902. d0i:10.1128/JV1.02646-13

Buckingham, E. M., Jarosinski, K. W., Jackson, W., Carpenter, J. E., and Grose, C. (2016).
Exocytosis of Varicella-Zoster Virus Virions Involves a Convergence of Endosomal
and  Autophagy  Pathways. Journal of  Virology 90, 8673-8685.
doi:10.1128/JV1.00915-16

Burge, C. A., Griffin, F. J., and Friedman, C. S. (2006). Mortality and herpesvirus infections
of the Pacific oyster Crassostrea gigas in Tomales Bay, California, USA. Diseases of
Aquatic Organisms 72, 31-43. doi:10.3354/dao072031

Burioli, E. a. V., Prearo, M., and Houssin, M. (2017). Complete genome sequence of Ostreid
herpesvirus type 1 pVar isolated during mortality events in the Pacific oyster
Crassostrea gigas in France and Ireland. Virology 509, 239-251.
d0i:10.1016/j.virol.2017.06.027

Buroker, N. E. (1983). Sexuality with respect to shell length and group size in the Japanese
oyster Crassostrea gigas. ResearchGate 23, 271-279.

Canesi, L., Gallo, G., Gavioli, M., and Pruzzo, C. (2002). Bacteria-hemocyte interactions and
phagocytosis in marine bivalves. Microscopy Research and Technique 57, 469-476.
d0i:10.1002/jemt.10100

Carella, F., Feist, S. W., Bignell, J. P., and De Vico, G. (2015). Comparative pathology in
bivalves: Aetiological agents and disease processes. Journal of Invertebrate Pathology
131, 107-120. doi:10.1016/j.jip.2015.07.012

Carré-Mlouka, A., Gaumer, S., Gay, P., Petitjean, A. M., Coulondre, C., Dru, P., Bras, F.,
Dezélée, S., and Contamine, D. (2007). Control of Sigma Virus Multiplication by the
ref(2)P Gene of Drosophila melanogaster: An in Vivo Study of the PB1 Domain of
Ref(2)P. Genetics 176, 409-419. doi:10.1534/genetics.106.063826

Chen, D., Yu, M., Chen, H., Zeng, M., Sun, Y., and Huang, Q. (2018). Identification and
functional characterization of NEMO in Crassostrea gigas reveals its crucial role in
the NF-«xB activation. Fish &  Shellfish  Immunology 80, 46-55.
doi:10.1016/j.fsi.2018.05.054

Chen, R., Shen, K., Chen, Z., Fan, W., Xie, X., Meng, C., Chang, X., Zheng, L., Jeswin, J.,
Li, C., Wang, K., and Liu, H. (2016a). White spot syndrome virus entry is dependent
on multiple endocytic routes and strongly facilitated by Cq-GABARAP in a CME-
dependent manner. Scientific Reports 6, 28694. doi:10.1038/srep28694

Chen, Y.-Y., Chen, J.-C., Kuo, Y.-H., Lin, Y.-C., Chang, Y.-H., Gong, H.-Y., and Huang, C.-
L. (2016b). Lipopolysaccharide and f-1,3-glucan-binding protein (LGBP) bind to
seaweed polysaccharides and activate the prophenoloxidase system in white shrimp
Litopenaeus vannamei. Developmental & Comparative Immunology 55, 144-151.
doi:10.1016/j.dci.2015.10.023

189



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Cheng, T. C. (2000). Cellular defense mechanisms in oysters. In: Fingerman, M.,
Nagabhushanam, R. (Eds.), Recent Advances in Marine Biotechnology:
Immunobiology and Pathology. Sciences Publishers, Inc., Enfield (NH), USA;
Plymouth, UK, 43-83.

Cheng, T. C. (1983). The Role of Lysosomes in Molluscan Inflammation. American Zoologist
23, 129-144. d0i:10.1093/icb/23.1.129

Cherr, G. N., and Friedman, C. S. (1998). Investigation of a mass mortality of Pacific oysters,
Crassostrea gigas, in Tomales Bay, California. California Sea Grant Report of
Completed Projects 1994-1997No. R-044 California Sea Grand College System, La
Jolla, CA, 167-172.

Chiramel, A., and Best, S. M. (2017). Role of Autophagy in Zika Virus Infection and
Pathogenesis. Virus Research 254. doi:10.1016/j.virusres.2017.09.006

Chu, F.-L. (2000). Defense Mechanisms of Marine Bivalves, Recent Advances in Marine
Biotechnology. Immunobiology and Pathology, 1-42.

Cochennec-Laureau, N., Baud, J.-P., Pepin, J.-F., Benabdelmouna, A., Soletchnik, P., Lupo,
C., etal. (2011). Les surmortalités des naissains d’huitres creuses, Crassostrea gigas :
acquis des recherches en 2010.

comité national de la conchyliculture (2014). Le secteur en Chiffres. Available at:
http://lwww.cnc-france.com/iso_album/fiche_cnc_2014 -
_le_secteur_en_chiffres_(3).pdf [accessed 25 October 2016]

Comps, M. (1988). Epizootic diseases of oysters associated with viral infections. American
Fisheries Society Special Publication 18, 23-37.

Comps, M., and Cochennec, N. (1993). A herpes-like virus from the European oyster Ostrea
edulis. Journal of Invertebrate Pathology 62, 201-203.

Corporeau, C., Tamayo, D., Pernet, F., Quére, C., and Madec, S. (2014). Proteomic signatures
of the oyster metabolic response to herpesvirus OsHV-1 uVar infection. Journal of
Proteomics 109, 176-187. doi:10.1016/j.jprot.2014.06.030

Cui, J., Chew, S. J. L., Shi, Y., Gong, Z., and Shen, H.-M. (2017). CRISPR system for
genome engineering: the application for autophagy study. BMC Reports 50, 247-256.
doi:10.5483/BMBRep.2017.50.5.044

Daussy, C. F., and Espert, L. (2016). L’autophagie sélective au cours des infections virales.
Virologie 20, 196-206. doi:10.1684/vir.2016.0665

Davison, A. J., Eberle, R., Ehlers, B., Hayward, G. S., McGeoch, D. J., Minson, A. C., Pellett,
P. E., Roizman, B., Studdert, M. J., and Thiry, E. (2009). The order Herpesvirales.
Archives of Virology 154, 171-177. doi:10.1007/s00705-008-0278-4

Davison, A. J., Trus, B. L., Cheng, N., Steven, A. C., Watson, M. S., Cunningham, C., Le
Deuff, R.-M., and Renault, T. (2005). A novel class of herpesvirus with bivalve hosts.
The Journal of General Virology 86, 41-53. doi:10.1099/vir.0.80382-0

190



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

De Vico, G., and Carella, F. (2012). Morphological features of the inflammatory response in
molluscs. Research in Veterinary Science 93, 1109-1115.
doi:10.1016/j.rvsc.2012.03.014

Dégremont, L. (2011). Evidence of herpesvirus (OsHV-1) resistance in juvenile Crassostrea
gigas selected for high resistance to the summer mortality phenomenon. Aquaculture
317, 94-98. doi:10.1016/j.aquaculture.2011.04.029

Degremont, L. (2013). Size and genotype affect resistance to mortality caused by OsHV-1 in
Crassostrea gigas. Aquaculture 416, 129-134. doi:10.1016/j.aquaculture.2013.09.011

Dégremont, L., Morga, B., Trancart, S., and Pépin, J.-F. (2016). Resistance to OsHV-1
Infection in Crassostrea gigas Larvae. Frontiers in Marine Science 3.
doi:10.3389/fmars.2016.00015

Dégremont, L., Nourry, M., and Maurouard, E. (2015). Mass selection for survival and
resistance to OsHV-1 infection in Crassostrea gigas spat in field conditions: response
to  selection after  four generations.  Aquaculture 446, 111-121.
doi:10.1016/j.aquaculture.2015.04.029

Delisle, L., Petton, B., Burguin, J. F., Morga, B., Corporeau, C., and Pernet, F. (2018).
Temperature modulate disease susceptibility of the Pacific oyster Crassostrea gigas
and virulence of the Ostreid herpesvirus type 1. Fish & Shellfish Immunology 80, 71—
79. d0i:10.1016/j.fsi.2018.05.056

Deretic, V. (2006). Autophagy as an immune defense mechanism. Current Opinion in
Immunology 18, 375-382. doi:10.1016/j.c0i.2006.05.019

Deretic, V. (2011). Autophagy in Immunity and Cell-Autonomous Defense Against
Intracellular Microbes. Immunological reviews 240, 92-104. doi:10.1111/j.1600-
065X.2010.00995.x

Dickinson, D. J., Ward, J. D., Reiner, D. J., and Goldstein, B. (2013). Engineering the
Caenorhabditis elegans genome using Cas9-triggered homologous recombination.
Nature Methods 10, 1028-1034. doi:10.1038/nmeth.2641

Ding, S.-W. (2010). RNA-based antiviral immunity. Nature Reviews. Immunology 10, 632—
644. doi:10.1038/nri2824

Dollfus, R. P. (1921). Notes et mémoires n°7, Résumé de nos principales connaissances
pratiques sur les Maladies et les Ennemis de 1’Huitre. Office scientifique et technique
des péches maritimes, 51.

Doorn, W. G. van, and Papini, A. (2013). Ultrastructure of autophagy in plant cells.
Autophagy 9, 1922-1936. doi:10.4161/auto.26275

Dove, A. D. M., Bowser, P. R., and Cerrato, R. M. (2004). Histological Analysis of an
Outbreak of QPX Disease in Wild Hard Clams Mercenaria mercenaria in New York.
Journal of Aquatic Animal Health 16, 246-250. doi:10.1577/H03-052.1

191



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Du, X., Fan, G., Jiao, Y., Zhang, H., Guo, X., Huang, R., et al. (2017). The pearl oyster
Pinctada fucata martensii genome and multi-omic analyses provide insights into
biomineralization. GigaScience 6, 1-12. doi:10.1093/gigascience/gix059

Dundon, W. G., Arzul, 1., Omnes, E., Robert, M., Magnabosco, C., Zambon, M., Gennari, L.,
Toffan, A., Terregino, C., Capua, I., and Arcangeli, G. (2011). Detection of Type 1
Ostreid Herpes variant (OsHV-1 mu var) with no associated mortality in French-origin
Pacific cupped oyster Crassostrea gigas farmed in Italy. Aquaculture 314, 49-52.
doi:10.1016/j.aquaculture.2011.02.005

de Duve, C. (1963). Foundation C. Ciba Foundation Symposium: Lysosome. De Reuck A,
Cameron MP, eds. Little, Brown,.

EFSA (2010). Scientific Opinion on the increased mortality events in Pacific oysters,
Crassostrea  gigas: Oyster  mortality. EFSA  Journal 8, 1894,
d0i:10.2903/j.efsa.2010.1894

Ensembl Metazoa Available at: http://metazoa.ensembl.org/index.html [accessed 9 September
2018]

Eskelinen, E.-L., Reggiori, F., Baba, M., Kovacs, A. L., and Seglen, P. O. (2011). Seeing is
believing: the impact of electron microscopy on autophagy research. Autophagy 7,
935-956.

Evans, O., Paul-Pont, I., Hick, P., and Whittington, R. J. (2014). A simple centrifugation
method for improving the detection of Ostreid herpesvirus-1 (OsHV-1) in natural
seawater samples with an assessment of the potential for particulate attachment.
Journal of Virological Methods 210, 59-66. doi:10.1016/j.jviromet.2014.09.023

Fabioux, C., Corporeau, C., Quillien, V., Favrel, P., and Huvet, A. (2009). In vivo RNA
interference in oyster--vasa silencing inhibits germ cell development. The FEBS
journal 276, 2566-2573. d0i:10.1111/j.1742-4658.2009.06982.x

Fang, F. C. (2004). Antimicrobial reactive oxygen and nitrogen species: concepts and
controversies. Nature Reviews. Microbiology 2, 820-832. doi:10.1038/nrmicro1004

FAO (2018a). Fisheries & Aquaculture - Collections Statistiques de La Péche - Production
mondiale de I’aquaculture. Available at: http://www.fao.org/fishery/statistics/global-
aquaculture-production/fr [accessed 9 September 2018]

FAO (2018b). Fisheries & Aquaculture - Programme d’Information sur les espéces aquatiques

cultivées -  Crassostrea  gigas  (Thunberg, 1793).  Available  at:
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Crassostrea_gigas/fr [accessed 19
September 2018]

Farley, C. A., Banfield, W. G., Kasnic, G., and Foster, W. S. (1972). Oyster herpes-type virus.
Science (New York, N.Y.) 178, 759-760.

Faure, M. (2014). The p value of HPIV3-mediated autophagy inhibition. Cell Host & Microbe
15, 519-521. doi:10.1016/j.chom.2014.04.014

192



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Fisher, W. S. (1988). Environmental influence on bivalve hemocyte function. Am. Fish. Soc.
Spec. Publ., 225-237.

Fitzwalter, B. E., and Thorburn, A. (2015). Recent insights into cell death and autophagy. The
FEBS journal 282, 4279-4288. d0i:10.1111/febs.13515

Flajnik, M. F., and Du Pasquier, L. (2004). Evolution of innate and adaptive immunity: can
we draw a line? Trends in Immunology 25, 640-644. doi:10.1016/j.it.2004.10.001

Francois, C., Joly, J.-P., Garcia, C., Lupo, C., Travers, M.-A., Pepin, J.-F., et al. (2013). Bilan
2012 du réseau REPAMO - Réseau national de surveillance de la santé des mollusques
marins.

Friedman, C. S., Estes, R. M., Stokes, N. A., Burge, C. A., Hargove, J. S., Barber, B. J.,
Elston, R. A., Burreson, E. M., and Reece, K. S. (2005). Herpes virus in juvenile
Pacific oysters Crassostrea gigas from Tomales Bay, California, coincides with
summer mortality episodes. Diseases of Aquatic Organisms 63, 33-41.
d0i:10.3354/da0063033

Friedman, C. S., Shamseldin, A., Pallai, M. C., Olin, P. G., and and 5 others (1997). Summer
mortality and the stress response of the pacific oyster, Crassostrea gigas Thunberg. J.
shellfish Res 16.

Fuhrmann, M., Petton, B., Quillien, V., Faury, N., Morga, B., and Pernet, F. (2016). Salinity
influences disease-induced mortality of the oyster Crassostrea gigas and infectivity of
the ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1). Aquaculture Environment Interactions 8, 543—
552. doi:10.3354/aei00197

Gagnaire, B. (2005). Etude des effets de polluants sur les paramétres hémocytaires de 1’huitre
creuse, Crassostrea gigas - Interactions entre environnement, mécanismes de défense
et maladies infectieuses. Université de la Rochelle.

Galloway, T. S., and Depledge, M. H. (2001). Immunotoxicity in invertebrates: measurement
and ecotoxicological relevance. Ecotoxicology (London, England) 10, 5-23.

Galluzzi, L., Pietrocola, F., Levine, B., and Kroemer, G. (2014). Metabolic Control of
Autophagy. Cell 159, 1263-1276. doi:10.1016/j.cell.2014.11.006

Gannagé, M., Dormann, D., Albrecht, R., Dengjel, J., Torossi, T., Radmer, P. C., Lee, M.,
Strowig, T., Arrey, F., Conenello, G., Pypaert, M., Andersen, J., Garcia-Sastre, A., and
Miinz, C. (2009). Matrix protein 2 of influenza A virus blocks autophagosome fusion
with lysosomes. Cell Host & Microbe 6, 367—380. doi:10.1016/j.chom.2009.09.005

Garcia, C., Theébault, A., Dégremont, L., Arzul, 1., Miossec, L., Robert, M., Chollet, B.,
Francois, C., Joly, J.-P., Ferrand, S., Kerdudou, N., and Renault, T. (2011). Ostreid
herpesvirus 1 detection and relationship with Crassostrea gigas spat mortality in
France between 1998 and 2006. Veterinary Research 42, 73. doi:10.1186/1297-9716-
42-73

Gerard, A., Naciri-Graven, Y., Boudry, P., Launey, S., Heurtebise, S., Ledu, C., and Phelipot,
P. (1995). Controle de la gamétogénese des huitres creuses et plates. Relations

193



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

reproduction et génétique. In ‘Groupe de travail sur la Reproduction des Mollusques.
Bivalves Aquaculture Marine’.

Glick, D., Barth, S., and Macleod, K. F. (2010). Autophagy: cellular and molecular
mechanisms. The Journal of pathology 221, 3-12. doi:10.1002/path.2697

Gomez-Chiarri, M., Warren, W. C., Guo, X., and Proestou, D. (2015). Developing tools for
the study of molluscan immunity: The sequencing of the genome of the eastern oyster,
Crassostrea virginica. Fish & Shellfish Immunology 46, 2-4.
d0i:10.1016/j.fsi.2015.05.004

Goudenege, D., Travers, M. A., Lemire, A., Petton, B., Haffner, P., Labreuche, Y., Tourbiez,
D., Mangenot, S., Calteau, A., Mazel, D., Nicolas, J. L., Jacqg, A., and Le roux, F.
(2015). A single regulatory gene is sufficient to alter Vibrio aestuarianus
pathogenicity in  oysters. Environmental Microbiology 17, 4189-4199.
d0i:10.1111/1462-2920.12699

Goulletquer, P., and Heral, M. (1997). Marine Molluscan Production Trends in France: From
Fisheries to Aquaculture. NOAA Tech. Rep. NMFS 129, 137-164.

Granato, M., Santarelli, R., Farina, A., Gonnella, R., Lotti, L. V., Faggioni, A., and Cirone,
M. (2014). Epstein-Barr Virus Blocks the Autophagic Flux and Appropriates the
Autophagic Machinery To Enhance Viral Replication. Journal of Virology 88, 12715-
12726. doi:10.1128/JV1.02199-14

Green, T. J., Helbig, K., Speck, P., and Raftos, D. A. (2016). Primed for success: Oyster
parents treated with poly(I:C) produce offspring with enhanced protection against
Ostreid herpesvirus type | infection. Molecular Immunology 78, 113-120.
doi:10.1016/j.molimm.2016.09.002

Green, T. J., and Montagnani, C. (2013). Poly I:C induces a protective antiviral immune
response in the Pacific oyster (Crassostrea gigas) against subsequent challenge with
Ostreid herpesvirus (OsHV-1 pnvar). Fish & Shellfish Immunology 35, 382-388.
d0i:10.1016/j.fsi.2013.04.051

Green, T. J., Raftos, D., Speck, P., and Montagnani, C. (2015a). Antiviral immunity in marine
molluscs. Journal of General Virology 96, 2471-2482. doi:10.1099/jgv.0.000244

Green, T. J., Robinson, N., Chataway, T., Benkendorff, K., O’Connor, W., and Speck, P.
(2014). Evidence that the major hemolymph protein of the Pacific oyster, Crassostrea
gigas, has antiviral activity against herpesviruses. Antiviral Research 110, 168-174.
doi:10.1016/j.antiviral.2014.08.010

Green, T. J., Rolland, J.-L., Vergnes, A., Raftos, D., and Montagnani, C. (2015b). OsHV-1
countermeasures to the Pacific oyster’s anti-viral response. Fish & Shellfish
Immunology 47, 435-443. doi:10.1016/}.fsi.2015.09.025

Green, T. J., and Speck, P. (2018). Antiviral Defense and Innate Immune Memory in the
Oyster. Viruses 10. doi:10.3390/v10030133

194



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Grijalva-Chon, J. M., Castro-Longoria, R., Ramos-Paredes, J., Enriquez-Espinoza, T. L., and
Mendoza-Cano, F. (2013). Detection of a new OsHV-1 DNA strain in the healthy
Pacific oyster, Crassostrea gigas Thunberg, from the Gulf of California. Journal of
Fish Diseases 36, 965-968. doi:10.1111/jfd.12028

Grinde, B. (2013). Herpesviruses: latency and reactivation — viral strategies and host
response. Journal of Oral Microbiology 5. doi:10.3402/jom.v5i0.22766

Grizel, H., and Heral, M. (1991). Introduction into France of the Japanese oyster (Crassostrea
gigas). ICES Journal of Marine Science 47, 399-403. doi:10.1093/icesjms/47.3.399

Guo, X., and Ford, S. E. (2016). Infectious diseases of marine molluscs and host responses as
revealed by genomic tools. Phil. Trans. R. Soc. B 371, 20150206.
d0i:10.1098/rsth.2015.0206

Guo, X., He, Y., Zhang, L., Lelong, C., and Jouaux, A. (2015). Immune and stress responses
in oysters with insights on adaptation. Fish & Shellfish Immunology 46, 107-119.
d0i:10.1016/j.fsi.2015.05.018

Hécker, H., Tseng, P.-H., and Karin, M. (2011). Expanding TRAF function: TRAF3 as a tri-
faced immune regulator. Nature Reviews. Immunology 11, 457-468.
d0i:10.1038/nri2998

Hanington, P. C., and Zhang, S.-M. (2011). The primary role of fibrinogen-related proteins in
invertebrates is defense, not coagulation. Journal of Innate Immunity 3, 17-27.
d0i:10.1159/000321882

Hardy, S. W. Y., Fletcher, T. C., Olafsen, J. A., Solomon, J. B., and Horton, J. D. (1977).
Aspects of cellular and humoral defense mechanisms in the pacific oyster, Crassostrea
gigas. Developmental Immunobiology. Elsevier/North-Holland Biomedical Press,
London, 59-66.

He, Y., Jouaux, A., Ford, S. E., Lelong, C., Sourdaine, P., Mathieu, M., and Guo, X. (2015).
Transcriptome analysis reveals strong and complex antiviral response in a mollusc.
Fish & Shellfish Immunology 46, 131-144. doi:10.1016/j.si.2015.05.023

Heaton, N. S., and Randall, G. (2010). Dengue virus-induced autophagy regulates lipid
metabolism. Cell Host & Microbe 8, 422-432. doi:10.1016/j.chom.2010.10.006

Hine, M., Wesney, B., and Hay, B. (1992). Herpesviruses Associated with Mortalities among
Hatchery-Reared Larval Pacific Oysters Crassostrea-Gigas. Diseases of Aquatic
Organisms - DISEASE AQUAT ORG 12, 135-142. doi:10.3354/da0012135

Hine, P., and Thorne, T. (1997). Replication of herpes-like viruses in haemocytes of adult flat
oysters Ostrea angasi:an ultrastructural study. Diseases of Aquatic Organisms 29,
189-196. doi:10.3354/da0029189

Horne, D. J., Graustein, A. D., Shah, J. A., Peterson, G., Savlov, M., Steele, S., Narita, M.,
and Hawn, T. R. (2016). Human ULK1 Variation and Susceptibility to Mycobacterium
tuberculosis Infection. The Journal of Infectious Diseases 214, 1260-1267.
doi:10.1093/infdis/jiw347

195



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Hosokawa, N., Sasaki, T., lemura, S., Natsume, T., Hara, T., and Mizushima, N. (2009).
Atg101, a novel mammalian autophagy protein interacting with Atgl3. Autophagy 5,
973-979.

Hou, W., Han, J., Lu, C., Goldstein, L. A., and Rabinowich, H. (2010). Autophagic
degradation of active caspase-8: a crosstalk mechanism between autophagy and
apoptosis. Autophagy 6, 891-900. doi:10.4161/auto.6.7.13038

Hwang, J. Y., Park, J. J., Yu, H. J., Hur, Y. B., Arzul, I., Couraleau, Y., and Park, M. A.
(2013). Ostreid herpesvirus 1 infection in farmed Pacific oyster larvae Crassostrea
gigas (Thunberg) in Korea. Journal of Fish Diseases 36, 969-972.
doi:10.1111/jfd.12093

Itoh, N., Kamitaka, R., Takahashi, K. G., and Osada, M. (2010a). Identification and
characterization of multiple beta-glucan binding proteins in the Pacific oyster,
Crassostrea gigas. Developmental and Comparative Immunology 34, 445-454.
d0i:10.1016/j.dci.2009.12.003

Itoh, N., Okada, Y., Takahashi, K. G., and Osada, M. (2010b). Presence and characterization
of multiple mantle lysozymes in the Pacific oyster, Crassostrea gigas. Fish &
Shellfish Immunology 29, 126-135. doi:10.1016/j.fsi.2010.02.027

Itoh, N., Xue, Q., Li, Y., Cooper, R. K., and La Peyre, J. F. (2007). cDNA cloning and tissue
expression of plasma lysozyme in the eastern oyster, Crassostrea virginica. Fish &
Shellfish Immunology 23, 957-968. doi:10.1016/}.fsi.2007.03.006

Jackson, W. T. (2015). Viruses and the autophagy pathway. Virology 479-480, 450-456.
d0i:10.1016/j.virol.2015.03.042

Jean Chagot, D. (1989). Caractérisation morphologique et fonctionnelle des hémocytes
d’Ostrea edulis et de Crassostrea gigas, mollusques bivalves. Etude in vitro de leurs
interactions avec le protozoaire Bonamia ostreae (Ascetospora). Ecole Pratique des
Hautes Etude Montpellier.

Jenner, R. G., and Young, R. A. (2005). Insights into host responses against pathogens from
transcriptional ~ profiling.  Nature  Reviews.  Microbiology 3, 281-294.
doi:10.1038/nrmicro1126

Johansen, T., and Lamark, T. (2011). Selective autophagy mediated by autophagic adapter
proteins. Autophagy 7, 279-296.

Jouaux, A., Lafont, M., Blin, J.-L., Houssin, M., Mathieu, M., and Lelong, C. (2013).
Physiological change under OsHV-1 contamination in Pacific oyster Crassostrea
gigas through massive mortality events on fields. BMC genomics 14, 590.
doi:10.1186/1471-2164-14-590

Joubert, P.-E., and Albert, M. L. (2013). L’autophagie au cours des infections virales : une
épée a double tranchant. Virologie 17, 331-342. doi:10.1684/vir.2013.0533

196



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Joubert, P.-E., Grégoire, I. P., Meiffren, G., Rabourdin-Combe, C., and Faure, M. (2011).
Autophagie et pathogénes: « Bon appétit Messieurs ! ». médecine/sciences 27, 41-47.
doi:10.1051/medsci/201127141

Joubert, P.-E., Werneke, S. W., de la Calle, C., Guivel-Benhassine, F., Giodini, A., Peduto,
L., Levine, B., Schwartz, O., Lenschow, D. J., and Albert, M. L. (2012). Chikungunya
virus-induced autophagy delays caspase-dependent cell death. The Journal of
Experimental Medicine 209, 1029-1047. doi:10.1084/jem.20110996

Judith, D., Mostowy, S., Bourai, M., Gangneux, N., Lelek, M., Lucas-Hourani, M., Cayet, N.,
Jacob, Y., Prévost, M.-C., Pierre, P., Tangy, F., Zimmer, C., Vidalain, P.-O., Couderc,
T., and Lecuit, M. (2013). Species-specific impact of the autophagy machinery on
Chikungunya virus infection. EMBO reports 14, 534-544. doi:10.1038/embor.2013.51

Jung, C. H., Ro, S.-H., Cao, J., Otto, N. M., and Kim, D.-H. (2010). mTOR regulation of
autophagy. FEBS Letters 584, 1287-1295. doi:10.1016/j.febslet.2010.01.017

Kametaka, S., Matsuura, A., Wada, Y., and Ohsumi, Y. (1996). Structural and functional
analyses of APG5, a gene involved in autophagy in yeast. Gene 178, 139-143.

Keeling, S. E., Brosnahan, C. L., Williams, R., Gias, E., Hannah, M., Bueno, R., McDonald,
W. L., and Johnston, C. (2014). New Zealand juvenile oyster mortality associated with
ostreid herpesvirus 1—an opportunistic longitudinal study. Diseases of Aquatic
Organisms 109, 231-239. doi:10.3354/da002735

Khakpoor, A., Panyasrivanit, M., Wikan, N., and Smith, D. R. (2009). A role for
autophagolysosomes in dengue virus 3 production in HepG2 cells. Journal of General
Virology 90, 1093-1103. d0i:10.1099/vir.0.007914-0

Kim, N.-Y., Han, B.-1., and Lee, M. (2016). Cytoprotective role of autophagy against BH3
mimetic gossypol in ATG5 knockout cells generated by CRISPR-Cas9 endonuclease.
Cancer Letters 370, 19-26. doi:10.1016/j.canlet.2015.10.008

Kirisako, T., Baba, M., Ishihara, N., Miyazawa, K., Ohsumi, M., Yoshimori, T., Noda, T., and
Ohsumi, Y. (1999). Formation process of autophagosome is traced with Apg8/Aut7p
in yeast. The Journal of Cell Biology 147, 435-446.

Klionsky, D. J., Abdelmohsen, K., Abe, A., Abedin, M. J., Abeliovich, H., Acevedo Arozena,
A., et al. (2016). Guidelines for the use and interpretation of assays for monitoring
autophagy (3rd edition). Autophagy 12, 1-222. doi:10.1080/15548627.2015.1100356

Klionsky, D. J., and Emr, S. D. (2000). Autophagy as a regulated pathway of cellular
degradation. Science (New York, N.Y.) 290, 1717-1721.

Kudchodkar, S. B., and Levine, B. (2009). Viruses and autophagy. Reviews in medical
virology 19, 359-378. d0i:10.1002/rmv.630

Kuma, A., Hatano, M., Matsui, M., Yamamoto, A., Nakaya, H., Yoshimori, T., Ohsumi, Y.,

Tokuhisa, T., and Mizushima, N. (2004). The role of autophagy during the early
neonatal starvation period. Nature 432, 1032-1036. doi:10.1038/nature03029

197



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Kyei, G. B., Dinkins, C., Davis, A. S., Roberts, E., Singh, S. B., Dong, C., Wu, L., Kominami,
E., Ueno, T., Yamamoto, A., Federico, M., Panganiban, A., Vergne, ., and Deretic, V.
(2009). Autophagy pathway intersects with HIV-1 biosynthesis and regulates viral
yields in macrophages. The Journal of Cell Biology 186, 255-268.
d0i:10.1083/jch.200903070

Lafont, M., Petton, B., Vergnes, A., Pauletto, M., Segarra, A., Gourbal, B., and Montagnani,
C. (2017). Long-lasting antiviral innate immune priming in the Lophotrochozoan
Pacific oyster, Crassostrea gigas. Scientific Reports 7, 13143. doi:10.1038/s41598-
017-13564-0

Lang, T., Schaeffeler, E., Bernreuther, D., Bredschneider, M., Wolf, D. H., and Thumm, M.
(1998). Aut2p and Aut7p, two novel microtubule-associated proteins are essential for
delivery of autophagic vesicles to the vacuole. The EMBO journal 17, 3597-3607.
doi:10.1093/emboj/17.13.3597

Le Deuff, R. M., and Renault, T. (1999). Purification and partial genome characterization of a
herpes-like virus infecting the Japanese oyster, Crassostrea gigas. The Journal of
General Virology 80 ( Pt 5), 1317-1322. d0i:10.1099/0022-1317-80-5-1317

Le Deuff, R., Renault, T., and Gerard, A. (1996). Effects of temperature on herpes-like virus
detection among hatchery-reared larval Pacific oyster Crassostrea gigas. Diseases Of
Aquatic Organisms 24, 149-157. doi:10.3354/dao024149

Le Deuff, R.-M., Nicolas, J.-L., Renault, T., and Cochennec, N. (1994). Experimental
transmission of a herpes-like virus to axenic larvae of Pacific oyster, Crassostrea
gigas. Bulletin of the European Association of fish Pathologists 14, 69-72.

Levine, B., and Deretic, V. (2007). Unveiling the roles of autophagy in innate and adaptive
immunity. Nature Reviews Immunology 7, 767—777. doi:10.1038/nri2161

Levine, B., and Klionsky, D. J. (2017). Autophagy wins the 2016 Nobel Prize in Physiology
or Medicine: Breakthroughs in baker’s yeast fuel advances in biomedical research.
Proceedings of the National Academy of Sciences 114, 201-205.
doi:10.1073/pnas.1619876114

Levine, B., and Klionsky, D. J. (2004). Development by Self-Digestion: Molecular
Mechanisms and Biological Functions of Autophagy. Developmental Cell 6, 463-477.
d0i:10.1016/S1534-5807(04)00099-1

Levine, B., and Kroemer, G. (2008). Autophagy in the pathogenesis of disease. Cell 132, 27—
42. doi:10.1016/j.cell.2007.12.018

Li, Y., Zhang, L., Qu, T., Li, L., and Zhang, G. (2016). Characterization of Oyster Voltage-
Dependent Anion Channel 2 (VDAC2) Suggests Its Involvement in Apoptosis and
Host Defense. PLOS ONE 11, e0146049. doi:10.1371/journal.pone.0146049

Liang, X. H., Jackson, S., Seaman, M., Brown, K., Kempkes, B., Hibshoosh, H., and Levine,

B. (1999). Induction of autophagy and inhibition of tumorigenesis by beclin 1. Nature
402, 672-676. doi:10.1038/45257

198



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Little, T. J., and Kraaijeveld, A. R. (2004). Ecological and evolutionary implications of
immunological priming in invertebrates. Trends in Ecology & Evolution 19, 58-60.
doi:10.1016/j.tree.2003.11.011

Liu, Y., and Levine, B. (2015). Autosis and autophagic cell death: the dark side of autophagy.
Cell Death and Differentiation 22, 367—-376. doi:10.1038/cdd.2014.143

Liu, Y., Schiff, M., Czymmek, K., Talloczy, Z., Levine, B., and Dinesh-Kumar, S. P. (2005).
Autophagy regulates programmed cell death during the plant innate immune response.
Cell 121, 567-577. doi:10.1016/j.cell.2005.03.007

Loker, E. S., Bayne, C. J., Buckley, P. M., and Kruse, K. T. (1982). Ultrastructure of
encapsulation of Schistosoma mansoni mother sporocysts by hemocytes of juveniles
of the 10-R2 strain of Biomphalaria glabrata. The Journal of Parasitology 68, 84-94.

Lorgeril, J. de, Zenagui, R., Rosa, R. D., Piquemal, D., and Bachére, E. (2011). Whole
Transcriptome Profiling of Successful Immune Response to Vibrio Infections in the
Oyster Crassostrea gigas by Digital Gene Expression Analysis. PLOS ONE 6,
e23142. doi:10.1371/journal.pone.0023142

Lussignol, M., and Esclatine, A. (2017). Herpesvirus and Autophagy: “All Right, Everybody
Be Cool, This Is a Robbery!” Viruses 9. doi:10.3390/v9120372

Lussignol, M., Queval, C., Bernet-Camard, M.-F., Cotte-Laffitte, J., Beau, I., Codogno, P.,
and Esclatine, A. (2013). The herpes simplex virus 1 Us11 protein inhibits autophagy
through its interaction with the protein kinase PKR. Journal of Virology 87, 859-871.
doi:10.1128/JV1.01158-12

Lynch, S. A., Carlsson, J., Reilly, A. O., Cotter, E., and Culloty, S. C. (2012). A previously
undescribed ostreid herpes virus 1 (OsHV-1) genotype detected in the pacific oyster,
Crassostrea gigas, in Ireland. Parasitology 139, 1526-1532.
d0i:10.1017/S0031182012000881

Martenot, C., Denechére, L., Hubert, P., Metayer, L., Oden, E., Trancart, S., Travaillé, E., and
Houssin, M. (2015). Virulence of Ostreid herpesvirus 1 uVar in sea water at 16°C and
25°C. Aquaculture 439, 1-6. doi:10.1016/j.aquaculture.2015.01.012

Martenot, C., Fourou, Ode, Jouau, Travaill, Malas, and Houss (2012). Detection of the OsHV-
1 -Var in the Pacific oyster Crassostrea gigas before 2008 in France and description
of two new microvariants of the Ostreid Herpesvirus 1 (OsHV-1). Aquaculture.
doi:10.1016/j.aquaculture.2011.12.030

Martenot, C., Gervais, O., Chollet, B., Houssin, M., and Renault, T. (2017). Haemocytes
collected from experimentally infected Pacific oysters, Crassostrea gigas: Detection
of ostreid herpesvirus 1 DNA, RNA, and proteins in relation with inhibition of
apoptosis. PloS One 12, e0177448. doi:10.1371/journal.pone.0177448

Martenot, C., Oden, E., Travaillé, E., Malas, J.-P., and Houssin, M. (2011). Detection of
different variants of Ostreid Herpesvirus 1 in the Pacific oyster, Crassostrea gigas
between 2008 and 2010. Virus Research 160, 25-31.
doi:10.1016/j.virusres.2011.04.012

199



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Martenot, C., Segarra, A., Baillon, L., Faury, N., Houssin, M., and Renault, T. (2016). In situ
localization and tissue distribution of ostreid herpesvirus 1 proteins in infected Pacific
oyster, Crassostrea gigas. Journal of Invertebrate Pathology 136, 124-135.
doi:10.1016/j.jip.2016.04.002

Martenot, C., Travaillé, E., Lethuillier, O., Lelong, C., and Houssin, M. (2013). Genome
exploration of six variants of the Ostreid Herpesvirus 1 and characterization of large
deletion in  OsHV-luVar specimens. Virus Research 178, 462-470.
doi:10.1016/j.virusres.2013.08.006

Mateo, R., Nagamine, C. M., Spagnolo, J., Méndez, E., Rahe, M., Gale, M., Yuan, J., and
Kirkegaard, K. (2013). Inhibition of cellular autophagy deranges dengue virion
maturation. Journal of Virology 87, 1312-1321. doi:10.1128/JV1.02177-12

Matile, P. (1978). Biochemistry and Function of Vacuoles. Annual Review of Plant
Physiology 29, 193-213. doi:10.1146/annurev.pp.29.060178.001205

Meijer, A. J., Lorin, S., Blommaart, E. F., and Codogno, P. (2015). Regulation of autophagy
by amino acids and MTOR-dependent signal transduction. Amino Acids 47, 2037—
2063. do0i:10.1007/s00726-014-1765-4

Meijer, W. H., van der Klei, I. J., Veenhuis, M., and Kiel, J. A. K. W. (2007). ATG genes
involved in non-selective autophagy are conserved from yeast to man, but the selective
Cvt and pexophagy pathways also require organism-specific genes. Autophagy 3, 106—
116.

Meléndez, A., Tall6czy, Z., Seaman, M., Eskelinen, E.-L., Hall, D. H., and Levine, B. (2003).
Autophagy genes are essential for dauer development and life-span extension in C.
elegans. Science (New York, N.Y.) 301, 1387-1391. doi:10.1126/science.1087782

Metz, P., Chiramel, A., Chatel-Chaix, L., Alvisi, G., Bankhead, P., Mora-Rodriguez, R.,
Long, G., Hamacher-Brady, A., Brady, N. R., and Bartenschlager, R. (2015). Dengue
Virus Inhibition of Autophagic Flux and Dependency of Viral Replication on
Proteasomal Degradation of the Autophagy Receptor p62. Journal of Virology 89,
8026-8041. doi:10.1128/JV1.00787-15

Ministére de [D’agriculture et de 1’alimentation-agreste (2014). Péche, aquaculture-
Recensement de la conchyliculture 2012. Available at:
http://agreste.agriculture.gouv.fr/spip.php?page=thematique_all_etudes&id_rubrique=
90 [accessed 9 September 2018]

Mizushima, N. (2007). Autophagy: process and function. Genes & Development 21, 2861—
2873. doi:10.1101/gad.1599207

Mizushima, N. (2005). The pleiotropic role of autophagy: from protein metabolism to
bactericide. Cell Death and Differentiation 12 Suppl 2, 1535-1541.
doi:10.1038/sj.cdd.4401728

Mizushima, N., and Levine, B. (2010). Autophagy in mammalian development and
differentiation. Nature Cell Biology 12, 823-830.

200



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Mizushima, N., Noda, T., Yoshimori, T., Tanaka, Y., Ishii, T., George, M. D., Klionsky, D. J.,
Ohsumi, M., and Ohsumi, Y. (1998). A protein conjugation system essential for
autophagy. Nature 395, 395-398. doi:10.1038/26506

Mizushima, N., Yoshimori, T., and Ohsumi, Y. (2011). The role of Atg proteins in
autophagosome formation. Annual Review of Cell and Developmental Biology 27,
107-132. doi:10.1146/annurev-cellbio-092910-154005

Moore, M. N., Viarengo, A., Donkin, P., and Hawkins, A. J. S. (2007). Autophagic and
lysosomal reactions to stress in the hepatopancreas of blue mussels. Aquatic
Toxicology (Amsterdam, Netherlands) 84, 80—91. doi:10.1016/j.aquatox.2007.06.007

Moreau, P., Moreau, K., Segarra, A., Tourbiez, D., Travers, M.-A., Rubinsztein, D. C., and
Renault, T. (2015). Autophagy plays an important role in protecting Pacific oysters
from OsHV-1 and Vibrio aestuarianus infections. Autophagy 11, 516-526.
doi:10.1080/15548627.2015.1017188

Morga, B., Faury, N., Guesdon, S., Chollet, B., and Renault, T. (2017). Haemocytes from
Crassostrea gigas and OsHV-1: A promising in vitro system to study host/virus
interactions. Journal of Invertebrate Pathology 150, 45-53.
d0i:10.1016/j.jip.2017.09.007

Morrissey, T., McCleary, S., Collins, E., Henshilwood, K., and Cheslett, D. (2015). An
investigation of ostreid herpes virus microvariants found in Crassostrea gigas oyster
producing bays in Ireland. Aquaculture Complete, 86-92.
doi:10.1016/j.aquaculture.2015.02.026

Moss, J. A., Burreson, E. M., Cordes, J. F., Dungan, C. F., Brown, G. D., Wang, A., Wu, X.,
and Reece, K. S. (2007). Pathogens in Crassostrea ariakensis and other Asian oyster
species: implications for non-native oyster introduction to Chesapeake Bay. Diseases
of Aquatic Organisms 77, 207-223. doi:10.3354/da001829

Muehlbauer, F., Fraser, D., Brenner, M., Van Nieuwenhove, K., Buck, B. H., Strand, O.,
Mazurié, J., Thorarinsdottir, G., Dolmer, P., O Beirn, F., Sanchez-Mata, A., Flimlin,
G., and Kamermans, P. (2014). Bivalve aquaculture transfers in Atlantic Europe. Part
A: Transfer activities and legal framework. Ocean & Coastal Management 89, 127—
138. doi:10.1016/j.ocecoaman.2013.12.003

Murgarella, M., Puiu, D., Novoa, B., Figueras, A., Posada, D., and Canchaya, C. (2016). A
First Insight into the Genome of the Filter-Feeder Mussel Mytilus galloprovincialis.
PloS One 11, e0151561. doi:10.1371/journal.pone.0151561

Nakagawa, I., Amano, A., Mizushima, N., Yamamoto, A., Yamaguchi, H., Kamimoto, T.,
Nara, A., Funao, J., Nakata, M., Tsuda, K., Hamada, S., and Yoshimori, T. (2004).
Autophagy defends cells against invading group A Streptococcus. Science (New York,
N.Y.) 306, 1037-1040. doi:10.1126/science.1103966

Nakatogawa, H., Suzuki, K., Kamada, Y., and Ohsumi, Y. (2009). Dynamics and diversity in

autophagy mechanisms: lessons from yeast. Nature Reviews. Molecular Cell Biology
10, 458-467. doi:10.1038/nrm2708

201



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Nicolas, J. L., Comps, M., and Cochennec, N. (Ifremer (1992). Herpes-like virus infecting
Pacific-oyster larvae, Crassostrea gigas. Bulletin of the European Association of Fish
Pathologists (United Kingdom).

NobelPrize.org (2016). The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2016. NobelPrize.org.
Available at: https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2016/summary/ [accessed
18 December 2018]

Normand, J., Blin, J., and Jouaux, A. (2014). Rearing practices identified as risk factors for
ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) infection in Pacific oyster Crassostrea gigas spat.
Diseases of Aquatic Organisms 110, 201-211. doi:10.3354/da002756

Novikoff, A. B., Beaufay, H., and de Duve, C. (1956). Electron microscopy of lysosome-rich
fractions from rat liver. The Journal of Biophysical and Biochemical Cytology 2, 179—
184.

Novikoff, A. B., and Essner, E. (1962). Cytolysosomes and mitochondrial degeneration. The
Journal of Cell Biology 15, 140-146.

Nowag, H., Guhl, B., Thriene, K., Romao, S., Ziegler, U., Dengjel, J., and Miinz, C. (2014).
Macroautophagy Proteins Assist Epstein Barr Virus Production and Get Incorporated
Into the Virus Particles. EBioMedicine 1, 116-125. doi:10.1016/j.ebiom.2014.11.007

O’ Reilly, A. J., Laide, C., Maloy, A., Hutton, S., Bookelaar, B., O’ Sullivan, K., Lynch, S.
A., and Culloty, S. C. (2018). The role of the mussel Mytilus spp. in the transmission
of  ostreid  herpesvirus-1  microVar.  Parasitology 145,  1095-1104.
d0i:10.1017/S0031182017002244

Ohshima, J., Lee, Y., Sasai, M., Saitoh, T., Su Ma, J., Kamiyama, N., Matsuura, Y., Pann-
Ghill, S., Hayashi, M., Ebisu, S., Takeda, K., Akira, S., and Yamamoto, M. (2014).
Role of mouse and human autophagy proteins in IFN-y-induced cell-autonomous
responses against Toxoplasma gondii. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950)
192, 3328-3335. doi:10.4049/jimmunol.1302822

Ohsumi, Y. (2014). Historical landmarks of autophagy research. Cell Research 24, 9-23.
doi:10.1038/cr.2013.169

OIE (2018). Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals (2018), Chapter 2.2.5 Infection
with ostreid herpesvirus 1 microvariants. Available at:
http://www.oie.int/fr/normes/manuel-aquatique/acces-en-ligne/

Olicard, C., Renault, T., Torhy, C., Benmansour, A., and Bourgougnon, N. (2005). Putative
antiviral activity in hemolymph from adult Pacific oysters, Crassostrea gigas.
Antiviral Research 66, 147-152. doi:10.1016/j.antiviral.2005.03.003

Orvedahl, A., Alexander, D., Talléczy, Z., Sun, Q., Wei, Y., Zhang, W., Burns, D., Leib, D.
A., and Levine, B. (2007). HSV-1 ICP34.5 confers neurovirulence by targeting the
Beclin 1 autophagy protein. Cell Host & Microbe 1, 23-35.
doi:10.1016/j.chom.2006.12.001

202



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Orvedahl, A., MacPherson, S., Sumpter, R., Talléczy, Z., Zou, Z., and Levine, B. (2010).
Autophagy protects against Sindbis virus infection of the central nervous system. Cell
Host & Microbe 7, 115-127. doi:10.1016/j.chom.2010.01.007

Owens, L., and Malham, S. (2015). Review of the RNA Interference Pathway in Molluscs
Including Some Possibilities for Use in Bivalves in Aquaculture. ResearchGate 3, 87—
99. doi:10.3390/jmse3010087

Panyasrivanit, M., Khakpoor, A., Wikan, N., and Smith, D. R. (2009). Co-localization of
constituents of the dengue virus translation and replication machinery with
amphisomes. The  Journal of  General Virology 90, 448-456.
d0i:10.1099/vir.0.005355-0

Parzych, K. R., and Klionsky, D. J. (2014). An Overview of Autophagy: Morphology,
Mechanism, and Regulation. Antioxidants & Redox Signaling 20, 460-473.
doi:10.1089/ars.2013.5371

Pattingre, S., Tassa, A., Qu, X., Garuti, R., Liang, X. H., Mizushima, N., Packer, M.,
Schneider, M. D., and Levine, B. (2005). Bcl-2 antiapoptotic proteins inhibit Beclin 1-
dependent autophagy. Cell 122, 927-939. doi:10.1016/j.cell.2005.07.002

Pauletto, M., Segarra, A., Montagnani, C., Quillien, V., Faury, N., Le Grand, J., Miner, P.,
Petton, B., Labreuche, Y., Fleury, E., Fabioux, C., Bargelloni, L., Renault, T., and
Huvet, A. (2017). Long dsRNAs promote an anti-viral response in Pacific oyster
hampering ostreid herpesvirus 1 replication. The Journal of Experimental Biology.
doi:10.1242/jeb.156299

Paul-Pont, I., Dhand, N. K., and Whittington, R. J. (2013a). Influence of husbandry practices
on OsHV-1 associated mortality of Pacific oysters Crassostrea gigas. Aquaculture
412-413, 202-214. doi:10.1016/j.aquaculture.2013.07.038

Paul-Pont, 1., Dhand, N. K., and Whittington, R. J. (2013b). Spatial distribution of mortality
in Pacific oysters Crassostrea gigas: reflection on mechanisms of OsHV-1
transmission. Diseases of Aquatic Organisms 105, 127-138. doi:10.3354/da002615

Paul-Pont, 1., Evans, O., Dhand, N. K., Rubio, A., Coad, P., and Whittington, R. J. (2014).
Descriptive epidemiology of mass mortality due to Ostreid herpesvirus-1 (OsHV-1) in
commercially farmed Pacific oysters (Crassostrea gigas) in the Hawkesbury River
estuary, Australia. Aquaculture 422-423, 146-159.
doi:10.1016/j.aquaculture.2013.12.009

Peeler, E. J., Allan Reese, R., Cheslett, D. L., Geoghegan, F., Power, A., and Thrush, M. A.
(2012). Investigation of mortality in Pacific oysters associated with Ostreid
herpesvirus-1 pVar in the Republic of Ireland in 2009. Preventive Veterinary
Medicine 105, 136-143. doi:10.1016/j.prevetmed.2012.02.001

Pernet, F., Barret, J., Le Gall, P., Corporeau, C., Degremont, L., Lagarde, F., Pepin, J.-F., and
Keck, N. (2012). Mass mortalities of Pacific oysters Crassostrea gigas reflect
infectious diseases and vary with farming practices in the Mediterranean Thau lagoon,
France. Aquaculture Environment Interactions 2, 215-237. doi:10.3354/aei00041

203



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Pernet, F., Tamayo, D., and Petton, B. (2015). Influence of low temperatures on the survival
of the Pacific oyster (Crassostrea gigas) infected with ostreid herpes virus type 1.
Aquaculture 445, 57-62. doi:10.1016/j.aquaculture.2015.04.010

Perry, K. J., and Henry, J. Q. (2015). CRIPR/Cas9-mediated genome modification in the
mollusc, Crepidula fornicata. Genesis (New York, N.Y.:2000) 53, 237-244.
d0i:10.1002/dvg.22843

Petton, B., Pernet, F., Robert, R., and Boudry, P. (2013). Temperature influence on pathogen
transmission and subsequent mortalities in juvenile Pacific oysters Crassostrea gigas.
Aquaculture Environment Interactions 3, 257-273. doi:10.3354/aei00070

Phillips, T., Opferman, J. T., Shah, R., Liu, N., Froelich, C. J., and Ashton-Rickardt, P. G.
(2004). A role for the granzyme B inhibitor serine protease inhibitor 6 in CD8+
memory cell homeostasis. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 173, 3801—
3809.

Picot, S., Morga, B., Faury, N., Chollet, B., Dégremont, L., Travers, M.-A., Renault, T., and
Arzul, 1. (accepted). A study of autophagy in haemocytes of the Pacific oyster,
Crassostrea gigas. Autophagy.

Qu, X., Yu, J., Bhagat, G., Furuya, N., Hibshoosh, H., Troxel, A., Rosen, J., Eskelinen, E.-L.,
Mizushima, N., Ohsumi, Y., Cattoretti, G., and Levine, B. (2003). Promotion of
tumorigenesis by heterozygous disruption of the beclin 1 autophagy gene. The Journal
of Clinical Investigation 112, 1809-1820. doi:10.1172/JC120039

Randall, R. E., and Goodbourn, S. (2008). Interferons and viruses: an interplay between
induction, signalling, antiviral responses and virus countermeasures. Journal of
General Virology 89, 1-47. doi:10.1099/vir.0.83391-0

Reggiori, F., Komatsu, M., Finley, K., and Simonsen, A. (2012). Autophagy: more than a
nonselective pathway. International Journal of Cell Biology 2012, 219625.
d0i:10.1155/2012/219625

Ren, W., Chen, H., Renault, T., Cai, Y., Bai, C., Wang, C., and Huang, J. (2013). Complete
genome sequence of acute viral necrosis virus associated with massive mortality
outbreaks in the Chinese scallop, Chlamys farreri. Virology Journal 10, 110.
d0i:10.1186/1743-422X-10-110

Renault, and Arzul (2001). Herpes-like virus infections in hatchery-reared bivalve larvae in
Europe: specific viral DNA detection by PCR. Journal of Fish Diseases 24, 161-167.
doi:10.1046/j.1365-2761.2001.00282.x

Renault, T. (1998). Infection herpétiques chez les invertébrés : détection de virus de type
herpés chez les mollusques bivalves marins. Annales de [’Institut Pasteur. Virologie 2,
401-403.

Renault, T., Bouquet, A. L., Maurice, J.-T., Lupo, C., and Blachier, P. (2014). Ostreid

Herpesvirus 1 Infection among Pacific Oyster (Crassostrea gigas) Spat: Relevance of
Water Temperature to Virus Replication and Circulation Prior to the Onset of

204



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Mortality.  Applied and Environmental Microbiology 80, 5419-5426.
doi:10.1128/AEM.00484-14

Renault, T., Cochennec, N., Le Deuff, R.-M., and Chollet, B. (1994a). Herpes-like virus
infecting Japanese oyster (Crassostrea gigas) spat. Bulletin of the European
Association of fish Pathologists 14, 64—66.

Renault, T., Deuff, R. L., Chollet, B., Cochennec, N., and Grard, A. (2000). Concomitant
herpes-like virus infections in hatchery-reared larvae and nursery-cultured spat
Crassostrea gigas and Ostrea edulis. Diseases of Aquatic Organisms 42, 173-183.
doi:10.3354/dao042173

Renault, T., Faury, N., Barbosa-Solomieu, V., and Moreau, K. (2011). Suppression
substractive hybridisation (SSH) and real time PCR reveal differential gene expression
in the Pacific cupped oyster, Crassostrea gigas, challenged with Ostreid herpesvirus 1.
Developmental & Comparative Immunology 35, 725-735.
d0i:10.1016/j.dci.2011.02.004

Renault, T., Le Deuff, R., Cochennec, N., Chollet, B., and Maffart, P. (1995). Herpes-like
viruses associated with high mortality levels in larvae and spat of Pacific oysters,
Crassostrea gigas: a comparative study, the thermal effects on virus detection in
hatchery-reared larvae, reproduction of the disease in axenic larvae. Veterinary
Research 26, 539-543.

Renault, T., Le Deuff, R.-M., Cochennec, N., and Maffart, P. (1994b). Herpesviruses
associated with mortalities among Pacific oyster, Crassostrea gigas, in France-
Comparative study. Revue de Médecine Vétérinaire 145, 735-742.

Renault, T., Lipart, C., and Arzul, I. (2001a). A herpes-like virus infecting Crassostrea gigas
and Ruditapes philippinarum larvae in France. Journal of Fish Diseases 24, 369-376.
d0i:10.1046/j.1365-2761.2001.00300.x

Renault, T., Lipart, C., and Arzul, I. (2001b). A herpes-like virus infects a non-ostreid bivalve
species: virus replication in Ruditapes philippinarum larvae. Diseases of Aquatic
Organisms 45, 1-7. doi:10.3354/daoc045001

Renault, T., Moreau, P., Faury, N., Pepin, J.-F., Segarra, A., and Webb, S. (2012). Analysis of
Clinical Ostreid Herpesvirus 1 (Malacoherpesviridae) Specimens by Sequencing
Amplified Fragments from Three Virus Genome Areas. Journal of Virology 86, 5942—
5947. doi:10.1128/JV1.06534-11

Renault, T., and Novoa, B. (2004). Viruses infecting bivalve molluscs. Aquatic Living
Resources 17, 397—409. doi:10.1051/alr:2004049

Rioult, D. (2013). Motilité cellulaire et immunocompétente des hémocytes de mollusques
marins : applications aux diagnostics environnementaux. Le Havre.

Robert, R., Sanchez, J. L., Perez-Paralle, L., Ponis, E., Kamermans, P., and O’Mahoney, M.
(2013). A glimpse on the mollusc industry in Europe. Aquaculture Europe 38, 5-11.

205



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Roque, A., Carrasco, N., Andree, K. B., Lacuesta, B., Elandaloussi, L., Gairin, I., Rodgers, C.
J., and Furones, M. D. (2012). First report of OsHV-1 microvar in Pacific oyster
(Crassostrea gigas) cultured in Spain. Aquaculture 324-325, 303-306.
doi:10.1016/j.aquaculture.2011.10.018

Ruddell, C. L. (1971). Elucidation of the nature and function of the granular oyster
amebocytes through histochemical studies of normal and traumatized oyster tissues.
Histochemie. Histochemistry. Histochimie 26, 98-112.

Sagnier, S., Daussy, C. F., Borel, S., Robert-Hebmann, V., Faure, M., Blanchet, F. P.,
Beaumelle, B., Biard-Piechaczyk, M., and Espert, L. (2015). Autophagy Restricts
HIV-1 Infection by Selectively Degrading Tat in CD4+ T Lymphocytes. Journal of
Virology 89, 615-625. doi:10.1128/JV1.02174-14

Salvi, D., Macali, A., and Mariottini, P. (2014). Molecular Phylogenetics and Systematics of
the Bivalve Family Ostreidae Based on rRNA Sequence-Structure Models and
Multilocus Species Tree. PLOS ONE 9, €108696. doi:10.1371/journal.pone.0108696

Salvi, D., and Mariottini, P. (2017). Molecular taxonomy in 2D: a novel ITS2 rRNA
sequence-structure approach guides the description of the oysters’ subfamily
Saccostreinae and the genus Magallana (Bivalvia: Ostreidae). Zoological Journal of
the Linnean Society 179, 263-276. d0i:10.1111/z0j.12455

Sauvage, C., Pépin, J. F., Lapegue, S., Boudry, P., and Renault, T. (2009). Ostreid herpes
virus 1 infection in families of the Pacific oyster, Crassostrea gigas, during a summer
mortality outbreak: Differences in viral DNA detection and quantification using real-
time PCR. Virus Research 142, 181-187. doi:10.1016/j.virusres.2009.02.013

Schikorski, D., Faury, N., Pepin, J. F., Saulnier, D., Tourbiez, D., and Renault, T. (2011).
Experimental ostreid herpesvirus 1 infection of the Pacific oyster Crassostrea gigas:
Kinetics of virus DNA detection by g-PCR in seawater and in oyster samples. Virus
Research 155, 28-34. doi:10.1016/j.virusres.2010.07.031

Schlumpberger, M., Schaeffeler, E., Straub, M., Bredschneider, M., Wolf, D. H., and Thumm,
M. (1997). AUTL, a gene essential for autophagocytosis in the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Journal of Bacteriology 179, 1068-1076.

Schmid, D., and Minz, C. (2005). Immune surveillance of intracellular pathogens via
autophagy. Cell Death and Differentiation 12, 1519-1527.
d0i:10.1038/sj.cdd.4401727

Schmid, D., and Minz, C. (2007). Innate and Adaptive Immunity through Autophagy.
Immunity 27, 11-21. doi:10.1016/j.immuni.2007.07.004

Schmitt, P., Duperthuy, M., Montagnani, C., Bachere, E., and Destoumieux-Garzon, D.
(2011). Immune responses in the Pacific oyster Crassostrea gigas: An overview with
focus on summer mortalities. In ‘Oysters Physiology, Ecological Distribution and
Mortality’.

206



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Schmitt, P., Gueguen, Y., Desmarais, E., Bachére, E., and de Lorgeril, J. (2010). Molecular
diversity of antimicrobial effectors in the oyster Crassostrea gigas. BMC Evolutionary
Biology 10, 23. d0i:10.1186/1471-2148-10-23

Schneider, W. M., Chevillotte, M. D., and Rice, C. M. (2014). Interferon-Stimulated Genes: A
Complex Web of Host Defenses. Annual review of immunology 32, 513-545.
doi:10.1146/annurev-immunol-032713-120231

Scott, R. C., Schuldiner, O., and Neufeld, T. P. (2004). Role and regulation of starvation-
induced autophagy in the Drosophila fat body. Developmental Cell 7, 167-178.
d0i:10.1016/j.devcel.2004.07.009

Segarra, A. (2014). Etude des interactions hote/virus chez 1’huitre creuse Crassostrea gigas et
son virus Ostreid herpesvirus 1, Studying interaction between the Pacific oyster,
Crassostrea gigas, and Ostreid herpesvirus type 1. Université de Bretagne-Sud.

Segarra, A., Baillon, L., Faury, N., Tourbiez, D., and Renault, T. (2016). Detection and
distribution of ostreid herpesvirus 1 in experimentally infected Pacific oyster spat.
Journal of Invertebrate Pathology 133, 59-65. doi:10.1016/j.jip.2015.11.013

Segarra, A., Baillon, L., Tourbiez, D., Benabdelmouna, A., Faury, N., Bourgougnon, N., and
Renault, T. (2014a). Ostreid herpesvirus type 1 replication and host response in adult
Pacific oysters, Crassostrea gigas. Veterinary Research 45, 103. doi:10.1186/s13567-
014-0103-x

Segarra, A., Faury, N., Pépin, J.-F., and Renault, T. (2014b). Transcriptomic study of 39
ostreid herpesvirus 1 genes during an experimental infection. Journal of Invertebrate
Pathology 119, 5-11. doi:10.1016/j.jip.2014.03.002

Segarra, A., Mauduit, F., Faury, N., Trancart, S., Dégremont, L., Tourbiez, D., Haffner, P.,
Barbosa-Solomieu, V., Pépin, J.-F., Travers, M.-A., and Renault, T. (2014c). Dual
transcriptomics of virus-host interactions: comparing two Pacific oyster families
presenting contrasted susceptibility to ostreid herpesvirus 1. BMC genomics 15, 580.
doi:10.1186/1471-2164-15-580

Segarra, A., Pépin, J. F., Arzul, I., Morga, B., Faury, N., and Renault, T. (2010). Detection
and description of a particular Ostreid herpesvirus 1 genotype associated with massive
mortality outbreaks of Pacific oysters, Crassostrea gigas, in France in 2008. Virus
Research 153, 92-99. doi:10.1016/j.virusres.2010.07.011

Shelly, S., Lukinova, N., Bambina, S., Berman, A., and Cherry, S. (2009). Autophagy is an
essential component of Drosophila immunity against vesicular stomatitis virus.
Immunity 30, 588-598. doi:10.1016/j.immuni.2009.02.009

Shimahara, Y., Kurita, J., Kiryu, 1., Nishioka, T., Yuasa, K., Kawana, M., Kamaishi, T., and
Oseko, N. (2012). Surveillance of Type 1 Ostreid Herpesvirus (OsHV-1) Variants in
Japan. Fish Pathology 47, 129-136. doi:10.3147/jsfp.47.129

Simakov, O., Marletaz, F., Cho, S.-J., Edsinger-Gonzales, E., Havlak, P., Hellsten, U., Kuo,

D.-H., Larsson, T., Lv, J., Arendt, D., Savage, R., Osoegawa, K., de Jong, P.,
Grimwood, J., Chapman, J. A., Shapiro, H., Aerts, A., Otillar, R. P., Terry, A. Y.,

207



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Boore, J. L., Grigoriev, I. V., Lindberg, D. R., Seaver, E. C., Weisblat, D. A., Putnam,
N. H., and Rokhsar, D. S. (2013). Insights into bilaterian evolution from three
spiralian genomes. Nature 493, 526-531. doi:10.1038/nature11696

Smith, T. T., and Whitley, R. J. (2017). 166 - Herpesviruses. In ‘Infectious Discases (Fourth
Edition)’. (Eds J. Cohen, W. G. Powderly, and S. M. Opal.) pp. 1426-1438.el.
(Elsevier.) doi:10.1016/B978-0-7020-6285-8.00166-0

Soudant, P., E. Chu, F.-L., and Volety, A. (2013). Host—parasite interactions: Marine bivalve
molluscs and protozoan parasites, Perkinsus species. Journal of Invertebrate
Pathology 114, 196-216. doi:10.1016/j.jip.2013.06.001

Stolfi, A., Gandhi, S., Salek, F., and Christiaen, L. (2014). Tissue-specific genome editing in
Ciona embryos by CRISPR/Cas9. Development (Cambridge, England) 141, 4115-
4120. doi:10.1242/dev.114488

Takeuchi, T., Kawashima, T., Koyanagi, R., Gyoja, F., Tanaka, M., Ikuta, T., et al. (2012).
Draft Genome of the Pearl Oyster Pinctada fucata: A Platform for Understanding
Bivalve Biology. DNA Research: An International Journal for Rapid Publication of
Reports on Genes and Genomes 19, 117-130. doi:10.1093/dnares/dss005

Takeuchi, T., Koyanagi, R., Gyoja, F., Kanda, M., Hisata, K., Fujie, M., et al. (2016).
Bivalve-specific gene expansion in the pearl oyster genome: implications of
adaptation to a sessile lifestyle. Zoological Letters 2, 3. doi:10.1186/s40851-016-
0039-2

Tall6czy, Z., Virgin, H. W., and Levine, B. (2006). PKR-dependent autophagic degradation of
herpes simplex virus type 1. Autophagy 2, 24-29.

Tamayo, D., Corporeau, C., Petton, B., Quere, C., and Pernet, F. (2014). Physiological
changes in Pacific oyster Crassostrea gigas exposed to the herpesvirus OsHV-1uVar.
Aquaculture 432, 304-310. doi:10.1016/j.aquaculture.2014.05.023

Tanida, 1., Mizushima, N., Kiyooka, M., Ohsumi, M., Ueno, T., Ohsumi, Y., and Kominami,
E. (1999). Apg7p/Cvt2p: A novel protein-activating enzyme essential for autophagy.
Molecular Biology of the Cell 10, 1367-1379. d0i:10.1091/mbc.10.5.1367

Thomson, B. J. (2001). Viruses and apoptosis. International Journal of Experimental
Pathology 82, 65-76. doi:10.1111/j.1365-2613.2001.iep0082-0065-x

Tirapé, A., Bacque, C., Brizard, R., Vandenbulcke, F., and Boulo, V. (2007). Expression of
immune-related genes in the oyster Crassostrea gigas during ontogenesis.
Developmental and Comparative Immunology 31, 859-873.
d0i:10.1016/j.dci.2007.01.005

Tischer, B. K., and Osterrieder, N. (2010). Herpesviruses--a zoonotic threat? Veterinary
Microbiology 140, 266—270. doi:10.1016/j.vetmic.2009.06.020

Travers, M.-A., Boettcher Miller, K., Roque, A., and Friedman, C. S. (2015). Bacterial
diseases in marine bivalves. Journal of Invertebrate Pathology 131, 11-31.
doi:10.1016/j.jip.2015.07.010

208



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Valdor, R., and Macian, F. (2012). Autophagy and the Regulation of the Immune Response.

Pharmacological research : the official journal of the Italian Pharmacological Society
66, 475-483. doi:10.1016/j.phrs.2012.10.003

Vidal, C. (2011). ‘Huitres, moules & autres coquillages’ Sang de la Terre.

Wang, L., Song, X., and Song, L. (2017a). The oyster immunity. Developmental and
Comparative Immunology. doi:10.1016/j.dci.2017.05.025

Wang, W., Li, M., Wang, L., Chen, H., Liu, Z., Jia, Z., Qiu, L., and Song, L. (2017b). The
granulocytes are the main immunocompetent hemocytes in Crassostrea gigas.
Developmental and Comparative Immunology 67, 221-228.
d0i:10.1016/j.dci.2016.09.017

Welsch, S., Miller, S., Romero-Brey, I., Merz, A., Bleck, C. K. E., Walther, P., Fuller, S. D.,
Antony, C., Krijnse-Locker, J., and Bartenschlager, R. (2009). Composition and three-
dimensional architecture of the dengue virus replication and assembly sites. Cell Host
& Microbe 5, 365-375. doi:10.1016/j.chom.2009.03.007

Whittington, R. J., Hick, P. M., Evans, O., Rubio, A., Alford, B., Dhand, N., and Paul-Pont, I.
(2015). Protection of Pacific oyster (Crassostrea gigas) spat from mortality due to
ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1 pVar) using simple treatments of incoming seawater in
land-based upwellers. Aquaculture 437, 10-20. doi:10.1016/j.aquaculture.2014.11.016

Winterbourn, C. C. (2008). Reconciling the chemistry and biology of reactive oxygen species.
Nature Chemical Biology 4, 278-286. doi:10.1038/nchembio.85

Wootton, E. C., Dyrynda, E. A., and Ratcliffe, N. A. (2003). Bivalve immunity: comparisons
between the marine mussel (Mytilus edulis), the edible cockle (Cerastoderma edule)
and the razor-shell (Ensis siliqua). Fish & Shellfish Immunology 15, 195-210.

Xia, J., Bai, C., Wang, C., Song, X., and Huang, J. (2015). Complete genome sequence of
Ostreid herpesvirus-1 associated with mortalities of Scapharca broughtonii
broodstocks. Virology Journal 12. doi:10.1186/s12985-015-0334-0

Yakoub, A. M., and Shukla, D. (2015). Autophagy stimulation abrogates herpes simplex
virus-1 infection. Scientific Reports 5, 9730. doi:10.1038/srep09730

Yang, Z., and Klionsky, D. J. (2009). An Overview of the Molecular Mechanism of
Autophagy. Current topics in microbiology and immunology 335, 1-32.
doi:10.1007/978-3-642-00302-8_1

Yang, Z., and Klionsky, D. J. (2010). Mammalian autophagy: core molecular machinery and
signaling regulation. Current opinion in cell biology 22, 124-131.
doi:10.1016/j.ceb.2009.11.014

Yeaman, M. R., and Yount, N. Y. (2003). Mechanisms of antimicrobial peptide action and
resistance. Pharmacological Reviews 55, 27-55. doi:10.1124/pr.55.1.2

Yin, H.-C., Zhao, L.-L., Li, S.-Q., Niu, Y.-J., Jiang, X.-J., Xu, L.-J., Lu, T.-F., Han, L.-X.,
Liu, S.-W., and Chen, H.-Y. (2017). Autophagy activated by duck enteritis virus

209



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

infection positively affects its replication. The Journal of General Virology 98, 486—
495. doi:10.1099/jgv.0.000696

Yin, X., Cao, L., Kang, R., Yang, M., Wang, Z., Peng, Y., Tan, Y., Liu, L., Xie, M., Zhao, Y.,
Livesey, K. M., and Tang, D. (2011). UV irradiation resistance-associated gene
suppresses apoptosis by interfering with BAX activation. EMBO Reports 12, 727—-734.
doi:10.1038/embor.2011.79

Yonekawa, T., and Thorburn, A. (2013). Autophagy and cell death. Essays in Biochemistry
55, 105-117. d0i:10.1042/bse0550105

Yordy, B., and Iwasaki, A. (2011). Autophagy in the control and pathogenesis of viral
infection. Current opinion in virology 1, 196-203. doi:10.1016/j.coviro.2011.05.016

Yuan, W., Stremhaug, P. E., Dunn, W. A., and Jr (1999). Glucose-induced Autophagy of
Peroxisomes in Pichia pastoris Requires a Unique E1-like Protein. Molecular Biology
of the Cell 10, 1353. doi:10.1091/mbc.10.5.1353

Zhang, G., Fang, X., Guo, X,, Li, L., Luo, R., Xu, F., et al. (2012). The oyster genome reveals
stress adaptation and complexity of shell formation. Nature 490, 49-54.
doi:10.1038/nature11413

Zhang, L., Li, L., Guo, X., Litman, G. W., Dishaw, L. J., and Zhang, G. (2015). Massive
expansion and functional divergence of innate immune genes in a protostome.
Scientific Reports 5, 8693. doi:10.1038/srep08693

Zhang, L., Li, L., and Zhang, G. (2011). Gene discovery, comparative analysis and expression
profile reveal the complexity of the Crassostrea gigas apoptosis system.
Developmental & Comparative Immunology 35, 603-610.
d0i:10.1016/j.dci.2011.01.005

Zhang, S.-M., Zeng, Y., and Loker, E. S. (2007). Characterization of immune genes from the
schistosome host snail Biomphalaria glabrata that encode peptidoglycan recognition
proteins and gram-negative bacteria binding protein. Immunogenetics 59, 883-898.
d0i:10.1007/s00251-007-0245-3

Zhang, Y., Yu, F.,, Li, J., Tong, Y., Zhang, Y., and Yu, Z. (2014). The first invertebrate RIG-I-
like receptor (RLR) homolog gene in the pacific oyster Crassostrea gigas. Fish &
Shellfish Immunology 40, 466-471. doi:10.1016/j.fsi.2014.07.029

210



ANNEXES

ANNEXES

Annexe A. Poster présenté a la NSA - 110™ Annual Meeting of the National Shellfisheries

AASSOCTATION. .ottt e e e e oo ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e —reeee e e e e e —————.as 213

Annexe B. Supplementary file n°l: List of amino acid sequences of the three animals
(Saccharomyces cerevisiae, Homo sapiens and Crassostrea gigas) collected during the

identification of the autophagy proteins in C. gigas. ......c.ccvvvereiiieii e 215

Annexe C. Supplementary file n°2: List of amino acid sequences of the species used to
performed phylogeny analysis of ATG7, ATG9A, ATG12, ULK2. ......cccoovevvviviieiisieenns 245

211



212



ANNEXE A

Annexe A. Poster présenté & la NSA - 110" Annual Meeting of the National
Shellfisheries Association.

decipher macroautophagy

pacific oyster, Crassostrea
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Introduction

Autophagy is an important mechanism that contributes to maintain cellular homeostasis and difterent cellular processes including adaptation to starvation.
microorganisms elimination and cell death. Recent results indicate that this mechanism occurs in the mantle of the Pacific oyster. Crassostrea gigas. Nevertheless no
information is available on this pathway in haemocytes. main effectors of the immune system of C. gigas. They play a key role in the defense of the pacific oyster
against pathogens.

Flow cvtometry. fluorescent microscopy and t ission electron mi py were adapted to our biological model and used to investigate autophagy in ovster’s
haemocytes after 24h and 48h exposure to autophagy inhibitor (NH,CI) and inducer (carbamazepine).

Autophagic structu
mantle of C. gigas

Goal

Monitor autophagy in haemocytes of . gigas at a cellular level using different cellular tools (flow cytometry. fluorescent and transmission electron microscopy) and modulators of
the autophagy pathway (NH,CL inhibitor and carbamazepine. inducer).
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Conclusions and perspectives

+ The combination of flow eyvtometry. fluc t and ission electron microscopy has allowed monitoring successfully autophagy in C. gigas haemocytes.

* The results demonstrate that autophagy in oyster haemocyte is modulated by an exposure to NH,Cl and carbamazepine known to inhibit and induce respectively autophagy in mammals.

+ This work open new perspectives to follow this mechanism in (. gigas at cellular level under different biotic and abiotic stressors (algae. pathogens, starvation. .. ).
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ANNEXE B

Annexe B. Supplementary file n°1: List of amino acid sequences of the three
animals (Saccharomyces cerevisiae, Homo sapiens and Crassostrea gigas)
collected during the identification of the autophagy proteins in C. gigas.

All sequences are in Fasta format. The specie name of the sequence is highlighted in yellow.

1. Serine/threonine-protein kinase mMTOR (mTOR)

>tr|K1PYM7|K1PYM7 CRAGI Serine/threonine-protein kinase TOR OS=Crassostrea
gigas 0X=29159 GN=CGI 10010427 PE=3 SV=1
MDLYRFVVTELREMPSEYHTTFMDKFNHEFIFEMVSSSDMNERKGGILAIVSLTGVDVGNT
STRISRFSNYLRNLLPSNDVSVMEMAARAVGWLAYSSGSYAAEYVEHEVKRALEWLTSDR
QESKRLAAVLVLKELAVNTPTEFEFFQOVQQFEFDCIFNAVRDPKPNIREGAVAALRAALAVT
SORESKATQKAQWYRQCYDEAVKLYDELQGREKKLSRDDWAHGSLLIMNELLRCSNIEGE
RLRMEMEDITNQQYQHERTLKEMSKTHKSPSSSLALQQFQHKAFPINNEFMSGNRHNMQKI
SFESRTCKQLVESHFDKVCALLLRHKNSKSVHIQLILQVIFPRLAAFKPHEFSRLYLDDT
INFLLGSLKTTRDKTSTFQAIGLLAISVQDNIVRYLPGILEVIRASLPPKDLPAKKQKNM
VVDPSVFTCISMLARAVGPAMIKDVRDLLDSMFATGLSPALTAALRDLAIQIPQLKKEIQ
EGLLKNLSLILMGRQLRHPGAPKSPLOQPFPMSASLTNLADIQDATSITLALKTLGSFDFE
GHSLTQFVQHCAEQYLSSDHKEIRMEAVRTCARLLTPLLQLLANSQGQISIAAMNTVAEV
LHKLLVVGITDTGELEEGVIINIRTELEYSGVGRNKEQAAKMLGHLVANAARLVRPYMEP
ILNALIPKLKEPDPNPNVTISVLVAIGEQAQVSGTEMRKWMDELLPLILEMLQDSSSLQK
REVALWTLGQLVESTGYVIEPYKRYPSLLEVLLNFLKTEQATGIRREVIRVLGLLGALDP
HKHKMNOGMIQRNESNSVSASDTKLSSDSTQPENTSEMLANMTASTTLEEIYPAIAIATL
MRIIRDPSLSQHHTMVVQAITFIFKSLGIKCVPYIQQVIPAYLAVIRSADQTFREFLEFQQO
LGVIIAIVKQHIRNYLNDIFTIIKEYWSPNSTMONTIINLVEQIVTALGTEFKIYLPQITI
POILKVFMQODSSDNRAVTGKLLNALQLFGANLDDYLHLLLPPVVKLFDSPDVPLSVKRIA
LETVDKLTLTLDLTEFASRIIHPLVRTLDSVPELQTAAMDTLCAMVMOMGPKFEFTIFIPMV
QRVIQKHKIAHQRYFILMARILKASTIAEEEDDPILLKHRKNRGKATESSESMADTAVIK
KLHVSFINLQKALEAGRKESKEDWMEWLRRLSIELLKESPSPALRSCWALAQTYNSLAKD
LEFNAAFVSCWTELTEAQODELILSLEQALTSQEIPEITQTLLNLAEFMEHCDKGPLPLDT
SLLGSRAMRCRAYAKALHYKEEEFHRGPTTATLESLISINNKLQQPESASGVLQYAQNHR
TDVKVQESWYEKLHEWNKALEAYEKKQEEKPEDENLTLGRMRCLEALAEWGHLHQIACEK
WGTSSDENRTDMARMAASAAWGLGOQWDSMEEYMCLIPRNSYNGAFYRAVFALHTENYQLA
QQCIDKARDILDTELTAMAGESYNRAYGAMVNVOMLSELEEVMOQFKLVPERQEAIKHMWW
DRLOGCQRVVEDWQKIIQVRSLVVSPLEDMKTWLKYASLCRKSGRLALSQKTLVMLLGMD
PAKNCDKPIPTTNPQVTFAYLKHMWKSSQKKEAYGKLOHFVQHSLOTRALQLITPEDTQQ
RTQLNKLLARCYLKLGDWADMLYGVNEESVTQILEYYSLATEYDKYWYKAWHGWALINYE
AVLFYKQSEKSGNQPQSPGDIGPPGRGDAPLSPKTDTSVSTASKMHKYCVLAVQGFFRSI
SLSONKSLODTLRLLTLMEDYGOWLEVYEALNDGLKTIQVENWLQVIPQLIARIDIPRPL
VSRLISQLLIDIGKAHPQALIYPLTVASKSNVPARQTAANKILKNMCEHSNTLVQQAMLV
SEELIRVAILWHELWHEGLEEASRLYFGERDIKGMFSTLEPLHNMVERGPQTLKETSFENQ
AYGRDLMEAQEWCRKYQRSENVKDLTQAWDLYYHVFRRISKQLPQLTSLELQYVSPKLLR
CODLELAVPGKYEPNQPIVKIKRCQSSLOVITSKOQRPRKLSIFGSNGKEFQFLLKGHEDL
RODERVMOQLFGLVNSLLVENPETFRRNLTIQRFSVIPLSTNSGLIGWVPHTDTLHSLIRD
YREKKKILLNIEHRLMLRMAPDYDHLTLMQKVEVFEHALEHTQGDDLAKILWYKSPSSEV
WEDRRTNYTRSLAVMSMVGYVLGLGDRHPSNLMLDRTSGKVIHIDFGDCFEVAMVREKEP
EXKIPFRLTRMLINAMEVTGIDGNYKMTCESVMEVLREHKDSLMAVLEAFVYDPLLNWRLM
DTTAKGKTKTKDSYSGGSQEQADMLENVDINQTAHKRSAPEAASSVSGDNFQAEVINKKA
LSIINRVRDKLTGRDFSQGDPIDVPTQVDLLIKQATSHENLCQCYIGWCPFEW

>sp|P42345|MTOR_HUMAN Serine/threonine-protein kinase mTOR OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=MTOR PE=1 SV=1
MLGTGPAAATTAATTSSNVSVLOQFASGLKSRNEETRAKAAKELQHYVTMELREMSQEES
TREYDQLNHHIFELVSSSDANERKGGILATIASLIGVEGGNATRIGRFANYLRNLLPSNDP
VVMEMASKAIGRLAMAGDTFTAEYVEFEVKRALEWLGADRNEGRRHAAVLVLRELAISVP
TFFFOQVQPFEFDNIFVAVWDPKOATREGAVAALRACLILTTQREPKEMOKPOWYRHTFEE
AEKGFDETLAKEKGMNRDDRTHGALLTILNELVRISSMEGERLREEMEETTQQQLVHDKYC
KDLMGFGTKPRHITPEFTSFQAVQPQOSNALVGLLGYSSHQGLMGFGTSPSPAKSTLVESR
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CCRDLMEEKFDQVCOWVLKCRNSKNSLIQMTILNLLPRLAAFRPSAFTDTQYLQDTMNHV
LSCVKKEKERTAAFQALGLLSVAVRSEFKVYLPRVLDITRAALPPKDFAHKRQKAMQVDA
TVFTCISMLARAMGPGIQQODIKELLEPMLAVGLSPALTAVLYDLSRQIPQLKKDIQDGLL
KMLSLVLMHKPLRHPGMPKGLAHQLASPGLTTLPEASDVGSITLALRTLGSFEFEGHSLT
QFVRHCADHFLNSEHKEIRMEAARTCSRLLTPSIHLISGHAHVVSQTAVQVVADVLSKLL
VVGITDPDPDIRYCVLASLDERFDAHLAQAENLQALEFVALNDQVFEIRELAICTVGRLSS
MNPAFVMPFLRKMLIQILTELEHSGIGRIKEQSARMLGHLVSNAPRLIRPYMEPILKALT
LKLKDPDPDPNPGVINNVLATIGELAQVSGLEMRKWVDELFITIIMDMLODSSLLAKRQVA
LWTLGQLVASTGYVVEPYRKYPTLLEVLLNFLKTEQNQGTRREAIRVLGLLGALDPYKHK
VNIGMIDQSRDASAVSLSESKSSQDSSDYSTSEMLVNMGNLPLDEFYPAVSMVALMRIFR
DOSLSHHHTMVVQAITFIFKSLGLKCVQFLPQVMPTFLNVIRVCDGAIREFLFQQLGMLV
SEFVKSHIRPYMDEIVTLMREFWVMNTSIQSTIILLIEQIVVALGGEFKLYLPQLIPHMLR
VFMHDNSPGRIVSIKLLAAIQLFGANLDDYLHLLLPPIVKLEDAPEAPLPSRKAALETVD
RLTESLDFTDYASRITHPIVRTLDQSPELRSTAMDTLSSLVEFQLGKKYQIFIPMVNKVLV
RHRINHQRYDVLICRIVKGYTLADEEEDPLIYQHRMLRSGQGDALASGPVETGPMKKLHV
STINLOQKAWGAARRVSKDDWLEWLRRLSLELLKDSSSPSLRSCWALAQAYNPMARDLENA
AFVSCWSELNEDQODELIRSIELALTSQDIAEVTQTLLNLAEFMEHSDKGPLPLRDDNGI
VLLGERAAKCRAYAKALHYKELEFQKGPTPAILESLISINNKLOQOPEAAAGVLEYAMKHF
GELEIQATWYEKLHEWEDALVAYDKKMDTNKDDPELMLGRMRCLEALGEWGQLHQQCCEK
WTLVNDETQAKMARMAAAAAWGLGOWDSMEEYTCMIPRDTHDGAFYRAVLALHQDLESLA
QQCIDKARDLLDAELTAMAGESYSRAYGAMVSCHMLSELEEVIQYKLVPERREIIRQIWW
ERLOGCQRIVEDWQKILMVRSLVVSPHEDMRTWLKYASLCGKSGRLALAHKTLVLLLGVD
PSROLDHPLPTVHPQVTYAYMKNMWKSARKIDAFQHMOHEFVOTMOOQOAQHATATEDQQHK
QELHKLMARCFLKLGEWQLNLQGINESTIPKVLOYYSAATEHDRSWYKAWHAWAVMNFEA
VLHYKHONQARDEKKKLRHASGANITNATTAATTAATATTTASTEGSNSESEAESTENSP
TPSPLOKKVTEDLSKTLLMYTVPAVQGFFRSISLSRGNNLODTLRVLTLWEDYGHWPDVN
EALVEGVKAIQIDTWLQVIPQLIARIDTPRPLVGRLIHQLLTDIGRYHPQALIYPLTVAS
KSTTTARHNAANKILKNMCEHSNTLVQQAMMVSEELIRVAILWHEMWHEGLEEASRLYFG
ERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSEFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQA
WDLYYHVFRRISKQLPQLTSLELQYVSPKLLMCRDLELAVPGTYDPNQPIIRIQSIAPSL
QVITSKQRPRKLTLMGSNGHEFVFLLKGHEDLRODERVMQLEFGLVNTLLANDPTSLRKNL
SIQRYAVIPLSTNSGLIGWVPHCDTLHALIRDYREKKKILLNIEHRIMLRMAPDYDHLTL
MOKVEVFEHAVNNTAGDDLAKLLWLKSPSSEVWEDRRTNYTRSLAVMSMVGYILGLGDRH
PSNLMLDRLSGKILHIDFGDCFEVAMTREKFPEKIPFRLTRMLTNAMEVTGLDGNYRITC
HTVMEVLREHKDSVMAVLEAFVYDPLLNWRLMDTNTKGNKRSRTRTDSYSAGQSVEILDG
VELGEPAHKKTGTTVPESIHSFIGDGLVKPEALNKKAIQIINRVRDKLTGRDESHDDTLD
VPTQVELLIKQATSHENLCQCYIGWCPEW

>sp|P35169|TOR1_YEAST Serine/threonine-protein kinase TOR1 OS=Saccharomyces

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=TOR1l PE=1 SV=3

MEPHEEQIWKSKLLKAANNDMDMDRNVPLAPNLNVNMNMKMNASRNGDEFGLTSSREDGV
VIGSNGDVNFKPILEKIFRELTSDYKEERKLASISLEFDLLVSLEHELSIEEFQAVSNDIN
NKILELVHTKKTSTRVGAVLSIDTLISFYAYTERLPNETSRLAGYLRGLIPSNDVEVMRL
AAKTLGKLAVPGGTYTSDFVEFEIKSCLEWLTASTEKNSFSSSKPDHAKHAALLIITALA
ENCPYLLYQYLNSILDNIWRALRDPHLVIRIDASITLAKCLSTLRNRDPQLTSQWVQRLA
TSCEYGFQVNTLECIHASLLVYKEILFLKDPFLNQVEFDOMCLNCIAYENHKAKMIREKIY
QIVPLLASENPQLFAGKYLHQIMDNYLEILTNAPANKIPHLKDDKPQILISIGDIAYEVG
PDIAPYVKQILDYIEHDLOQTKFKFRKKFENEIFYCIGRLAVPLGPVLGKLLNRNILDLMF
KCPLSDYMQETFQILTERIPSLGPKINDELLNLVCSTLSGTPFIQPGSPMEIPSEFSRERA
REWRNKNILOKTGESNDDNNDIKIIIQAFRMLKNIKSRESLVEFVRIVALSYIEHTDPRV
RKLAALTSCEIYVKDNICKQTSLHSLNTVSEVLSKLLAITIADPLODIRLEVLKNLNPCE
DPQLAQPDNLRLLFTALHDESEFNIQSVAMELVGRLSSVNPAYVIPSIRKILLELLTKLKE
STSSREKEETASLLCTLIRSSKDVAKPYIEPLLNVLLPKFQDTSSTVASTALRTIGELSV
VGGEDMKIYLKDLFPLITKTFQODOSNSFKREAALKALGQLAASSGYVIDPLLDYPELLGI
LVNILKTENSONIRROTVTLIGILGAIDPYROKEREVTSTTDISTEQNAPPIDIALLMQG
MSPSNDEYYTTVVIHCLLKILKDPSLSSYHTAVIQAIMHIFQTLGLKCVSFLDQIIPTIL
DVMRTCSQSLLEFYFQOLCSLIIIVRQHIRPHVDSIFQAIKDEFSSVAKLQITLVSVIEAT
SKALEGEFKRLVPLTLTLFLVILENDKSSDKVLSRRVLRLLESFGPNLEGYSHLITPKIV
OMAEFTSGNLOQRSATIITIGKLAKDVDLFEMSSRIVHSLLRVLSSTTSDELSKVIMNTLSL
LLIOMGTSFAIFIPVINEVLMKKHIQHTIYDDLTNRILNNDVLPTKILEANTTDYKPAEQ
MEAADAGVAKLPINQSVLKSAWNSSQORTKEDWOEWSKRLSIQLLKESPSHALRACSNLA
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SMYYPLAKELENTAFACVWTELYSQYQEDLIGSLCIALSSPLNPPEIHQTLLNLVEFMEH
DDKALPIPTQSLGEYAERCHAYAKALHYKEIKFIKEPENSTIESLISINNQLNQTDAAIG
ILKHAQQHHSLOLKETWEFEKLERWEDALHAYNEREKAGDTSVSVTLGKMRSLHALGEWEQ
LSQLAARKWKVSKLOTKKLIAPLAAGAAWGLGEWDMLEQYISVMKPKSPDKEFFDAILYL
HKNDYDNASKHILNARDLLVTEISALINESYNRAYSVIVRTQIITEFEEITIKYKQLPPNS
EKKLHYONLWTKRLLGCQKNVDLWQRVLRVRSLVIKPKODLOIWIKFANLCRKSGRMRLA
NKALNMLLEGGNDPSLPNTFKAPPPVVYAQLKYIWATGAYKEALNHLIGFTSRLAHDLGL
DPNNMIAQSVKLSSASTAPYVEEYTKLLARCFLKQGEWRIATQPNWRNTNPDAILGSYLL
ATHEFDKNWYKAWHNWALANFEVISMVQEETKLNGGKNDDDDDTAVNNDNVRIDGSILGSG
SLTINGNRYPLELIQRHVVPAIKGFFHSISLLETSCLODTLRLLTLLENFGGIKEVSQAM
YEGENLMKIENWLEVLPQLISRIHQPDPTVSNSLLSLLSDLGKAHPQALVYPLTVAIKSE
SVSROKAALSITIEKIRIHSPVLVNQAELVSHELIRVAVLWHELWYEGLEDASRQFFVEHN
IEKMFSTLEPLHKHLGNEPQTLSEVSFOKSFGRDLNDAYEWLNNYKKSKDINNLNQAWDT
YYNVFRKITRQIPQLOTLDLQHVSPQLLATHDLELAVPGTYFPGKPTIRIAKFEPLESVI
SSKQRPRKFSIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMQLEFGLVNTLLKNDSECFKRHLDIQ
QYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHRDAKKIPLNIEHWVMLOMAPDYENLTLLQOK
IEVFTYALDNTKGOQDLYKILWLKSRSSETWLERRTTYTRSLAVMSMTGYILGLGDRHPSN
LMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKYPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGSFRITCENV
MRVLRDNKESLMAILEAFALDPLIHWGEFDLPPOQKLTEQTGIPLPLINPSELLRKGAITVE
EAANMEAEQONETKNARAMLVLRRITDKLTGNDIKRENELDVPEQVDKLIQQATSIERLC
QHYIGWCPEW

>sp|P32600|TOR2 _YEAST Serine/threonine-protein kinase TOR2 OS=Saccharomyces

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=TOR2 PE=1 SV=3

MNKYINKYTTPPNLLSLROQRAEGKHRTRKKLTHKSHSHDDEMSTTSNTDSNHNGPNDSGR
VITGSAGHIGKISFVDSELDTTFSTLNLIFDKLKSDVPQERASGANELSTTLTSLAREVS
AEQFQRESNSLNNKIFELIHGFTSSEKIGGILAVDTLISFYLSTEELPNQTSRLANYLRV
LIPSSDIEVMRLAANTLGRLTVPGGTLTSDEFVEFEVRTCIDWLTLTADNNSSSSKLEYRR
HAALLITKALADNSPYLLYPYVNSILDNIWVPLRDAKLIIRLDAAVALGKCLTIIQDRDP
ALGKOQWFQRLFQGCTHGLSLNTNDSVHATLLVFRELLSLKAPYLRDKYDDIYKSTMKYKE
YKFDVIRREVYAILPLLAAFDPAIFTKKYLDRIMVHYLRYLKNIDMNAANNSDKPEILVS
IGDIAFEVGSSISPYMTLILDNIREGLRTKFKVRKQFEKDLEFYCIGKLACALGPAFAKHL
NKDLLNLMLNCPMSDHMQETLMILNEKIPSLESTVNSRILNLLSISLSGEKFIQSNQYDF
NNQFSIEKARKSRNQSFMKKTGESNDDITDAQILIQCFKMLOLIHHQYSLTEFVRLITIS
YIEHEDSSVRKLAALTSCDLEFIKDDICKQTSVHALHSVSEVLSKLLMIAITDPVAEIRLE
ILOHLGSNFDPQLAQPDNLRLLFMALNDEIFGIQLEAIKIIGRLSSVNPAYVVPSLRKTL
LELLTQLKEFSNMPKKKEESATLLCTLINSSDEVAKPYIDPILDVILPKCQDASSAVASTA
LKVLGELSVVGGKEMTRYLKELMPLIINTFQDQSNSEFKRDAALTTLGQLAASSGYVVGPL
LDYPELLGILINILKTENNPHIRRGTVRLIGILGALDPYKHREIEVTSNSKSSVEQNAPS
IDIALLMQGVSPSNDEYYPTVVIHNLMKILNDPSLSIHHTAAIQAIMHIFONLGLRCVSE
LDQIIPGIILVMRSCPPSQLDEFYFQQOLGSLISIVKQHIRPHVEKIYGVIREFFPIIKLQI
TIISVIESISKALEGEFKREFVPETLTFFLDILENDQSNKRIVPIRILKSLVTEFGPNLEDY
SHLIMPIVVRMTEYSAGSLKKISIITLGRLAKNINLSEMSSRIVQALVRILNNGDRELTK
ATMNTLSLLLLOQLGTDEVVEVPVINKALLRNRIQHSVYDQLVNKLLNNECLPTNIIFDKE
NEVPERKNYEDEMQVTKLPVNONILKNAWYCSQOKTKEDWQEWIRRLSIQLLKESPSACL
RSCSSLVSVYYPLARELFNASFSSCWVELQTSYQEDLIQALCKALSSSENPPEIYQOMLLN
LVEFMEHDDKPLPIPIHTLGKYAQKCHAFAKALHYKEVEFLEEPKNSTIEALISINNQLH
QTDSAIGILKHAQQHNELQLKETWYEKLORWEDALAAYNEKEAAGEDSVEVMMGKLRSLY
ALGEWEELSKLASEKWGTAKPEVKKAMAPLAAGAAWGLEQWDEIAQYTSVMKSQSPDKEF
YDAILCLHRNNFKKAEVHIFNARDLLVTELSALVNESYNRAYNVVVRAQITAELEETIKY
KKLPONSDKRLTMRETWNTRLLGCOKNIDVWQRILRVRSLVIKPKEDAQVRIKFANLCRK
SGRMALAKKVLNTLLEETDDPDHPNTAKASPPVVYAQLKYLWATGLODEALKQLINFTSR
MAHDLGLDPNNMIAQSVPQOSKRVPRHVEDYTKLLARCFLKQGEWRVCLQPKWRLSNPDS
ILGSYLLATHFDNTWYKAWHNWALANFEVISMLTSVSKKKQEGSDASSVTDINEFDNGMI
GVNTFDAKEVHYSSNLTHRHVIPAIKGFFHSISLSESSSLODALRLLTLWETFGGIPEAT
OAMHEGENLIQIGTWLEVLPQLISRIHQPNQIVSRSLLSLLSDLGKAHPQALVYPLMVAT
KSESLSRQKAALSIIEKMRIHSPVLVDQAELVSHELIRMAVLWHEQWYEGLDDASRQFFG
EHNTEKMFAALEPLYEMLKRGPETLREISFONSFGRDLNDAYEWLMNYKKSKDVSNLNQA
WDIYYNVEFRKIGKQLPOQLOTLELQHVSPKLLSAHDLELAVPGTRASGGKPIVKISKEFEPV
FSVISSKQRPRKEFCIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMOLFGLVNTLLONDAECEFRRH
LDIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHREAKKIPLNIEHWVMLOMAPDYDNLT
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LLOKVEVEFTYALNNTEGQODLYKVLWLKSRSSETWLERRTTYTRSLAVMSMTGY ILGLGDR
HPSNLMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKFPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGSEFRIT
CENVMKVLRDNKGSLMAILEAFAFDPLINWGFDLPTKKIEEETGIQLPVMNANELLSNGA
ITEEEVQRVENEHKNAIRNARAMLVLKRITDKLTGNDIRRENDLDVPEQVDKLIQQATSV
ENLCQHYIGWCPEW

2. Serine/threonine-protein kinase atgl (ULK1)

>tr|K1QJ91|K1QJ91 CRAGI Serine/threonine-protein kinase atgl OS=Crassostrea
gigas 0X=29159 GN=CGI 10022785 PE=4 SV=1
MADNACEEDVRRMSMDELCEILDRENVDYSELEDVEETIRDLVLQSTAQRISPNNERHSQK
EATIDVMGRILERDAEMRKVIRDIYDSVLAMLDMKNFEKNLGSEMTKEYNGYIGTIFNSE
QKRAVVTDENGGKIYLDDVTEETLSKYVCVDRSGENTQRYKTVDIYWPIPMLKEHATIVD
TPGVGESDEMTTKLLDYLSEAVAFIYVINTTNAGGVQDDRLVKIFKKQLELEQKGLLQQF
DPECAIFVCNKWDQVPDSEGEMVWKDISKKLOANWPTRRNIDITGOMFKMSVTKDLQRSK
AGLGYSEKFKALISGIDRLVRASLERRVKKHVDWLQSFLDRLLIKVIAKINASRKNQEEK
KAMKSEIEKRLKTLECETEIINDNIAKIADVGMSKPKNQLQGTITGTPVFMAPEVLEGRM
YGLSADIFSLSIMMWEMWYGRRVFSESVYSDVMTTYSSIKSIDLNIFPEVQGTAQYDLLP
EANGRGQ

>sp|075385|ULK1_HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULKl OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=ULK1l PE=1 SV=2
MEPGRGGTETVGKFEFSRKDLIGHGAFAVVFKGRHREKHDLEVAVKCINKKNLAKSQTLLGKEIKILKELKHENT
VALYDFQEMANSVYLVMEYCNGGDLADYLHAMRTLSEDTIRLFLOQTAGAMRLLHSKGIIHRDLKPONILLSNPA
GRRANPNSTIRVKIADFGFARYLQSNMMAATLCGSPMYMAPEVIMSQHYDGKADLWSIGTIVYQCLTGKAPFQASS
PODLRLEFYEKNKTLVPTIPRETSAPLROQLLLALLORNHKDRMDFDEFFHHPFLDASPSVRKSPPVPVPSYPSSGS
GSSSSSSSTSHLASPPSLGEMOQOLOKTLASPADTAGFLHSSRDSGGSKDSSCDTDDEVMVPAQFPGDLVAEAPSA
KPPPDSLMCSGSSLVASAGLESHGRTPSPSPPCSSSPSPSGRAGPFSSSRCGASVPIPVPTQVONYQRIERNLQS
PTOQFQTPRSSAIRRSGSTSPLGFARASPSPPAHAEHGGVLARKMSLGGGRPYTPSPOVGTIPERPGWSGTPSPQG
AEMRGGRSPRPGSSAPEHSPRTSGLGCRLHSAPNLSDLHVVRPKLPKPPTDPLGAVESPPOQASPPQPSHGLQSCR
NLRGSPKLPDFLORNPLPPILGSPTKAVPSFDFPKTPSSONLLALLARQGVVMTPPRNRTLPDLSEVGPFHGQPL
GPGLRPGEDPKGPFGRSFSTSRLTDLLLKAAFGTQAPDPGSTESLQEKPMEIAPSAGFGGSLHPGARAGGTSSPS
PVVFTVGSPPSGSTPPOGPRTRMFSAGPTGSASSSARHLVPGPCSEAPAPELPAPGHGCSFADPITANLEGAVTE
EAPDLPEETLMEQEHTEILRGLRFTLLFVQHVLETIAALKGSASEAAGGPEYQLQESVVADQISLLSREWGFAEQL
VLYLKVAELLSSGLQSAIDQIRAGKLCLSSTVKQVVRRLNELYKASVVSCQGLSLRLOQRFFLDKQRLLDRIHSIT
AERLIFSHAVOMVQSAALDEMFQHREGCVPRYHKALLLLEGLOHMLSDQADIENVTKCKLCIERRLSALLTGICA

>sp|P53104|ATGl _YEAST Serine/threonine-protein kinase ATGl OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATGl PE=1 sv=1
MGDIKNKDHTTSVNHNLMASAGNYTAEKEIGKGSFATVYRGHLTSDKSQHVAIKEVSRAK
LKNKKLLENLEIETATILKKIKHPHIVGLIDCERTSTDFYLIMEYCALGDLTFLLKRRKEL
MENHPLLRTVFEKYPPPSENHNGLHRAFVLSYLQQLASALKFLRSKNLVHRDIKPQONLLL
STPLIGYHDSKSFHELGFVGIYNLPILKIADFGFARFLPNTSLAETLCGSPLYMAPEILN
YOKYNAKADLWSVGTVVFEMCCGTPPFRASNHLELFKKIKRANDVITFPSYCNIEPELKE
LICSLLTFDPAQRIGFEEFFANKVVNEDLSSYELEDDLPELESKSKGIVESNMEVSEYLS
KQPKSPNSNLAGHQSMADNPAELSDALKNSNILTAPAVKTDHTQAVDKKASNNKYHNSLV
SDRSFEREYVVVEKKSVEVNSLADEVAQAGENPNPIKHPTSTONONVLLNEQFSPNNQQY
FONQGENPRLLRATSSSSGGSDGSRRPSLVDRRLSISSLNPSNALSRALGIASTRLEGGA
NQOOOQOQITSSPPYSQTLLNSQLFHELTENIILRIDHLOQHPETLKLDNTNIVSILESLA
AKAFVVYSYAEVKEFSQIVPLSTTLKGMANFENRRSMDSNATIAEEQDSDDAEEEDETLKKY
KEDCLSTKTFGKGRTLSATSQLSATEFNKLPRSEMILLCNEATIVLYMKALSTILSKSMQVTS
NWWYESQEKSCSLRVNVLVOWLREKFNECLEKADFLRLKINDLRFKHASEVAENQTLEEK
GSSEEPVYLEKLLYDRALEISKMAAHMELKGENLYNCELAYATSLWMLETSLDDDDFTNA
YGDYPFKTNIHLKSNDVEDKEKYHSVLDENDRITIIRKYIDSIANRLKILRQKMNHQON

3. Serine/threonine-protein kinase ULK2 (ULK2)
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>tr|KIPNL8|K1PNL8 CRAGI Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Crassostrea

gigas 0X=29159 GN=CGI 10015287 PE=4 SV=1
MEVVGDYEYSKKDLIGHGAFAVVFKGRHRKRPNHVVAIKS I TKKNLAKSQNLLSKEIKIL
KELSDLHHENVVALLDCKETTNHVYLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIASFLRQIAA
AMQVMNGKGIVHRDLKPQONILLCHDGKPNTPSTEMRLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGS
PMYMAPEVIMSLQYCAKADLWSIGT IVFQCLTGKAPFQAQTPQQLKHFYEKHAELKPNIP
KDTSPELRDLLLKMLKRNAKDRIEFASPVPVPGRASQGCSSESPTPPRCVSASPLSGKAD
YSTPPSKVVOMVKQQEVAEAMOGS THDEEFLKVDKGPTPRSNSPTEHDFVLVPDGMSDQS
DGSDKGRAPSTEDLQSLGERAQPQVVRVEPQVGSVAYKKDSGDVSSPSRPSSLPMQSNNQ
SEPIPVPTQVKAYERIRSSSSPLSSPRKCGTEPSPLDSAKLSSQONIKISPQPESKFSAPD
IGSFSPPTVKFSVGTPPNVSTPWRRGSIGSSQGGAI YHPPSNASNSPSRRASMGSSPSGF
NRNFSSPGSLPTILDASPHFELNQEPQFTDNMPTVPVRAPFGQSKPKAIPESKGTKRYHP
SEVDRVKLNLMERCNTDPGAAGGMSMLSQQMKVAYMNQQGLNLLEGQVVRYTSNENLVSP
NDNTVOMDTQRSGTGLRRTMSATTPPSNLMFAQSPPNMEGPVAFVAPGLAEETLMGDNHN
EIMAKLSFVNDLADCVMELAMAKGAPLNTLSESVNWKQGEGPLHGDQMPKFIEAQRLLEQ
LVLYVRSLOLLSSSLOLARREIKDERLQISNALKTLLKQMNERYHRCVSVCKHIQQRLGI
TMONALTPQVVIATADKLIYNYAIEMCQTAALDELFGNPQECFKRYNTAHILLHSLSQQA
RNSNDKQLLDKYKDAVERRLSHIQATQNYYPQFEIS

>sp|Q8IYT8|ULK2 HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=ULK2 PE=1 SV=3
MEVVGDFEYSKRDLVGHGAFAVVEFRGRHROKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL
KELQHENIVALYDVQELPNSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLHQIAAAMR
ILHSKGITIHRDLKPONILLSYANRRKSSVSGIRIKIADFGFARYLHSNMMAATLCGSPMY
MAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPODLRMFYEKNRSLMPSIPRET
SPYLANLLLGLLORNQKDRMDFEAFFSHPFLEQGPVKKSCPVPVPMYSGSVSGSSCGSSP
SCRFASPPSLPDMQOQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASTSSKNSSCDTDDEVLVPHNI
SSDHSCDMPVGTAGRRASNEFLVCGGQCQPTVSPHSETAPIPVPTQIRNYQRIEQNLTST
ASSGTNVHGSPRSAVVRRSNTSPMGFLRPGSCSPVPADTAQTVGRRLSTGSSRPYSPSPL
VGTIPEQFSQCCCGHPQGHDSRSRNSSGSPVPQAQSPQOSLLSGARLOSAPTLTDIYQNKQ
KLRKQHSDPVCPSHTGAGYSYSPQPSRPGSLGTSPTKHLGSSPRSSDWFEFKTPLPTIIGS
PTKTTAPFKIPKTQASSNLLALVTRHGPAEEQSKDGNEPRECAHCLLVQGSERQRAEQQS
KAVFGRSVSTGKLSDQQGKTPICRHQGSTDSLNTERPMDIAPAGACGGVLAPPAGTAASS
KAVLFTVGSPPHSAAAPTCTHMFLRTRTTSVGPSNSGGSLCAMSGRVCVGSPPGPGEGSS
PPGAEAAPSLRYVPYGASPPSLEGLITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNVMLMEFTECV
LDLTAMRGGNPELCTSAVSLYQIQESVVVDQISQLSKDWGRVEQLVLYMKAAQLLAASLH
LAKAQIKSGKLSPSTAVKQVVKNLNERYKFCITMCKKLTEKLNRFFSDKQREFIDEINSVT
AEKLIYNCAVEMVQSAALDEMFQQTEDIVYRYHKAALLLEGLSRILODPADIENVHKYKC
SIERRLSALCHSTATV

4. serine/threonine-protein kinase ULK3 (ULK3)

>XP 011415026.1 PREDICTED: serine/threonine-protein kinase ULK3

[Crassostrea gigas]

MSRPTSGRPSTAKSVAVIVPKLSGEVFTEKLGSGTYAVVYKAYRKSGSRQVVAIKCVLKSSLNKASTENL
LTEIELLKKLNHENIVRLEDFQWDDQYIYLIMEYCSGGDLSNFIRSKRTLPENILKRFLOQIAKAMRYLR
EFNIAHMDLKPONILLTSEYNPTLKIADFGFSKHLEFKGDELHAMRGSPLYMAPEIICKGTYDSRVDLWST
GVIIYECLFGRAPFASRTFKELENKIWDSKPVEIPYGVNVSENCRDLILRLLRRDPDERITFDEFENHPE
VDLEHCASNESLSKAVNIVANAVKKDONGEYKEAIKLYCDSLGHFMPATHYEKDERKKEAIRAKVKDYMN
RAEELKKLMKPKRPPPPVNGVKRTISEDPMEELTELCKDNEELTAAVTLIRAADTENSQEDYEQALKHYE
LALSTFIKFLKEEKPGHRKDLIGKLSRSWMDEAEKIKMEFLDVONLQTEDTSAKEEENEKKYLYTEKCGIQ

>sp|Q6PHR2 |ULK3 HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK3 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=ULK3 PE=1 SV=2

MAGPGWGPPRLDGFILTERLGSGTYATVYKAYAKKDTREVVAIKCVAKKSLNKASVENLL
TEIEILKGIRHPHIVQLKDFQWDSDNIYLIMEFCAGGDLSRFIHTRRILPEKVARVEMQQ
LASALQFLHERNISHLDLKPONILLSSLEKPHLKLADFGFAQHMSPWDEKHVLRGSPLYM
APEMVCQRQYDARVDLWSMGVILYEALFGOPPFASRSFSELEEKIRSNRVIELPLRPLLS
RDCRDLLOQRLLERDPSRRISFODFFAHPWVDLEHMPSGESLGRATALVVQAVKKDQEGDS
AAALSLYCKALDFEFVPALHYEVDAQRKEAIKAKVGQYVSRAEELKATIVSSSNQALLRQGT
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SARDLLREMARDKPRLLAALEVASAAMAKEEAAGGEQDALDLYQHSLGELLLLLAAEPPG
RRRELLHTEVONLMARAEYLKEQVKMRESRWEADTLDKEGLSESVRSSCTLQ

5. Serine/threonine-protein kinase ULK4 (ULK4)

>tr |K1QQA6|K1IQQA6 CRAGI Serine/threonine-protein kinase ULK4
gigas 0X=29159 GN=CGI 10017902 PE=4 SV=1
MENFVLYEELGRGDNSIIYKGRRKGTINFVAIHCIEKCKRPEVINTVRMTHDISHPNVVK
FYEWYETSNHLWLVVELCTGGSLATLITODRNLPESSIRSFGIDLVTGIHYIHSLGILEC
DLRPTKILLDGSGTLKYADFGLSRVEGEILEELFEKFADAGEMWSNEADLDDNPLSKKYK
TTGAPTYMSPEGFQSQEITILSDLWSLGCVLYEMFTGHPPFLAESFOQQLKEKILHKELPP
PKVKGSREFSSKPSPDFHNLLEGLLOKDPDKRMGWPGLVNHSEFWQGRLSHLAKDLVTSQEV
RSSIVNTTRSSVLVEGTASALGRIKTVDLKKSMDRPVSTLETEGTRPGSTMGDYMRPKTA
PGNEGGSTLFTLSTRPPTAVPPDEKLAPTOKPTQSPLSTREVRETIGTTGGESQADETKN
EALELIYHHSDFHITPIVDNTKIQKPGAAKFDAKILPVPPFTAEKMANMSEKELSKHIKA
ITIDGLSINEKGPPSQKRIHLLHYLTGLSTNPQVATALTRNNVLSVLAKVVKETQHLDVKT
KAARVVGLIAGNAEDLDESVTISESIATLTEVIRENVKNGKLKQGVLPAVGELLYEFVAQQ
EVKHGKTCDNWSVTSMTYTVITRCCREGEDAVVNHIAAKTVENVVATQSTHAQKFVSNEM
GOSLWYIFKHSTVDSLRITALNALCRITHHNPTVEFQSVIDTVGMTTILSALSFGITRIQQ
SIVTMFGALIASGQSLNRVVODKDFLOKLIRLLDSPSVVIRAKAFVVIHEVVKNNYDLLL
NSCQSRLVMYIERDSRRQTPREGKAPENNGSESVEYLMQCLDLLINHMVDVVPRLEFKEIV
TSLDAVMGRKHPNAVOAKQLRSSLPLIHVFLHLVTSQVFRPKIVNEEFIKNLSSVLSHIK
SIELGETNIEGASGSISPSDEVTTTMSVLEGISQHPMIVAEYHQVILESVLPIIADLVVS
ONGETRALSLRLFSETIASVYLNQEQYAAGEKKMNVAGLHKIITERLLPQFEQILLDQEPL
PSYGLKLLLTLLDONGGEFVKQFEQQGLVSVIFQVMMDHOSNPLNSSMQSTIAGILNCLVAH
KDTNMKDLYEQGLIDYFTTLFFDVTTACLDTEDHADNKIAHSMLONLLDTLHSMFKYVSE
VVRKALONKKAGGEGGNREAEEAEQLLLTNKSLTDLTTILTQLLCFEDTDIQDEFSTKCLS
LLVOLFGGENKDSMTPENMEYYSKALKKSDAKKQKVLLRITIKRLLSTERVHVESMKQOHGE
TLANTIRNLVQTASSHADVAISSLAADILKMTVPQOEYYSKALKKADAKKQKVLLRIIKRL
LSTERVHVESMKQHGETLANTIRNLVQTASSHADVAISSLAADILKMTDIVLPGMEAFTM
ADQONDIRVKNQDEFVGCYMDQEPRTLNEKMTVSTTMTVDSCRKTCTDLKFKYYGVEYSAQC
FCGNQPLNVRKMREGDCLKPCAGDRTQACGGSWRIAVYENPONIPKFVGCYMDOQARTLN
EKMTVSTTMTVDSCRKTCTDLKFKYYGVEYSSQCFCGNQLMNVRKMREGDCLKPCDGDRT
QACGGNWRIAVYENPLYIPKFVGCYVDOTYRTLGEKMTVSTTMTVDSCRKTCTDLKEFKYY
GVEYSSQCFCGYDLTHAIKVSEEDCLRPCSGDRTQACGGSWRIAVYENPRYISREYYEEN
NVEFVGCEFVDOOQARTLNGKMTTSTTMTVYNCRKTCTDLKFMFYGVEVKKAGRKGGNQKAE
HMFPTKSLTDMTTILTSWELLFEECFCGNKLTTITKMRDGDCLKPCTGDKTQACGGDWRI
AVYENPYITPPKFVGCYMDQOARTLNEKKTVSTTMTVDSCRKTCTDLKFKYYGVEVNICR
ICWLLHGSTSQONLERKDDCLYNNDSGQLPKNVYGSEV

OS=Crassostrea

>sp|Q96C45|ULK4 HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK4 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=ULK4 PE=1 SV=2

MENFILYEEIGRGSKTVVYKGRRKGTINFVAILCTDKCKRPEITNWVRLTREIKHKNIVT
FHEWYETSNHLWLVVELCTGGSLKTVIAQDENLPEDVVREFGIDLISGLHHLHKLGILEC
DISPRKILLEGPGTLKEFSNFCLAKVEGENLEEFFALVAAEEGGGDNGENVLKKSMKSRVK
GSPVYTAPEVVRGADFSISSDLWSLGCLLYEMFSGKPPFFSESISELTEKILCEDPLPPI
PKDSSRPKASSDFINLLDGLLORDPOKRLTWTRLLOHSEFWKKAFAGADQESSVEDLSLSR
NTMECSGPODSKELLONSQSROAKGHKSGOQPLGHSFRLENPTEFRPKSTLEGQLNESMEL
LSSRPTPRTSTAVEVSPGEDMTHCSPOKTSPLTKITSGHLSQODLESQMRELIYTDSDLV
VTPIIDNPKIMKOQPPVKFDAKILHLPTYSVDKLLEFLKDODWNDELOQVCSQIDSTEKSMG
ASRAKLNLLCYLCVVAGHQEVATRLLHSPLFQLLIQHLRIAPNWDIRAKVAHVIGLLASH
TAELQENTPVVEAIVLLTELIRENFRNSKLKQCLLPTLGELIYLVATQEEKKKNPRECWA
VPLAAYTVLMRCLREGEERVVNHMAAKIIENVCTTEFSAQSQGFITGEIGPILWYLFRHST
ADSLRITAVSALCRITRHSPTAFQNVIEKVGLNSVINSLASAICKVQQYMLTLFAAMLSC
GIHLOQRLIQEKGEVSTIIRLLDSPSTCIRAKAFLVLLYILIYNREMLLLSCQARLVMYIE
RDSRKTTPGKEQQSGNEYLSKCLDLLICHIVQELPRILGDILNSLANVSGRKHPSTVQVK
QLKLCLPLMPVVLHLVTSQVFRPQVVTEEFLEFSYGTILSHIKSVDSGETNIDGAIGLTAS
EEFIKITLSAFEAIIQYPILLKDYRSTVVDYILPPLVSLVQSONVEWRLESLRLLSETTS
LLVNQEFGDGKEKASVDSDSNLLALIRDVLLPQYEHILLEPDPVPAYALKLLVAMTEHNP
TFTRLVEESKLIPLIFEVTLEHQESILGNTMQSVIALLSNLVACKDSNMELLYEQGLVSH
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ICNLLTETATLCLDVDNKNNNEMAAPLLEFSLLDILHSMLTYTSGIVRLALQAQKSGSGED
POAAEDLLLLNRPLTDLISLLIPLLPNEDPEIFDVSSKCLSILVQLYGGENPDSLSPENV
EIFAHLLTSKEDPKEQKLLLRILRRMITSNEKHLESLKNAGSLLRALERLAPGSGSFADS
AVAPLALEILQAVGH

6. Autophagy-related protein 13 (ATG13)

>tr |K1QIF8|KIQIF8 CRAGI Autophagy-related protein 13 OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10016010 PE=3 SV=1
MSKLSQODRKDLEKFTKFLIYKSLQTIIVQSRLGEKIQAKSKPEFSSGADWENLAIKDIVEV
HNETKKALVSQTALLSQNVCVEISLKTSEGDSMVLETWYIGLNKETCDVNARISYTVYNR
MGIALKTLFSISRVTPAYKLSROQGANADEYVICYRFYQGDPQFFMLGDNYQTIKVGSVP
TPVGTIYINLAYRTKLLITPQKSCKATPIEVKDDHFKKDNSPRRPTTPKPCSLGFRRNST
SEDLFGDGVDGQDLCSTTFDNSPGEAFLLGMTQHGLVPPNIQQKTALKTDNRENNEAPKK
QENVEKQLSFTSYQKVGAFAQNRNSKEINNTDLEDVPEFLNLLQAEGKSEVKMTVQRELQON
DIESNEQVSSNKSEEEKSLEQALSPSESISSNTSAPDDFVMVELKTPFAGADPNQDLGKF
YRECQGAPQLTMCSGETNVTEALAETISSQIQMFESNIEGEDDEFVTSITESVTVE

>sp|075143|ATG13 _HUMAN Autophagy-related protein 13 OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=ATG13 PE=1 Sv=1
METDLNSQODRKDLDKFIKFFALKTVQVIVOARLGEKICTRSSSSPTGSDWENLAIKDIPE
VTHEAKKALAGQLPAVGRSMCVEISLKTSEGDSMELEIWCLEMNEKCDKEIKVSYTVYNR
LSLLLKSLLAITRVTPAYRLSRKQGHEYVILYRIYFGEVQLSGLGEGFQTVRVGTVGTPV
GTITLSCAYRINLAFMSTRQFERTPPIMGIIIDHFVDRPYPSSSPMHPCNYRTAGEDTGV
IYPSVEDSQEVCTTSFSTSPPSQLSSSRLSYQPAALGVGSADLAYPVVFAAGLNATHPHQ
LMVPGKEGGVPLAPNQPVHGTQADQERLATCTPSDRTHCAATPSSSEDTETVSNSSEGRA
SPHDVLETIFVRKVGAFVNKPINQVTLTSLDIPFAMFAPKNLELEDTDPMVNPPDSPETE
SPLOGSLHSDGSSGGSSGNTHDDFVMIDEFKPAFSKDDILPMDLGTFYREFONPPQLSSLS
IDIGAQSMAEDLDSLPEKLAVHEKNVREFDAFVETLQ

>sp Q06628 |ATG13 YEAST Autophagy-related protein 13 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATGl3 PE=1 sSv=1
MVAEEDIEKQVLOLIDSFFLKTTLLICSTESSRYQSSTENIFLFDDTWFEDHSELVSELP
EITISKWSHYDGRKELPPLVVETYLDLRQLNSSHLVRLKDHEGHLWNVCKGTKKQEIVMER
WLIELDNSSPTFKSYSEDETDVNELSKQLVLLFRYLLTLIQLLPTTELYQLLIKSYNGPQ
NEGSSNPITSTGPLVSIRTCVLDGSKPILSKGRIGLSKPIINTYSNALNESNLPAHLDQK
KITPVWTKFGLLRVSVSYRRDWKFEINNTNDELFSARHASVSHNSQGPONQPEQEGQSDQ
DIGKRQPQFQOOOQOPOOOOQOOOQOQOROHOVOTOOQOROQIPDRRSLSLSPCTRANSFEPQS
WQKKVYPISRPVQPFKVGSIGSQSASRNPSNSSFEFNQPPVHRPSMSSNYGPQMNIEGT SV
GSTSKYSSSFGNIRRHSSVKTTENAEKVSKAVKSPLQPQESQEDLMDFVKLLEEKPDLTI
KKTSGNNPPNINISDSLIRYONLKPSNDLLSEDLSVSLSMDPNHTYHRGRSDSHSPLPSI
SPSMHYGSLNSRMSQGANASHLTARGGGNSSTSALNSRRNSLDKSSNKQGMSGLPPIFGG
ESTSYHHDNKIQKYNQLGVEEDDDDENDRLLNQMGNSATKFKSSISPRSIDSISSSFIKS
RIPIRQPYHYSQPTTAPFQAQAKFHKPANKLIDNGNRSNSNNNNHNGNDAVGVMHNDEDD
ODDDLVFFMSDMNLSKEG

7. RB1l-inducible coiled-coil protein 1

>tr |K1QSI9|K1QSI9 CRAGI RBl-inducible coiled-coil protein 1 OS=Crassostrea
gigas 0X=29159 GN=CGI 10019938 PE=4 SV=1
MELKLMSKLTVSQOALIELKRKHEKEISEMISKLEKEKSDSLTATHNSLOAEKQVAFNEA
VTKLSQDKDKVIEDLRAKEKDLLEQLSTDQETILKLNEEKSKLEDIKTRAMSHLSDKERE
YNAARRQLEDDLALTRQQOLSQYQSQLOAMSTISVPSVMEISQIEDSSRIASLEDELKSKS
EKIAELQOKMMEISMTTSTRHIAEDKVSITSCNVGDLALFCLDDRHDQYVVFTIGSTLHF
LHTDCODTLGLKPNPGETKKSWVLAEITEKEYCQAKKPONRFKVPVGTKEYRVKAKPWRP

ESGARGTSSTAST

>sp |Q8TDY2 |RBCC1 HUMAN RBl-inducible coiled-coil protein 1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RB1CCl PE=1 SV=3
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MKLYVFLVNTGTTLTEDTELTVQTVADLKHAIQSKYKIATQHQVLVVNGGECMAADRRVC
TYSAGTDTNPIFLEFNKEMILCDRPPAIPKTTEFSTENDME IKVEESLMMPAVEFHTVASRTQ
LALEMYEVAKKLCSFCEGLVHDEHLQHQGWAAIMANLEDCSNSYQKLLFKFESIYSNYLQ
SIEDIKLKLTHLGTAVSVMAKIPLLECLTRHSYRECLGRLDSLPEHEDSEKAEMKRSTEL
VLSPDMPRTTNESLLTSFPKSVEHVSPDTADAESGKEIRESCQSTVHQQODETTIDTKDGD
LPFFNVSLLDWINVQDRPNDVESLVRKCEDSMSRLDPRIIRPFTIAECRQTIAKLDNQONMK
AIKGLEDRLYALDOMIASCGRLVNEQKELAQGFLANQKRAENLKDASVLPDLCLSHANQL
MIMLONHRKLLDIKQKCTTAKQELANNLHVRLKWCCEVMLHADOQDGEKLOQALLRLVIELL
ERVKIVEALSTVPOMYCLAVVEVVRRKMFIKHYREWAGALVKDGKRLYEAEKSKRESFGK
LFRKSFLRNRLFRGLDSWPPSFCTQKPRKEFDCELPDISLKDLQFLOSFCPSEVQPFLRVP
LLCDFEPLHQHVLALHNLVKAAQSLDEMSQTITDLLSEQKASVSQTSPQSASSPRMESTA
GITTTTSPRTPPPLTVQODPLCPAVCPLEELSPDSIDAHTFDFETIPHPNIEQTIHQVSLD
LDSLAESPESDFMSAVNEFVIEENLSSPNPISDPQSPEMMVESLYSSVINAIDSRRMQODT
NVCGKEDFGDHTSLNVQLERCRVVAQDSHEFSIQTIKEDLCHFRTEFVQKEQCDESNSLKCT
AVEIRNITIEKVKCSLEITLKEKHQKELLSLKNEYEGKLDGLIKETEENENKIKKLKGELV
CLEEVLONKDNEFALVKHEKEAVICLONEKDQKLLEMENIMHSONCEIKELKQSREIVLE
DLKKLHVENDEKLQLLRAELQSLEQSHLKELEDTLOQVRHIQEFEKVMTDHRVSLEELKKE
NOQIINQIQESHAEIIQEKEKQLOELKLKVSDLSDTRCKLEVELALKEAETDEIKILLEE
SRAQQOKETLKSLLEQETENLRTEISKLNQKIQDNNENYQVGLAELRTLMTIEKDQCISEL
ISRHEEESNILKAELNKVTSLHNQAFEIEKNLKEQIIELQSKLDSELSALERQKDEKITQ
QEEKYEAIIQONLEKDRQKLVSSQEQDREQLIQKLNCEKDEAIQTALKEFKLEREVVEKEL
LEKVKHLENQIAKSPAIDSTRGDSSSLVAELQEKLOQEEKAKFLEQLEEQEKRKNEEMQONV
RTSLIAEQQTNENTVLTREKMRKENIINDLSDKLKSTMQQOOERDKDLIESLSEDRARLLE
EKKKLEEEVSKLRSSSFVPSPYVATAPELYGACAPELPGESDRSAVETADEGRVDSAMET
SMMSVQENIHMLSEEKQRIMLLERTLOLKEEENKRLNQRLMSQSMSSVSSRHSEKIAIRD
FOQVGDLVLIILDERHDNYVLEFTVSPTLYFLHSESLPALDLKPGEGASGASRRPWVLGKVM
EKEYCQAKKAQNRFKVPLGTKEFYRVKAVSWNKKV

>sp|Q12527|ATG11l YEAST Autophagy-related protein 11 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATGll PE=1 SV=1

MADADEYSTAPTQQEITPLOQTTATIINAISGECITTNVDEFEFVSLDKFKQFIARKWKIPPD
QLLILLPYGNKLKPSMFKELLINRSFTLNDEFYVYDRRLESLVSKPTPTNLLTSKDSNPMN
SPNSNDLTETLEYLIKNSHISQYQGSDTIMIKPMPSPLEDADVDLSRLNYHSVTSLLTTN
LGWLSALEIDVHYFKSLIPDITIAHIKRIFDGLTVCSQYLKLYCEFDVESLYNSNVQFLNQL
VDNGMTSKWEKCENDTLSKLTALEGDSLOKFINIESLLENEKSVKILNHSINGKLNKIKR
EIDENASFRDIITVNIDRLROMFTPNESKFELEDOQMAESFEVLVSEMRTRSRNVLDKEEE
EFNSQEFLKSMNVMLEKDKKESVKTLEFTISQALYSQIGELIDLKKSLOKHAVAILGNIAF
TOMEILGIKRLLLNECNKDLELYKKYEVEFAQVEDLPLIYGLYLIEKYRRLSWFQQILSF
ISNEFNQDLELFKONELRTRNKWVKNEGSIATVEFCEDLLSSSDFKRLNEYHSHTSPPNEDE
EDENENSIANYRODLVKVSQAIDNYMTQIKETDVSEPIIDLLSKTLFETKRFHIIYSNEFK
NNNNNSSNGNSISPEGSIALKSDDVVKGYKTRIKKLESLLHEFQYSDIGHWPQGVLNTHL
KPFRGSATSINKKKFLGASVLLEPANISEVNIDSVSQANNHQIQELESNVDDLLHQLQLL
KEENNRKSMQISEMGKKISDLEVEKTAYRETLTNLNQELARLTNEEQSHRTEIFTLNASF
KKQLNDIISQDNEKIEKLTGDYDDVSKSRERLOMDLDESNKKHEQEVNLLKADIERLGKQ
IVTSEKSYAETNSSSMEKGEKFETIPLAEDPGRENQISAYTQTLODRIFDIISTNIFILE
NIGLLLTEDNNNNIQIRRVKGLKKGTAQSNILDESTOMLDAHDNSLIKSPVEFQKLKDEYE
LIKSVANGSEKDTQQSIFLGNITQLYDNKLYEVAVIRRFKDIETLAKKLTKENKIKRTLL
ERFOREKVTLRNFQIGDLALFLPTRENVNSVGSMSSSTSSLSSSESSVDLSTPPPLDAMS
IQSSPSVIHSNVINQASISGRDKNKLMRPWAAFTAFEESTRYFLKDEKGLTKGKEWEVGR
IVITLEHFVADSPSNNPFRLPKGSVWEFQVTAVVVSYQGV

8. Autophagy-related protein 101 (ATG101)

>XP 011447317.1 PREDICTED: autophagy-related protein 101 [Crassostrea

gigas]

MNARSQVFELSVEGRQIEETVSSIFHTLLLORTVGKFHYKQEGTYSIGTVGVEDVDCDEVDETYVRVASD
TLDHMIKKDIALFRDTLRSMDNPGSGQISLEFYQKKRGRWPFPPECIPWEVWTVKLDILTLNNESERQIC
REKLGEMLGERVITIADLMNRHDYVPKMPNQTELDLIFDTSLPDVQPYLFRISHQTTGPSQSSVGTTMRK

FIKDTLAL
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>sp|Q9BSB4 |ATGALl HUMAN Autophagy-related protein 101 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=ATG1l01l PE=1 SvV=1
MNCRSEVLEVSVEGRQVEEAMLAVLHTVLLHRSTGKFHYKKEGTYSIGTVGTQDVDCDE I
DFTYVRVSSEELDRALRKVVGEFKDALRNSGGDGLGOMSLEFYQKKKSRWPFSDECIPWE
VWTVKVHVVALATEQERQICREKVGEKLCEKIINIVEVMNRHEYLPKMPTQSEVDNVEDT
GLRDVQPYLYKISFQITDALGTSVTTTMRRLIKDTLAL

9. Zinc finger FYVE domain-containing protein 1 (DFCP 1)

>EKC37743.1 Zinc finger FYVE domain-containing protein 1 [Crassostrea
gigas]
MNSFSSAQSDHSQHSSIPDICLSAGNEMSSLEAQLAESIIDLNDPYDNIGDEDEFIKKLDCDSNEHVKVV
SIFGNTGDGKSFTLNHTFFGGKEVFKTSSHQOSSCTVGVWAAFDPKEKVIVIDTEGLLGITSNONQRMRLL
LKILGISDIIIYRTRAERLHNDMYQFLCESSSAYTKHFSDELEATAKRCNKGVGDLTPAVIIFQETVNTN
VLGSSGTDSAEKFIWNTEFRQLECPMHFKDLTYVGIRTGRPPTDEFTQFQRTMSQHLQDKSNRAARQPAIVY
KTLKNLNDKENGEVEKPLYGTFPDQLFSCSMKCLSCGEGCTRSMNHDTDSKAHETDKRCKYQHQFENKVE
LCKSCYLSGKEHVVIPKTSESRDSAWSGLIKYVWAGEVLECPSCGVIFRSRONWYGNKEVEEIVHTEIRH
VWPDGYKMLQGTNNAARKVIDGFHYIADSITSVGSKPTKMISDWMNDRIAPEYWVPNSQISHCHQCSKEL
ETEQKHHCRACGKGFCDDCSSHRRRVPERGWGEMEVRVCDKCYGGKKMSDSNDSTGSNSQVTARKVGEVV
TSAISVAASTLNYPIDMIKDTARPGYWTPDEQIKACYVCEELFGPKLRIHHCRACGQGVCESCSPNKRPV
PLRGWDYPVRICRKCINKPDRL

>sp |Q9HBF4 | ZFYV1 HUMAN Zinc finger FYVE domain-containing protein 1 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=ZFYVEl PE=1 Sv=1
MSAQTSPAEKGLNPGLMCQESYACSGTDEAIFECDECCSLQCLRCEEELHRQERLRNHER
IRLKPGHVPYCDLCKGLSGHLPGVRQRAIVRCQTCKINLCLECQKRTHSGGNKRRHPVTV
YNVSNLQESLEAEEMDEETKRKKMTEKVVSEFLLVDENEEIQVTNEEDFIRKLDCKPDQHL
KVVSIFGNTGDGKSHTLNHTFFYGREVFKTSPTOESCTVGVWAAYDPVHKVAVIDTEGLL
GATVNLSQRTRLLLKVLAISDLVIYRTHADRLHNDLFKFLGDASEAYLKHFTKELKATTA
RCGLDVPLSTLGPAVIIFHETVHTQLLGSDHPSEVPEKLIQDRFRKLGRFPEAFSSIHYK
GTRTYNPPTDFSGLRRALEQLLENNTTRSPRHPGVIFKALKALSDREFSGEIPDDQOMAHSS
FFPDEYFTCSSLCLSCGVGCKKSMNHGKEGVPHEAKSRCRYSHQYDNRVYTCKACYERGE
EVSVVPKTSASTDSPWMGLAKYAWSGYVIECPNCGVVYRSROQYWEGNQDPVDTVVRTEIV
HVWPGTDGEFLKDNNNAAQRLLDGMNFMAQSVSELSLGPTKAVTSWLTDQIAPAYWRPNSQ
ILSCNKCATSFKDNDTKHHCRACGEGFCDSCSSKTRPVPERGWGPAPVRVCDNCYEARNV
QLAVTEAQVDDEGGTLIARKVGEAVONTLGAVVTAIDIPLGLVKDAARPAYWVPDHETILH
CHNCRKEFSIKLSKHHCRACGQGFCDECSHDRRAVPSRGWDHPVRVCENCNKKPGDL

10. Autophagy-related protein 9A (ATG9A)

>tr|K1PLJ3|K1PLJ3 CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10002035 PE=3 SV=1
MESNVTLRFDFGITVCLLVAFATIWVFRLIKVLYNIFKYWEIRSFYLTAVHITTTDLTNMT
WHEVQRRLLEVQKEQQOMCIHKQELTELDIYHRILRFKNYMIAMERKSLLPFKHSIPLMGE

>tr|K1Q6P8|K1Q6P8 CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10007875 PE=3 SV=1
MEIVDFFRNEFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDNKMDDREEEEEPQPSLRTNMEFTPDQSPS
QEGKIQMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLEINDIKEKANRNTTSLSIFNPVTQONMVMSSQGS
LTGYLSGLOPSGAGALGYTSLASSIAIQSGMYPQSTQVSMAPSVSGVHHRLRGAISTAEG
PLERSIGGPVGTMQGSTSMIGSGLGGYHSIGSSKPSVDEGSLELLSHDMSVSALYLHDLQ
SRKORGOGOMGYENIEEMRARNLWQRODSNQGPVHAGMPNIQEKREEEEKDSGNTETIAK

SV

>tr |K1RCA8|KIRCA8 CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10005288 PE=3 SV=1
MERLIVTVCKVFISDEHLVYCPEILMRNITLAHVHYMPPDWSGNAHTSKVRNKLSPYFPNT
KFTLLFPASQIDGDRGYFFRNEFTVDVVGVGDVCSEFVQLDVRKRDNKMDDRDEEKEHQPSL
RTNMFTLDQSPSQEGKIQMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLFINDIKEKANRNTTSLSIENP
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VTONMVMSSQGSLTGYLSGLOPSGAGALGYTSLASSTIAIQSGMYPQSTQVSMAPSVSGVH
HRLRGAISTAEGPLERSISGPVGTMQGSTSMIGSGLGGYHSVGSSKPSVDEGSLELLSHD
MSVSALYLHDLOSRKQRGOGOMGYENVEDMRARNLLOQRODSNQGPVHAGMPNIQEKREEE
EKDSGNTETIAKSV

>tr |K1QIH2 |K1IQIH2 CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10003880 PE=3 SV=1
MEIVDFFPNFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDNKMDDRYTSLASSIATIQSGMYPQOSTQVS
MAPSVSGVHHRLRGAISTAEGPLERSIGGPVGTMQOGSTSMIGSGLGGYHSIGSSKPSVDE
GSPELLSHDMSVSALYLHDLQSRKQRGLGOMGYENIEEMRAKNLWQRODSNQGPVHAGMP
NIQEKREEEEKDNSSAVMFIKATIYEGGVDEFPSTGQTGVHAIV

>sp|Q7Z23C6|ATGSA HUMAN Autophagy-related protein 9A OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=ATGY9A PE=1 SV=3
MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLEFFSRVYNLHQKNGET
CMLIGEIFELMQFLEFVVAFTTFLVSCVDYDILFANKMVNHSLHPTEPVKVTLPDAFLPAQ
VCSARIQENGSLITILVIAGVFWIHRLIKFIYNICCYWEIHSFYLHALRIPMSALPYCTW
QEVQARIVQTQKEHQICIHKRELTELDIYHRILRFONYMVALVNKSLLPLRFRLPGLGEA
VEFTRGLKYNFELTILFWGPGSLFLNEWSLKAEYKRGGORLELAQRLSNRILWIGIANFLL
CPLILIWQILYAFFSYAEVLKREPGALGARCWSLYGRCYLRHFNELEHELOSRLNRGYKP
ASKYMNCFLSPLLTLLAKNGAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVTVTV
CRSFIPDQHMVFCPEQLLRVILAHTHYMPDHWQGNAHRSQTRDEFAQLFQYKAVFILEEL
LSPIVTPLILIFCLRPRALEIIDFFRNFTVEVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPQWLSAGQT
EASVYQOAEDGKTELSLMHFATITNPGWQPPRESTAFLGFLKEQVQRDGAAASLAQGGLLP
ENALFTSIQSLOSESEPLSLIANVVAGSSCRGPPLPRDLQGSRHRAEVASALRSFEFSPLQP
GQAPTGRAHSTMTGSGVDARTASSGSSVWEGQLOSLVLSEYASTEMSLHALYMHQLHKQQ
AQAEPERHVWHRRESDESGESAPDEGGEGARAPQSIPRSASYPCAAPRPGAPETTALHGG
FORRYGGITDPGTVPRVPSHFSRLPLGGWAEDGQSASRHPEPVPEEGSEDELPPQVHKV

>sp|Q12142|ATGS YEAST Autophagy-related protein 9 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATGY9 PE=1 SVvV=1
MERDEYQLPNSHGKNTFLSRIFGLQSDEVNPSLNSQEMSNFPLPDIERGSSLLHSTNDSR
EDVDENDLRVPESDQGTSTEEEDEVDEEQVQAYAPQISDGLDGDHQLNSVTSKENVLETE
KSNLERLVEGSTDDSVPKVGQLSSEEEEDNEFINNDGEFDDDTPLEQKSKIHEFSSKKSNT
IEDGKRPLFFRHILONNRPORDTQKLFTSSNAIHHDKDKSANNGPRNINGNQKHGTKYFEG
SATQPRFTGSPLNNTNRFTKLFPLRKPNLLSNISVLNNTPEDRINTLSVKERALWKWANV
ENLDIFLODVYNYYLGNGEFYCIILEKILNICTLLEVVEVSTYMGHCVDYSKLPTSHRVSD
ITIDKCYSNSITGFTKFFLWMEYFFVILKIVQLYFDVQKLSELONEFYKYLLNISDDELQT
LPWONVIQQOLMYLKDONAMTANVVEVKAKNRIDAHDVANRIMRRENYLIALYNSDILNLS
LPIPLFRTNVLTKTLEWNINLCVMGEFVENESGFIKQSILKPSQREFTREELOQKRFMLAGE
ILNITLAPFLVTYEFVLLYFFRYFNEYKTSPGSIGARQYTPIAEWKFREYNELYHIFKKRIS
LSTTLANKYVDQFPKEKTNLFLKFVSFICGSFVAILAFLTVFDPENFLNFEITSDRSVIF
YITILGAIWSVSRNTITQEYHVFDPEETLKELYEYTHYLPKEWEGRYHKEEIKLEFCKLY
NLRIVILLRELTSIMITPFVLWESLPSSAGRIVDFFRENSEYVDGLGYVCKYAMENMKN I
DGEDTHSMDEDSLTKKIAVNGSHTLNSKRRSKFTAEDHSDKDLANNKMLQOSYVYFMDDYS
NSENLTGKYQLPAKKGYPNNEGDSFLNNKYSWRKQFOPGOKPELFRIGKHALGPGHNISP
ATYSTRNPGKNWDNNNNGDDIKNGTNNATAKNDDNNGNNDHEYVLTESFLDSGAFPNHDV
IDHNKMLNSNYNGNGILNKGGVLGLVKEYYKKSDVGR

11. Autophagy-related protein 9B (ATG9B)

>sp|Q674R7|ATGSB HUMAN Autophagy-related protein 9B OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=ATG9B PE=2 SV=1
MVSRMGWGGRRRRLGRWGDLGPGSVPLLPMPLPPPPPPSCRGPGGGRISIFSLSPAPHTR
SSPSSFSPPTAGPPCSVLQGTGASQSCHSALPIPATPPTQAQPAMTPASASPSWGSHSTP
PLAPATPTPSQQCPODSPGLRVGPLIPEQDYERLEDCDPEGSQDSPIHGEEQQPLLHVPE
GLRGSWHHIQNLDSEFFTKIYSYHQRNGFACILLEDVFQLGQFIFIVTFTTFLLRCVDYNV
LEFANQPSNHTRPGPFHSKVTLSDAILPSAQCAERIRSSPLLVLLLVLAAGEWLVQLLRSV
CNLFSYWDIQVFYREALHIPPEELSSVPWAEVQSRLLALQRSGGLCVQPRPLTELDIHHR
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ILRYTNYQVALANKGLLPARCPLPWGGSAAFLSRGLALNVDLLLFRGPFSLEFRGGWELPH
AYKRSDOQRGALAARWGRTVLLLAALNLALSPLVLAWQVLHVEFYSHVELLRREPGALGARG
WSRLARLQLRHFNELPHELRARLARAYRPAAAFLRTAAPPAPLRTLLARQLVEFFAGALFA
ALLVLTVYDEDVLAVEHVLTAMTALGVTATVARSFIPEEQCQOGRAPQLLLOTALAHMHYL
PEEPGPGGRDRAYROMAQLLQYRAVSLLEELLSPLLTPLFLLFWFRPRALEIIDFFHHET
VDVAGVGDICSFALMDVKRHGHPOQWLSAGQTEASLSQRAEDGKTELSLMREFSLAHPLWRP
PGHSSKFLGHLWGRVQQODAAAWGATSARGPSTPGVLSNCTSPLPEAFLANLEVHPLLPPR
DLSPTAPCPAAATASLLASISRIAQDPSSVSPGGTGGOQKLAQLPELASAEMSLHVIYLHQ
LHOQQOQQOEPWGEAAASILSRPCSSPSQPPSPDEEKPSWSSDGSSPASSPROOWGTOKAR
NLEPGGFQVTTDTQKEPDRASCTD

12. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 1 (WIPI11)

>sp|Q5MNZ9 |[WIPI1 HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting

protein 1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=WIPI1l PE=1 SV=3
MEAEAADAPPGGVESALSCFSEFNQODCTSLATGTKAGYKLESLSSVEQLDQVHGSNEIPDV
YIVERLFSSSLVVVVSHTKPROMNVYHFKKGTEICNYSYSSNILSIRLNRQRLLVCLEES
IYIHNIKDMKLLKTLLDIPANPTGLCALSINHSNSYLAYPGSLTSGEIVLYDGNSLKTVC
TIAAHEGTLAAITEFNASGSKLASASEKGTVIRVFSVPDGOQKLYEFRRGMKRYVTISSLVFE
SMDSQFLCASSNTETVHIFKLEQVTNSRPEEPSTWSGYMGKMEMAATNYLPTQVSDMMHQ
DRAFATARLNFSGORNICTLSTIQKLPRLLVASSSGHLYMYNLDPODGGECVLIKTHSLL
GSGTTEENKENDLRPSLPQOSYAATVARPSASSASTVPGYSEDGGALRGEVIPEHEFATGP
VCLDDENEFPPITLCRGNQKGKTKQS

>EGA79032.1 Atgl8p [Saccharomyces cerevisiae Vinl3]
MSDSSPTINFINFNOQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKFYSEDSGGYAIVEMLFSTSLLALVGIGDQPAL
SPRRLRIINTKKHSIICEVTEFXTSILSVKMNKSRLVVLLQEQIYIYDINTMRLLHTIETNPNPRGLMAMS
PSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTETSFKRDQODAGHSDISDLDQYSSEFTKRDDAD
PTSSNGGNSSIIKNGDVIVENLETLOQPTMVIEAHKGEIAAMAISFDGTLMATASDKGTIIRVEFDIETGDK
IYQFRRGTYATRIYSISFSEDSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTSTI
DALSDEENPTRLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE
TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNFVMDPERGGDCL
ILSQYSILMD

13. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 2 (WIP12)

>tr|K1QZR2 |K1QZR2 CRAGI WD repeat domain phosphoinositide-interacting

protein 2 OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI 10011163 PE=4 SvV=1
MNLATKTGDEQSDLLFVNEFNQDCTSLAVGTRTGYKLEFSLSSVDKLEQIYDNESEDICIVE
RLESSSLVAIVSLSSPRKLKVCHFKKGTEICNYSYSNSILAVRLNRQRLIVCLEESLYIH
NIRDMKVLHTIRDTPPNPHGLCALSINNDNCFLAYPGSNQIGEVQIFDTINLRAVAMIPA
HDNPLASLAFNAQGTKLATASEKGTVIRVFSIPDGOQKMFEFRRGVKRCVSIYSMAFSADS
LFLSASSNTETVHIFKLEVPKDRPAEQEPQGWMGYFGQALKSSATYLPSOQMTEMENQGRA
FATARLPNSGMHNVCALATIQKVPRQLVVSQDGYLYIYNLDPNEGGECMLLRQHRLDGRA
GDSPVPEVTPTDRPLTHPTSGTSYASSVKKPESSVVPPESQPYQELEQGSTGEGEGTGLG
HLRLDDDNEFPPMTHKSD

>sp|Q9Y4P8 |WIPIZ2 HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting

protein 2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=WIPI2 PE=1 SV=1
MNLASQSGEAGAGQLLFANFNQDNTEVKGASRAAGLGRRAVVWSLAVGSKSGYKFFSLSS
VDKLEQIYECTDTEDVCIVERLESSSLVAIVSLKAPRKLKVCHFKKGTEICNYSYSNTIL
AVKLNRQRLTIVCLEESLYTIHNIRDMKVLHTIRETPPNPAGLCALSINNDNCYLAYPGSAT
IGEVQVFDTINLRAANMI PAHDSPLAALAFDASGTKLATASEKGTVIRVFSIPEGQKLFEE
FRRGVKRCVSICSLAFSMDGMFLSASSNTETVHIFKLETVKEKPPEEPTTWTGYFGKVLM
ASTSYLPSQVTEMFNQGRAFATVRLPFCGHKNICSLATIQKIPRLLVGAADGYLYMYNLD
POEGGECALMKQHRLDGSLETTNEILDSASHDCPLVTQTYGAAAGKGTYVPSSPTRLAYT
DDLGAVGGACLEDEASALRLDEDSEHPPMILRTD

>AJv23610.1 Atgl8p [Saccharomyces cerevisiae YJM1399]

225



ANNEXE B

MSDSSPTINFINEFNQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKEYSEDSGGYAIVEMLESTSLLALVGIGDQPAL
SPRRLRIINTKKHSIICEVTFPTSILSVKMNKSRLVVLLOQEQIYIYDINTMRLLHTIDTNPNPRGLMAMS
PSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTETSFKRDQODAGHSDINDLDQYSSEFTKRDDAD
PTSSNGGNSSIIKNGDVIVENLETLOQPTMVIEAHKGEIAAMAISEFDGTLMATASDKGTIIRVEDIETGDK
IYQOFRRGTYATRIYSISEFSEDSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTST
DALSDEENPTRLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE
TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNEFVMDPERGGDCL
ILSQYSILMD

14. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 3 (WIP13)

>tr|K1PZL8|K1PZL8 CRAGI WD repeat domain phosphoinositide-interacting
protein 3 OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI 10026046 PE=4 Sv=1
MDLSLGNSYGNGLLYAGWNQDQGCFACGMETGFRVYNSDPLKEKERQDFADGGIHHIEML
FRCNYLALVGGGKNPKYPPTKVMVWDDLKKKPVIELEFSTEVRSVRLRRDRIVVVLDTLT
KVYTFTONPQOQLHVFETCPNPKGLCVLCPNSNNSLLTFPGRKSGHVQIVDLANTEKSATD
IPAHEAPLSCIAMNLQGTRLATSSEKGTLIRVFDTHSGLOQLHELRRGANSAHIYCINENQ
DSSLLCVASDHGTVHIFSTEDLKKNKQLGIGSASFLPRKYEFSSTWSFSKFQVPGGARCICA
FGADPNSVIVICADGSYYKFVENQKGECTRDVYAQFLEMTDDRS

>sp |Q5SMNZ6 |[WIPI3 HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting
protein 3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=WDR45B PE=2 SV=2
MNLLPCNPHGNGLLYAGEFNQDHGCFACGMENGFRVYNTDPLKEKEKQEFLEGGVGHVEML
FRCNYLALVGGGKKPKYPPNKVMIWDDLKKKTVIEIEFSTEVKAVKLRRDRIVVVLDSMI
KVFTFTHNPHQLHVFETCYNPKGLCVLCPNSNNSLLAFPGTHTGHVQLVDLASTEKPPVD
IPAHEGVLSCIALNLQGTRIATASEKGTLIRIFDTSSGHLIQELRRGSQAANIYCINENQ
DASLICVSSDHGTVHIFAAEDPKRNKQSSLASASFLPKYFSSKWSEFSKFQVPSGSPCICA
FGTEPNAVIAICADGSYYKFLFNPKGECIRDVYAQFLEMTDDKL

>EGA79032.1 Atgl8p [Saccharomyces cerevisiae Vinl3]
MSDSSPTINFINFNQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKFYSEDSGGYAIVEMLFSTSLLALVGIGDQPAL
SPRRLRIINTKKHSIICEVTEFXTSILSVKMNKSRLVVLLQEQIYIYDINTMRLLHTIETNPNPRGLMAMS
PSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTETSFKRDQQODAGHSDISDLDQYSSEFTKRDDAD
PTSSNGGNSSIIKNGDVIVFNLETLQPTMVIEAHKGEIAAMATISEDGTLMATASDKGTIIRVEDIETGDK
IYQFRRGTYATRIYSISFSEDSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTST
DALSDEENPTRLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE
TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNFVMDPERGGDCL
ILSQYSILMD

15. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 4 (WIP14)

>sp|Q9Y484 |WIPI4 HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting
protein 4 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=WDR45 PE=1 SV=1
MTQQPLRGVTSLREFNQDQSCFCCAMETGVRIYNVEPLMEKGHLDHEQVGSMGLVEMLHRS
NLLALVGGGSSPKFSEISVLIWDDAREGKDSKEKLVLEFTFTKPVLSVRMRHDKIVIVLK
NRIYVYSFPDNPRKLFEFDTRDNPKGLCDLCPSLEKQLLVEPGHKCGSLQLVDLASTKPG
TSSAPFTINAHQSDIACVSLNQPGTVVASASQKGTLIRLFDTQSKEKLVELRRGTDPATL
YCINFSHDSSFLCASSDKGTVHIFALKDTRLNRRSALARVGKVGPMIGQYVDSQWSLASF
TVPAESACICAFGRNTSKNVNSVIAICVDGTFHKYVEFTPDGNCNREAFDVYLDICDDDDF

>XP 011454240.1 PREDICTED: WD repeat domain phosphoinositide-interacting
protein 4-like [Crassostrea gigas]
MSRGVLSLRENQDHGCFTCATETGLKIYNVEPLTOKLTLGODVVGSIASAEMLEFRSNLVAMVGGGTSPKY
DEKAALIWDDTAKKVVMDVSEFNQPVVSIKLKYDRLIVVLRNQIHVFSFPNNPTLLHSEFDTRDNPKGLCDV
SPFGQVIAFPGRKCGSVQIADLETTQPGQSTSPITISAHQGELAYITVNQQGTLLATASKKGTLIRVFEDT
TTKKLVVELRRGADPATLYCITFSHDSSFLCASSDKGTIHIFAVKDTSLNRRSTFKKMGFLGTYVESQWG
LASFTVAAECACICAFGPGHSVIAVCVDGTFHKYVFTTDGNCNREAYDVYLDIGDDFE
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>sp|P43601|ATG18 YEAST Autophagy-related protein 18 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG1l8 PE=1 SV=1
MSDSSPTINFINFNQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKFYSEDSGGYAIVEMLFSTSLLA
LVGIGDQPALSPRRLRIINTKKHSIICEVTFPTSILSVKMNKSRLVVLLOQEQIYIYDINT
MRLLHTIETNPNPRGLMAMSPSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTET
SFKRDQODAGHSDISDLDQYSSEFTKRDDADPTSSNGGNSSIIKNGDVIVENLETLQPTMV
IEAHKGEIAAMATISFDGTLMATASDKGTIIRVEDIETGDKIYQFRRGTYATRIYSISFESE
DSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTSIDALSDEENPT
RLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE
TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNEV
MDPERGGDCLILSQYSILMD

16. Autophagy-related protein 2-like protein A (ATG2A)

>tr|K1RSP2 |K1IRSP2 CRAGI Autophagy-related protein 2-1like protein A
OS=Crassostrea gigas 0X=29159 GN=CGI 10022068 PE=4 SV=1
MSNFWKISGEELKAGIWDRPTHLMFLLLWPVTVSQILVFPRDVSTKQGHMYSSMHSGAPA
LKAHVKSVQONKRSQRSSGGPRTEISVNLAKLECELDGPLYSFSQTMEDESASDETKIDL
SVNCPEVKLTLRFPIPDLRNGSEVTKLPWWQKNLRDELLILDLQEARFQTSFLSNQPIQQ
VEVSSRNVLGSFRIDPNQSAVPFAFVSCEGIDGQEGENFPQITIKFTEQTISVLDEENPD
SDNSIPMDSLNGACEFAKQDTSPFSTKKHMYGKGEMSDOATQHVSDEMVMPGNREDMADF
QERASANCLTLVQLVLPLINLYIPDOQKFYEVLYNRISNDLLLWEPMAPAPIPTQEVGPGS
IQPFDLSCYTHAEDCHGEVMGVVKDANLFVASSYQGNPLLQYICFYCNKATLYHNAAVPD
KKEEFEIENLDFETIPAHLEKSCIIDRSEPGVLCHQSADVESTVRDMVSVAVRIKLDSTP
LSDLTRDEKIKEFTVAVGVTGATLRHKMAETDMSWISQILNFLDVKDYDILGYVTPKILT
ELHVHLWDCAVDYRPLHLPTKGVVAANYFSISSNIVANSQTSLLREFVLEDAGMYLSQKKG
RESTVDLKKDYVCVLDVESFELELRTSDGKDPKFPKMDLRLRTNKINMRTCTDSCKALFE
LIRYFANDGDLVEYEEEPTNKRQSLDLEMMNKEEASSDEDSKKKELSESRLENLSSHLED
AMQESGSGSDNDGSESSKQSPNKTEVFFVAQGERTDAQVPPAGVMRPIVITASADSVTSS
AVSERTDIFSDEEEEEEDFCIIDDAGLGITPRDGKPEVKIFTDEPIEIKDNYFSQPHGKT
DLLKAPDHFPNAEYRYTLKELTIVWHMYGGSDEFSDTPVQOKPVETEVVMSRKMKDYGEYV
TETSVRFASKGSSVDRIPWTQRGGVGRDHDTLMELQLTKVRFQHERYPGHTEQASRQVLI
ISDAEIRDRLSDSKINKFLYQYSSENLPKQTNSNMVYIKALHKRPDPSVKTEECSLRVSL
QPLRLNIDODSLFFLKKFFTEITGGNVDNPSDPDPKORARSVSGASGAPAPVITVGQPEC
PGEERTPOQELLMKEDEMOQSTLASQGSMMSSASVASSDSDRTEQSQPVFIKNFMEFSPDVPI
RLDYHGKKWVDREHGTLAGVLVGLASLNCSELKLKRLNYKHGLLGMDKLQAYCINEWITD
ILKKQLPSILGGVGPMHSFVQIAQGIRDLFWLPVEQYKRDGREVRGIQRGATSFSTSTAM
AMLELTNRAVQSVQYVAEVTYDMVTPGPSCRVQRRRLRGPPADVREGVENAYIAITEVQG
TAQYDLLPDANDRKMDHIELFPAPREKFRVY

>sp|Q2TAZO|ATG2A HUMAN Autophagy-related protein 2 homolog A 0OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=ATG2A PE=1 SV=3
MSRWLWPWSNCVKERVCRYLLHHYLGHFFQEHLSLDQLSLDLYKGSVALRDIHLEIWSVN
EVLESMESPLELVEGEFVGSIEVAVPWAALLTDHCTVRVSGLQLTLQPRRGPAPGAADSQS
WASCMTTSLOLAQECLRDGLPEPSEPPQPLEGLEMFAQTIETVLRRIKVTFLDTVVRVEH
SPGDGERGVAVEVRVQRLEYCDEAVRDPSQAPPVDVHQPPAFLHKLLQLAGVRLHYEELP
AQEEPPEPPLOIGSCSGYMELMVKLKONEAFPGPKLEVAGQLGSLHLLLTPROLOOLQEL
LSAVSLTDHEGLADKLNKSRPLGAEDLWLIEQDLNQQLQAGAVAEPLSPDPLTNPLLNLD
NTDLFFSMAGLTSSVASALSELSLSDVDLASSVRSDMASRRLSAQAHPAGKMAPNPLLDT
MRPDSLLKMTLGGVTLTLLQTSAPSSGPPDLATHFFTEFDATKDGPFGSRDFHHLRPREQ
RACPCSHVRLTGTAVQLSWELRTGSRGRRTTSMEVHFGOQLEVLECLWPRGTSEPEYTEIL
TEFPGTLGSQASARPCAHLRHTQILRRVPKSRPRRSVACHCHSELALDLANFQADVELGAL
DRLAALLRLATVPAEPPAGLLTEPLPAMEQQTVFRLSAPRATLRLRFPIADLRPEPDPWA
GOAVRAEQLRLELSEPQFRSELSSGPGPPVPTHLELTCSDLHGIYEDGGKPPVPCLRVSK
ALDPKSTGRKYFLPQVVVTVNPQSSSTOQWEVAPEKGEELELSVESPCELREPEPSPFSSK
RTMYETEEMVIPGDPEEMRTFQSRTLALSRCSLEVILPSVHIFLPSKEVYESIYNRINND
LIMWEPADLLPTPDPAAQPSGFPGPSGEFWHDSFKMCKSAFKLANCFDLTPDSDSDDEDAH
FESVGASGGPQAAAPEAPSLHLOSTEFSTLVIVLKGRITALCETKDEGGKRLEAVHGELVL
DMEHGTLEFSVSQYCGQPGLGYFCLEAEKATLYHRAAVDDYPLPSHLDLPSFAPPAQLAPT
IYPSEEGVTERGASGRKGQGRGPHMLSTAVRIHLDPHKNVKEFLVTLRLHKATLRHYMAL
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PEQSWHSQLLEFLDVLDDPVLGYLPPTVITILHTHLESCSVDYRPLYLPVRVLITAETET
LSSNIIMDTSTFLLREFILDDSALYLSDKCEVETLDLRRDYVCVLDVDLLELVIKTWKGST
EGKLSQPLFELRCSNNVVHVHSCADSCALLVNLLQYVMSTGDLHPPPRPPSPTEIAGQKL
SESPASLPSCPPVETALINQRDLADALLDTERSLRELAQPSGGHLPQASPISVYLFPGER
SGAPPPSPPVGGPAGSLGSCSEEKEDEREEEGDGDTLDSDEFCILDAPGLGIPPRDGEPV
VIQLHPGPIVVRDGYFSRPIGSTDLLRAPAHFPVPSTRVVLREVSLVWHLYGGRDFGPHP
GHRARTGLSGPRSSPSRCSGPNRPONSWRTQGGSGRQHHVLMEIQLSKVSEFQHEVYPAEP
ATGPAAPSQELEERPLSRQVEFIVQELEVRDRLASSQINKFLYLHTSERMPRRAHSNMLT I
KALHVAPTTNLGGPECCLRVSLMPLRLNVDODALFFLKDFEFTSLVAGINPVVPGETSAEA
RPETRAQPSSPLEGQAEGVETTGSQEAPGGGHSPSPPDOQPIYFREFRFTSEVPIWLDYH
GKHVTMDQVGTFAGLLIGLAQLNCSELKLKRLCCRHGLLGVDKVLGYALNEWLQODIRKNQ
LPGLLGGVGPMHSVVQLFQGFRDLLWLPIEQYRKDGRLMRGLOQRGAASFGSSTASAALEL
SNRLVOATIQATAETVYDILSPAAPVSRSLODKRSARRLRRGQQPADLREGVAKAYDTVRE
GILDTAQTICDVASRGHEQKGLTGAVGGVIRQLPPTVVKPLILATEATSSLLGGMRNQIV
PDAHKDHALKWRSDSAQD

>sp|P53855|ATG2_ YEAST Autophagy-related protein 2 OS=Saccharomyces

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG2 PE=1 SvV=1

MAFWLPONIQKRLLLYVLQQISLESNIDLSNLDVSIGSKSHEFSFHDVNLSLDDLNIPNVQ
INEGIVDELVLKLTVSGGVEIDGSGLRFIMTPLYSSGSQELHSDFLVKSIQDLTNSMLOF
SDPLTTYNRYKEDDISSSDSSSDLNSNIEASKPAANGSYTLONMRNKALNVALAKLKIAL
KDVTIRFIVNDRDPSDNIVEVHLESIQLITTDANLRHINIENITISSIQKQAVPDSPVHP
FNNDDLSQSVYLSKMEATSLYMSAMEEQSNEDPSEPQVTQEEQENDKCKESLMEINNLNI
AFKGLSSVNDLRMSNIVIDIQDVHLAIHKIVEIKNSTLKNIIDIIVTHLDANESEFSCQDS
QOSPSPDKQEPSALSSVDIKCIYLNLGODITVILKSFKLEQKENNSLAFSLGSFYSNSSPL
TISHKTKPLLTGEQTPQSIALNMGDELDIIISHDGIAHFFKIFQFVSKCMSEFYQNKSKGM
MPQIASDTKRTVQLTSKAVKLSLKFPYFLLCFQVSPFIYDSNRELYIELVDVEFKKLPSRC
TKILTMSSITISNLOQSPLOLGSYDDTLKEALIYSSVHAIIKEVIEFNEEYSGIVQLVEDIS
AFGKLFTDSKNSECTGKSKSKRGSFLORSVRVLNSSREVYKQSLSANFSLKIDSMKLKVS
EIIGPQFGSVEALLSNNFFAITDDSQIVYFTKNLKVERKTPSLLEPQEIMSVVLNKAVNE
PVLYVHRRANGKLKVIEFNNIRIHYYARWLEILKKNIGPDNASSKDEPVSQKLSKKQPTSG
FPWELKCLDCSLILHPFRLKSVMVIVLDNLTTGGSSFIPQAKLLSKANTLFLIDDYQONFK
IQOKDKNWPSLINEFYAGQOGFSAIGKIDTLNFLINKSDGALLLDCKIEQVGLSLCADSEFQTF
COLCIDLKYPQTFPDEEKFRTQLKNPIDVFKDIDCDLENSAFIRENNHONDYDSVHLVDS
FLDKTHEEFNNGARSKLSSQGSYEMDSSSGTATGGILLPHESYLDSAQPKEEDTPPIASKE
QERDVDIRGSIDVEKVVIKLEDGYDWKYTRKFIANTVEKLDKELSKAEASSSKSNVPQSE
ANIFDSIYISANKNNVTDLRRNLDGEIQGVONSESDVSKVNLRPSKHYKALIQLNKVHVN
LKNYRVDEPDESNSDNSTDVLNRCVVSIYEFEIIDNVPTSTWNKEVTLLKHEPWPHSSPM
FLLDLEFIRPIDFLOAVELVMQLNVAPLRLHVDODTLEFLIRFLGFKDKRFELIDEYPDI
VFIQKFSTNSIKLRLDYKPKKVDYAGLRSGQTSELMNFFTLDGSKIILKSVVLYGLNGED
ELNNKLKAIWTPDITKKQLPGVLEGLAPVRSFMAIGSGVKTLVTVLMSEYRQEGHLGRSL
KKGGNVFLKTTTGDEVKLGVKLTSGTQAILENTEELFGGVGSNGRVYDASKFGSADGADS
DTAAVLDLDTLFEEDQLVGSKYSRIRDHEPTAVVIDMSSPGDHNEPTIVSLYADQPLDLP
TGLKEAYSSLEKHMHIAYDAVWRAKGOMKDDKRGGPSAAAVYVARAAPVAITIRPLIGATE
AVSKTLQGIANQVDKTHNEQINDKYKSNRTDS

17. Autophagy-related protein 2-like protein B (ATG2B)

>tr|K1QL77|K1QL77 CRAGI Autophagy-related protein 2-1like

OS=Crassostrea gigas 0X=29159 GN=CGI 10022070 PE=4 SV=1

MPWTFPWTEFLKKRACRYLLOHYLGQFLKEKLSLDQLSVDLYNGRGSIKDLELDVEALNE
ALDSSSVPLEIVDGFINQISVSVPWINLIQSSTEMEIQGLEITVQPKQOQRMENVGGLETMF
NSMCSMTSSLOIAEDCLKSTSDADQGODLGTPFEGVQOKFAQTIDSVLCRVKVTLIDTVVR
VEHLPDSAEKGVALEIKIKRIEYFDDMAKEEGSPVDDSSRTTWEPAATAHKNLLTIDGMQTI
LCDEFSRPTHQTPSRMFSSDSYQQTFMSTTSSPSTPVDNQGGTVPVSEVESDPVQIAGET
GKSSLKVKLKQEEGVQGPKVEIELEVGGLHLLLSPTQFHAVLDLVNGFLSPKSSNEGRER
ARSKSKPMNEEDYRKVETELQRQLHSDRFHPSHMDTLTATDLODIMTHSIGDEQYFSLAP
DPMESSVNSNEFSLASGRSGSTVTTTRSGPRKDGKAAKDSIQRFLDDPSAELCRYHLRAVE
FSVALLHENPSQKVDLSSSAKANNKNQMKDIAAQYFQKMHSFSAASGGEVKALRAAFAEA
LPODHLRLIGKPVNIEIVERTAPTHHCLTVDVTAGFLDVVECLENRTLQTIEPDYTELAA

protein B
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QLAHQGSGDKENRVTVCEISHF

>sp|Q96BY7|ATG2B _HUMAN Autophagy-related protein 2 homolog B 0OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=ATG2B PE=1 SV=5
MPWPFSESIKKRACRYLLOQRYLGHFLOEKLSLEQLSLDLYQGTGSLAQVPLDKWCLNETIL
ESADAPLEVTEGFIQSISLSVPWGSLLODNCALEVRGLEMVEFRPRPRPATGSEPMYWSSFE
MTSSMQLAKECLSQKLTDEQGEGSQPFEGLEKFAETIETVLRRVKVTFIDTVLRIEHVPE
NSKTGTALEIRIERTVYCDETADESSGINVHQPTAFAHKLLQLSGVSLEWDEFSASAKSS
PVCSTAPVETEPKLSPSWNPKIIYEPHPOQLTRNLPEIAPSDPVQIGRLIGRLELSLTLKQ
NEVLPGAKLDVDGQIDSIHLLLSPRQVHLLLDMLAATAGPENSSKIGLANKDRKNRPMQO
EDEYRIQMELNRYYLRKDSLSVGVSSEQSFYETETARTPSSREEEVFFSMADMDMSHSLS
SLPPLGDPPNMDLELSLTSTYTNTPAGSPLSATVLOPTWGEFLDHHKEQPVRGSTEPSNL
VHPTPLOKTSLPSRSVSVDESRPELIFRLAVGTFSISVLHIDPLSPPETSOQNLNPLTPMA
VAFFTCIEKIDPARFSTEDFKSFRAVFAEACSHDHLRFIGTGIKVSYEQRQRSASRYFST
DMSIGOMEFLECLFPTDFHSVPPHYTELLTFHSKEETGSHSPVCLQLHYKHSENRGPQGN
QARLSSVPHKAELQIKLNPVCCELDISTIVDRLNSLLQPOKLATVEMMASHMYTSYNKHIS
LHKAFTEVFLDDSHSPANCRISVQVATPALNLSVRFPIPDLRSDQERGPWFKKSLQKEIL
YLAFTDLEFKTEFIGGSTPEQIKLELTFRELIGSFQEEKGDPSIKFFHVSSGVDGDTTSS
DDFDWPRIVLKINPPAMHSILERIAAEEEEENDGHYQEEEEGGAHSLKDVCDLRRPAPSP
FSSRRVMFENEQMVMPGDPVEMTEFQDKAISNSHYVLELTLPNIYVTLPNKSEFYEKLYNR
IFNDLLLWEPTAPSPVETFENISYGIGLSVASQLINTFNKDSEFSAFKSAVHYDEESGSEE
ETLOQYFSTVDPNYRSRRKKKLDSQONKNSQSFLSVLLNINHGLIAVFTDVKQDNGDLLENK
HGEFWLEFNSGSLEFCVTKYEGEFDDKHYICLHSSSFSLYHKGIVNGVILPTETRLPSSTRP
HWLEPTIYSSEEDGLSKTSSDGVGGDSLNMLSVAVKILSDKSESNTKEFLIAVGLKGATL
QHRMLPSGLSWHEQILYFLNIADEPVLGYNPPTSFTTFHVHLWSCALDYRPLYLPIRSLL
TVETFSVSSSVALDKSSSTLRIILDEAALHLSDKCNTVTINLSRDYVRVMDMGLLELTIT
AVKSDSDGEQTEPRFELHCSSDVVHIRTCSDSCAALMNLIQYTASYGDLQTPNKADMKPG
AFQRRSKVDSSGRSSSRGPVLPEADQOMLRDLMSDAMEETIDMQQGTSSVKPQANGVLDEK
SQIQEPCCSDLFLFPDESGNVSQESGPTYASFSHHFISDAMTGVPTENDDFCILEFAPKAA
MOQEKEEEPVIKIMVDDAIVIRDNYFSLPVNKTDTSKAPLHFPIPVIRYVVKEVSLVWHLY
GGKDFGIVPPTSPAKSYISPHSSPSHTPTRHGRNTVCGGKGRNHDFLMEIQLSKVKEQHE
VYPPCKPDCDSSLSEHPVSRQVFIVQODLEIRDRLATSQOMNKFLYLYCSKEMPRKAHSNML
TVKALHVCPESGRSPQECCLRVSLMPLRLNIDQDALFFLKDFFTSLSAEVELQMTPDPEV
KKSPGADVTCSLPRHLSTSKEPNLVISFSGPKQPSQNDSANSVEVVNGMEEKNEFSAEEAS
FRDQPVFFREFRFTSEVPIRLDYHGKHVSMDQGTLAGILIGLAQLNCSELKLKRLSYRHG
LLGVDKLEFSYAITEWLNDIKKNQLPGILGGVGPMHSLVQLVQGLKDLVWLPIEQYRKDGR
IVRGFQRGAASFGTSTAMAALELTNRMVQTIQAAAETAYDMVSPGTLSIEPKKTKRFPHH
RLAHQPVDLREGVAKAYSVVKEGITDTAQTIYETAAREHESRGVTGAVGEVLRQIPPAVV
KPLIVATEATSNVLGGMRNQIRPDVRQDESQKWRHGDD

>sp|P53855|ATG2 YEAST Autophagy-related protein 2 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG2 PE=1 SV=1
MAFWLPONIQKRLLLYVLOQISLFSNIDLSNLDVSIGSKSHFSFHDVNLSLDDLNIPNVQ
INEGIVDELVLKLTVSGGVEIDGSGLRFIMTPLYSSGSQELHSDFLVKSIQDLTNSMLQF
SDPLTTYNRYKEDDISSSDSSSDLNSNIEASKPAANGSYTLQONMRNKALNVALAKLKIAL
KDVTIRFIVNDRDPSDNIVEVHLESTIQLITTDANLRHINIENITISSTIQKQAVPDSPVHP
FNNDDLSQSVYLSKMEATSLYMSAMEEQSNEDPSEPQVTQEEQENDKCKESLME INNLNT
AFKGLSSVNDLRMSNIVIDIQDVHLATHKIVEIKNSTLKNITIDITIVTHLDANESESCQDS
QSPSPDKQEPSALSSVDIKCIYLNLGQDITVILKSFKLEQKENNSLAFSLGSFYSNSSPL
TISHKTKPLLTGEQTPQSIALNMGDELDITIISHDGIAHFFKIFQFVSKCMSFYQNKSKGM
MPQIASDTKRTVQLTSKAVKLSLKFPYFLLCFQVSPFIYDSNRELYIELVDVFKKLPSRC
TKILTMSSITISNLOSPLOLGSYDDTLKEALIYSSVHAITIKEVIFNEEYSGIVQLVEDIS
AFGKLFTDSKNSECTGKSKSKRGSFLORSVRVLNSSREVYKQSLSANFSLKIDSMKLKVS
EITGPQFGSVEALLSNNFFAITDDSQIVYFTKNLKVERKTPSLLEPQEIMSVVLNKAVNE
PVLYVHRRANGKLKVIFNNIRIHYYARWLEILKKNIGPDNASSKDEPVSQKLSKKQPTSG
FPWELKCLDCSLILHPFRLKSVMVIVLDNLTTGGSSFIPQAKLLSKANTLFLIDDYQNFK
IQKDKNWPSLINFYAGOGEFSATIGKIDTLNFLINKSDGALLLDCKIEQVGLSLCADSFQTFE
COLCIDLKYPQTFPDEEKFRTQLKNPIDVFKDIDCDLENSAFIRENNHQNDYDSVHLVDS
FLDKTHEFNNGARSKLSSQGSYEMDSSSGTATGGILLPHESYLDSAQPKEEDTPPIASKE
QERDVDIRGSIDVEKVVIKLFDGYDWKYTRKEFIANTVEKLDKELSKAEASSSKSNVPQSE
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ANIFDSIYISANKNNVTDLRRNLDGEIQGVONSEFSDVSKVNLRPSKHYKALIQLNKVHVN
LKNYRVDEPDESNSDNSTDVLNRCVVSIYEFEIIDNVPTSTWNKEVTLLKHEPWPHSSPM
FLLDLEFIRPIDFLOQAVELVMQLNVAPLRLHVDODTLEFLIRFLGFKDKRFELIDEYPDI
VEFIQKFSTNSIKLRLDYKPKKVDYAGLRSGQTSELMNEFFTLDGSKIILKSVVLYGLNGED
ELNNKLKAIWTPDITKKQLPGVLEGLAPVRSFMAIGSGVKTLVTVLMSEYRQEGHLGRSL
KKGGNVEFLKTTTGDEFVKLGVKLTSGTQAILENTEELFGGVGSNGRVYDASKFGSADGADS
DTAAVLDLDTLFEEDQLVGSKYSRIRDHEPTAVVIDMSSPGDHNEPTIVSLYADQPLDLP
TGLKEAYSSLEKHMHIAYDAVWRAKGOMKDDKRGGPSAAAVYVARAAPVAIIRPLIGATE
AVSKTLOGIANQVDKTHNEQINDKYKSNRTDS

18. Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 (PISKC3)

>tr|K1PVC2 |K1PVC2 CRAGI Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic
type 3 OS=Crassostrea gigas 0OX=29159 GN=CGI 10006484 PE=3 sv=1

MGEMSDRFHYVYSCDLDVNLQIKIGTLEGERQRPDYKELLDDPMLKESGVYGEECSDLYV
TCQVFADGHPLSLSMSTSYKAFSTRWNWNEWITLPVKYSDLPRNAILSLTIWDIYGTNKS
IPVGSTVIPLFGKRGTYRQGMHDLKVWPDMLPDPSSNSTTPGKSKDHKDOMSKLAKLSKK
HRDGHMLKVDWLDRLTFREIEMINEKQKRDSKFMYLMIEFPLIHYEDIEYSVVYFEKDGD
EPLVYKTIPDLVQVPDPEIDMENLVESKHHRLARSLRSGPTDRDMKPDAKTRNLLHEIVR
YPPTKTLTSEEEDLVWKFREYLCNQKKALTKFLKCVNWKQPQESROQGIELLTRWSPMDVE
DALELLSPAFSHPTVRKYAVSRLROQADDODLLLYLLOQLVQALKYEDFEEIMRYNDSIVDR
KDSVSDTSAPEKTRTTSVLSRASSNESILHALGGSSPSQSESPESKLEREMDLASFLISR
ACNNTSLANYFYWYLSVECVDPNGLDVKDSKVTKMYQHVLKRESQALFKESNESRQRRSM
IARQQTFIDRLVDLVKIVTRESGNRKKKIERLOQALLHDQEACKEFDEFSNFEPLSLPLDPDI
KICGIIPEKATLFKSNLMPCKEVFKMVEGGEYMAMYKHGDDLRODNLILQIITLMDKLLM
RDNLDLKLTPYKVLATSCKHGEFVQFVESVAVAEVLNQHTGIQSFFKICAPCENTPYGEQP
EVMDNEVKSCAGYCVITYVLGVGDRHEDNLLLTKTGKLFHVDFGFILGRDPKLLPPLMKL
TTEMIDGMGGPNSEHFHDFKKLCYTAFLATIRRSSNLILNLEFTLMVNANIPDIAIEPDKSV
KKVQODKFVLHLTDEEAVQYMONVIDGSVSAMMPVLVERFHTIAQASTSQTLYIKYTL

subunit

>sp |Q8NEB9Y | PK3C3 HUMAN Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type

3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PIK3C3 PE=1 SV=1
MGEAEKFHYIYSCDLDINVQLKIGSLEGKREQKSYKAVLEDPMLKEFSGLYQETCSDLYVT
CQVFAEGKPLALPVRTSYKAFSTRWNWNEWLKLPVKYPDLPRNAQVALTIWDVYGPGKAV
PVGGTTVSLFGKYGMFRQGMHDLKVWPNVEADGSEPTKTPGRTSSTLSEDQMSRLAKLTK
AHRQGHMVKVDWLDRLTFREIEMINESEKRSSNFMYILMVEFRCVKCDDKEYGIVYYEKDG
DESSPILTSFELVKVPDPOMSMENLVESKHHKLARSLRSGPSDHDLKPNAATRDQLNIIV
SYPPTKQLTYEEQDLVWKFRYYLTNQEKALTKFLKCVNWDLPQEAKQALELLGKWKPMDV
EDSLELLSSHYTNPTVRRYAVARLRQADDEDLLMYLLQLVQALKYENFDDIKNGLEPTKK
DSQSSVSENVSNSGINSAEIDSSQIITSPLPSVSSPPPASKTKEVPDGENLEQDLCTFLI
SRACKNSTLANYLYWYVIVECEDQDTQQRDPKTHEMYLNVMRRFSQALLKGDKSVRVMRS
LLAAQQTEFVDRLVHLMKAVQRESGNRKKKNERLQALLGDNEKMNLSDVELIPLPLEPQVK
IRGIIPETATLFKSALMPAQLFFKTEDGGKYPVIFKHGDDLRODQLILQOITSLMDKLLRK
ENLDLKLTPYKVLATSTKHGFMQFIQSVPVAEVLDTEGSIQNFFRKYAPSENGPNGISAE
VMDTYVKSCAGYCVITYILGVGDRHLDNLLLTKTGKLFHIDFGYILGRDPKPLPPPMKLN
KEMVEGMGGTQSEQYQEFRKQCYTAFLHLRRYSNLILNLFSLMVDANIPDIALEPDKTVK
KVODKFRLDLSDEEAVHYMQOSLIDESVHALFAAVVEQITHKFAQYWRK

>sp|P22543|VPS34 YEAST Phosphatidylinositol 3-kinase VPS34 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=VPS34 PE=1 SVvV=1

MSLNNITFCVSQDLDVPLKVKIKSLEGHKPLLKPSQKILNPELMLIGSNVFPSSDLIVSL
QVEFDKERNRNLTLPIYTPYIPFRNSRTWDYWLTLPIRIKQLTFSSHLRIILWEYNGSKQTI
PFFNLETSIFNLKDCTLKRGFESLKFRYDVIDHCEVVTDNKDQENLNKYFQGEFTRLPWL
DEITISKLRKQRENRTWPQGTEFVLNLEFPMLELPVVEFIEREIMNTOMNIPTLKNNPGLST
DLREPNRNDPQIKISLGDKYHSTLKEFYDPDOQPNNDPIEEKYRRLERASKNANLDKQVKPD
IKKRDYLNKIINYPPGTKLTAHEKGSIWKYRYYLMNNKKALTKLLOSTNLREESERVEVL
ELMDSWAEIDIDDALELLGSTFKNLSVRSYAVNRLKKASDKELELYLLQLVEAVCFENLS
TESDKSNSEFTIVDAVSSQKLSGDSMLLSTSHANQKLLKSISSESETSGTESLPIVISPL
AEFLIRRALVNPRLGSFEFYWYLKSESEDKPYLDQILSSFWSRLDKKSRNILNDQVRLINV
LRECCETIKRLKDTTAKKMELLVHLLETKVRPLVKVRPIALPLDPDVLICDVCPETSKVE
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KSSLSPLKITFKTTLNQPYHLMFKVGDDLRODQLVVQIISLMNELLKNENVDLKLTPYKI
LATGPQEGAIEFIPNDTLASILSKYHGILGYLKLHYPDENATLGVQGWVLDNEFVKSCAGY
CVITYILGVGDRHLDNLLVTPDGHFFHADFGYILGODPKPFPPLMKLPPQITEAFGGAES
SNYDKFRSYCEFVAYSILRRNAGLILNLFELMKTSNIPDIRIDPNGAILRVRERFNLNMSE
EDATVHFONLINDSVNALLPIVIDHLHNLAQYWRT

19. Phosphoinositide 3-kinase requlatory subunit 4 (PIK3R4)

>tr|K1R976|KI1R976 CRAGI Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4
OS=Crassostrea gigas 0X=29159 GN=CGI 10027844 PE=4 SV=1
MGNQLTGIAPSQIQPVDQYLTDIPDYQYENSLGSTRFFKVARARTKEGLAVVKVEVIHDP
SLPLTSHRNKLEDIHIRLOGSTSNCLPFOQKATHSDKAALLFRQYVKDSLYDRISTRPFLN
RIEKKWLAFQLLCALNQCHKIKVCHGDIKAENVMITSWNWLLLTDFASFKPTYLPEDNPS
DESYFFDTSRRRCCYIAPERFVESGLKNQEGAGQTIDLTSNDEVKSGDITPPMDIFSAGC
VICELFTEGTPPFDFSQLLAYRNGEYSPWKVLEKIDDNYIRDLVRHMIKKDPSHRLSAEE
YMIQQRGKAFPEYFYTFLKIYLQQFVSTPLTPPDDRINKIKRDFPRIVKSICPQEERSED
NIGLVLIISLIISSSRKLHLCNTKLTALQLLLEASKEVTTDIILDRIIPYMLSFANDQFP
RVRAEVIHVVTQCLLDVDSIPRSDANVFPEYIFPNITHLTQDPVVMVRAAYAENIAKLAE
TALRVLEMTQRIDLEETEEEESVDGLLYQANYDIELLTLQETIQQKVVTLLSDPDNSVKR
TLLENGITKLCVFFGRQKANDVLLSHMITFLNDKTDWHLRGSFEFDNIVGVAAYVGWQSCS
ILKPLLDQGLSDPEEFVVHKTLGALTALTELGLIQKSMLOQEFLOQEVVPFLAHPGIWIRQG
ATIGFISALTRMFNIADVHCKVLPALQPCLKKRVLQIDKEIFLLNALQSPTIPRPVFDYILR
VSQPDRLEFDILRERQYMRSISRSSHRTTYSELDEAMSQVFKKLNSFGMDESHEDKITLAMK
DYVMKLHRSRAGSVETKHELGDSPGRFCIVGAGKAITRRHAELTKQKDPKQQOGADQTTSS
RSSKKVQSKEQSVNMNSEWKSMFGSNESDSSNASLSPKARTLQKTAESLEKKLNTSQTVS
QTSSSSGSEFVTMSQSQVSSEGSIRSVTEKGSDKNPITKYHNCKIALRNIVHKKRELYSAE
SKDLLETAWERRPPPSNWKPKGLLVAHLOQEHRAAINRIQVSHDHAFFASASNDGTVKLWE
SEKLEGNSVANRSKQTLKNTSLPGEKVKGLVFCEASGPSLSLATFTDLGAINIFKIETGK
ASWNKDLRVDKPDYGNIVDMTYFDTGAQSVLSYATVNGFLVGHDLRTNKEVWKLRNDPKA
GLITSFAVHHSQCWLAVGTSSGTHICWDMRFQLPINSIVHPTGARVRRLIMHPQEQSWLT
SATQGNNEVSIWDVETGARQKVLWASPTPTLSLNQASHHSVYGLHMAVTDTNVFMLTGGS
DMRARFWDLSYPANSFILAGAASDPVQQOTGVNYRAKLVDGVEVIQELYTKKPVTNDDAPR
RGPEAPPQGHRDIISDINLCQASQCMVITGSRDGVIKVWK

>sp|Q99570| PI3R4 _HUMAN Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PIK3R4 PE=1 SV=3
MGNQLAGIAPSQILSVESYFSDIHDFEYDKSLGSTRFFKVARAKHREGLVVVKVFAIQDP
TLPLTSYKQELEELKIRLNSAQNCLPFQKASEKASEKAAMLFRQYVRDNLYDRISTRPFL
NNIEKRWIAFQILTAVDQAHKSGVRHGDIKTENVMVTSWNWVLLTDFASFKPTYLPEDNP
ADFNYFFDTSRRRTCYIAPERFVDGGMFATELEYMRDPSTPLVDLNSNQRTRGELKRAMD
IFSAGCVIAELFTEGVPLFDLSQLLAYRNGHFFPEQVLNKIEDHSIRELVTQOMIHREPDK
RLEAEDYLKQQRGNAFPEIFYTFLOPYMAQFAKETFLSADERILVIRKDLGNITHNLCGH
DLPEKAEGEPKENGLVILVSVITSCLQTLKYCDSKLAALELILHLAPRLSVEILLDRITP
YLLHFSNDSVPRVRAEALRTLTKVLALVKEVPRNDINIYPEYILPGIAHLAQDDATIVRL
AYAENTIALLAETALRFLELVQLKNLNMENDPNNEEIDEVTHPNGNYDTELQALHEMVQQK
VVTLLSDPENIVKQTLMENGITRLCVFFGROQKANDVLLSHMITFLNDKNDWHLRGAFFEFDS
IVGVAAYVGWQSSSILKPLLOQQGLSDAEEFVIVKALYALTCMCQLGLLOQKPHVYEFASDI
APFLCHPNLWIRYGAVGFITVVARQISTADVYCKLMPYLDPYITQPIIQIERKLVLLSVL
KEPVSRSIFDYALRSKDITSLFRHLHMROQKKRNGSLPDCPPPEDPATAQLLKKLLSQGMT
EEEEDKLLALKDFMMKSNKAKANIVDQSHLHDSSQKGVIDLAALGITGRQVDLVKTKQEP
DDKRARKHVKQODSNVNEEWKSMEFGSLDPPNMPQOALPKGSDQEVIQTGKPPRSESSAGICV
PLSTSSQVPEVTTVQONKKPVIPVLSSTILPSTYQIRITTCKTELQQLIQQKREQCNAERT
AKQMMENAEWESKPPPPGWRPKGLLVAHLHEHKSAVNRIRVSDEHSLFATCSNDGTVKIW
NSOKMEGKTTTTRSILTYSRIGGRVKTLTFCQGSHYLATIASDNGAVQLLGIEASKLPKSP
KIHPLOSRILDOKEDGCVVDMHHENSGAQSVLAYATVNGSLVGWDLRSSSNAWTLKHDLK
SGLITSFAVDIHQCWLCIGTSSGTMACWDMRFOLPISSHCHPSRARIRRLSMHPLYQSWV
TIAAVQGNNEVSMWDMETGDRRFTLWASSAPPLSELQPSPHSVHGIYCSPADGNPILLTAG
SDMKIRFWDLAYPERSYVVAGSTSSPSVSYYRKIIEGTEVVQEIQNKQKVGPSDDTPRRG
PESLPVGHHDIITDVATFQTTQGFIVTASRDGIVKVWK
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>sp|P22219|VPS15 YEAST Serine/threonine-protein kinase VPS15
OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=VPS15
PE=1 SvV=4
MGAQLSLVVQASPSIAIFSYIDVLEEVHYVSQLNSSRFLKTCKALDPNGEIVIKVFIKPK
DQYSLRPFLORIRAQSFKLGQLPHVLNYSKLIETNRAGYMIRQHLKNNLYDRLSLRPYLQ
DIELKFIAFQLLNALKDIHNLNIVHGDIKTENILVTSWNWCILTDFAAFIKPVYLPEDNP
GEFLEFYFDTSKRRTCYLAPEREFNSKLYQDGKSNNGRLTKEMDIFSLGCVIAEIFAEGRPI
FNLSQLFKYKSNSYDVNREFLMEEMNSTDLRNLVLDMIQLDPSKRLSCDELLNKYRGIFF
PDYFYTFIYDYFRNLVTMTTSTPISDNTCTNSTLEDNVKLLDETTEKIYRDFSQICHCLD
FPLIKDGGEIGSDPPILESYKIEIEISRFLNTNLYFPONYHLVLQQFTKVSEKIKSVKEE
CALLFISYLSHSIRSIVSTATKLKNLELLAVFAQFVSDENKIDRVVPYFVCCFEDSDQDV
QALSLLTLIQVLTSVRKLNQLNENTFVDYLLPRLKRLLISNRONTNYLRIVFANCLSDLA
ITINRFQEFTFAQHCNDNSMDNNTEIMESSTKYSAKLIQSVEDLTVSFLTDNDTYVKMAL
LONILPLCKFFGRERTNDIILSHLITYLNDKDPALRVSLIQTISGISILLGTVTLEQYIL
PLLIQTITDSEELVVISVLQSLKSLFKTGLIRKKYYIDISKTTSPLLLHPNNWIRQFTLM
ITIEIINKLSKAEVYCILYPITRPFFEFDVEFNFKSMISCCKQPVSRSVYNLLCSWSVRA
SKSLEWKKITITNHVDSEGNNRIEFITKNYSSKNYGENKRDTKSSSSLKGIKTSSTVYSHD
NKEIPLTAEDRNWIDKFHIIGLTEKDIWKIVALRGYVIRTARVMAANPDEFPYNNSNYRPL
VONSPPNLNLTNIMPRNIFFDVEFAEESTSEGODSNLENQQIYKYDESEKDSNKLNINGS
KOLSTVMDINGSLIFKNKSIATTTSNLKNVFVQLEPTSYHMHSPNHGLKDNANVKPERKV
VVSNSYEGDVESIEKFLSTFKILPPLRDYKEFGPIQEIVRSPNMGNLRGKLIATLMENEP
NSITSSAVSPGETPYLITGSDQGVIKIWNLKEIIVGEVYSSSLTYDCSSTVTQITMIPNFE
DAFAVSSKDGQIIVLKVNHYQQESEVKFLNCECIRKINLKNFGKNEYAVRMRAFVNEEKS
LLVALTNLSRVITIFDIRTLERLQITENSPRHGAVSSICIDEECCVLILGTTRGIIDIWDI
RENVLIRSWSFGDHAPITHVEVCQFYGKNSVIVVGGSSKTFLTIWNEFVKGHCQYAFINSD
EQPSMEHFLPIEKGLEELNFCGIRSLNALSTISVSNDKILLTDEATSSIVMEFSLNELSSS
KAVISPSRESDVFIPTQVTANLTMLLRKMKRTSTHSVDDSLYHHDIINSISTCEVDETPL
LVACDNSGLIGIFQ

20. Beclin-1 (BECN1)

>tr |K1QHY7|K1QHY7 CRAGI Beclin-1 OS=Crassostrea gigas 0X=29159
GN=CGI 10027731 PE=4 SV=1
MATIKVESKSGTTHVSEFVCQRCROQPLKLDHSFNTLDRQLLAELSAGPFLTGQFSSLLDDV
EVDENYSKRDITSTPEPDEDAGDFLLLGETSPGNMDNLSHRIRVSSALFDVMSGQSEIDH
PLCEECTDNLLDQLDNQLKITEDECKDYREFLENLDSNHTEEDGSNLDVELQQLOAEEQS
LROOLONLETEQEHTEALLEKEREISQKLODEEDKYWKEYNEYKRQVOELEDEQRSVDNQ
LKYAQTQLDKLKKTNVENTTFHIWHSGHEGT INNFRLGRLPSVPVDWNE INAAWGQTVLL
LNSLAKKMNLTFQRYRLVPFGNHSYIESLSDKSKELPLYGSGGFRFFWDTKFDQAMVAFL
DCLQOFKEEVEKGDTGFCLPYKMEKGKIEDSSTGTSYSIKIQFNSEEQWTKALKYMLTNL
KWGLAWVSSQFANK

>sp Q14457 |BECN1 HUMAN Beclin-1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=BECNl PE=1 SV=2
MEGSKTSNNSTMQVSFVCQRCSQPLKLDTSFKILDRVTIQELTAPLLTTAQAKPGETQEE
ETNSGEEPFIETPRODGVSRRFIPPARMMSTESANSFTLIGEASDGGTMENLSRRLKVTG
DLFDIMSGQTDVDHPLCEECTDTLLDQLDTQLNVTENECONYKRCLEILEQMNEDDSEQL
OMELKELALEEERLIQELEDVEKNRKIVAENLEKVQAEAERLDQEEAQYQREYSEFKRQQ
LELDDELKSVENQMRYAQTQLDKLKKTNVENATFHIWHSGQFGTINNFRLGRLPSVPVEW
NEINAAWGQTVLLLHALANKMGLKFQRYRLVPYGNHSYLESLTDKSKELPLYCSGGLRFEFF
WDNKFDHAMVAFLDCVQQFKEEVEKGETRFCLPYRMDVEKGKIEDTGGSGGSYSIKTQFN
SEEQWTKALKFMLTNLKWGLAWVSSQFEFYNK

>sp Q02948 |[BECN1 YEAST Vacuolar protein sorting-associated protein 30
OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=VPS30
PE=1 SV=1

MKCQTCHLPLOLDPSLEGLSLTQRNLLLSNNSIITATNENVISNKGIEAADNCGPQIPKE
RLRRLGEIQNIKDLNLKDDKLITDSEVFLNHDDDDNANITSNSREDQRYGNANGNDNKKA
NSDTSDGTSTFRDHDEEEQEATDEDENQQIQLNSKTLSTQVNAMTNVENILSSQTNIDEP
ICODCCNILINRLKSEYDDAIKERDTYAQFLSKLESQONKEISESNKEKQYSHNLSEKENL
KKEEERLLDQLLRLEMTDDDLDGELVRLOQEKKVQLENEKLOQKLSDONLMDLNNIQFNKNL
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OSLKLOYELSLNQLDKLRKINIFNATFKISHSGPFATINGLRLGSIPESVVPWKEINAAL
GOLILLLATINKNLKINLVDYELQPMGSEFSKIKKRMVNSVEYNNSTTNAPGDWLILPVYY
DENEFNLGRIFRKETKEDKSLETTLEIISEITRQLSTIASSYSSQTLTTSQDESSMNNAND
VENSTSILELPYIMNKDKINGLSVKLHGSSPNLEWTTAMKFLLTNVKWLLAFSSNLLSKS
ITLSPTVNYNDKTISGN

21. Beclin 1-associated autophaqy-related key requlator (ATG14)

>tr|K1QJY6|K1QJY6 CRAGI Uncharacterized protein OS=Crassostrea gigas

0X=29159 GN=CGI 10002920 PE=4 SV=1
MGSLCENYVLVLSCSWSLLVRVWVKNKTSTRLLLDWMVDLNALEYLADKLQQDKGIKYAP
NTLIFGMFDQFFRAPEVKPVGVGVGDPGVEAEDDKSSKSQSVSTQCFLKVEIASTKKSYT
ASSLSRIYTVLRATIKQTQASVHKVRRSIEDKLLSSQETTRKRAEHEDLLLKREQLCAEVT
WRTASVNKMKDQADQLHRSNQEQETAMKKNKEKLEEKQREQAEKKKDYDQTRYSSKDDNM
IGVSLGYTCHLLLMISGILDIPLRYSMTHLVSKSVIRDDIHSRLEDKERDEFPLYSKGKEQ
NLFRYGVEFTLNKNISOMREYLGMGTVDLRTTLMNIKTLLENRLGLKPESQTAQLRPASEP
GDRQYSDEFDRTDTRSSLASYGRMAVDFRRELSVPPTEESSROSSPNLHEVEEKEIFHPSS
DDNFFKISNPVSERLADFESEINGCAQDTVNEFHKPSDNRRQTCWNGVGSNDENAGDQPEE
DHIYETPLPVONITNNLEHKFEFVEFMHDGVYPVVSPAVIMNRKQELAE

>tr|K1QSF1|K1QSF1 CRAGI Uncharacterized protein OS=Crassostrea gigas

0X=29159 GN=CGI 10025388 PE=4 SV=1
MYFRYKEKRFKLDHLOKERQGRLERVQODALKQHMQORDKQIGEIEKCRERINLLKMALTAA
KEKKRKSKEIFDKKKRENYLRVVKGRKHEEKKKRIYSYIETVRMSNEEKKELCLOKKRQL
AAERKIQVORLVEFIFQVEEVALISESDSMAVSTVSALRDASHTAYVRGOQWVYTDGSGEA
QYRIVEPTLPCSGDYSAYNLWVAASQENGGNPDNSLRNPGHRISAGLCYASQMTAILSHI
LDIRLPRKQPYSEFCTNEITERQFKHSVASLNONILYLCESQSVPNPERLDPRNTLONIV
VLLSCPLLGRNSNFEIDKDLMASIEDSIIFQEEDSDTGGMEDEMINDWEQVSEDVTYVTD
VPARSGYSSTLSNIQTMSYPGQPPEQLTASGEVTSAATSFIESLYQYIFYIETHSFLDVY
IGTMWQLSYMPEFVDKENILOMFFPPKVFAVAFPLAIGVIGLLVIGLETSVTMSQRKGVNV
SKKS

>sp |Q6ZNES5 | BAKOR _HUMAN Beclin l-associated autophagy-related key regulator

OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ATGl4 PE=1 SvV=1
MASPSGKGARALEAPGCGPRPLARDLVDSVDDAEGLYVAVERCPLCNTTRRRLTCAKCVQ
SGDEFVYFDGRDRERFIDKKERLSRLKSKQEEFQKEVLKAMEGKWITDQLRWKIMSCKMRI
EQLKQTICKGNEEMEKNSEGLLKTKEKNQKLYSRAQRHOEKKEKIQRHNRKLGDLVEKKT
IDLRSHYERLANLRRSHILELTSVIFPIEEVKTGVRDPADVSSESDSAMTSSTVSKLAEA
RRTTYLSGRWVCDDHNGDTSISITGPWISLPNNGDYSAYYSWVEEKKTTQGPDMEQSNPA
YTISAALCYATQLVNILSHILDVNLPKKLCNSEFCGENLSKQKFTRAVKKLNANILYLCF
SQHVNLDQLQPLHTLRNLMYLVSPSSEHLGRSGPFEVRADLEESMEFVDPGVAGESDESG
DERVSDEETDLGTDWENLPSPRFCDIPSQSVEVSQSQSTQASPPIASSSAGGMISSAAAS
VTSWFKAYTGHR

>sp|P38270|ATG1l4 YEAST Autophagy-related protein 14 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATGl4 PE=1 sSv=1

MHCPICHHRAHVVYCAHCINTSPSLLLKLKLDLILLKDENKELNGKVEQILNEAMNYDQL
DIKRMEKKKDPLMNSLMKLDVLRMKKNNNLIRHRIEQLNERIYSKRNHISELKVEIDNYK
CYKVGTGTDKLREQVEISDAKNKLAQVSKICESARDYKLNLLNNWEVIQKLODNEFQIPEFA
IAFQPLISLKNFRILPLAITNDSINIMWKYISFESDILMIKLPYTNKICEQPMFEFSDST
QTVVQRLIKLIINILQICRHLKLVPSTPMDIPWLLDQYDVDGLEYNMVKRNKMKCRSVSL
YWTFGMLYSMVLDNMNNPOQRGHPARRTAPPPTVTGPHDRWYVVG

22. Activating molecule in BECN1-requlated autophaqy protein 1 (AMBRA1)

>tr|K1QU33|K1QU33 CRAGI Activating molecule in BECNl-regulated autophagy

protein 1 OS=Crassostrea gigas 0OX=29159 GN=CGI 10018685 PE=4 SV=1

MTKENLLSYLSNRERGRVKFKLOQKSATLEYLEEKGSKPIINQPCELSGKCRATFLMDESP
DGTKVASTHGDHTVRVSDVATGKCLHILRGHPRTPWCIAFHPTSNQILASGCLGGEVRIW
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DLHGFGTEVWRSKDNYEITSLTFHPTDHVLVESVINHIYFWDWSQPEPEFVVCKTNYEYEK
IRWVKEDPLGQFLYTGIANNTTVRPPSRVSFISGNTHPNTVPNASRTQQLSNVYDSLVEC
FOASRRDRVLNRTEAGQDPQSVSNTQHGASNHQHSPVHEEGLSLARQYASHITQSSQRSM
QGMSQRPEIPSGASNSSSSPDTDMDGISSPANPVLAMOQPPRGASADNDVSGESPPSIVSV
DGESSQTRAVSNHPRSERVPGTLIVTERSPEQTSPPFQSLDTSSGVRIVSEAQSVRGILN
DOQVHASTTAFAIAPEEEPAEEVISLSELTSRGLSEEHHLHHSSNTDCDRLNCPVCGNEDT
THIRRVCESEMFTQLRARRRSLONSMNNVSARSAFSRPYTYNRHGSLVRPEIHSIQDPSQ
LGEMHEIRRVENPNAGASNMDHVSSNNSAPSNTEGDARLTQVGDNIDICASIHENFATIT
ARIEREMNELDRRINNLRNTEFNESLRRLOHHRVSFLSAREGDVNGRRPSFIVARHTQQAE
GASSSRPEDSTHSLDRGQHLLETALRSSRPDRTGSHSHSVPRELDSSHAWQSLERHHLHP
HYSVSILDNTINRPNDPIQTAINRAIADAFMGRGEPAVATNIINHTYRIQAWDESRCNIP
DLTDTKSNIVVQHCKLHNDASCNLSQDGTMLATEFVPSHRGEFPDDNIMAVYSLEPKTRGQC
LEFTKSEFGPNAISVSLSPGSGYVMVGLAAKQLSWVETPNQHITDVMHPCDMDIRTHVSVNS
ARWMPGSGEGIVYGTNRGDLHVCRPGTKKSVAGDNSDDRSIRRNLMHMLRMSGEQDVPRI
NTSTQTPGVRRSASTQTDTDDSM

>sp|Q9COCT7|AMRAL HUMAN Activating molecule in BECNIl-regulated autophagy

protein 1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=AMBRAl PE=1 SV=2
MKVVPEKNAVRILWGRERGARAMGAQRLLOELVEDKTRWMKWEGKRVELPDSPRSTFLLA
FSPDRTLLASTHVNHNIYITEVKTGKCVHSLIGHRRTPWCVTFHPTISGLIASGCLDGEV
RIWDLHGGSESWFTDSNNAIASLAFHPTAQLLLIATANEIHFWDWSRREPFAVVKTASEM
ERVRLVREFDPLGHYLLTAIVNPSNQOGDDEPEIPIDGTELSHYRQRALLOSQPVRRTPLL
HNFLHMLSSRSSGIQVGEQSTVQODSATPSPPPPPPOPSTERPRTSAYIRLROQRVSYPTAE
CCQHLGILCLCSRCSGTRVPSLLPHODSVPPASARATTPSEFSEFVQTEPFHPPEQASSTQQO
DOQGLLNRPSAFSTVQSSTAGNTLRNLSLGPTRRSLGGPLSSHPSRYHREIAPGLTGSEWT
RTVLSLNSRSEAESMPPPRTSASSVSLLSVLRQQOEGGSQASVYTSATEGRGFPASGLATE
SDGGNGSSONNSGSIRHELQCDLRRFFLEYDRLQELDQSLSGEAPQTQOAQEMLNNNIES
ERPGPSHQPTPHSSENNSNLSRGHLNRCRACHNLLTEFNNDTLRWERTTPNYSSGEASSSW
QVPSSFESVPSSGSQLPPLERTEGQOTPSSSRLELSSSASPOEERTVGVAENQETGHWERT
YTQSSRSGTVSQEALHQDMPEESSEEDSLRRRLLESSLISLSRYDGAGSREHPIYPDPAR
LSPAAYYAQRMIQYLSRRDSTIRORSMRYQONRLRSSTSSSSSDNQGPSVEGTDLEFEDFE
DNGDRSRHRAPRNARMSAPSLGREFVPRRFLLPEYLPYAGIFHERGOPGLATHSSVNRVLA
GAVIGDGQSAVASNIANTTYRLOWWDFTKEFDLPEISNASVNVLVONCKIYNDASCDISAD
GQLLAAFIPSSQRGFPDEGILAVYSLAPHNLGEMLYTKRFGPNAISVSLSPMGRYVMVGL
ASRRILLHPSTEHMVAQVFRLOOAHGGETSMRRVENVLYPMPADQRRHVSINSARWLPEP
GLGLAYGTNKGDLVICRPEALNSGVEYYWDQLNETVEFTVHSNSRSSERPGTSRATWRTDR
DMGLMNAIGLQPRNPATSVTSQGTQTLALQLONAETQTEREVPEPGTAASGPGEGEGSEY
GASGEDALSRIQRLMAEGGMTAVVQREQSTTMASMGGFGNNIIVSHRIHRSSQTGTEPGA
AHTSSPQOPSTSRGLLPEAGQLAERGLSPRTASWDQPGTPGREPTQPTLPSSSPVPIPVSL
PSAEGPTLHCELTNNNHLLDGGSSRGDAAGPRGEPRNR

23. UV radiation resistance associated protein (UVRAG)

>XP 019925412.1 PREDICTED: UV radiation resistance associated protein

[Crassostrea gigas]

MGSLCENYVLVLSCSWSLLVRVWVKNKTSTRLLLDWMVDLNALEYLADKLQQODKGIKYAPNTLIFGMEDQ
FFRAPEVKPVGVGVGDPGVEAEDDKSSKSQSVSTQCFLKVEIASTKKSYTASSLSRIYTVLRAIKQTQAS
VHKVRRSIEDKLLSSQETTRKRAEHEDLLLKREQLCAEVTWRTASVNKMKDOADQLHRSNQEQETAMKKN
KEKLEEKQREQAEKKKDYDQTREKLIKESAQLFIRRKOQLIRELATYIYPITEKKGLYYIANVYLPNSEDFE
QOGKDDNMIGVSLGYTCHLLLMISGILDIPLRYSMTHLVSKSVIRDDIHSRLEDKERDFPLYSKGKEQNLE
RYGVFTLNKNISQOMREFYLGMGTVDLRTTLMNIKTLLENRLGLKPESQTAQLRPASEPGDRQYSDFDRTDT
RSSLASYGRMAVDFRRELSVPPTEESSROSSPNLHEVEEKEIFHPSSDDNFFKISNPVSERLADFESEIN

GCAQDTVNFHKPSDNRRQTCWNGVGSNDENAGDQPEEDHIYETVNVRKTASESLDKSPSPSNILSS

>sp|Q9P2Y5|UVRAG HUMAN UV radiation resistance-associated gene

OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=UVRAG PE=1 SV=1

MSASASVGGPVPQPPPGPAAALPPGSAARALHVELPSQORRLRHLRNIAARNIVNRNGHQ
LIDTYFTLHLCSTEKIYKEFYRSEVIKNSLNPTWRSLDFGIMPDRLDTSVSCEVVKIWGG
KENIYQLLTEWKVCLDGLKYLGOQTHARNOQNEITFGLNDGYYGAPFEHKGYSNAQKTILL
QVDONCVRNSYDVFSLLRLHRAQCAIKQTQVTVQKIGKEIEEKLRLTSTSNELKKKSECL

protein
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QLKILVLONELERQKKALGREVALLHKQQIALQDKGSAFSAEHLKLOLOKESLNELRKEC
TAKRELFLKTNAQLTIRCRQLLSELSYIYPIDLNEHKDYFVCGVKLPNSEDFQAKDDGSI
AVALGYTAHLVSMISFFLQVPLRYPITHKGSRSTIKDNINDKLTEKEREFPLYPKGGEKL
QFDYGVYLLNKNIAQLRYQHGLGTPDLRQTLPNLKNFMEHGLMVRCDRHHTSSAIPVPKR
QOSSIFGGADVGEFSGGIPSPDKGHRKRASSENERLQYKTPPPSYNSALAQPVTTVPSMGET
ERKITSLSSSLDTSLDFSKENKKKGEDLVGSLNGGHANVHPSQEQGEALSGHRATVNGTL
LPSEQAGSASVQLPGEFHPVSEAELCCTVEQAEEITIGLEATGFASGDQLEAFNCIPVDSA
VAVECDEQVLGEFEEFSRRIYALNENVSSFRRPRRSSDK

>sp|Q05919|VPS38 YEAST Vacuolar protein sorting-associated protein

38

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=VPS38

PE=1 SV=1
MKREFLLSRRORHLRMICEFHNISLEFRANGDSKLIKEYGDGFIPCFFILESIRGELLYVSEV
QOSGSLRKLSFQELPKLTGASTMIVLKLVGLVPSDILCTISSDKNGIIDDKWCVLCTYTID
LNKLOPINEDTVLITGTNAPVLDLIDGSYTLAAEKIKPLKGLVSSHKRNISQVKIKEFSLA
YSSLLKLNKLLEYSSQVHEEINEISSKIEDDFLSLKNONHWYMRTVQKSIETLEKEVLQR
KKSKKNIEMAQLESNDTINHSKTELSLMSQDESINDDYGSIYSREVQIKDRLDQLREFKKL
YOLIGIFHSTDLENSDRGYIYFEKPSSVNDVINRLKLKPLNIEILLRQAGESTKHREYVN
SQLGYYLLFLHLTAIQIFKAPLPYRLMYYGSTSVIDSQYPLYFTDOMISKHQAKLIKATIH
YENADILQFKQILENYRPT

24. run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-containing protein

(RUBICON)

>XP 011419540.1 PREDICTED: run domain Beclin-l-interacting and cysteine-

rich domain-containing protein isoform X3 [Crassostrea gigas]
MSDEVNADHNYRSERQSLLFGLKAVTEGLLSGOSSNVWNIHGGLNRMCVQLEHIMYHGLKSIKGNFWIEL
DFWPEFVYSLKMLNPVLAPALDKVNRSGGNKGSMWLRESLRDHTLSSQLSTLVCNKSLMKREFYGDLAFLND
AQYFKALCVCLKAIELNQISLLAELDLKLLSNNHEPNMRGSRSRSWAVPERKHHLSTSEGKSSSHGAMAL
APPFASPKKESILCMSDEHAVPSSIRASTSPEDTKNMARESLRTVLRKSGSDSPTGDAPDFSEFYDNLNSD
PLLNIEFSENAATDSENSHAEVGSGERIVNSSPKKAIVRSQSDTGMSKTLTVIKNIYKDNEDFEPGKSGT
VNRLEDIFSDSECPKKGEEENVKVKAKSKGHKRSRSDHGGIKVEKGPOQKEKGKVPNKTQREDSSEPASKD
IPGETTFRQPVHGQSLINYLSSQDENTCANLDKENAHFSISEALIAATEQMKWNHVISPKDREDPEEEDS
DEEINKLKQRIRIRKQOKLREKAKFFPTSSDGLTETATTSKSPSSVLNSSCQODNTDSSNSDIEVDEINLT
NADLOKVKPDRQOSSMEISDQSGMSAESVAILLLKKFSEKQLPKASELEWLVPISEAPQELLPLPKSYPVS
PDDIENEIGGFTNSLEFGTLRLRGNNEWAPPRSQITIFDIHPYQKRAVVMAKONFRCAGCGTRVEPAY IKRF
RYCEYLGKYFCQCCHRNEINYIPGHIIRKWDFKQYPVSNEFSWRLLSRIFNEPYFNLSTINPSLEFKRVKLL
ETVHAFRVQLMYLCKEFLRICKYSER

>sp|Q92622 |RUBIC_HUMAN Run domain Beclin-l-interacting and cysteine-rich

domain-containing protein OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=RUBCN PE=1 SV=4
MRPEGAGMELGGGEERLPEESRREHWQLLGNLKTTVEGLVSTNSPNVWSKYGGLERLCRD
MQOSILYHGLIRDQACRRQTDYWQFVKDIRWLSPHSALHVEKFISVHENDQSSADGASERA
VAELWLOHSLOYHCLSAQLRPLLGDRQYIRKFYTDAAFLLSDAHVTAMLQCLEAVEQNNP
RLLAQIDASMFARKHESPLLVTKSQSLTALPSSTYTPPNSYAQHSYFGSEFSSLHQSVPNN
GSERRSTSFPLSGPPRKPQESRGHVSPAEDQTIQAPPVSVSALARDSPLTPNEMSSSTLT
SPIEASWVSSONDSPGDASEGPEYLAIGNLDPRGRTASCQSHSSNAESSSSNLFSSSSSQ
KPDSAASSLGDQEGGGESQLSSVLRRSSEFSEGQTLTVTSGAKKSHIRSHSDTSTIASRGAP
ESCNDKAKLRGPLPYSGQSSEVSTPSSLYMEYEGGRYLCSGEGMEFRRPSEGQOSLISYLSE
QODFGSCADLEKENAHFSISESLIAATELMKCNMMSQCLEEEEVEEEDSDREIQELKQKIR
LRROQIRTKNLLPMYQEAEHGSFRVTSSSSQFSSRDSAQLSDSGSADEVDEFEIQDADIR
RNTASSSKSFVSSQSEFSHCFLHSTSAEAVAMGLLKQFEGMQLPAASELEWLVPEHDAPQK
LLPIPDSLPISPDDGQHADIYKLRIRVRGNLEWAPPRPQITFNVHPAPTRKIAVAKQONYR
CAGCGIRTDPDYIKRLRYCEYLGKYFCQCCHENAQMATIPSRVLRKWDFSKYYVSNESKDL
LIKIWNDPLENVQDINSALYRKVKLLNQVRLLRVQLCHMKNMFKTCRLAKELLDSEDTVP
GHLTEDLHLYSLNDLTATRKGELGPRLAELTRAGATHVERCMLCQAKGFICEFCONEDDI
IFPFELHKCRTCEECKACYHKACFKSGSCPRCERLQARREALARQSLESYLSDYEEEPAE
ALALEAAVLEAT
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25. Endophilin-B1

>tr|K10963|K1Q0963 CRAGI Endophilin-B1 OS=Crassostrea gigas 0X=29159
GN=CGI 10012647 PE=4 Sv=1
MDANTGLFKMKKEFVSDASTVENRAVOQFTEEKLGSAEKTELDAHFENLLOQRADKTKAWTEK
ILKQTESVLOPNPNIRMEDEFVYEKLDKKKRDRVNHHEVLGHVLVDGGNDEGPGTTYGNAL
VKCGQAQLRIGNAEREFIQTTSNNFLOPLHNFLEGDMKTIQKEKKILETKRLDLDASKNR
LRKAKSTSQPQSSONSPONVLMMVEAEADLRVAQAEFDROQAEITKLLLEGVSSAHAHHLR
CLNDFIEAQLTYYAQCONYISELQQQLGSYSHTSGVGNNSSNSSGAGISSGIPSSVPLQP
SAPPQINVIAATPNIEKKQARVLYDYDAADSSELTLLADELITVYKTPGLDPDWLMAERG
POKGKVPTTYLEVLE

>sp|Q9Y371|SHLB1 HUMAN Endophilin-Bl OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SH3GLBl
PE=1 Sv=1

MNIMDFNVKKLAADAGTFLSRAVQFTEEKLGQAEKTELDAHLENLLSKAECTKIWTEKIM
KQTEVLLOPNPNARIEEFVYEKLDRKAPSRINNPELLGQYMIDAGTEFGPGTAYGNALIK
CGETQKRIGTADRELIQTSALNFLTPLRNFIEGDYKTIAKERKLLONKRLDLDAAKTRLK
KAKAAETRNSSEQELRITQSEFDROQAEITRLLLEGISSTHAHHLRCLNDEFVEAQMTYYAQ
CYQYMLDLOKQLGSEFPSNYLSNNNQTSVTPVPSVLPNAIGSSAMASTSGLVITSPSNLSD
LKECSGSRKARVLYDYDAANSTELSLLADEVITVFSVVGMDSDWLMGERGNQKGKVPITY

LELLN

26. ubiquitin-like protein ATG12 (ATG12)

>XP 011416102.1 PREDICTED: ubiquitin-like protein ATG12 [Crassostrea gigas]
MSDDGNESRDSKNTETEEKSTPASPSHVAETKIDVLLKPAGDAPIMKKKKWAVDRNKRIGWVGEFIKKYL
KLTAQDSLFLYVNQSFAPTPDTEIGSIFDCFGSDGKLVLHYCKTQAWG

>sp|094817|ATG12 HUMAN Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=ATGl2 PE=1 SV=1
MAEEPQSVLQLPTSIAAGGEGLTDVSPETTTPEPPSSAAVSPGTEEPAGDTKKKIDILLK
AVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLIDFIKKFLKLVASEQLFIYVNQSFAPSPDQEVGTLY
ECFGSDGKLVLHYCKSQAWG

>sp|P38316|ATG12 YEAST Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / 5288c) 0X=559292 GN=ATGl2 PE=1 SV=1
MSRILESENETESDESSIISTNNGTAMERSRNNQELRSSPHTVONRLELFSRRLSQLGLA
SDISVDOQVEDSSSGTYEQEETIKTNAQTSKQKSHKDEKNIQKIQIKFQPIGSIGQLKPS
VCKISMSQOSFAMVILFLKRRLKMDHVYCYINNSFAPSPOQONIGELWMQFKTNDELIVSYC

ASVAFG

27. Autophagy protein 5 (ATG5)

>tr |K1RAJ5|KI1RAJS5 CRAGI Autophagy protein 5 OS=Crassostrea gigas O0X=29159
GN=CGI 10018604 PE=3 sv=1
MLLPKILISGRRKLHNMGENRETIQKGVWEGRIPVAFRLSEEDTDGERPEPVYLMVPRISY
FPLHTEKINKHFLKYASEKESEETWLEHDNQPLKWHYPVGLLEFDLYGSETSLPWTITVHE
KDFPEEELLHCVSKDAVESHFMSSTIKEADSLKHRGQOQVINSMOKRDHKQLWTGLLHDKEDQ
FWSVNKKLMESSGDETFKYIPFRLYMVDRHYMTNLFRPLTEEGHHQSLKHLLLSAVPQFF
NEEEEFQKHVRIHGTEPLLDTPILWLSENFSFPDNFLHLVISDK

>sp|Q9H1YO |ATG5 HUMAN Autophagy protein 5 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ATG5
PE=1 SV=2

MTDDKDVLRDVWEFGRIPTCFTLYQDEITEREAEPYYLLLPRVSYLTLVTDKVKKHFQKVM
ROEDISEIWFEYEGTPLKWHYPIGLLFDLLASSSALPWNITVHFKSFPEKDLLHCPSKDA
IEAHFMSCMKEADALKHKSQVINEMOKKDHKQLWMGLONDREFDQFWAINRKLMEYPAEEN
GFRYIPFRIYQTTTERPFIQKLFRPVAADGQLHTLGDLLKEVCPSAIDPEDGEKKNQVMI
HGIEPMLETPLOWLSEHLSYPDNFLHISIIPQPTD
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>sp|Q12380|ATGS _YEAST Autophagy protein 5 O0OS=Saccharomyces cerevisiae
(strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG5 PE=1 SV=1
MNDIKQLLWNGELNVLVSIDPSFLMKGSPREIAVLRIRVPRETYLVNYMPLIWNKIKSFL
SFDPLTDSEKYFWEFEHNKTPIPWNYPVGVLEDCLAGKSATFTTSFENQVKDVLTFLRIHL
VMGDSLPPTITPIASSKTQAEKFWFHQWKQVCFILNGSSKAIMSLSVNEARKEFWGSVITR
NFQDFIEISNKISSSRPRHIPLIIQTSRTSGTFRISQPTISMTGVNPTLKDIEGDILDVK
EGINGNDVMVICQGIEIPWHMLLYDLYSKLRSFDGFLYITLVPIKGGDKASSEL

28. Autophagy-related protein 16-1 (ATG16 L1)

>tr |K1IRWG6 | KIRWG6 CRAGI Autophagy-related protein 16-1 OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10012629 PE=4 SV=1
MDPKDLHWKHSLLEQLRQRDKKEKEPFESLISSHWKHFEASQSLKSKNTQLTWEAEKLKE
ENLGLQIKVEQGGGSGNSQALEQKLFKLOQEEVTELHRRRGENTQQI IDLNNALQDKEKEL
QGRDARLNDLLANELALKMEIKNLESTIMELEATNOQMLKDEHQALQLTYTGLEEKYRKVE
ODNQQLLERWIKQQAKMADQLNAENDQFMAVROOQKLROQDLEDAARENIQILPENQAGVYV
PTSIPICLSASLPTKAQYKFDAHDGDVNAVRWSPSGSLFATGGADRKIKLWEVINGKCEC
KGILTGSNAGIMALDEFDLEENTILGASNDFASRVWSLTDHRVRHTLTGHSGKVLAAKFLG
DSFKVVSGSHDRTLKIWDLHSRSCVKTIFAGSSCNDLVTIHGTNIVSGHFDKRVREFWDSR
VDSNTNEILLQGRLTSLDLSPDKMSLLCCTRDDTLKVLDLRMNQISTTLAHDDFKVGCDW
SRAVFRHSVIACSWHPVGSYVLSCEKQRKTVLWSDI

>sp|Q676U5|A16L1 HUMAN Autophagy-related protein 16-1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=ATGle6Ll PE=1 SV=2
MSSGLRAADFPRWKRHISEQLRRRDRLOROAFEEITLQYNKLLEKSDLHSVLAQKLQAEK
HDVPNRHETISPGHDGTWNDNQLOEMAQLRIKHQEELTELHKKRGELAQLVIDLNNQMQORK
DREMOMNEAKTIAECLQTISDLETECLDLRTKLCDLERANQTLKDEYDALQITFTALEGKL
RKTTEENQELVTRWMAEKAQEANRLNAENEKDSRRRQARLOQKELAEAAKEPLPVEQDDDIT
EVIVDETSDHTEETSPVRAISRAATKRLSQPAGGLLDSITNIFGRRSVSSFPVPQDNVDT
HPGSGKEVRVPATALCVEFDAHDGEVNAVQFSPGSRLLATGGMDRRVKLWEVFGEKCEFKG
SLSGSNAGITSIEFDSAGSYLLAASNDFASRIWTVDDYRLRHTLTGHSGKVLSAKFLLDN
ARIVSGSHDRTLKLWDLRSKVCIKTVFAGSSCNDIVCTEQCVMSGHEDKKIREFWDIRSES
IVREMELLGKITALDLNPERTELLSCSRDDLLKVIDLRTNATKQTFSAPGFKCGSDWTRV
VESPDGSYVAAGSAEGSLYIWSVLTGKVEKVLSKQHSSSINAVAWSPSGSHVVSVDKGCK
AVLWAQY

29. Autophagy-related protein 10 (ATG10)

>tr |K1PT50|K1PT50 CRAGI Autophagy-related protein 10 OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10025434 PE=4 SV=1
MAAGSISEDEYWDSIIFFLTLSSKIDSKWTIVDTKDGRRFAKKTEVEFILSTENKESTMND
DVIRNTELMEEQEEDTAAFQVRGNSDVEVVTYEYHILYSPSYGVPVLYFNAHTQGGKLLA
LEEIWKRVPDAYKERLSEERWTFITQQEHPLLGRPFYYLHPCHTADLMKNSPVLTDKRHY
IVSWLSAVGPVVGLKLPLEYGKLCVS

>sp|Q9HOYO [ATG10 HUMAN Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=ATG10 PE=1 SV=1
MEEDEFIGEKTFQRYCAEFIKHSQQOIGDSWEWRPSKDCSDGYMCKIHFQIKNGSVMSHLG
ASTHGQTCLPMEEAFELPLDDCEVIETAAASEVIKYEYHVLYSCSYQVPVLYFRASFLDG
RPLTLKDIWEGVHECYKMRLLOGPWDTITQQEHPILGOPFEFVLHPCKTNEFMTPVLKNSQ
KINKNVNYITSWLSIVGPVVGLNLPLSYAKATSQDERNVP

>sp|Q07879|ATG10 YEAST Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10
OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG10
PE=1 SvV=1

MIPYQEWHSQLQSLYDSQIFHNWALCODVHLNDEKDGLLLRLIPTRQLOKNTERIENKLL
NHIELYLTYSKVYNEPLLLLRIWEEKSIDGIPMTKLMLPTDIESLLDVQGKFQLGLDTII
NLEGSVWYSFHPCDTSCIVGDOQAEFMSTYLRRWVSIFIFSWLGYEDS

237



ANNEXE B

30. Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A (MAP1LC3A)

>tr|KIR9V4 |K1R9V4 CRAGI Microtubule-associated proteins 1A/1B 1light chain
3A OS=Crassostrea gigas 0X=29159 GN=CGI 10021322 PE=3 SV=1
MEMQKPFKERRSLTQRLKDVESIRTQHMDKIPVIIERYNGEKSLPMLDKTKFLVPDNVNM
SELVKITIRRRLQLHPSQAFYLIVNNRSMVSNTTPIAEVYEQEKDEDGFLYIVYASQETEG

GSCH

>sp|Q9H492 [MLP3A HUMAN Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MAP1LC3A PE=1 SV=2
MPSDRPFKQRRSFADRCKEVQQIRDQHPSKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKEFLVPDHVNM
SELVKITRRRLOQLNPTQAFFLLVNQHSMVSVSTPIADIYEQEKDEDGFLYMVYASQETEG

F

>sp|P38182|ATG8 YEAST Autophagy-related protein 8 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG8 PE=1 SV=1
MKSTFKSEYPFEKRKAESERTIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQF
VYVIRKRIMLPPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFEFGR

31. Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B (MAP1LC3B)

>sp|Q9GZQ8 |MLP3B_HUMAN Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MAP1LC3B PE=1 SV=3
MPSEKTFKQRRTFEQRVEDVRLIREQHPTKIPVITIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHVNM
SELIKIIRRRLOLNANQAFFLLVNGHSMVSVSTPISEVYESEKDEDGFLYMVYASQETFEG

MKLSV

>sp|A6NCE7 |[MP3B2 HUMAN Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3
beta 2 0OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MAP1LC3B2 PE=2 SV=1
MPSEKTFKQRRTFEQRVEDVRLIREQHPTKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKEFLVPDHVNM
SELTIKITRRRLOQLNANQAFFLLVNGHSMVSVSTPISEVYESEKDEDGFLYMVCASQETEG

MKLSV

>NP 009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C]
MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML
PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSATIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR

32. Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3C (MAP1LC3C)

>tr|KIQLL7 |K1QLL7 CRAGI Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain
3C OS=Crassostrea gigas 0X=29159 GN=CGI 10020484 PE=3 SV=1
MPEKGGDTYKTFKQRKSFAVRKEEVVGIRSKFPTKVPVIVERYYKEQQLPMLDKTKFLVP
QELSMSQFASITIRNRMSLNSNQAFYLIVNNKSISSMSMTLAEVYRDEKDEDGFLYMTYAS

QEMFGGC

>sp | Q9BXW4 |[MLP3C HUMAN Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3C
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=MAP1LC3C PE=1 Sv=1
MPPPQKIPSVRPFKQRKSLAIRQEEVAGIRAKFPNKIPVVVERYPRETFLPPLDKTKFLV
POELTMTQFLSITIRSRMVLRATEAFYLLVNNKSLVSMSATMAEIYRDYKDEDGFVYMTYA
SQETFGCLESAAPRDGSSLEDRPCNPL

>NP 009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C]
MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML
PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTEFGR

33. Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein (GABARAP)
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>tr |K1PXH7|K1PXH7 CRAGI Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein
OS=Crassostrea gigas 0X=29159 GN=CGI 10025849 PE=3 SV=1
MKWEYKEEHSFEKRRAEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARVGDLDKKKYLVPSDLTVGQF
YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDFFLYIAYSDESVYGA

>sp|095166|GBRAP HUMAN Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GABARAP PE=1 SV=1
MKFVYKEEHPFEKRRSEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF
YFLIRKRIHLRAEDALFFFVNNVIPPTSATMGQLYQEHHEEDFFLYTIAYSDESVYGL

>NP 009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C]
MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML
PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR

34. Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 1 (GABARAP L1)

>XP 011437796.1 PREDICTED: gamma-aminobutyric acid receptor-associated
protein [Crassostrea gigas]
MKWEYKEEHSFEKRRAEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARVGDLDKKKYLVPSDLTVGQFYFLIRKRIHL
RPEDALFFEFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDFFLYIAYSDESVYGA

>sp |Q9HOR8 | GBRL1 HUMAN Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-
like 1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GABARAPL1l PE=1 SvV=1
MKFQYKEDHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF
YFLIRKRIHLRPEDALFFEVNNTIPPTSATMGQLYEDNHEEDYFLYVAYSDESVYGK

>NP 009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C]
MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML
PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTEGR

35. Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2 (GABARAP L2)

>sp|P60520|GBRL2 HUMAN Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-
like 2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GABARAPL2 PE=1 SvV=1
MKWMFKEDHSLEHRCVESAKIRAKYPDRVPVIVEKVSGSQIVDIDKRKYLVPSDITVAQF
MWITRKRIQLPSEKAIFLFVDKTVPQSSLTMGQLYEKEKDEDGFLYVAYSGENTFEGF

>tr|K10043|K1Q0043 CRAGI Gamma-aminobutyric acid receptor-associated
protein-like 2 OS=Crassostrea gigas 0X=29159 GN=CGI 10027515 PE=3 SV=1
MKFKFREEHTFEQRKAESTKIRDKYPERIPVIVEKDPKSQIQDIDKRKEFLVPNDISVAQF
MWITRKRIQLPSEKAIFLEFVGKVLPQSSASMGQVYEEHKDEDGFLYTIAYSGENTFEGQ

>NP 009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C]
MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML
PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTEGR

36. Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 3 (GABARAP L3)

>sp|Q9BY60 |GBRL3 HUMAN Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-
like 3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GABARAPL3 PE=2 SV=1
MKFQYKEVHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPLIVEKAPKARVPDLDRRKYLVPSDLTDGQF
YLLIRKRIHLRPEDALFFEFVNNTIPPTSATMGQLYEDSHEEDDFLYVAYSNESVYGK

>NP 009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C]
MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML
PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR

37. Autophaqgy-related protein 7 (ATG7)
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>tr |K1RAF7|KIRAF7 CRAGI Autophagy-related protein 7 OS=Crassostrea gigas

0X=29159 GN=CGI 10025698 PE=4 SV=1
MSFQOVYFGFCDPSNIEDYPGWPLRNFLMLISYHWKGDLRGVNVLCLRDRSRDGTRDISH
SLLLSLNVPDIRNVPECPKCVGWEKNEKQKLAPRFVNLSASMDPTRLAASAVDLNLKLMR
WRLLPELDLDLISRTKCLLLGAGTLGCNVARCLMGWGVRTITLVDNGRVSYSNPVRQSLFE
QFEDCVKGGKPKAEAAAEAMKKIFPGVNAKGLSLSIPMPGHAVPESATIEGVKKDVETLQD
LVNSHDAVFLLLDTRESRWLPTLMAAEKQKIVICSALGFDTYLVMRHGVRSDTEGADPAP
LSSYSSIPGDQLGCYFCNDVVAPGNSLKDRTLDQQCTVSRPGISYMASALAVELLVSVLQ
HPELGKAPADTSASDEHLSKDFVCPLGLVPHQQIRCEFVSREFQQVLPACKAFDKCTACSKT
VIEQFRRDGFDFLRRAFNDPSYLEDLTGLTOMHQETLDAEVWGESDDEECSSMEVSSS

>tr |K1QKL2 |[K1IQKL2 CRAGI Autophagy-related protein 7 OS=Crassostrea gigas

0X=29159 GN=CGI 10002553 PE=4 SV=1
MSAPLVNKMERKQLQFVAFNSFLDSGEFWHKLSENKLDVYGLDESQKEIKGEYEFNGDPVGM
PCRMNVEFSAFDQDAKTPQRCLPMLGELHNTNTVDKFKECDKKEMISEAGKKIWDSIVSG
KALDTPELLATFLLLTFADLKKYHYYYWFCFPCLCPSTDITFDQEPKKLKYRLTAEEMEQ
FLOAYDTFQDAHPTYQGFEFVAVLSKGNIVIEDVKYMNKFENTQEVYFGFCDPSNIEDYPG
WPLRNFLMLISYHWKGDLRGVNVLCLRDRSRDGTRDISHSLLLSLCVPDIKNVLECPKCV
GWEKNEKQKLAPREFVNLSASMDPTRLAASAVDLNLKLMRWRLLPELDLDLISKTKCLLLG
AGTLGCNVAKCLMGWGVRTITLVDNGRVSYSNPVROPLEFQFEDCVKGGKPKAEAAAEAMK
KIFPGVNAKGLSLSIPMPGHAVPEGVKKDVETLODLVNSHDAVEFLLLDTRESRWLPTLMA
AEKQKIVICSALGEFDTYLEMRHGVRSDTEGADLAPLSSYSSIPRDOQLGCYFCNDVVAPGN
SLKDRTLDQQCTVSRPGISYMASALAVELLVSMLOQHPELYLVLKEFSPSMNKAENYINYGS
TELQQSRCLPTKONRMAKGIHKTKLHKNRQQS

>sp|095352 |ATG7 HUMAN Ubiquitin-like modifier-activating
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ATG7 PE=1 SV=1
MAAATGDPGLSKLQFAPFSSALDVGFWHELTQKKLNEYRLDEAPKDIKGYYYNGDSAGLP
ARLTLEFSAFDMSAPTPARCCPAIGTLYNTNTLESFKTADKKLLLEQAANEIWESIKSGT
ALENPVLLNKFLLLTFADLKKYHFYYWFCYPALCLPESLPLIQGPVGLDQRFSLKQIEAL
ECAYDNLCOTEGVTALPYFLIKYDENMVLVSLLKHYSDFFQGORTKITIGVYDPCNLAQY
PGWPLRNFLVLAAHRWSSSFQSVEVVCFRDRTMQGARDVAHSTIIFEVKLPEMAFSPDCPK
AVGWEKNQKGGMGPRMVNLSECMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLDKVVSVKCLL
LGAGTLGCNVARTLMGWGVRHITFVDNAKISYSNPVROQPLYEFEDCLGGGKPKALAAADR
LOKIFPGVNARGEFNMSIPMPGHPVNFSSVTLEQARRDVEQLEQLTIESHDVVFLLMDTRES
RWLPAVIAASKRKLVINAALGEFDTEFVVMRHGLKKPKOQGAGDLCPNHPVASADLLGSSLF
ANIPGYKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAVIAGALAVELMVSVLOHPEG
GYATASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSREFDNVLPVSLAFDKCTACSSKVLDQYERE
GFNFLAKVENSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDDETT

>sp|P38862 |ATG7 YEAST Ubiquitin-like modifier-activating

enzyme

enzyme

ATG7

ATG7

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG7

PE=1 SV=1
MSSERVLSYAPAFKSFLDTSFFQELSRLKLDVLKLDSTCQPLTVNLDLHNIPKSADQVPL
FLTNRSFEKHNNKRTNEVPLOGSIFNFNVLDEFKNLDKQLFLHOQRALECWEDGIKDINKC
VSEVIISFADLKKYREFYYWLGVPCEFQRPSSTVLHVRPEPSLKGLESKCQKWEDVNY SKWV
CILDADDEIVNYDKCIIRKTKVLAIRDTSTMENVPSALTKNEFLSVLQYDVPDLIDFKLLI
IRONEGSFALNATFASIDPQSSSSNPDMKVSGWERNVQGKLAPRVVDLSSLLDPLKIADQ
SVDLNLKLMKWRILPDLNLDIIKNTKVLLLGAGTLGCYVSRALIAWGVRKITEFVDNGTVS
YSNPVROALYNFEDCGKPKAELAAASTLKRIFPLMDATGVKLSIPMIGHKLVNEEAQHKDE
DRLRALIKEHDITIFLLVDSRESRWLPSLLSNIENKTVINAALGFDSYLVMRHGNRDEQSS
KOLGCYFCHDVVAPTDSLTDRTLDOMCTVTRPGVAMMASSLAVELMTSLLOTKYSGSETT
VLGDIPHQIRGFLHNFSILKLETPAYEHCPACSPKVIEAFTDLGWEFVKKALEHPLYLEE
ISGLSVIKQEVERLGNDVFEWEDDESDEIA

38. Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 (ATG3)

>sp|Q9NT62 |ATG3 HUMAN Ubiquitin-like-conjugating enzyme
sapiens 0X=9606 GN=ATG3 PE=1 SV=1

ATG3

OS=Homo
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MONVINTVKGKALEVAEYLTPVLKESKFKETGVITPEEFVAAGDHLVHHCPTWOWATGEE
LKVKAYLPTGKQFLVTKNVPCYKRCKOMEYSDELEAITEEDDGDGGWVDTYHNTGITGIT
EAVKEITLENKDNIRLODCSALCEEEEDEDEGEAADMEEYEESGLLETDEATLDTRKIVE
ACKAKTDAGGEDAILQTRTYDLYITYDKYYQTPRLWLEFGYDEQRQPLTVEHMYEDISQDH
VKKTVTIENHPHLPPPPMCSVHPCRHAEVMKKIIETVAEGGGELGVHMYLLIFLKEVQAV
IPTIEYDYTRHEFTM

>tr|K1R934|K1R934 CRAGI Autophagy-related protein 3 OS=Crassostrea gigas

0X=29159 GN=CGI 10024759 PE=3 SV=1
MONVINAVKGTALNVAEKFTPVLKESKFKETGVITPEEFVAAGDHLVHHCPTWQWSTGDE
SKVKPYLPKEKQYLITRNVPCYKRVKQVDSHKEEQEKVIEADDEDGGWVDTHHFPDPGTT
SLODAVQEMTLDGKGKDRKSSSEEVKRSGDDDDDDDDDDDEEAMDMEAFEQSGMLDEEDD
AALDPSTLGRQDSESAATESGILQTRTYDLNITYDKYYQTPRLWLEFGYDENRKPLTVEQM
YEDFSQDHAKKTVTMEAHPHLPGPPLASVHPCRHADVMKKIIQMVAEGGGDLGVHVYLMI
FLKEVQAVIPTIEYDFTRDETM

>sp|P40344 |ATG3_YEAST Autophagy-related protein 3 OS=Saccharomyces

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S5288c) 0X=559292 GN=ATG3 PE=1 SvV=1

MIRSTLSSWREYLTPITHKSTFLTTGQITPEEFVQAGDYLCHMFPTWKWNEESSDISYRD
FLPKNKQFLIIRKVPCDKRAEQCVEVEGPDVIMKGFAEDGDEDDVLEYIGSETEHVQSTP
AGGTKDSSIDDIDELIQDMEIKEEDENDDTEEFNAKGGLAKDMAQERYYDLYIAYSTSYR
VPKMYIVGENSNGSPLSPEQMFEDISADYRTKTATIEKLPEFYKNSVLSVSIHPCKHANVM
KILLDKVRVVROQRRRKELQEEQELDGVGDWEDLQDDIDDSLRVDQYLIVFLKFITSVTPS
IQHDYTMEGW

39. Cysteine protease ATG4 (ATG4)

>tr |K1Q0KP1|K1QKP1 CRAGI Cysteine protease OS=Crassostrea
GN=CGI 10023225 PE=3 sv=1
MDMTNDVGTCMVTYESAALGYVDFPLTEEPVYLLGIKYSALYDRDELKGDFLSKIWCTYR
KNFPAIGGTGPTCDGGWGCMLRCGOMMLAQALVVRHLGRDWKWNKNCQDQTYKRILQOMFEFA
DKKSANYSIQQIASMGVSEGKPVGSWEFGPNTVAQVLKKLAVYDEWSSIVIHIAMDNTVIE
NDIKSVCKDDGKSTCDIIGVRQLKHESAATGRSKKSSQDSSKQODKNKONAVDVKSWKPLL
LVIPLRLGLTEINSVYVQSLKACLSFPQSVGIIGGKPNHAHWEVGYMSDKLIYLDPHTTQ
LCEDLDSPNFSDESYHCPYPSTMNVMELDPSIALGFYCGTEKEFDDLTQSVQKEFVVGSSK
TPMFELYKDRPPHWPPYESYTGQTTSASGVTMTGGQODTDEEFELV

>sp |Q8WYNO |ATG4A HUMAN Cysteine protease ATG4A OS=Homo sapiens

GN=ATG4A PE=1 SV=1
MESVLSKYEDQITIFTDYLEEYPDTDELVWILGKQHLLKTEKSKLLSDISARLWETYRRK
FSPIGGTGPSSDAGWGCMLRCGOMMLAQALICRHLGRDWSWEKQKEQPKEYQRILQCELD
RKDCCYSIHQMAQMGVGEGKSIGEWFGPNTVAQVLKKLALFDEWNSLAVYVSMDNTVVIE
DIKKMCRVLPLSADTAGDRPPDSLTASNQSKGTSAYCSAWKPLLLIVPLRLGINQINPVY
VDAFKECFKMPQOSLGALGGKPNNAYYFIGFLGDELIFLDPHTTQTFVDTEENGTVNDQTFE
HCLOSPORMNILNLDPSVALGFFCKEEKDFDNWCSLVQKEILKENLRMFELVOKHPSHWP
PFVPPAKPEVITTGAEFIDSTEQLEEFDLEEDFEILSV

>sp|Q9Y4P1 |ATG4B HUMAN Cysteine protease ATG4B OS=Homo sapiens

GN=ATG4B PE=1 3SV=2
MDAATLTYDTLRFAEFEDFPETSEPVWILGRKYSIFTEKDEILSDVASRLWETYRKNEPA
IGGTGPTSDTGWGCMLRCGOMIFAQALVCRHLGRDWRWTQRKROPDSYFSVLNAFIDRKD
SYYSTHQIAQMGVGEGKSIGOWYGPNTVAQVLKKLAVEDTWSSLAVHIAMDNTVVMEEIR
RLCRTSVPCAGATAFPADSDRHCNGFPAGAEVTNRPSPWRPLVLLIPLRLGLTDINEAYV
ETLKHCFMMPQSLGVIGGKPNSAHYFIGYVGEELIYLDPHTTQPAVEPTDGCEFIPDESFEFH
COHPPCRMSIAELDPSTIAVGFFCKTEDDENDWCQQVKKLSLLGGALPMFELVELQPSHLA
CPDVLNLSLDSSDVERLERFFDSEDEDFEILSL

>sp|Q96DT6|ATG4C HUMAN Cysteine protease ATG4C OS=Homo sapiens

GN=ATG4C PE=1 Sv=1

gigas

0X=29159

0X=9606

0X=9606

0X=9606
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MEATGTDEVDKLKTKFISAWNNMKYSWVLKTKTYFSRNSPVLLLGKCYHFKYEDEDKTLP
AESGCTIEDHVIAGNVEEFRKDEFISRIWLTYREEFPQIEGSALTTDCGWGCTLRTGOMLL
AQGLILHFLGRAWTWPDALNIENSDSESWTSHTVKKFTASFEASLSGEREFKTPTISLKE
TIGKYSDDHEMRNEVYHRKIISWEGDSPLALFGLHQLIEYGKKSGKKAGDWYGPAVVAHI
LRKAVEEARHPDLOQGITIYVAQDCTVYNSDVIDKQSASMTSDNADDKAVIILVPVRLGGE
RTNTDYLEFVKGILSLEYCVGIIGGKPKQSYYFAGFQDDSLIYMDPHYCQSFVDVSIKDF
PLETFHCPSPKKMSFRKMDPSCTIGEFYCRNVQDFKRASEEITKMLKESSKEKYPLETEVN
GHSRDYDFTSTTTNEEDLEFSEDEKKQLKRESTEEEFVLL

>sp|Q86TLO|ATG4D HUMAN Cysteine protease ATG4D OS=Homo sapiens

GN=ATG4D PE=1 SV=1
MNSVSPAAAQYRSSSPEDARRRPEARRPRGPRGPDPNGLGPSGASGPALGSPGAGPSEPD
EVDKFKAKFLTAWNNVKYGWVVKSRTSEFSKISSIHLCGRRYRFEGEGDIQRFQRDEVSRL
WLTYRRDFPPLPGGCLTSDCGWGCMLRSGOMMLAQGLLLHFLPRDWTWAEGMGLGPPELS
GSASPSRYHGPARWMPPRWAQGAPELEQERRHRQIVSWEFADHPRAPFGLHRLVELGQSSG
KKAGDWYGPSLVAHILRKAVESCSDVTRLVVYVSQDCTVYKADVARLVARPDPTAEWKSV
VILVPVRLGGETLNPVYVPCVKELLRCELCLGIMGGKPRHSLYFIGYQDDFLLYLDPHYC
QPTVDVSQADFPLESFHCTSPRKMAFAKMDPSCTVGEFYAGDRKEFETLCSELTRVLSSSS
ATERYPMFTLAEGHAQDHSLDDLCSQLAQPTLRLPRTGRLLRAKRPSSEDFVFEL

>sp|P53867|ATG4 YEAST Cysteine protease ATG4 OS=Saccharomyces

(strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG4 PE=1 SV=2
MORWLOLWKMDLVQKVSHGVFEGSSEEPAALMNHDYIVLGEVYPERDEESGAEQCEQDCR
YRGEAVSDGFLSSLEFGREISSYTKEFLLDVQSRVNFTYRTREFVPIARAPDGPSPLSLNLL
VRTNPISTIEDYIANPDCENTDIGWGCMIRTGQSLLGNALQILHLGRDFRVNGNESLERE
SKEVNWENDTPEAPFSLHNFVSAGTELSDKRPGEWFGPAATARSIQSLIYGFPECGIDDC
IVSVSSGDIYENEVEKVFAENPNSRILFLLGVKLGINAVNESYRESICGILSSTQSVGIA
GGRPSSSLYFFGYQGNEFLHFDPHIPQPAVEDSFVESCHTSKFGKLQLSEMDPSMLIGIL
IKGEKDWQOWKLEVAESATIINVLAKRMDDEFDVSCSMDDVESVSSNSMKKDASNNENLGVL
EGDYVDIGAIFPHTTNTEDVDEYDCFQDIHCKKQKIVVMGNTHTVNANLTDYEVEGVLVE
KETVGIHSPIDEKC

40. Sequestosome-1 (SQSTM1)

>tr|K1QI43|K1QI43 CRAGI Sequestosome-1 OS=Crassostrea gigas

GN=CGI 10004110 PE=4 SV=1
MSLTVKAFLVKGGNEKAEIRRFTVPQODVSASEFDYLOQKKIADIFPGLARGNENLEFWKDEDG
DLIAFSTGEELLEALGFVDNGLEFRVEVKPTSQSSGDKPAGNTPMOQEHPGIICDGCEGKVI
GRRYKCTECPDYDLCQSCESKGIHSEHNEFMMYDTPVHPGYGEFPEFSWPPRPQCPPGPRGPS
GOGQPPCAPPHFFRWMERMARRQONRDNAGCPRSGORNAEDQGSNDTSGEGAYNPEEFLQ
NVGQSVAAMLDPLGIDVQVDVEHGGRRCPAWGQGGGCKGKRSGKCGQGKCGNKGEQEEKM
ESDKVETEQMKTPEEATPMATDNADKLOTDGPSTSAENAPNPSEKVTKDFETWTEFMEDGN
RSGRTPSPPAPTPVQPPPTQLIYPPTDPRIAEALQOMLGMGFHNEGGWLONLLEQKEGNI
SQVLDAIQTRAKTTPDGGEMA

>tr|K1PXV3|KI1PXV3 CRAGI Sequestosome-1 OS=Crassostrea gigas

GN=CGI 10004109 PE=4 sv=1
MACWSVKAHLLGDDGKTSEIRRVSVPVSATYNQLYDKTKTVFPDLHNEEISLSWKDGDGD
LVSFSSDAEMLEFTRTAEDEFLRIFIKVRAPKSNKSTPKTPTGAEWVVNPWIEKMSDLDS
EEFSQSVLAGMRTVFQYIAGAETFHDKDRKIVDKSDVTNKEEREPSVCNNADHLHRDVTE
VRGTHKIEEALEKLLAMGFHNEEGWLYRLIEEKEGRIDEVLESILPDENRAGIYGAQSSS
YOKHEASKPKSRDPVNRASPYPSCKNNRTKSHPETGGKPDIETDGPVTRDDS PKNGESWT
LVEDDTSLAETKADONLEEGGSTQGGGAERKSHNARPTI PPIDPKIASALAEMMSMGFON
DDGWLLCLLQENNGNIEKVLDIIQGSDGKIYSK

>sp|Q13501|SQSTM HUMAN Sequestosome-1 OS=Homo sapiens 0X=9606

PE=1 SV=1
MASLTVKAYLLGKEDAAREIRRFSFCCSPEPEAEAEAAAGPGPCERLLSRVAALFPALRP
GGFQAHYRDEDGDLVAFSSDEELTMAMSYVKDDIFRIYIKEKKECRRDHRPPCAQEAPRN

0X=9606

cerevisiae

0X=29159

0X=29159

GN=SQSTM1
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MVHPNVICDGCNGPVVGTRYKCSVCPDYDLCSVCEGKGLHRGHTKLAFPSPFGHLSEGES
HSRWLRKVKHGHFGWPGWEMGPPGNWSPRPPRAGEARPGPTAESASGPSEDPSVNFLKNV
GESVAAALSPLGIEVDIDVEHGGKRSRLTPVSPESSSTEEKSSSQPSSCCSDPSKPGGNV
EGATQSLAEQMRKIALESEGRPEEQMESDNCSGGDDDWTHLSSKEVDPSTGELQSLOMPE
SEGPSSLDPSQEGPTGLKEAALYPHLPPEADPRLIESLSQMLSMGEFSDEGGWLTRLLOTK
NYDIGAALDTIQYSKHPPPL

41. Autophagy-related protein 29 (Atg29)

>sp|Q12092|ATG29 YEAST Autophagy-related protein 29 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG29 PE=1 sSv=1
MIMNSTNTVVYIKVKGRRPQGFLDPPKFEWNGTKERQLWTMVSNLNYSQODQIDWONLSKT
FETPEFFLKKRTYKLFAEHLELLQLQLEKKRDLEKYSNDQVNEGMSDLIHKYTPTLQNDN
LINVSASPLTTERQDSEEVETEVTNEALQHLQTSKILNIHKKTSDSENKPNDKLDKDGIN
KEMECGSSDDDLSSSLSVSKSALEEALMDRLQF

42 . Autophagy-related protein 31 (Atg 31)

>sp|Q12421|ATG31 YEAST Autophagy-related protein 31 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG31 PE=1 SV=1
MNVTVTVYDKNVKYRLEENIKNNKGPSNDDQPAYNNESKSTDGSDYAMEPTNIKYIFEDN
NDELVDSSDAALTAGIDKVGDELENVIIVQLDESGSLEDITLISDQYELLSHRTNSLSLE
ENQOMRTLSSHGDDKSNDEEEELSVDSDRFRVDSDIELDVISQFCDLSPFLRDLSLNDLIK
LYVTONEQLOMLSNSV

43. Autophagy-related protein 20 (Atg20)

>sp|Q07528 |ATG20_ YEAST Autophagy-related protein 20 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG20 PE=1 SV=1
MSDLNDVQENAKLNSETRNTGKAEPPHGTTEYVAEAEISKNGVGSPKKSPKKGKVGKGDN
NKVETELVHTALLEKDNPFMEEGPTGFTKSALLEIPGMRSHNLKNPNEDYEDDSEGLLPL
NQESNAETCRTSLSGSINSMNGETSASEEPSVSNRKKSARIHILEAKRVSEGQGRAYIAY
VIQFENSTVQRRYSDFESLRSILIRLFPMTLIPPIPEKQSIKNYGKSITGSSSKYLLPSE
GSGSVDLSLSVIHASVNNSDEKLIRHRIRMLTEFLNKLLTNEEITKTSIITDEFLDPNNHN
WHEFVNSSSTESSLPKSILQCNPLDPTNTTRIHAMLPIPGSSSQLLLNKESNDKKMDKER
SKSFTNIEQDYKQYENLLDNGIYKYNRRTTKTYHDLKSDYNEIGEVFAQFAHEQAQVGEL
AEQLSYLSNAFSGSSISLEKLVGRLYYNINEPLNESVHMATSARELIKYRKLKYLONEMI
KKSLNSKRAQLEKLEAQNNEYKDVDKIIDNEMSKSHTINLERPNNNTGSGGKSYGGKLFEN
GFNKLASMVKDSVKYQETDPHTASINLKKEIEQLSESLEVTENDLEVISKVIKNDQLPKF
SKEREVDLSEILKHYSRYMRNYARQONLEIWKEVKRHQDFEFA

44. Sorting nexin-4 (Atg24)

>sp|P47057|SNX4 YEAST Sorting nexin-4 OS=Saccharomyces cerevisiae (strain
ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=SNX4 PE=1 SvV=1
MTDKGKNDLTSKAKDKARGNPEKPPYWFEIIVSDPQKRTGDPGSSSGYVSYQISTKTNNT
SFYDNRGDPESIIVVHRRYSDLLLLHDILLNRFPTCIIPPLPDKKVFQYIAGDRFSQRFET
QKRCHSLONFLRRVSLHPDLSQSKVFKTFLVSKDWESHRKVLODSLOPNKDEVTDAFMNA
FKTVHKONEEFTETREKSDKLDRTVTKIDKLFHKVVKKNDSMSEDYTKLGSNLOQELQELV
TGENEELAAKLKIFNEGVTQLSYGLODLTKYLDYEYIVDLKDLEHYIDSMRQLIKLKDQK
QIDYEELSDYLTRSIKEKNNLISGYGGSNFFANKLEELAGINQEASRREKINKLEGKITS
LTGELENAKKVADGFEQECLKEIDHFESVKTAEIKKSLGSLADHHIEFYERILEAWEKVD

DSL

45. Autophaqy-related protein 23 (Atg23)

>sp Q06671 |ATG23 YEAST Autophagy-related protein 23 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG23 PE=1 SV=1
MELNQVLEKKEQILQYLGTLVGLHEKALSDVNSASQVTSIRKDITICLNDLCRINDLLVS
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HDGLLKREIGSLLRDKQELLELNEREQLLWKERKSWHIKQETDAAPADYVIDKDAIITIS
SHHRTSLNKYIESVGAENTILSNTDDSDAMIEEVONAESSADOMIRNYKLLOLSHKQAKS
EITRLETLLRDFKKDNKFIEEELKRQSGRIRSEMGNIDFHLSKIEESKHQLMKRIGFESP
LTQEKSLSEKIFNLRLSSADEDYNERQTINMKNEFVHMKDLIELKIEDLQEQLMRNKNESS
TVLTQRELWLDCOQKKVGDLESKLITKLRSSSNSKIPPNEMSEMINSTIQYLNNLLDSSDE
KLTTTLISNERDVLSKACEELHSESTTAQDGSSALPSKPIDIHKSHKGSNASSNLKQPST
PSFLVASKSPPKIGISESVVNANKNDAISKKVE

46. Autophagy-related protein 27 (Atg27)

>tr|K1QA43|K1QA43 CRAGI Uncharacterized protein OS=Crassostrea gigas
0X=29159 GN=CGI 10013150 PE=4 SV=1
MKGVSELPLVEVIFLSAFVTAVFGQCTYRDQCSCSLSDGSIIDLSTLGNOQDQTPAFPDSFEF
ATDGYFYSYNPCYSFIEGSCMNAAACQISGDQSTQYQIGDATSVTYSYDGTNVHALYSST
DSQGLTSLTTKCACPNGCGAGPPPTNPTNPPGPPGPSGPSESDDSGISTGTILCIAVLAT
AVVYLVAGTVFTMGVRKSKGKEAIPNVSFWTSLPGLIKDGFKEFTFSKIRPGYSSVK

>sp|P46989|ATG27 YEAST Autophagy-related protein 27 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATG27 PE=1 SV=2
MVSKTWICGFISIITVVQALSCEKHDVLKKYQVGKFSSLTSTERDTPPSTTIEKWWINVC
EEHNVEPPEECKKNDMLCGLTDVILPGKDAITTQIIDEFDKNIGENVEETESALTLTLKGA
TWGANSFDAKLEFQCNDNMKODELTSHTWADKSIQLTLKGPSGCLKSKDDDKKNGDGDNG
KDGDSEGKKPAKKAGGTSWEFTWLFLYALLFTLIYLMVVSEFLNTRGGSFQDFRAEFIQRST
QFLTSLPEFCKEVVSRILGRSTAQRGGYSAV

47. Autophaqy-related protein 19 (Atg19)

>sp|P35193|ATG19 YEAST Autophagy-related protein 19 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATGl9 PE=1 SV=1
MNNSKTNQOMNTSMGYPLTVYDECNKEFQLIVPTLDANIMLWCIGQLSLLNDSNGCKHLEW
QPNDKSNVRILLNNYDYGHLFKYLQCQRKCSVYIGEGTLKKYNLTISTSFDNFLDLTPSE
EKESLCREDAHEDPVSPKAGSEEEISPNSTSNVVVSRECLDNFMKQLLKLEESLNKLELE
QKVTNKEPNHRISGTIDIPEDRSELVNFFTELKTVKQLEDVEFQRYHDYERLSQECDSKTE
IASDHSKKETKIEVEPPNERSLOITMNQRDNSLYFQLEFNNTNSVLAGNCKLKFTDAGDKP
TTQIIDMGPHEIGIKEYKEYRYFPYALDLEAGSTIETITENQYGEVIFLGKYGSSPMINLRP
PSRLSAESLQASQEPFYSFQIDTLPELDDSSIISTSISLSYDGDDNEKALTWEEL

48. Autophaqy-related protein 17 (Atgl7)

>sp|Q06410|ATG17 YEAST Autophagy-related protein 17 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) 0X=559292 GN=ATGl7 PE=1 sSv=1
MNEADVTKEFVNNARKTLTDAQLLCSSANLRIVDIKKKLSSWQLSISKLNFLIVGLRQQGK
FLYTILKEGIGTKLIQKQWNQAVLVVLVDEMKYWQYEITSKVQRLDGIVNELSISEKDDT
DPSKLGDYISRDNVNLLNDKLKEVPVIERQIENIKLQYENMVRKVNKELIDTKLTDVTQK
FOSKFGIDNLMETNVAEQFSRELTDLEKDLAEIMNSLTQHFDKTLLLODKKIDNDEREEL
FKVVQGDDKELYNIFKTLHEVIDDVDKTILNLGQFLOQAKIKEKTELHSEVSEI INDFNRN
LEYLLIFKDISNLIDSFKNSCTQDIQTTKELCEFYDNFEESYGNLVLEAKRRKDVANRMK
TILKDCEKQLONLDAQDQEERQNFIAENGTYLPETIWPGKIDDEFSSLYTLNYNVKNP

244



ANNEXE C

Annexe C. Supplementary file n°2: List of amino acid sequences of the species
used to performed phylogeny analysis of ATG7, ATG9A, ATG12 and ULK2,

All sequences are in Fasta format. The specie name of the sequence is highlighted in yellow.

1. ATGY

>MK173046|Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7
[organism=Crassostrea gigas] mRNA, complet cds
MSAPLVNKMESKQLQFVAFNSFLDSGFWHKLSENKLDVYGLDESQKEIKG
FYFNGDPVGMPCRMNVEFSAFDODAKTPORYLPMLGELHNTNTVDKFKEC
DKKEMISVAGKKIWDSIVTGKALDTPELLATFLLLTFADLKKYHYYYWEFC
FPCLCPSTDITFDQEPKKLKDKLTAEEMEQFLOQAYDTFQDAYPTYQGFFV
AVLSKGNIVIEDVKHMNKFENTQEVYFGFCDPSNIEDYPGWPLRNFLMLT
SYHWKGDLRGVNVLCLRDRSRDGTRDISHSLLLSLNVPDIKNVSECPKCV
GWEKNEKQKLAPRFVNLSASMDPTRLAASAVDLNLKLMRWRLLPELDLDL
ISRTKCLLLGAGTLGCNVARCLMGWGVRTITLVDNGRVSYSNPVRQSLFQ
FEDCVKGGKPKAEAAAEAMKKIFPGVNAKGLSLSIPMPGHAVPESAIEGV
KKDVETLQDLVNSHDAVFLLLDTRESRWLPTLMAAEKQKIVICSALGFEDT
YLVMRHGVRSDTEGADPAPLSSYSSIPGDQLGCYFCNDVVAPGNSLKDRT
LDOQQCTVSRPGISYMASALAVELLVSVLOQHPELGKAPADTSASDEHLSKD
FVCPLGLVPHQIRCEFVSRFQQVLPACKAFDKCTACSKTVIEQFRRDGFDF
LRRAFNDPSYLEDLTGLTQMHQETLDAEVWGESDDEECSSMEVSSS

>sp|095352 |ATG7 HUMAN Ubiquitin-like modifier-activating
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ATG7 PE=1 SV=1
MAAATGDPGLSKLQFAPFSSALDVGFWHELTQKKLNEYRLDEAPKDIKGYYYNGDSAGLP
ARLTLEFSAFDMSAPTPARCCPAIGTLYNTNTLESFKTADKKLLLEQAANEIWESIKSGT
ALENPVLLNKFLLLTFADLKKYHFYYWFCYPALCLPESLPLIQGPVGLDQRFSLKQIEAL
ECAYDNLCOTEGVTALPYFLIKYDENMVLVSLLKHYSDFFQGORTKITIGVYDPCNLAQY
PGWPLRNFLVLAAHRWSSSFQSVEVVCFRDRTMQGARDVAHSTIIFEVKLPEMAFSPDCPK
AVGWEKNQKGGMGPRMVNLSECMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLDKVVSVKCLL
LGAGTLGCNVARTLMGWGVRHITFVDNAKISYSNPVROQPLYEFEDCLGGGKPKALAAADR
LOKIFPGVNARGENMSIPMPGHPVNESSVTLEQARRDVEQLEQLIESHDVVFLLMDTRES
RWLPAVIAASKRKLVINAALGEFDTEFVVMRHGLKKPKOQGAGDLCPNHPVASADLLGSSLF
ANIPGYKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAVIAGALAVELMVSVLQHPEG
GYAIASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSREDNVLPVSLAFDKCTACSSKVLDQYERE
GFNFLAKVENSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDDETT

enzyme

ATG7

>sp|Q9D906 |ATG7 MOUSE Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 OS=Mus

musculus 0X=10090 GN=Atg7 PE=1 SV=1
MGDPGLAKLQFAPFNSALDVGFWHELTQKKLNEYRLDEAPKDIKGYYYNGDSAGLPTRLT
LEFSAFDMSASTPAHCCPAMGTLHNTNTLEAFKTADKKLLLEQSANEIWEATIKSGAALEN
PMLLNKFLLLTFADLKKYHFYYWFCCPALCLPESIPLIRGPVSLDORLSPKQOIQALEHAY
DDLCRAEGVTALPYFLFKYDDDTVLVSLLKHYSDEFFQGORTKITVGVYDPCNLAQYPGWP
LRNFLVLAAHRWSGSFQSVEVLCFRDRTMQGARDVTHSI IFEVKLPEMAFSPDCPKAVGW
EKNQKGGMGPRMVNLSGCMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLDKVVSVKCLLLGAG
TLGCNVARTLMGWGVRHVTFVDNAKISYSNPVROQPLYEFEDCLGGGKPKALAAAERLQKI
FPGVNARGFNMSIPMPGHPVNFSDVTMEQARRDVEQLEQLIDNHDVIFLLMDTRESRWLP
TVIAASKRKLVINAALGEFDTFVVMRHGLKKPKOQGAGDLCPSHLVAPADLGSSLFANIPG
YKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAVIAGALAVELMVSVLQHPEGGYATIA
SSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSRFDNVLPVSLAFDKCTACSPKVLDQYEREGETEL
AKVEFNSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDEETV

>sp|Q5ZKY2 |ATG7 CHICK Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7

0S=Gallus gallus 0X=9031 GN=ATG7 PE=2 3SV=1

MAAVSNESQNPVDPGSSKLQFAPFSSALNVGFWHELTQKKLNEYRLDETPKVIKGYYYNG
DPSGFPARLTLEYSAFDINASIPARCCPAFGTLYNTNTFETFKSCDKKSLLEKEANEIWE
SIKSGAALENPMLLNRFLLLTFADLKKYHEFYYWFCYPALCFPDGIHVIQKPVCLGDREFSL
NQIQALQKAYDELCQTEGVTAFPYFLIKYHDNSVVVSPLKKWDGEFFQDQGGKVTVGVYDP
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CNLSHYPGWPLRNFLILASHKWGNILQSIEVLCFRDRTMQGVRDITHSIIFEIKLPQGAF
GPDCPKAVGWEKNQKGGMGPRVVNLSECMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLEKIV
SAKCLLLGAGTLGCSVARTLMGWGVRKITEFVDNARISYSNPVROQPLYEFEDCLSGGKPKA
LAAAERLOQKIFPGVNSEGYNMSIPMPGHPVNESEVTMAQARKDVATLEELIDAHDVVELL
MDTRESRWLPAVIAASKRKLVINAALGFDTEFVVMRHGLKKPKQOQETGNACFSTAPGPSDL
LGSSLESNIPGYKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAMIAGALAVELMVSV
LOHPEGGYAVASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSREDNVLPVSLAFDKCTACSPKVL
DOQYEREGEFNFLAKVENSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDDETV

>tr|Q7JY%41Q7JY94 DROME Autophagy-related 7, isoform A
melanogaster 0X=7227 GN=Atg7 PE=1 SV=1
MSTEKEITILQFAPWESEFVSPTFWHKLAELKLDHDRLSDSKRSITGHYTNRNASGCLLEVD
YTAYNRMAKPPKFSHSAIGTIYNKNTIEEFKALDKLOQLLADEGKELLADMCSGGALRDPS
LLTRFFVLSFADLKCHSYYYWFAFPCPLTPTLKLQGAVQKLRDLPNSSSYIMALKALPTE
SONFFILYANVEKNIFEARSLSSLDDKNVEFCYFGFADPSEYEHPAWIMRNYAAFLLQQC
PSEFVGKPLKFLGLRHNQQMNIDDSLVWKVIQTEACDLSQSENIKEFVGWE LNKNGKMGPRM
VCMRDSMDPAKLAENSVNLNLKLMKWRLVPDLNLEITSQTKCLLFGAGTLGCAVARNLLS
WGFKHITLLDSGKVGEFSNPVRONLYTHADAVAGNRMKATTAAQRLKEINPSAETAGYVLE
IPMPGHTIGESLLAQTKEHLKVIEKLVODHDVIFLLTDSRESRWLPTLLGAAKEKIVINA
ALGFDSYLVMRHGTTRKEAGDDGQEIEGLKCINGDQLGCYFCNDVTAPGNSLKDRTLDQQ
CTVTRPGVSNIAASYAVELLVALLQHPRKELAPAYYAQSGRGRSEETEEKVPEGLLGILP
HSIRGMLCNYENILPATQKFAQCIACSAAVLNEYKKEGHAFLFKTFETAKFLEDLTGISE
FKRLNSETIIDFDDEEFDMSDSDED

OS=Drosophila

>tr |G5EBK4 |GS5EBK4 CAEEL AuTophaGy (Yeast Atg homolog) OS=Caenorhabditis

elegans 0X=6239 GN=atg-7 PE=1 Sv=1
MATFVPEVTCLDTGFWNEVNKKKLNDWKLDETPKCISSQLSLHQTEGFKCHLSLSYDSLS
SLESTTGLSMSGTLLLYNTIESFKMVDKSDLIRSEAEKIWESITTRKWLONPRLLSQFFT
IAFADLKKFKYYYWTCVPALVYPSEIKQEITPLSSLGADHKILEFDFYRKNNFPIFLYSKQ
SSKMLELSELENNTNPDEICVVVADPSPVAYSAGWMVRNVLAAVAHLHPTWKHCHIISLR
SADSIGIKYTWTLPSAECSADGAQNAVPKAVGWERNANDKLOPISVDLSKEFDPKILMER
SVDLNLSLIKWRLHPDIQLERYSQLKVLILGAGTLGCNIARCLIGWGVRHISFLDNSTVS
YNNPVRQSLSEFEDARLGRGKAETAQAAIQRIFPSIQATAHRLTVPMPGHSIDEKDVPEL
EKDIAKLEQLVKDHDVVFLALDSREARWLPTVLASRHKKIAISVAIGFDTYVIIRHGIGS
RSESVSDVSSSDSVPYSQLSCYFCSDVTAPGNSTEFDRTLDQQCTVARPGTSMIASGIAVE
LLSSVLQYPDPLKTPASHDDNTTVLGAAPHQIRGFLGRFQQILPSVKRFDQCVACGDAIA
AQFQONGWKEVRDVMNSPGRLEEVTGLDELONSVNAIDIDFEDDEDFE

>tr|W4Y917|W4YS17 STRPU Uncharacterized protein OS=Strongylocentrotus

purpuratus 0X=7668 PE=4 SV=1
MASQEKTDSSQQPLOFAPFSSALDVGFWHKLTOQKKLNEYKLDDGPKDIYGYYYNGDPDGL
PCRLSLEFNAFDQSETTPPHCFSSRGTLVNEFNTLDAFKTCDKKALLDVTAEQLWDDIRQG
SATIQDPSLLSRFRLLTFADLKKYHYCYWFAFPALLAPEGTKLIQPPEKLDKAMDQDKITA
LOAAYDLASQSLGQEPAFFLISTEDDKTVVLPLTAWDQVTDKSKVMFGYADPCTLEQYPG
WPLRNFLCLISCHWASQLDQVTVVCFRNRTREGIRNSSHSLILRLQVPSTSPEISCPKCV
GWEKNQRNKLGARKVDLSSSMDPTRLAETSVDLNLKLMRWRLLPSLDLDKISQTRCLLLG
SGTLGCNVARCLLGWGVRTITFVDNSTVSEFSNPVRQSLFEFEDSLGGGKPKAQTAAEKIE
KIFPGVKTRGVSLSIPMPGHAVGTSDEAIQQTRESVQKLEELIDEHDVVFLLMDTRESRW
LPTVICSSKRKIVMNAALGFDTYLVLRHGMKPARDQPPPDQTPSSSASSGAAGGAEGGAA
GGASCSTSSISLSHIPGDKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLSMVAAALVV
ELMVSILOQHSQGAYAAAETSAKDSHLTVDLTSPLGLVPHQIRGFLARYHCVLPASLCEDK
CTACCDIVLASYEREGFDFLLKVFNKPRFVEDLTGLSQLHLESELIEILDEFSDDETMSTS
SQ

>tr |AOAOG2KPR3|AOAOG2KPR3 DANRE  ATG7 autophagy-related 7
cerevisiae) OS=Danio rerio 0X=7955 GN=atg7 PE=1 SV=1

RTPNIISMAESSLKLQFAPFCSALEAGFWHQLTQKKLNEYRLDESPKNIKGYYYNGDAVG
LPARLTLEFSAFDADGPTPARCCPASGTLYNTNTLEAFKSTDKKALLDKAANEIWSAIQS
GAALEDSSILNKFILLTFADLKKYHFYYWFCFPALCEFVEGIQLLRAPLSLEQHEFSDKQIS
SLOSAYDNLCASSGTTAVPHFLLKYSEESVEVAPLKELNSEFFPDLKRVIYSTSHQCGLLP
QHPGWPLRNLLVLLAKKWASQLDVVEVLCFRDRTLOGVRSVQHSTIIFQLRLSDPAPSAAP

homolog

(S.
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TTDINIHWEKMIHSIQGNSAFEFVSECQGKVRLAESSVDLNLKLMRWRLVPALDLEKVVST
RCLLLGAGTLGCNVARTLMGWGVRHITEVDNAKISYSNPVROQPLYEFEDCLSGKSKALAA
VDRLKKIFPGVNAEGEFNMSIPMPGHPVNEFSDLTVAQAQQODVEQLKKLISEHDVVELLMDT
RESRWLPTVIAASQRKLIVNAALGEFDTEFVVMRHGLKKPRESEESSPMSASSSSSSSNTPA
ATVTAGSSLESNIPGHRLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAMIAGALAVEL
MVSVLQHPEGGYAVASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIVPLLSNVINVLKYEMFWRKDTRCL
KKVLENYEREGFQFLAKVENSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEVRLTPSISI

>tr |AOA087ZSN9|AOA087ZSN9 APIME Uncharacterized protein OS=Apis mellifera

0X=7460 GN=LOC726637 PE=4 SV=1
MSEFVKFTKLRSTTDCTEWAKFVELKIDKFKLDEKSINLWGSYSLOSLNEDNENPLVLDFE
TSENEDLETINNKSSVICFGHMINTNTFEAFRQINPEQFIDSMGKDIINSIQDGTILONP
WKLSLFLVLAYSDLKKYREFYYWVAHPTPLKLPEMYYEEIPKSITEEFSEKHVEDLCNNEL
HLDCRTKNYFTVLISKENKMCIVDLATGINVININNEKQSQDYTEIYFAFYDPCTSSNPG
WPLRNLLCLLCWYCPTHYFSKIIKFISIRGNKAQKSLVFKLKTKEYKNYKNIRDNLFLSH
LVGWESNSNDKLGPTIADLSDTMDPTKLSDKAINLNLKLMKWRLVPNLDLEKICNLKCLL
LGAGTLGCSVARVLLGWGVNNIIFVDSSHVSHSNTVROSLYNHOQDATIKHKYKAHAAKDAL
LNIRPSINTEGIVLHIPMPGHVVGQSMLESTKQSLKKLEELIEISDVVFLLLDSREARWL
PTVLCAAKNKITINAALGEFDSYTVQRHGTRNENNQISPDLEVKNPRGMDLGCYEFCNDVTQ
PGNSQTDRTLDQQCTVSRPGLSQIAAGLAVELLVALLOQHPEGVEAEALVGNSRDNINSND
AKLVGLLGCVPHTIRGSLWNYDTQLTITHRFTSCTACSVPVIIEYKNRGLSEVLDACNIP
NYLEKLSGLEEILKRPDLDELCYALDNISDEDEDDQKM

>XP 022296278.1 ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7

virginica]

[Crassostrea

MSAPMERKQLOFVPFSSFLDSGFWHKLSENKLDVYGLDESRKDIKGEYFNGDPVGMPCRMNVEFSAFDLD
AKTPOKCLPMLGELHNTNTIDKFKECDKKEMMTEAGKKIWEAIISGRALVSPNLLASFLILTFADLKKYH
YYYWFCFPCLCLPTDVTLNQEPIKMKDKFTKEQMDQFLTSYDTEFQEEQPCYQGFFVAAFSQDKFMVKDVK
SLNNEFDDTQEVYFGFCDPSTIEDYPGWPLRNFLMLISYHWKGSLENINVLCIRDRSRDGNRDISHSVLLS
LNVPDVKSLQECPKCVGWEKNEKQKLAPRFVNLSASMDPARLAASAVDLNLKLMRWRLLPELDLDLISRT
KCLLLGAGTLGCNVARCLLGWGVRTITLVDNGRISYSNPVROSLFQFEDCVKGGKPKAEAAAESLKRIFP
GVNATGLSLSIPMPGHAVPDSAIDGVQKDVATLOQSLVDSHDAIFLLLDTRESRWLPTLMAAEKQKIVICS
ALGEFDTYLVMRHGVKSDTEEEEDVPLSYHSIPGDQLGCYFCNDVVAPGNSLKDRTLDQQCTVSRPGISYM
ASALAVELLVSVLQHPQGGKAPADTSANDDHLSKDFVCPLGLVPHQIRCEFVSREQQVLPACKAFDKCTAC

SKTVIKEFRKEGFGFLRRAFNEPSYLEDLTGLTOMHQETLDAEVWGFSDDEECSSMEVS

2. ULK2

>tr |K1PNL8 |K1PNL8 CRAGI Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Crassostrea

gigas 0X=29159 GN=CGI 10015287 PE=4 SV=1
MEVVGDYEYSKKDLIGHGAFAVVFKGRHRKRPNHVVAIKSITKKNLAKSONLLSKEIKIL
KELSDLHHENVVALLDCKETTNHVYLVMEYCNGGDLADYLOAKGTLSEDTIASFLRQIAA
AMQVMNGKGIVHRDLKPONILLCHDGKPNTPSTEMRLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGS
PMYMAPEVIMSLQYCAKADLWSIGTIVFQCLTGKAPFQAQTPOQLKHFYEKHAELKPNIP
KDTSPELRDLLLKMLKRNAKDRIEFASPVPVPGRASQGCSSESPTPPRCVSASPLSGKAD
YSTPPSKVVOMVKQQEVAEAMOGSTHDEEFLKVDKGPTPRSNSPTEHDEFVLVPDGMSDQS
DGSDKGRAPSTEDLQSLGERAQPQVVRVEPQVGSVAYKKDSGDVSSPSRPSSLPMQSNNQ
SEPIPVPTQVKAYERIRSSSSPLSSPRKCGTEPSPLDSAKLSSONIKISPOPESKESAPD
IGSFSPPTVKESVGTPPNVSTPWRRGSIGSSQGGAIYHPPSNASNSPSRRASMGSSPSGE
NRNFSSPGSLPTILDASPHFELNQEPQFTDNMPTVPVRAPFGOSKPKAIPESKGTKRYHP
SEVDRVKLNLMERCNTDPGAAGGMSMLSQQOMKVAYMNQOGLNLLEGQVVRYTSNENLVSP
NDNTVOMDTQRSGTGLRRTMSATTPPSNLMFAQSPPNMEGPVAFVAPGLAEETLMGDNHN
EIMAKLSEFVNDLADCVMELAMAKGAPLNTLSESVNWKOGEGPLHGDOQMPKFIEAQRLLEQ
LVLYVRSLOLLSSSLQLARREIKDERLQISNALKTLLKOMNERYHRCVSVCKHIQQRLGI
TMONALTPQVVIATADKLIYNYAIEMCQTAALDELFGNPQECFKRYNTAHILLHSLSQQA
RNSNDKQLLDKYKDAVERRLSHIQATONYYPQFETIS

>sp|Q8IYT8|ULK2 HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=ULK2 PE=1 SV=3
MEVVGDFEYSKRDLVGHGAFAVVEFRGRHROKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL
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KELQHENIVALYDVQELPNSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLHQIAAAMR
ILHSKGIIHRDLKPONILLSYANRRKSSVSGIRIKIADFGFARYLHSNMMAATLCGSPMY
MAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPODLRMFYEKNRSLMPSIPRET
SPYLANLLLGLLORNQKDRMDFEAFFSHPFLEQGPVKKSCPVPVPMYSGSVSGSSCGSSP
SCRFASPPSLPDMQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASTSSKNSSCDTDDEVLVPHNI
SSDHSCDMPVGTAGRRASNEFLVCGGQCQPTVSPHSETAPIPVPTQIRNYQRIEQNLTST
ASSGTNVHGSPRSAVVRRSNTSPMGFLRPGSCSPVPADTAQTVGRRLSTGSSRPYSPSPL
VGTIPEQFSQCCCGHPQGHDSRSRNSSGSPVPQAQSPQSLLSGARLOSAPTLTDIYQNKQ
KLRKQHSDPVCPSHTGAGYSYSPQPSRPGSLGTSPTKHLGSSPRSSDWEFKTPLPTIIGS
PTKTTAPFKIPKTQASSNLLALVTRHGPAEEQSKDGNEPRECAHCLLVQGSERQRAEQQS
KAVFGRSVSTGKLSDQQGKTPICRHQGSTDSLNTERPMDIAPAGACGGVLAPPAGTAASS
KAVLFTVGSPPHSAAAPTCTHMFLRTRTTSVGPSNSGGSLCAMSGRVCVGSPPGPGEGSS
PPGAEAAPSLRYVPYGASPPSLEGLITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNVMLMEFTECV
LDLTAMRGGNPELCTSAVSLYQIQESVVVDQISQLSKDWGRVEQLVLYMKAAQLLAASLH
LAKAQIKSGKLSPSTAVKQVVKNLNERYKFCITMCKKLTEKLNREFFSDKQRFIDEINSVT
AEKLIYNCAVEMVQSAALDEMFQQTEDIVYRYHKAALLLEGLSRILQODPADIENVHKYKC
SIERRLSALCHSTATV

>sp|Q9QY01 |ULK2 MOUSE Serine/threonine-protein kinase ULK2 0OS=Mus musculus

0X=10090 GN=Ulk2 PE=1 Sv=1
MEVVGDFEYCKRDLVGHGAFAVVFRGRHROKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL
KELQHENIVALYDVQELPNSVEFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLHQIAAAMR
ILHSKGIIHRDLKPONILLSYANRRKSNVSGIRIKIADFGFARYLHSNTMAATLCGSPMY
MAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPODLRMEFYEKNRSLMPSIPRET
SPYLANLLLGLLOQRNQKDRMDFEAFFSHPFLEQVPVKKSCPVPVPVYSGPVPGSSCSSSP
SCRFASPPSLPDMQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASNSSKNSSCDTDDEVLVPHNI
SSDHSYDMPMGTTARRASNEFFMCGGQCQPTVSPHSETAPIPVPTQVRNYQRIEQNLIST
ASSGTNPHGSPRSAVVRRSNTSPMGFLRVGSCSPVPGDTVQTGGRRLSTGSSRPYSPSPL
VGTIPEQFSQCCCGHPQGHEARSRHSSGSPVPQTQAPQSLLLGARLOSAPTLTDIYQNKQ
KLRKQHSDPVCPSHAGAGYSYSPQPSRPGSLGTSPTKHTGSSPRNSDWEFKTPLPTIIGS
PTKTTAPFKIPKTQASSNLLALVTRHGPAESQSKDGNDPRECSHCLSVQGSERHRSEQQQ
SKAVFGRSVSTGKLSEQQVKAPLGGHQGSTDSLNTERPMDVAPAGACGVMLALPAGTAAS
ARAVLFTVGSPPHSATAPTCTHMVLRTRTTSVGSSSSGGSLCSASGRVCVGSPPGPGLGS
SPPGAEGAPSLRYVPYGASPPSLEGLITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNMMLMETEC
VLDLTAVRGGNPELCTSAVSLYQIQESVVVDQISQLSKDWGRVEQLVLYMKAAQLLAASL
HLAKAQVKSGKLSPSMAVKQVVKNLNERYKFCITMCKKLTEKLNRFEFSDKQRFIDEINSV
TAEKLIYNCAVEMVQSAALDEMFQOTEDIVYRYHKAALLLEGLSKILODPTDVENVHKYK
CSIERRLSALCCSTATV

>tr|X1WEA3|X1WEA3 DANRE Unc-51-like autophagy-activating kinase 2 0OS=Danio

rerio OX=7955 GN=ulk2 PE=4 SV=1
METVGDFEYSRKDLIGHGAFAVVEFKGRHKKKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL
KELQHENIVALYDVQETPSSVEFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLREDTLRVFLOQQOIAAAMR
ILNSKGITIHRDLKPONILLSYTGRKKSSINGIRIKIADFGFARYLOSNMMAATLCGSPMY
MAPEVIMSONYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPODLRMEFYEKNKSLVPNIPRET
SPOLEDLLLGLLORNQKDRIDFDTFFSHPFLEPISTIKKSCPVPVPSCSGLVSDSTCGSS
PSCRYVSPPSLPDMQTLPEDVLSSPPLGPPNYLQOLSKESGGSTSSKNSSCDTDDEVLVPH
LSGEQSYDLPMGAVGRRPSSEFLLCGGSPOPSTGQTPMVSPRSETTPIPVPTQVRNYQRI
KONLSSSPTTTLYGSPRSGTVRRSNTSPMGEPKMVSASPSPADTVQTVGRRLSTGSSRPY
SPSPLVGTIPEQLGHCCCGHPQSHEPRSRSSSGGSPVPSSQLLGARLOSAPTLTDIYQSK
OKLHKQLSDPVHPTSSAYPSNHSPOLGRPANLGTSPTKHLGSSPRTSDWLTKSPLPTIIG
SPTKVTAPFKIPKTOQASCNLMALADSPIPNKTLMDGRELCAHHCTAYPSSROPAPEASKT
SFGRSVSAGRLSEPPVRITLGGQPYQGSTDSLNTERPMDTAPAGMCALAAGGGSPRTVVE
TVGSPPSSSTPPTCSHLASRPRATSVGSNSSAGSLCSTSGKVYMGSPPGMTIGSSPPGAE
AGPSSLRYVPYGTSPPSLDGFITFEAPELPEETLMEREHTDTLMYLRMMLSFTDCVLETIA
ALRAGGPDLGASAASLYPPQDSVVVDQISQLSREWGQVEQLVLYMKAAQLLASSTHLAKA
QIKSAKLNPSTAVKQVVKSLNERYKSCISLCRRLTDKLNHEFFSDKQRFVDEINSVTAEKL
IYNHAVEMVQSAALDEMEFQQTEDIAYRYNKASMLLEGLTKILODPADIENVIKYKASVDR
RISALCYCTVTLYE
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>tr|AOA1S3HB46|AO0AL1S3HB46 LINUN serine/threonine-protein kinase ULK2-like
isoform X1 OS=Lingula unguis 0OX=7574 GN=LOC1l06153722 PE=4 SV=1
MESIGDFEYNKRDLIGHGAFAVVFKGRHKVTHDPVAIKSITKKNLAKSONLLSKEIKILK
ELSDLHHENVVALLDCKETTHHVYLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTISGFLRQIAGA
MRALNGKGIVHRDLKPONILLTHSGQSPNPQPSDLQLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGS
PMYMAPEVIMSVQYDAKADLWSIGTIVFQCLTGKAPFQAQTPQOLKAFYEKNANLAPNIP
SGTSKELRDLLMKLLKRNAKDRIDFDEFFSHPFVCPAKASSPVPVPQOQRARHPSDSPTLK
TVSSSPLSGNVPYSPVNTDVQRVQKQEDVSESPQEGADFVKVDSKSGSPAEDEFVLVPNNL
GGESEGSASSGRSKESPKHGRKDSSQPSAQRVVRVDTTTEAASFRKGNAGSPSPQDQTSP
TRPTSLPVIKQTSPPSQPIPVPTQVEAYQRIQKNSPSSPKEPRTKEAGTHVMSPQORELAS
QAVPIPRIASDRMVSVGSFPDIRSVSPPSVQFHIGTPPSKNIRRNSIEVSPGRPNTATPP
NGSPLRKSGAQSNSSPFSGPASLPKPSVMSVAQRFTVTNYPAGGRDVVALARTRTVPEGV
QOAMTTVAGAAYDPYATWPRRLDTTGLAPSQTEPSNLQRTTSGGHLAPTRIGEQLMKAAFG
QTTRGLSNQIPSANSVVPYRERNQSESGQRERRDSFQKRDSFTRERQDSTGRERSGSSPP
NSLPYAQSPPNMEGPILFEAPELAEETLMDSEHNETVAKLTFVLALVETIIELAQKRSTP
LTQSISPQGRRDGGSEQVKFLSESQRRMEQLVLHVKALQLLSASLQLAKEEIKAGKLMPS
NTVKNILKEMNNHYHRCMGISKQLKSCNINDNELKSFSTTADKLIYNYAIEMCQTAALDE
LFGNPQECFRMYKNAQILLHALAHQAQHNKDKDMLNKYKEAVEKRLFSLOSQGLNYFQYE
N

>XP 011676911.1 PREDICTED: serine/threonine-protein kinase ULK2 isoform X1
[Strongylocentrotus purpuratus]
MEHIDEYEYNKKDIIGHGAFAIVFRGRERKRPDQTVAIKCINKKNLSKSQTFPEKEIEILKELHHGNVVS
LLHFKETTSSLFMVMEFCNGGDLADYLHIKGTLSEDTIRFFLGQIACAMKATHEKGIITHRDLKPONLLLS
HNSKHKVPHPNEIHLKIADFGFARFLEGDMMAATLCGSPLYMAPEVITSQHYDAKADLWSIGTIIFQCLT
GSAPFKAANPPELKKLYMKARTLDPNIPPGTSKALKDLLIRLLKRNQKDRIEFDKFFSHDFLGKNLKSTS
TSPMPVPSRTYSEFSSDSPGERRSLSVSPLSGHMPISSPEEPSPSSVGCGPRGYSISPLAAPPLISTDRPS
AAKGLQEKLRLSSGMGSSDLVEDDEVIVQPSIVSELSYETSGASINVQTTTDVITIRSNSSPIMSSSRGH
SAQPKSSTSPVSGRIMAAVVRRKLPSPSERPSSLPISSSPSTSPNTGRHRVSPKQSPSSLISPSRIHAQT
RHSYSSSGGSPIGSPSQRRRLLSPNQSPSLARHCILAQAGGVDNKPPSPVQVTGLSSPGSQYNPGVVHKE
YKFHASPTSPSPSPPHIPRVSTDPSMCSQGAGLYRGSSPQSQGSGTSPTNIPSPARRKLSSPARSSPQFF
TGPSSLPTIAGSPTKKGEFGNEITFTIGTHGISPSEPLNMPFAKSRRVRASSCCLEGDGQQDISDSPGRDA
LIPRSASSSRLSEPLCLKAAFDNLAMNPGSSIEGIPGAIAASPPMHPTSFFIGSQSRRNSVLTEGSPSSQ
GSLTFATSPPNMEGPISFVAPELPEETLLAAEHTETVDRLNVILGIVEAIVEVAKSRSVPLAESIYNQGS
SIFSNSQVCEFVSENYRLAEQLVLYTRSLELLNAALTMAKEEFSAARLKPSNAVRTVLOELNRVYHLCLIK
SROLCEGSPLOSLDIDLNSAMITADKLMYSYAIEQCQSAGMDEMFGNTQECLORYRTAQMLLHGLCLQAG
TDHDRNLLLKFKNALDQRLLFLERQQTPVTPMIGL

>XP 004946752.1 PREDICTED: serine/threonine-protein kinase ULK2 isoform X1
[Gallus gallus]
MEVVGDFEYSKKDLIGHGAFAVVFKGRHRKKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKILKELQHENIVA
LYDVQEMPSSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLOQIAAAMRILHSKGITHRDLKPONILLS
YASRRKSSVSGIRIKIADFGFARYLHSNMMAATLCGSPMYMAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVG
KPPFQANSPODLRMEFYEKNRNLIPSIPRETSTYLADLLLGLLORNQKDRMDFEAFFNHPFLDQISTVKKS
CPVPVPTYAGSVSGSSCGSSPSCRFASPPSLPDMQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASTSSKNSSCD
TDDEFVLVPHNISSDHSYDMPLGAAGRRASSEFLMCGGQSPLTISGSSGTVQKPSSTSSRSTASGTTNRHC
QPSVSPRSETAPIPVPTQLRNYQRIEQNLSSTASPVSNPHGSPRAGVVRRSNTSPMGEFMKMGSCSPIPGD
TAQGVGRRLSTGSSRPYSPSPLVGTIPEQLGHCCCGQLOGHESRSRNFAGSPIPPSQSPQSLLMGARLQS
APTLTDIYONKQKLRKOHSDPVCPSYAGYGYSHSPQPSRPGSLGTSPTKHMGSSPRSSDWLFKTPLPTII
GSPTKATTPFKIPKTQASSNLLALANRQGSIDAPLOQPKDITEPRDFSHFHSTQGSEKHAGEQHSKATEFGR
SVSTGKLSDQQVKTTLGGQLYQGSTDSLNTERPMDTAPAGAYGIAVAPPSMGSGASSRAVMETVGSPPSS
ATPPTCTHMVLRTRTTSVGSNSSGGSLCSTSGRVYMGSPPGIYMGSSPPGAEAAPSLKYMPYGTSPPSLE
GFITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNMMLTFTECVLDLTALRGGNPDLCTSAVSLYQIQESIVVDQIS
QLSKEWGQVEQLVLYMKAAQLLASSLHLAKAQVKLGKLNPSTAVKHVVKSLNERYKFCIGMCKKLTEKLN
REFFSDKQRFIDEINSVTAEKLIYSCAVEMVQSAALDEMFQQTEDITYRYHKAALLLEGLTKILQODPADIE
NVHKYKSSIERRLSALCCSTVAVYEQ

>XP 022286173.1 serine/threonine-protein kinase ULK2-like isoform X1
[Crassostrea virginica]
MEVVGDYEYSKKDLIGHGAFAVVEFKGRHRKRPNHVVAIKSITKKNLAKSONLLSKEIKILKELSDLHHEN
VVALLDCKETTNHVYLVMEYCNGGDLADYLOQAKGTLSEDTIAAFLROQIAAAMOVMNGKGIVHRDLKPQONT
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LLCHDGKPNTPSTEMRLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGSPMYMAPEVIMSLQYCAKADLWSIGTIVEQC
LTGKAPFQAQTPOQOLKHFYEKHAELKPNIPKDTSPELRDLLLKMLKRNAKDRIEFEDFFKHPFLKPPGQS
AAASSSPVPVPGRTSQGCSSESPTPPRCVSASPLSGKAEYSTPPSKVVOMVKQQEVAEAMQGSSHDEEFL
KVDKGPTPRSNSPTEHDEFVLVPGGMSDQSDGSDKGRVPSSEDLPGLGERAQPQVVRVEPQAGSVAFKKDT
VDVPSPSRPSSLPMQTONQSEPIPVPTQVKAYERIRSSSSPLSSPRKFGAVEVSPVDPAKLSSQNIKMSP
QPESKEFSAPDIGSEFSPPTGTLKFCVGTPPNVSTPWRRGSIGSSQGGAQYHPPSNASNSPSRRASMGSSPL
GEFNRNFTSPGSLPTILDASPHFELNQEPQITDNMPTVPVRAPFGOSKPKAIPESKGTKRYNPSEVDRVKV
NLMERCNTDPGAAGGLSMLSQOMKVAYMNQQOGLNQLEGQVMRYTSNEQLVSPNENTVOMDTQRSGSNLRR
TMSATTPPSNLMFAQSPPNMEGPVAFVAPGLAEETLMGDNHNEIMAKLSEFVNDLADCVMELAMAKGAPLN
TLSESVNWKQGEGPLQGEPMPKFIEAQRLLEQLVLYVRSLOQLLSSSLOQLARREIKDERLOQISNALKTLLK
OMNERYHRCVSVCKHIQQRLGITMONALTPQVVIATADKLIYNYATIEMCQTAALDELFGNPQECFKRYNT
AHILLHSLSQOARNSNDKQLLDKYKDAVERRLSHIQATONYYPQFEIS

3. ATG12

>MK069431 |Ubiquitin-like protein ATGl2 J[organism=Crassostrea gigas] mRNA,
complet cds

MSDDGNESRDSKNTETEEKSTPASPSHVAETKIDVLLKPAGDAPIMKKKK
WAVDRNKRIGWVGEFIKKYLKLTAQDSLFLYVNQSFAPTPDTEIGSIFDC

FGSDGKLVLHYCKTQAWG

>sp|094817|ATG12 HUMAN Ubiquitin-like protein ATG1l2 OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=ATGl2 PE=1 SVv=1
MAEEPQSVLQLPTSIAAGGEGLTDVSPETTTPEPPSSAAVSPGTEEPAGDTKKKIDILLK
AVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLIDFIKKFLKLVASEQLEFIYVNQSFAPSPDQEVGTLY
ECFGSDGKLVLHYCKSQAWG

>sp|Q9CQY1|ATG1l2 MOUSE Ubiquitin-like protein ATG12 0S=Mus musculus
0X=10090 GN=Atgl2 PE=1 Sv=1
MSEDSEVVLQLPSAPVGAGGESLPELSPETATPEPPSSAAVSPGTEEPPGDTKKKIDILL
KAVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLIDFIKKFLKLVASEQLFIYVNQSFAPSPDQEVGTL
YECFGSDGKLVLHYCKSQAWG

>sp |Q9VTUL |APG12 DROME Autophagy protein 12-like OS=Drosophila melanogaster
0X=7227 GN=Atgl2 PE=3 SV=3
MAETPESQAALSTSSSTPADKDGSKICILLNATGNVPIIKKRTWTVDPNKTVGWIQTEFTIH
KFLKLDASEQIFLYVNQTFAPAPDOQIIKNLYECHGTNGKLVLYYCKNQAWG

>tr|F1P145|F1P145 CHICK Ubiquitin-like protein ATG12 0S=Gallus gallus
0X=9031 GN=ATGl2 PE=3 SV=2
MAEAEEQAPVSPQOSEGRSGAGEEAPERTPESGASLGVGEPATSPAGSPGTEDPAGDAKKK
IDVLLKAVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLCDFIKKFLKLMASEQLFIYVNQSFAPSPDQ
EVGTLYECFGSDGKLVLHYCKSQAWG

>tr|Q109311Q10931 CAEEL Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Caenorhabditis
elegans 0X=6239 GN=1lgg-3 PE=1 Sv=1
METETATTPTGNTEPTAAASAEPPKSDKVTVRLRNIADAPVLKNKKMVVNPTDTVASFEFIL
KLRKLLNIQANNSLFLYIDNTFAPSPDTTFETLSRCYSVKITDKEILELQYSITPAYG

>tr |W4XIAQ|W4XIAO STRPU Ubiquitin-like protein ATGl2 OS=Strongylocentrotus
purpuratus 0X=7668 PE=3 SV=1
MAEAQSTTGAGDETADPGTONDQISKQTKEGDVVKKKSDKVDILLKATGSAPIMKKKKWA
VDANKKVAWVIDFIHKYLKCDPSQSLEFLYVNQAFAPAPDQETIRNLFECYGSDGRLILHYC

TSEAWG

>tr|F1Q9E0|F1Q9EO DANRE Ubiquitin-like protein ATGl2 OS=Danio rerio 0X=7955
GN=atgl2 PE=1 SV=1
MSDNAESPTENPKDEHSLQHAVTDHSESSDEKKKIDVLLKAVGDTPIMKTKKWSVERRRT
IQSLAQFISRFLKLEPSEQLFIYVNQSFAPSPDQEVGVLFECFGSDGKLVLHYCKSQAWG
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>tr |AOA1S3ILWO|AOALIS3ILWO LINUN Ubiquitin-like protein ATGl2 OS=Lingula
unguis 0X=7574 GN=LOC106165540 PE=3 SV=1
MSDEGGSESADLQGGYAVTLEDQSTQLSPVSEPANSPPSSGTASPAIKLKSGKVDVLLKA
TGDAPIMKKKKWAVDPSKKIGWIIEFIKKYIKAEPSESVFLYVNQSFAPAPDVEVGTVYD
CFGSDGKLVLHYCRTQAWG

>XP 022317492.1 ubiquitin-like protein ATGl2 isoform X1 [Crassostrea
virginica]

MSDDGNESRDSKNTETEEKSSPTSPSHAVESKIDVLLKPAGDAP IMKKKKWAVDRNKRIGWVGEFIKKYL
KLTAQDSVEFLYVNQSFAPTPDTEIGSVEDKVLQTSMKMTKITGGPWATSLT

4. ATGY9A

>MK069430 |autophagy-related protein 9A-like [organism=Crassostrea gigas]
mRNA, complet cds
MADYQTQYQPLASCEEDTDENDVPIHESANLMMHVVPESTRWNHIENLDD
FFTRVYHYHQRGGFVCMMVSDVLQLIQFIFVVGFSTFLLECVNYDILFAN
SKNDTHKVTIPEAVAPFGQCVQEFDFGITVCLLVAFAFWVFRLIKVLYNTI
FKYWEIRSFYLTALHITTTDLTNMTWHEVQRRLLEVQKEQQOMCIHKQELT
ELDIYHRILRFKNYMIAMERKSLLPFKHSIPLMGECAFYSIGLKYNLDFL
LEWGPWSPFENYWKLKDEFKIYHKRKQLAEELSKKILWIGIANFALSPLT
LLWQILYSFFRYADTLKREPSMLGSRRWSNYARLYLRHYNELDHEFDARL
NRGYRLANKYMDIFTSQLIVILAKNVAFFAGSVLAVLVVLTVIDEDVLAV
EHVLTTMTVAGLIVTACKVFIPDEHLVYCPEILMRNILAHVHYMPPDWSG
NAHTSKVRNEFSTIFFQYKVAYLFEELLSPLVTPIVLCFSLRHKSMEIVDF
FRNFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDNKMDDRDDEEEPQPSLRTNMETPD
QSPSQEGKIQMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLFINDIKEKANRNTTSLSIF
NPVTONMVMSSQGSLTGYLSGLOPSGAGALGESATDQYTSLASSIAIQSG
MYPQSTQVSMAPSVSGVHHRLRGAISTAEGPLERSIGGPVGTMQGSTSMI
GSGLGGYHSIGSSKPSVDEGSLELLSHDMSVSALYLHDFQSRKQRGQGQOM
GYENIEEMRARNLWQRODSNQGPVHAGMPNIQEKREEEEKDSGNTETIAK
SV

>sp|Q723C6|ATGSA HUMAN Autophagy-related protein 9A OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=ATGY9A PE=1 SV=3
MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLEFSRVYNLHQKNGET
CMLIGEIFELMQFLFVVAFTTFLVSCVDYDILFANKMVNHSLHPTEPVKVTLPDAFLPAQ
VCSARIQENGSLITILVIAGVEFWIHRLIKFIYNICCYWEIHSFYLHALRIPMSALPYCTW
QEVQARIVQTQKEHQICIHKRELTELDIYHRILRFONYMVALVNKSLLPLRFRLPGLGEA
VEFFTRGLKYNFELTILFWGPGSLFLNEWSLKAEYKRGGORLELAQRLSNRILWIGIANFLL
CPLILIWQILYAFFSYAEVLKREPGALGARCWSLYGRCYLRHFNELEHELOSRLNRGYKP
ASKYMNCFLSPLLTLLAKNGAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVTVTV
CRSFIPDQHMVFCPEQLLRVILAHTHYMPDHWQGNAHRSQTRDEFAQLFQYKAVFILEEL
LSPIVTPLILIFCLRPRALEIIDFFRNFTVEVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPOQWLSAGQT
EASVYQQOAEDGKTELSLMHFATITNPGWQPPRESTAFLGFLKEQVQRDGAAASLAQGGLLP
ENALFTSIQSLQOSESEPLSLIANVVAGSSCRGPPLPRDLQGSRHRAEVASALRSFEFSPLQP
GOAPTGRAHSTMTGSGVDARTASSGSSVWEGQLOSLVLSEYASTEMSLHALYMHQLHKQQ
AQAEPERHVWHRRESDESGESAPDEGGEGARAPQSTIPRSASYPCAAPRPGAPETTALHGG
FORRYGGITDPGTVPRVPSHESRLPLGGWAEDGQSASRHPEPVPEEGSEDELPPQVHKV

>sp|Q68FE2 |ATGSA MOUSE Autophagy-related protein 9A  0S=Mus musculus
0X=10090 GN=Atg9a PE=1 SV=1
MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLEFFSRVYNLHQKNGET
CMLIGEMFELMQFLEVVAFTTFLVSCVDYDILFANKMVNHSLHPTEPVKVTLPDAFLPAQ
VCSARIQENGSLITILVIAGVEFWIHRLIKFIYNICCYWEITHSFYLHALRIPMSALPYCTW
QEVQARIVQTQKEHQICIHKRELTELDIYHRILRFONYMVALVNKSLLPLRFRLPGLGEV
VFFTRGLKYNFELILFWGPGSLEFLNEWSLKAEYKRGGQRLELAQRLSNRILWIGIANEFLL
CPLILIWQILYAFFSYAEVLKREPGALGARCWSLYGRCYLRHFNELEHELOSRLNRGYKP
ASKYMNCFLSPLLTLLAKNGAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVTVTV
CRSFIPDQHMVFCPEQLLRVILAHIHYMPDHWQGVHLGGVAESHRHTPHSHLLPPPSGPG
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DHRLLPQLYGRGRGCGRHLLLCSDGRSPAWPSSVAVWRADRGLSVPASRGREDRVVAHAL
CHHQOSRLAAPS

>tr|F1QCA8|F1QCA8 DANRE Autophagy-related protein 9 OS=Danio rerio 0X=7955
GN=atg9a PE=3 SV=1
MAHFDTEYQRLEASYSDSPPGEENLLVHVPEGSKSPWHHIENLDLFFQRVYNLHQKNGET
CMLLGEIFELVQLVEVVAFTVFLANCVDYDILFANKEFVNHTDSLKVTLPDAFLPVDVCSA
RIRDSVPVIFILVISGVFWLHRLVKFIYNICCYWEIRSEFYINALKISMADLPYEFTWQEVQ
ARIVEIQKEHQICIHKKELSELDIYHRILRFKNYMVAMVNKSLLPVRFRLPVLGDTVFEYT
RGLKYNFELIFFWGPGSLFENEWSLKSEYKRGGNRLELADRLSSRILWIGIANLLLCPVI
LIWQILYAFFSYTEVIKREPGSLGARCWSLYGRFYLRHFNELDHELMSRLSKGYKASSKY
MNCEFMSPLLTVVAKNVAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLSSITLLGVCITVCRSF
IPDKHMVFCPEQLLKVILAHIHYMPDHWQGNAHRYETRDEFAQLFQYKAVFILEELLSPV
ITPFILIFCLRRKSLEIIDFFRNFTVDVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPAWMSAGKTEAST
YOQAEDGKTELSLMHFAITNPHWQPPRESTHFISLLKEKVHRDAAVGQQGITAENAGETS
THSLEHNDSEPRSLIANLLMGPPSLASLHLGREGSINHVSIGVSEGASALRSLSPVSTSLH
LRGSYPSARLPRSDHPAVVAGRGMAGSGTDARTISSGSSAWEGQLTSMILSEYASTEMST
HALYMHEMHKQQSRGELSRHTWHRQESDESSESVNEDVEAARNFPRSSTFPCTTTSHQEG
AAAQOSGSQRRQGGTSDPSSGSFRVQRTPRMAMGGWSEENQTSRHHDPVPEEGSEDELPP
HIHKVT

>tr |AOAOB4KF86|AOAOB4KF86 DROME Autophagy-related protein 9 OS=Drosophila
melanogaster 0X=7227 GN=Atg9 PE=1 SV=1
MSSPHINYRSLAEEAASPFLEHHPSTGQGPSKTQDAKANAAAAHLDPLGEHGLEQPLDEH
DTEHEGEDTPRNSGVMIHMVPETGRARWNHIEDLDSFFSRMYQYQQKHGFTVIVVDEMLQ
VLEFGFVVWLLAFVMHCVRFDVLFGDTPPGGLNPNKTTLSDVMYPTGECLANFTWVTYLV
VEFIAAIYLGIRLLKMVYHITQYADIKREFYNSALHIEDSDLDNEFTWHEVQQRIRRVQAEQH
MCIDKESLTELDIYHRVLREFKNYLVALMNKQLLPVRFHIPLYGEVVSLSRGMLENIDFIL
FRGPGSPFONNWQLRDEFAVRSNQTELAQRLSKLILGVALLNLVLAPVIFVWQLIYFEFSFES
YANILRKEPGALGLRTWSNYGRLYLRHFNELDHELDARLNRAYDYADRYLNSFSSPLAAV
IAKNLLFISGGLLLLILALGIYEEHVFQVEHLLAILAGLGAIGVVCRTLIPDENLVWCPE
QLMTAILAHVHYLPSEWRQQOAHTTKVRQEFSNFFQFKAGYLLSEIFSPEVTPEFVLIFVFER
PKATELVRFFRTFTVSVRGVGNVCSFAQMDVRKHGNPDWQLTSELEEMTRATAQQPQQEP
QOQSLAGGKTEMSLLRFTLNNPEWOMPKEAKQFLRGVREHAVGELVQAKTSMVQENPLTN
SLISFGTMGADYCSIANSVLTAQVTPOQLEISQSLRPGLGPVSGGFPVAASDEFROMLQON
LSASVGPLDSMRRLRLSRAEGRLEGPTDTLLYGLCGVDPRVGSTPLNVGVADMCLSALYL
HELNQQKRQARQSRIDEAEDERPGTSHWPPRPPAAPSADTGEFGSRHTVITSKAAESTPLL
GSIRSXQRPEWI

>tr |E1BVB2 |E1BVB2 CHICK Autophagy-related protein 9 0S=Gallus gallus
0X=9031 GN=ATGY9A PE=3 SV=2
MAHLETQYQRLESSSTESPPGGGDLLVHVPEGAKSPWHHIENLDLFEFSRVYNLHOQKNGET
CMLIGEIFELMQFIFVVAFTTFLISCVDYDILFANKAVNHSQHPSEPIKVTLPDAFLPPN
VCSARIQANSFLICILVIAGVEFWIHRLVKFIYNICCYWEIHSEFYINALRIPMSNLPYYTW
QEVQARIVOIQKEHQICIHKKELTELDIYHRILRFKNYMVAMVNKSLLPIRFRLPLLGDT
VEYTRGLKYNFELIFFWGPGSLFENEWSLKAEYKRAGNRLELAEKLSTRILWIGIANFLL
CPLILIWQILYAFFSYTEILKREPGSLGARCWSLYGRCYLRHFNELDHELQSRLSKGYKP
ASKYMNCFISPLLTIVAKNVAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVGITV
CRSFIPDQHLVFCPEQLLRVILAHTHYMPDHWOGNAHRYETRDEFAQLFQYKAVEFILEEL
LSPITITPLILIICLRPKSLDIVDFFRNFTVEVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPAWMSAGKT
EASTIYQQAEDGKTELSLMHFAITNPKWOPPRESTAFIGFLKERVHRDSSVALAQQAVLPE
NALFSSIQSLOSESEPHSLIANVIAGSSVLGFHMGRDGQASRHLSEVASALRSEFSPLQOSA
QOPSGGFQTAGSSAMTASGADARTMSSGSSAWEGQLOQSMILSEYASTEMSLHALYMHELH
KOHAQLEPERHTWHRRESDESGESTHEELDAQRGAPVPLPRSASYPEFSSRQPAEETATLQ
TGFQRRYGGITDPGTVHRAPSHEFSRLPLGGWAEDGQOQSARHPEPVPEESSEDELPPQIHKV

>tr|Q3T903|Q3TS03 CAEEL  Autophagy-related protein 9 OS=Caenorhabditis
elegans 0X=6239 GN=atg9 PE=2 Sv=1
MAETONLLOQKIDNSSINLIFFQKKTHOMENSQSKRAYQQIDDDEFDDEVLRNSTCTSREMQ
GWGSSTRSLLEFGGASNDEQRNLIASSSSHHSYHDSPAEEPPETHYEQFTATHNHGPPTMA
SSSQLNSRRWDHVLNLDEFFTHIYEYHONGGYLCIVLQKVFSLLOQFIFVMSETTEFETQCV
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NYQFLFANTNVTSHGTVNQGKRHEFGDAVVDNCPAHISIWMIFAILAAIVYWITRVIKHAQ
YIMKMSEIQQFYAHELKIADDQLPNLTWHAIVKRICEAQKKLRLSIHODNITSIYIYHRI
LRYKNYMTGMINKRILHPVFDVPFLGPIAYLPNNLKHEIERILFTSSTSAWTNGPNLREE
YKHHEQLDMAAKKMKEDVINLFLQILRISVARPDASTAPIPDYGIVLLTDGAHKKTTRWA
WNEKIQYLLRHEFNELDHELSARLNRSHIYAAAYMDQFFSPVLEIAAKNITFIAAAVEGVL
TILSAWDEDVLQVEHVITVLTICGIVVLVCRGMIPDENLVWQPEILMTHVTSELHYLPST
WKGKAHTTGVRHEFDQLEFQOMKWMEFVLELTSPIFTPEVLLEWLRPRCSQLANFFHDYTER
VDGLGDVCSFAVMDVGKHGDPKWNHIKELKAIVEDQEDQQQAQSVVTSLNRARDGKTELS
ILHFKTTNPEWQPPKASEKFLRKFRNRLGQEASMLAPLTSMHLGQOMDRQOQOQOGKIGRNI
LLESVHSIVPTTSGGISASQVAPGRHPLIGDGLHRIDGPVGNAFQGIQGAKLGSGGVLAS
LYQEQPRAAESLSNSLRASGVDIDGAGAEMRINALFLRGLHDESITHSSSRNYGGTTSSFE
NMHPTAMQSVEFAMPDGFGQPAPAVESSLIDIETPTYHRESVORSAAEHKMEHETPEPLAE
LPDLPGPSSSEHQORSRLVPNTQHRQINEEEEEEEEEDNTPPLSESS

>tr |AOA087ZP33|A0A087ZP33 APIME Autophagy-related protein 9 O0S=Apis

mellifera O0X=7460 GN=Atg9 PE=3 SV=1
MKRETVITCVEPNRRAKTMTTVLDGSYQRMEPYDGEEEDGEDDDEHEETPQESGVMIHVV
PEGNKARWNHVEDLDSFFTRMYHYHQKHGFACMILQEALELGQFIFVVTEFSTFLFHCINY
SLLFKNGKERKISISDVILSKSECIASMGLITWICILVAATIFWILRLVKVLYHCTQFWDI
KLFEFNTALKIEDCDLDNLTWHEIQKRVREVQKEQEMCIHKRELTELDIYHRILRFKNYMV
AMINKSLLPIRLKVPIIGEITIFLTRGLKYNMELLLFWGPWSPFENNWHLKEDYKKLNKRQ
ELARALSKHILWVGIVNFLLCPLILLWQILYSFFNYGEIIKREPGTLGTRMWSLYGRLYL
RHEFNELDHELNARLNRAYRPASKYMSMEFTSPIMTVIAKNVAEFVAGSILAVLLILTVYDED
VLTVEHVLTTITILGAIVAGARAFIPDENLVWCPETLLTAVLAHTHYRPDSWRGHAHTQT
TRAEVAQLFQYRAVHLLEELISPLITPFILCFRMRQRALDIVDFYRNFTIEVTGVGDVCS
FAQMDVRKHGNPMWQTATQIPVQODRAAKYDNQYATDPEKLQIPISDQYTQAEDGKTELSL
IHFTLTNPEWKPPSHAENFVTALRERVKKDVHGGGHEINPLLASLNSLSGLGPGYNDIIS
NITRSTMINQASGPSTSTMEFTNQPCTTSVCTSGNEMLNMKSDIFPHAVQCGLSKAEGPVH
NEKGLLYGLQQEISNQSLGASVFVSSHEFSTDLSIPVELTIAADMSLSTLYLHELHHRQVR
RRGYQELAMRSVWQRSPVQELATLPEVRQERAPLLLHODSSIRNNREFKYNLNTRLDST

>tr|AOA1S3JCO3|AOA1S3JCO3 LINUN Autophagy-related protein 9 0OS=Lingula

unguis 0OX=7574 GN=LOC1l06171792 PE=3 SvV=1
MSEFTTSYQPLPASGYEEDEVDTPHMETDVLIHVVPEESSKSRWNHIENLDEFFARVYQY
HORNGFFCMVLEDVLQLLOQFVEFVILEFSSYLIECVKYDVVFDEIYRNNTHGHHKVTIAESV
IPLDQCVSSVRPFVAICLLVAAVEFWVLRLIKVVYNVLKYWEIRAFYLTALKISADELPNL
TWHEVQKRVVEVQQEQOMCIHKKELTELDIYNRILRFKNYQVAMVNKSLLPLKYRIPEVG
DYVFLSTGLKYNLEMILFWGPWAPFENYWHLKODFKNYHKRKELADYVSQRILWLGLANL
ILSPLIFLWQILYSFFRYAEIIKROPGSLGARRWSLYGRLYLRHFNELDHEFEARLNRGY
KPAEEYMNIFTSPVLVILAKNVVFFAGAVLAVLIILTLIDEDTLQVENILRMMTILGAVV
AVCRAVIPAEHMVFCPEFLMTHILKEVHYIPDSWKGNAHTHKVRQEFAQLFQYKALYLLE
ELISPLVTPLILCEFSIRHKAYDIVDEYRNFTVEVTGVGDVCSFAQMDIRKHGNPQWVKEE
QTOADLYHQAEDGKAELSLMHFALTNPEWKPPENCSVEFLNDIKDQAVNDANAAVVAPGDN
ALFTSLHTFSALSPGVYNSINISSVVPGPSGMASAHHSMRPLGTVPGPMSPPGGSHLRGA
GVAHAEGPLOGSGKGILASLHSSGALSGSATGLGSGPTSLDTGHFLSSEVSQELSSAEMS
FSALYIHELHRRRROQGQHRLEYLDFDGRPHVELQELGTRLTFDLDPMPGHGGVRGHMSNI
VESPQEEKSEEEMSNEDAITEVSEFDERVTKST

>XP 022310215.1 autophagy-related protein 9A-like isoform X1 [Crassostrea

virginica]

MSGAAMADYQTQYQALGSCDEDDTDETDAPTHESANLMIHVVPESTRWNHIENLDDEFFTRVYHYHQORGGE
LCMMVSDVLQLVQFLFVVGFSTFLLECVNYDILFANSKNDTHKVTISEAVTPFGQCVQEFDFGITVCLLV
ALAFWIFRTIKVLYNIFKYSEIRSFYLTALHISTAELSNMTWHEVQRRLLEVOKEQOMCIHKQELTELDI
YHRILRFKNYMIAMERKSLLPLKHQVPCLGECAFYSIGLKYNLDFLLEFWGPWSPFENYWKLKDEYKVYHK
RKQLADELSKKILWIGVANFALSPLILLWQILYSFFRYADTLKREPSMLGSRRWSNYARLYLRHYNELDH
EFDARLNRGYRLANKYMDIFTSELIVILAKNVAFFAGSVLAVLVVLTVIDEDVLAVEHVLTTMTVAGLIV
TACKVFIPDEHLVYCPEILMRNILAHVHYMPPDWTGNAHTSKVRNEFSMFFQYKVAYLFEELLSPIITPL
ILCFYLRHKSMEIVDFFRNFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDKKTGEVEQEEEEDPEPSLRTNMFTPVQS
PSOEGKIEMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLEFLNDVKEKAQRNTASLSIFHPVTONMVNSSQGSLTGYLSGL
QOPSGAGGLGESSTEQYTSLASSIAIQSGMYPOSTQVSMAPSVSGVHHRLRGAISTAEGPLERSVSGNLGT
LTNMQOASSTASMVGSGVMGYHSLGSNKPSVDEGSLELMSQDMSVSALYLHDLOSRRORGOGHLGYENLED
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Caractérisation de la voie de I’autophagie chez I’huitre creuse Crassostrea gigas en
réponse a une infection par le virus OsHV-1

Résumé :

Les importantes mortalités observées sur le naissain de ’huitre creuse, Crassostrea gigas, ont fortement affecté
I’économie aquacole de plusieurs pays dans le monde. Les causes de ces mortalités sont complexes, mais un
agent viral appartenant a la famille des herpésvirus, appelé ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1), a été identifié
comme étant le principal facteur responsable de ces mortalités. Les moyens disponibles pour lutter contre le
virus OsHV-1 restent limités et une meilleure connaissance des interactions entre 1’huitre creuse et le virus est
nécessaire. Récemment, les résultats de plusieurs études et la caractérisation du génome de C. gigas ont
démontré 1’existence potentielle chez cette espéce de plusieurs voies antivirales connues chez les mammiferes.
La voie de I’autophagie est impliquée dans de nombreux processus cellulaires dont la défense immunitaire. Cette
voie serait fonctionnelle dans le manteau de C. gigas et impliquée dans la réponse de I’huitre creuse a différentes
pathologies incluant les infections virales. Dans le cadre de la thése, un travail a été réalisé afin d’approfondir les
connaissances sur le mécanisme de 1’autophagie chez C. gigas et sur sa régulation au cours d’une infection par le
virus OsHV-1. Ces travaux de these ont permis de mettre en évidence une forte conservation de la voie de
I’autophagie au niveau moléculaire. Pour la premiere fois chez C. gigas, il a été observé des structures
autophagiques chez les hémocytes. Ce résultat a permis de développer de nouvelles approches afin de détecter et
suivre la régulation de I’autophagie chez I’huitre creuse. Un suivi de 1’autophagie au cours d’une infection par le
virus OsHV-1 a montré une réplication virale suivie d’une modulation de I’autophagie dans le manteau et dans
I’hémolymphe. Enfin, il a ét¢ montré une régulation différentielle de 1’autophagie au niveau transcriptiomique
dans le manteau et dans 1’hémolymphe.

Mots clés: autophagie, OsHV-1, Crassostrea gigas, huitre creuse

Study of the autophagy pathway in the Pacific oyster, Crassostrea gigas, in response to
an infection by the virus OsHV-1

Sumary :

Mortality outbreaks of young Pacific oysters, Crassostrea gigas, have seriously affected the aquaculture
economy in several countries around the world. Although the causes for these mortalities outbreaks are complex,
a viral agent was identified as the main factor, the ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1). The mean to fight against the
virus remains limited and Pacific oyster/virus interactions need to be further investigated. Recently, the results of
several studies and the C. gigas genome sequencing have demonstrated the potential existence of several known
mammals’ antiviral pathways in the Pacific oyster. The autophagy pathway is involved in many cellular
processes including immune defense. This pathway seems to be functional in the mantle of C. gigas and involve
in the response of the Pacific oyster to several pathologies including viral diseases. As part of this Phd work was
to improve knowledge about the autophagy pathway mechanism in C. gigas and to decipher it modulation during
the process of an infection by the virus OsHV-1. This work has highlighted a strong conservation of the pathway
of autophagy at the molecular level. For the first time in C. gigas, autophagic structures were observed in
haemocytes. This result has allowed to development new approaches to detect and monitor the regulation of
autophagy in Pacific oyster. A monitoring of autophagy during an infection by the virus OsHV -1 showed that the
viral replication is followed by a modulation of autophagy in the mantle and in haemolymph. Finally, a
differential regulation of the autophagy pathway at the transcriptomic level in the mantle and haemolymph has
been shown.

Keywords: autophagy, OsHV-1, Crassostrea gigas, Pacific oyster
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