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L’huître creuse, Crassostrea gigas, est l’espèce ostréicole majoritairement cultivée dans le 

monde (FAO 2018a). Originaire du Japon, cette espèce 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’huîtres creuses 

(98,9%) (FAO 2018a). Pourtant, C. gigas n’a pas toujours été la principale espèce d’huître 

cultivée dans ce pays et la part importante qu’occupe sa production est liée à la fragilité des 

stocks ostréicoles nationaux et à l’apparition de maladies au cours de l’histoire de cette filière 

de production. 

Dans les années 1700, les ressources marines étaient supposées inépuisables et les populations 

sans grandes ressources alimentaires consommaient directement l’huître endémique des côtes 

Européennes, Ostrea edulis (aussi appelée huître plate) à partir des bancs sauvages existant 

sur le littoral français. 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’huîtres et la réalisation d’une production contrôlée de cette espèce (Vidal 

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

L’histoire de l’ostréiculture est également liée à l’apparition de maladies. En effet, O. edulis 

était l’espèce majoritairement produite jusque dans les années 1920, période à laquelle elle a 

été touchée par des premiers épisodes de mortalité massive qui provoquèrent 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 espèce reste très 

réduite en France (de l’ordre de 1500 à 2000 tonnes par an). L’huître portugaise, Crassostrea 

angulata, a été importée en France dès 1860 à la suite d’une pénurie de naissain d’O. edulis 

(Goulletquer et Heral 1997). C. angulata a disparu des côtes françaises. A la fin de l’année 

1969 et au début des années 70, deux épisodes de mortalités associés à la détection de virus de 

type iridovirus (Comps 1988) ont été incriminés dans la disparition de C. angulata. Afin 

d’assurer la pérennité de l’activité ostréicole française, l’huître creuse, C. gigas, fut introduite 

à la fin des années 1960 et au début des années 1970 à 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 l’huître creuse entraînant de lourdes pertes économiques (Garcia et al. 2011). 

L’un des agents majeurs responsables d’épisodes de mortalité massive rapportés chez cette 

espèce est un virus appartenant à l’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 à 90%) chez C. gigas au stade larvaire au sein d’écloseries à partir de 1991, puis 

au stade naissain sur l’estran aussi bien pour des animaux issus de captage naturel que pour 

des huîtres produites en écloseries à partir de 1993 (Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994a; 

Renault et al. 1994b). En 2008, des épisodes de mortalité massive (entre 40 à 100% suivant le 

bassin ostréicole touché) ont affecté l’huître creuse au stade naissain et juvénile au niveau de 

l’ensemble des bassins ostréicoles français (Segarra et al. 2010). Ces épisodes de mortalité ont 

été associés à la détection d’un génotype d’OsHV-1 particulier, appelé µVar (Segarra et al. 

2010). 

 

Figure 1. Tonnage de la production française de l’huître creuse, C. gigas de 1971 à 2016 associé aux 

principaux évènements de mortalités (d'après FAO, 2018a). 

Les moyens de lutte disponibles pour diminuer l’impact des maladies infectieuses restent 

limités chez les mollusques bivalves marins. Les huîtres ne possèdent pas de système 

immunitaire adaptatif comme les vertébrés, et la vaccination au sens conventionnel du terme 

ne peut donc pas être envisagée pour lutter contre les maladies. De plus, l’environnement 

marin ouvert dans lequel vivent ces animaux les expose directement aux organismes 

pathogènes et aucun moyen de lutte par traitement ne peut être mis en œuvre 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 à développer des 

programmes d’amélioration génétique. Les études menées ont démontré la possibilité 
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d’améliorer le taux de survie des huîtres creuses aux stades adultes, larvaires, juvéniles 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 à acquérir des connaissances sur les 

interactions hôte/organisme pathogène. Ces dernières années, des travaux réalisés ont permis 

d’améliorer les connaissances concernant les mécanismes impliqués dans la 

résistance/tolérance de l’huître creuse à 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 séquençage de son génome en 2012 (Zhang et al. 

2012) a ouvert de nouvelles possibilités pour étudier les mécanismes immunitaires présents 

chez l’huître creuse et leurs implications en réponse à cet herpèsvirus. L’ensemble de ces 

découvertes ont permis de réaliser des approches RNAseq ou de PCR en temps réel 

permettant d’identifier et d’étudier la régulation de certains gènes impliqués dans le système 

immunitaire de l’huître creuse. Ces différentes études et le séquençage du génome ont permis 

de démontrer que plusieurs voies antivirales connues chez les mammifères existaient 

potentiellement chez l’huître 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, l’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 

études suggèrent que la voie de l’autophagie existe et pourrait être fonctionnelle chez les 

mollusques marins.  

L’une des formes majeure de l’autophagie appelée la macro-autophagie (que nous appellerons 

par la suite autophagie) est un processus très conservé de la levure jusqu’à l’homme (Levine 

et Deretic 2007). Ce processus repose sur la dégradation de portions de cytoplasme à 

l’intérieur de lysosomes par l’intermédiaire de vésicules à double membrane (Joubert et 

Albert, 2013). Cette voie est connue pour jouer un rôle 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 jeûne, la mort cellulaire, le développement embryonnaire et 

les défenses immunitaires (Mizushima 2005; Mizushima 2007; Levine et Kroemer 2008; 

Mizushima et Levine 2010). En effet, l’autophagie permet de limiter la réplication et/ou 
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l’infection de différents organismes pathogènes viraux, bactériens et parasitaires (Deretic 

2006; Schmid et Münz 2007).  

Chez C. gigas, plusieurs gènes de la voie de l’autophagie ont été identifiés et ce processus 

apparaît impliqué au cours d’une infection par le virus OsHV-1. En effet, ce mécanisme est 

activé dans le manteau de l’huître creuse 20 heures post-infection par le virus (Moreau et al. 

2015). Cependant dans cette étude, l’ensemble des gènes constituants la voie de l’autophagie 

n’a pas été recherché et ce processus a été étudié au sein d’un seul tissu à un moment au cours 

de l’infection par le virus OsHV-1. De plus, cette voie n’a pas été analysée dans sa globalité 

au travers de l’utilisation de plusieurs approches complémentaires au niveau cellulaire et 

moléculaire. 

Il est apparu d’intérêt d’approfondir les connaissances sur le mécanisme de la voie de 

l’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 à deux objectifs :  

 caractériser précisément au niveau cellulaire et moléculaire la voie de l’autophagie 

chez l’huître creuse ; 

 déterminer le rôle de la voie de l’autophagie chez l’huître creuse en réponse à 

l’infection par le virus OsHV-1. 

Ces nouveaux éléments permettrons de mieux appréhender les interactions entre le virus et 

l’huître creuse et de déterminer dans quelle mesure cette voie est impliquée dans la réponse à 

l’infection par le virus OsHV-1.  

Ce travail de thèse est organisé en trois chapitres. 

Le premier chapitre présente un état de l’art traitant du modèle d’étude, l’huître creuse et de 

l’organisme pathogène étudié, le virus OsHV-1. Dans un second temps, le système 

immunitaire de l’huître creuse est décrit. La voie de l’autophagie est présentée de manière 

générale et ses interactions avec les virus sont développées. Enfin, cette synthèse 

bibliographique se termine par un état des connaissances concernant l’autophagie chez les 

mollusques bivalves. 

Les résultats présentés dans le second chapitre visent à mieux comprendre le fonctionnement 

de l’autophagie chez l’huître creuse par l’utilisation d’approches aux niveaux cellulaire, 

moléculaire et protéique. Dans une première partie, nous avons suivi la modulation de la voie 

de l’autophagie au sein de cellules clés du système immunitaire de l’huître creuse (les 

hémocytes) par le biais de méthodes cellulaires. Dans un second temps, une caractérisation 
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des gènes constituants la voie de l’autophagie a été réalisé et les tissus de l’huître creuse au 

sein desquels l’autophagie est présente de manière constitutive ont été identifiés par le biais 

d’approches moléculaires. 

Le troisième chapitre étudie la part jouée par l’autophagie dans la réponse immunitaire de 

l’huître creuse au cours d’une infection par le virus OsHV-1. Pour cela, des huîtres 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 

l’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 à l’infection 

virale (l’hémolymphe et le manteau) au cours d’une cinétique de temps. En parallèle 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 proposées à l’issue de ce travail de thèse. 
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1. L’huître creuse, Crassostrea gigas 

1.1. Production ostréicole 

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’huîtres (toutes espèces confondues) le plus important était la Chine. Les 

trois autres principaux pays producteurs de l’huître 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 à  573 617 t, représentant une valeur marchande de 1,1 

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

En France, C. gigas est l’espèce de mollusque représentant le plus grand intérêt économique. 

En effet, sur 124 900 tonnes de mollusques produites en France en 2016, 51% était représenté 

par l’huître creuse. Ce mollusque bivalve représentait à lui seul un chiffre d’affaire d’environ 

360 millions d’USD. Entre 2001 et 2012, la production de cette espèce a diminué de 26% en 

raison des phénomènes de mortalités massives ayant impacté le naissain depuis 2008 

(Ministère de l’agriculture et de l’alimentation-agreste 2014) (Figure 2). Malgré cela, l’huître 

creuse est toujours restée l’espèce majoritairement produite au niveau national et la France 

reste le principal pays européen producteur d’huîtres creuses devant l’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 à des 

fins de culture. Occasionnellement des transferts d’animaux sont réalisés principalement avec 

l’Italie et l’Irlande (Muehlbauer et al. 2014). L’activité conchylicole est répartie sur tout le 

littoral français, cependant la production d’huîtres 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 à elle seule 37% du chiffre d’affaire (hors taxes) de 

la conchyliculture française et regroupe 38% des entreprises françaises de conchyliculture 

(AcclimaTerra et Le Treut 2018). La production d’huîtres 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 ; Ministère de l’agriculture et de 

l’alimentation-agreste 2014). De plus, l’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 Française de C. gigas est initiée majoritairement à 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 à l’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. 

 

Figure 2. Evolution de la production conchylicole nationale entre 2001 et 2012 et répartition de la 

production d’huîtres creuses par région conchylicole en 2012 (Ministère de l’agriculture et de 

l’alimentation-agreste 2014). 

1.2. Biologie et cycle de vie de C. gigas 

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

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

- Règne : Animal, Invertébrés 

- 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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- Espèce : 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 à 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 à l’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 gènes séquencés, 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 à parler de 

l’huître creuse sous le nom de Crassostrea gigas. 

Cette espèce est communément appelée huître creuse, huître japonaise ou huître 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 charnière. 

L’huître creuse possède 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’huître creuse possède des branchies jouant un rôle dans la respiration et 

dans la nutrition (Figure 3). En effet, au-delà de permettre un approvisionnement en éléments 

nutritifs et en oxygène, les cils branchiaux latéraux génèrent un courant d’eau de mer inhalant. 

Les particules en suspension dans cette eau de mer sont retenues par les cils branchiaux et 

dirigées vers les palpes labiaux afin que seules les particules sélectionnées soient ingérées 

(Figure 3). Les autres sont rejetées sous forme de pseudofèces. Le système digestif est 

constitué par un court œsophage, 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 système circulatoire de l’huître creuse est dit semi-ouvert. Le fluide circulant incolore, 

appelé hémolymphe, est présent dans les vaisseaux et baigne également les différents tissus. 

Ce système est composé d’un cœur (comprenant un ventricule et deux oreillettes), d’artères et 

de sinus (Figure 3). L’hémolymphe est transportée jusqu’aux branchies pour être oxygénée. 

Dans ce fluide, se trouvent notamment les hémocytes qui sont les principaux effecteurs de 

l’immunité de l’huître creuse lors d’une infection. Le muscle adducteur est le seul muscle 

squelettique de l’huître creuse (Figure 3). Il est capable de modifier l’ouverture valvaire.  

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

Chez l’huître creuse, l’hermaphrodisme successif est dit à tendance protandrique (mâle la 

première année, puis changement de sexe) (Buroker 1983). La gamétogenèse débute au 

printemps lorsque les conditions environnementales sont favorables. Durant l’été, la 

maturation et l’émission des gamètes sont possibles uniquement si le seuil de température dit 

« température critique de ponte » est dépassé. La fécondation est externe puisque les gamètes 

des deux sexes sont expulsés dans l’eau de mer (Figure 4). Un individu peut émettre plusieurs 

dizaines de millions de gamètes mâles ou femelles. En général, le nombre de gamètes mâles 

émis est toujours supérieur au nombre de gamètes femelles. Le développement passe par une 

phase larvaire planctonique (Figure 4). Après la fécondation, le développement embryonnaire 

a été largement étudié chez l’huître creuse (Gerard et al. 1995). Les divisions cellulaires sont 

rapides et aboutissent à la formation d’un embryon de type morula (après 2 h), blastula (après 

3 h) et gastrula (après 6 h). Puis, 12 h après fécondation, une larve trochophore est formée 

pour donner à 24 heures une larve en forme de D (Figure 4). Après une période de 22 jours 

post-fécondation, la larve appelée pédivéligère atteint une taille d’environ 200 μm et 

développe un pied participant à 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 l’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 après 18 mois le terme d’adulte est utilisé (Figure 4).  

Elle passera ensuite le reste de sa vie fixée au substrat sans autre modification qu’une 

augmentation de taille. 

 

Figure 4. Cycle de reproduction de l’huître 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 

véligère, (9) larve pédivéligère, (10) naissain, (11) adulte (d'après Tirapé et al. 2007). 

1.3. Génome de l’huître creuse 

L’apparition du séquençage haut débit aussi appelé next-generation sequencing (NGS) dans 

les années 2000, a facilité et permis le séquençage 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 l’escargot de mer, Lottia gigantea (Simakov et al. 2013) et de l’huître creuse, 

Crassostrea gigas (Zhang et al. 2012). Le génome de l’huître creuse a été publié en 2012 

(Zhang et al. 2012). Au sein de celui-ci, 28 027 gènes prédictifs ont été identifiés et des 

séquences répétitives ont été détectées en abondance. Cependant, un nombre important de ces 

répétitions (62%) ne peuvent être assignées à des catégories fonctionnelles connues.  

Ces observations montrent qu’il manque des informations génomiques chez les mollusques.  
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Le génome présente également un polymorphisme élevé et un grand nombre d’éléments 

transposables actifs. Le mode de vie sessile de l’huître creuse ainsi que l’environnement 

intertidal dans lequel elle vit, serait à l’origine de l’existence d’un nombre important de gènes 

impliqués dans des voies de défense de l’hôte contre les stress biotiques et abiotiques.  

C’est notamment le cas des gènes codant pour les Heat Shock Proteins (HSP) et les 

inhibiteurs d’apoptose (IAP). Le séquençage du génome de l’huître creuse et les données 

détaillées du transcriptome fournissent des ressources précieuses pour étudier la biologie des 

mollusques, l’évolution des lophotrochozoaires et l’amélioration génétique des huîtres. 

1.4. Episodes de mortalités massives chez C. gigas 

En France, l’huître creuse est affectée par plusieurs maladies dues à différents organismes 

pathogènes 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 à la présence de bactéries du genre Vibrio (Travers et al. 

2015; Barbosa Solomieu et al. 2015). Plusieurs clades (comme Splendidus et Harveyi) ou 

espèces (Vibrio aestuarianus, Vibrio tubiashii, Vibrio coralliilyticus et Vibrio tapetis) sont 

associés à ces évènements de mortalité observés chez C. gigas. Depuis 2001, des mortalités 

ont été rapportées en France sur des huîtres 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 l’Ifremer a montré une augmentation du nombre de 

cas de mortalité d’huîtres creuses adultes associés à 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 espèce, il a été mis en évidence plusieurs souches présentant des degrés de 

virulence variables conduisant à des mortalités plus ou moins importantes (Goudenège et al. 

2015). 

Le virus OsHV-1 (Davison et al. 2005) est également associé à de nombreux évènements de 

mortalité chez plusieurs espèces de mollusques dans le monde dont fait partie C. gigas (Arzul 

et al. 2017). Au début des années 1990, des premières 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 à transmission ont montré la 

présence de particules virales présentant les caractéristiques morphologiques partagées par les 

herpèsvirus (Renault et al. 1994a; Renault et al. 1994b). Des mortalités ont par la suite été 

observées sur du naissain le long des côtes françaises, associées à la détection de particules 

virales de type herpès. Ce virus a été appelé Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) (Hine et al. 

1992; Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994b). Depuis 2008, l’émergence d’un nouveau 

génotype appelé OsHV-1 µVar, a conduit à l’apparition de mortalités massives sur l’ensemble 

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

2. Le virus ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) 

2.1. Origine et structure du virus OsHV-1 

Plus de cent cinquante herpèsvirus ont été identifiés et isolés principalement à partir 

d’organismes vertébrés et de quelques invertébrés (Smith et Whitley 2017). La première 

détection d’une infection par un virus de type herpès chez un mollusque (Crassostrea 

virginica) a été observée aux Etats-Unis en 1972 (Farley et al. 1972). En France, le premier 

virus de type herpès identifié a été associé à des mortalités observées aux stades naissain et 

larvaire chez l’huître creuse, C. gigas (Nicolas et al. 1992; Renault et al. 1994a; Renault et al. 

1994b). Ce virus a provoqué des mortalités chez d’autres espèces 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), l’huître plate Ostrea edulis (Comps et Cochennec 1993; 

Renault et al. 2000; Arzul et al. 2001c; Arzul et al. 2001b), l’huître Portugaise Crassostrea 

angulata et l’huître plate Australienne Ostrea angasi (Hine et Thorne 1997). 

A partir de larves de C. gigas infectées issues d’une écloserie française 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 herpèsvirus. Des analyses complémentaires menées aux 

niveaux moléculaire et morphologique ont mis en évidence la présence de caractéristiques 

spécifiques aux herpèsvirus (Davison et al. 2005) et de proposer son identification comme 

Ostreid herpesvirus type 1 (OsHV-1). Parmi les critères morphologiques spécifiques aux 
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herpèsvirus identifiés chez OsHV-1, il a été démontré la présence d’une capside, d’un 

tégument, d’une enveloppe présentant parfois des projections à sa surface et d’un ADN 

double brin (Figure 5A) (Renault et al. 1994a; Renault 1998). Une approche en microscopie 

électronique à 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). 

 

Figure 5. A. Structure d’une particule de type herpèsvirus (Segarra 2014) B. Reconstitution de la 

capside du virus OsHV-1 par microscopie électronique (Davison et al. 2005). 

L’un des critères moléculaires spécifiques aux herpèsvirus identifié chez OsHV-1 est la 

présence de l’ORF 109. Cet ORF code une sous-unité ATPase d’une terminase présentant des 

équivalents dans l’ensemble des herpèsvirus de vertébrés. En règle générale, la structure de 

cet ORF permet de répartir les homologues entre les deux branches phylogénétiques que sont 

les alloherpesviridae (herpèsvirus infectant les amphibiens et les poissons) et les herpesviridae 

(herpèsvirus affectant les mammifères, les oiseaux et les reptiles). En effet, cet ORF présente 

un intron chez les herpèsvirus des vertébrés supérieurs et deux introns chez les herpèsvirus 

des vertébrés inférieurs. Cependant, dans le cas du virus infectant l’huître creuse, aucun 

épissage n’est observé pour ce gène. L’ensemble des caractéristiques morphologiques et 

moléculaires du virus infectant les larves d’huîtres creuses ont conduit à la création d’une 

troisième famille appelée les Malacoherpesviridae, dont le premier membre identifié est le 

virus OsHV-1 (Davison et al. 2005). Cette nouvelle famille partage le même ancêtre commun 

que les deux autres familles phylogénétiques et toutes les trois sont regroupées sous l’ordre 

des herpesvirales (Figure 6) (Davison et al. 2005). 
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Figure 6. Classification du virus OsHV-1 au sein de l’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’huîtres 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 très 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, l’émergence d’un autre variant d’OsHV-1 appelé µVar a provoqué des mortalités 

massives chez le naissain d’huître creuse sur l’ensemble du littoral français et en Europe 

(Segarra et al. 2010; EFSA 2010). Le variant µVar 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 très proches du variant µVar associés à des épisodes de 

mortalité ont également été détectés en France (appelé µVar Δ9 et µVar Δ15) (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 µVar ne peut être 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 µVar sont 

désignés sous le vocable « microvariants » (OIE 2018). Parfois, il est possible de détecter 

simultanément plusieurs variants au sein d’un même animal comme cela a été observé en 

Italie (Dundon et al. 2011). Cependant depuis 2008, OsHV-1 µVar est le principal variant 

détecté au cours des épisodes de mortalités en Europe (Segarra et al. 2010; Renault et al. 

2012). 

L’apparition de l’ensemble de ces variants au niveau mondial met en évidence une évolution 

du virus OsHV-1. Il est connu que les herpèsvirus évoluent de manière synchronisés avec leur 

hôte (Tischer et Osterrieder 2010). La détection de certains variants d’OsHV-1 associés à 

différentes espèces de mollusques bivalves comme C. ferrari, S. broughtonni et C. gigas 

suggèrent un processus évolutif influencé par l’hôte (Bai et al. 2018), même si des différences 

ont pu également être observées en fonction de l’origine géographique chez l’huître 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 µVar 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 à l’aide du séquençage du 

génome du variant µVar en 2017 (Burioli et al. 2017). 
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2.3. Architecture génomique du virus OsHV-1 

Les caractéristiques générales des deux génotypes séquencés d’OsHV-1 (référence et µVar) 

ont été rapportées dans le Tableau 1 ci-dessous : 

Tableau 1. Caractéristiques des génomes du virus OsHV-1 de référence et µVar (Davison et al. 2005; 

Burioli et al. 2017). ORF : open reading frame. TRL et IRl, TRS et IRS : séquences inversées 

répétées; X et X’, UL et US : régions uniques. 

 Génome OsHV-1 de référence Génome OsHV-1 µVar 

Organisation du génome TRL-UL-IRL-X-IRS-US-TRS 

TRL-UL-IRL-X-IRS-US-TRS-X’ 

Ou 

X’-TRL-UL-IRL-X-IRS-US-TRS 

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 répétées inversées) 12 13 

ORFs codants pour des 

protéines uniques 124 115 

Protéines codant pour des 

enzymes et protéines sécrétées 12 25 

Protéines membranaires 18 19 

Inhibiteur d’apoptose 4 4 

Gènes possédant des motifs 

zinc finger RING 9 8 

Gènes de fonction inconnue 84 70 

Les données obtenues par Burioli et collaborateurs (Burioli et al. 2017) mettent en évidence 

que le génome du variant µVar est génétiquement 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 µVar. De plus, l’organisation du génome est proche entre les 

deux génotypes. Les deux régions uniques dénommées UL et US, respectivement flanquées 

des deux séquences inversées répétées : TRL et IRS, TRS et IRS ont été retrouvés.  
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Les répétitions sont séparées par une troisième région unique appelée X (Davison et al. 2005). 

Pour le variant µVar 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 (l’ORF 4 et les ORFs 42/43). Notamment, 

une délétion de 12 pb dans un microsatellite situé en amont de l’ORF 4, caractérisant le 

variant µVar par rapport au génome de référence (GenBank accession n° AY509253).  

Une disparition des ORFs 36 et 37 et une disparition partielle de l’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 µVar présentait cinq régions avec d’importantes 

délétions en comparaison avec le génome de référence d’OsHV-1 toutes localisées dans la 

région UL ou à cheval entre la région UL et IRL. Les insertions ou délétions observées ont 

conduit à la perte de 5 ORFs (36, 37, 48, 62 et 63), à la diminution de taille de l’ORF 11, et à 

l’ajout de 4 ORFs appelés ORF
V
s IN.1 à IN.4. 

2.4. Cycle de réplication du virus OsHV-1 

Le cycle de réplication du virus OsHV-1 n’est pas encore complètement élucidé. Chez les 

mollusques bivalves, il n’est pas possible de l’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 à transmission et préalablement publiés (Figure 

7). Celui-ci est proche du cycle de réplication classiquement observé chez les herpèsvirus 

décrit par Lussignol et Esclatine (2017). 

Cependant chez les herpèsvirus, 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 hôte 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 complètement silencieux car 

quelques gènes viraux continuent à être exprimés (Grinde 2013). Un herpèsvirus peut être 

réactivé (passage d’une phase de latence à une phase de production) en réponse à différents 

stimuli (stress, facteurs environnementaux et état physiologique de l’hôte) (Segarra 2014; 

Lussignol et Esclatine 2017). Cependant chez le virus OsHV-1, la phase de latence n’a jamais 

été clairement mise en évidence, même si des études suggèrent qu’il est capable de persister 

au sein des animaux adultes. En effet, au sein d’animaux adultes asymptomatiques, de l’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 l'ADN viral. (6) 

Assemblage de la capside. (7) Conditionnement de l'ADN viral et (8) entrée de l’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 être 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 
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et des protéines virales ont été observées (Arzul et al. 2002). De plus, un faible nombre de 

copies d’ADN viral semble être maintenu au sein des huîtres creuses adultes après la phase 

aigüe de l’infection (Segarra et al. 2014a). 

2.5. Réplication et localisation du virus OsHV-1 chez son hôte 

Des travaux réalisés en microscopie électronique à transmission ont été les premiers à 

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 être 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 l’huître creuse (Segarra et al. 2016).  

Les branchies, le manteau et le cœur sont les premiers organes concernés par une réplication 

virale, puis l’ensemble des tissus présentent des ARNm viraux à l’exception de la gonade. 

Le cœur pourrait être un site de réplication précoce du virus et contribuerait à la dissémination 

du virus au sein de l’organisme de part sa capacité à faire circuler l’hémolymphe. Dans le 

manteau de l’huître creuse, la réplication du virus semble également précoce. Certains gènes 

(les inhibiteurs d’apoptose et les enzymes) sont détectables à 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 l’huître creuse (Martenot et al. 2016). Ces 

trois protéines virales ont été détectées dans les cellules épithéliales de différents organes 

(manteau, branchies, glande digestive,…). Les résultats suggèrent 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 l’huître 

impliqués dans les interactions hôte/virus, deux familles de sensibilité contrastée à l’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 être le même entre les deux familles contrastées et les huîtres appartenant à 

une famille résistante à l’infection ne sont pas réfractaires à l’infection.  

Au stade adulte, des individus de C. gigas ne présentant pas de symptômes d’une infection par 

OsHV-1, ont été analysés à l’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 l’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’herpèsvirus dans les tissus 

conjonctifs du manteau, des branchies et des gonades mâles et femelles. Chez les huîtres 

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’huître creuse. Segarra et al. 

(2014a) ont également suivi la quantité d’ADN viral et l’expression de 39 ORFs du virus au 

cours d’une infection expérimentale dans le manteau d’animaux adultes. Les résultats obtenus 

mettent en lumière une capacité du virus à se répliquer au sein des huîtres adultes, mais les 

animaux seraient capables de gérer l’infection virale et la réplication du virus induisant une 

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

2.6. Infection virale et facteurs de risques 

La dynamique de l’infection virale peut être influencée par plusieurs facteurs liés à 

l’environnement, l’hôte et aux pratiques culturales (Barbosa Solomieu et al. 2015; Arzul et al. 

2017).  

Dans l’environnement, les mortalités chez l’huître creuse sont observées en été de manière 

récurrente (Garcia et al. 2011). D’après plusieurs études, l’apparition de ces mortalités 

estivales, seraient liées à la température de l’eau de mer (Garcia et al. 2011). En effet, une 

augmentation de la température de l’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 huîtres 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 huîtres mais n’induit pas de mortalité (Pernet et al. 2015). 

A une température élevée (29°C), la survie des huîtres est améliorée en réponse à une 

infection virale (Delisle et al. 2018). De plus, à 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 l’eau de 

mer impacte le développement du virus et de la maladie.  

La salinité de l’eau de mer est également un facteur environnemental influençant la 

dynamique d’infection du virus. En effet, acclimater le naissain d’huître creuse à une faible 

salinité (10‰) avant de l’exposer à une source infectieuse (eau de mer contaminé produite à 

partir d’animaux détectés positif au virus OsHV-1) provoque une meilleure survie des 

animaux et une diminution de l’expression des gènes viraux et de la quantité d’ADN viral.  

De plus, le virus serait moins infectieux lorsque l’eau de mer présente une faible salinité 

(10‰) (Fuhrmann et al. 2016).  

Il est également connu que plusieurs facteurs liés à l’hôte, comme l’âge, la taille, le poids et la 

composante génétique influencent la résistance de l’huître creuse à une infection par le virus 

OsHV-1. En effet, lorsque les huîtres sont âgées de moins d’un an, elles sont plus sensibles à 

une infection par le virus (Renault et al. 1995; Schikorski et al. 2011; Garcia et al. 2011).  

Plus les animaux sont âgés, de grande taille, et d’un poids élevé, plus ils sont résistants à 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 

l’individu et la détection du virus (Normand et al. 2014). Plusieurs études supportent 

également l’existence d’une base génétique permettant une meilleure résistance de l’huître 

creuse en réponse à une infection par OsHV-1 (Sauvage et al. 2009; Dégremont 2011).  

Au cours d’une infection virale, les huîtres issues de plusieurs familles produites via des 

programmes de sélections présentent des taux de survie différents. De plus, ce taux de survie 

peut être amélioré chez des huîtres 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’huîtres 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 huîtres est observée si l’élevage a lieu plus en hauteur dans 

la zone intertidale (Paul-Pont et al. 2013a). Les auteurs suggèrent qu’un temps d'immersion 

réduit induit une exposition plus faible des huîtres 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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2.7. Transmission du virus OsHV-1 

En dehors de son hôte, le virus se transmettrait d’une huître creuse à une autre par l’eau de 

mer. Une étude a permis de détecter de l’ADN viral dans l’eau de mer situé à proximité 

d’huîtres infectées par le virus OsHV-1 (Sauvage et al. 2009). Plusieurs expérimentations 

réalisées en condition expérimentale ont été menées sur des huîtres aux stades naissain et 

larvaire afin de démontrer la transmission horizontale du virus par l’eau de mer.  

Au stade naissain, une expérimentation par cohabitation entre des huîtres infectées et non 

infectées a démontré que les huîtres supposées non infectées présentaient des mortalités (50% 

au bout de 8 jours post cohabitation) et de l’ADN viral dans leurs tissus à 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 à partir d’eau de mer dans laquelle des larves de C. gigas infectées ont macéré 

avant d’être filtrée à 0,22 µm) pendant une durée de 6 jours (Le Deuff et al. 1994). 

De récents travaux suggèrent que la transmission du virus dans l’eau 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’après Paul-Pont et al. (2013b), le virus pourrait être 

transmis en étant attaché à du phytoplancton. Le virus pourrait exister dans l’eau de mer sous 

différentes formes : virus libres, agrégés, accrochés à des particules ou ADN viral libre 

(Evans et al. 2014). 

La transmission du virus à des huîtres non infectées serait possible grâce à l’existence 

d’huîtres infectées jouant le rôle de réservoirs à virus (Le deuff et al. 1996). Les animaux 

moribonds et les huîtres mortes sont vraisemblablement une source importante de virus 

(Sauvage et al. 2009), mais les huîtres adultes pourraient avoir un rôle de réservoir (Arzul et 

al. 2002; Segarra et al. 2014a). En effet, de l’ADN et des protéines virales ont été détecté chez 

des huîtres adultes ne présentant pas de symptômes d’une infection par le virus OsHV-1. Il est 

également possible que d’autres animaux puissent jouer le rôle de réservoir (OIE 2018). 

Récemment, de l’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 système immunitaire chez les bivalves 

Les bivalves, peuvent être infectés par divers organismes pathogènes. Ils luttent contre ces 

infections en utilisant des mécanismes de défense faisant appel à des réponses aux niveaux 

cellulaire et humorale. Chez les vertébrés, le système immunitaire inclut deux formes 

d’immunité : innée, présente chez toutes les espèces 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 pathogènes de manière générique (Guo et al. 2015). Cependant, il existe un 

système 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, protéiques, 

lipidiques ou combinées, produites par les micro-organismes. Ces structures sont appelées des 

motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs, Pathogen-associated molecular 

patterns) (Rioult 2013). La reconnaissance de ces PAMPs par les PRRs induit l’activation de 

la réponse immunitaire innée. Le système immunitaire inné des invertébrés repose sur les 

défenses cellulaires et humorales. 

3.1. Le système immunitaire de C. gigas 

3.1.1. Les hémocytes, cellules clés du système immunitaire 

Chez les bivalves, les défenses sont médiées par les hémocytes, qui sont les principaux 

acteurs de l’immunité. Ce sont des cellules circulantes présentes dans les différents tissus de 

l’huître 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 critères morphologiques basés sur des analyses réalisées aux 

microscopes photonique et électronique, ainsi qu’au cytomètre en flux sur des critères 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 l’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 être 

impliqués de manière différente dans la réponse immunitaire. Les hyalinocytes sont suspectés 

jouer un rôle 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) suggèrent même 

que les granulocytes sont les principales cellules immunocompétentes de l’huître creuse. 

 

Figure 8. Différents types d’hémocytes observés en microscopie électronique à transmission. A. 

Granulocyte (grossissement : ×10800) B. Grands hyalinocytes (grossissement : ×3700) C. Petits 

hyalinocytes (grossissement : ×4500), (Jean Chagot 1989). 

3.1.2. Les facteurs de reconnaissances immunitaires 

Comme chez les invertébrés, chez l’huître creuse, le déclenchement des voies de défenses aux 

niveaux humoral et cellulaire est médié par des facteurs de reconnaissances immunitaires 

(PRRs). Ils permettent la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux organismes 

pathogènes (PAMPs, Pathogen-associated molecular patterns) et transfèrent cette information 

par le biais de cascades de protéines, afin d’activer une réponse cellulaire et/ou humorale 

suivant le type d’organisme pathogène reconnu (Guo et al. 2015). Un très grand nombre de 

PRRs sont présents chez C. gigas, et leur diversité est importante (Zhang et al. 2015).  

Les principaux PRRs présents chez l’huître 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 

rôle dans la reconnaissance des organismes pathogènes et l’activation de la réponse 

immunitaire innée (Guo et al. 2015). Chez l’huître creuse, 83 gènes 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 mammifères ou arthropodes. 

Ce grand nombre de TLRs laisse supposer que l’expansion et la diversification des TLRs 
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seraient importantes pour l’adaptation de l’huître creuse face à la diversité des organismes 

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

Au niveau structurel, les TLRs de l’huître 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 l’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 à une activation de la voie « nuclear factor kappa B » (NFκB) 

permettant l’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 l’intermédiaire de l’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-κB. RIG-1 est aussi impliqué dans 

l’activation de « Fas-associated protein with death domain » (FADD) qui permet une 

activation de la voie de l’apoptose. Le génome de l’huître creuse code 11 RLRs (He et al. 

2015). Les récepteurs et la voie RIG-1 semblent hautement conservés chez l’huître 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 gènes de lectine de type C. Chez les mollusques, les lectines joueraient un rôle dans 

l’opsonisation ou l’agglutination durant la phagocytose par les hémocytes (Guo et al. 2015). 

Les « fibrinogen-related proteins » (FREPs) sont un type particulier de lectine qui contient à 

minima un domaine fibrinogen. Les FREPs sont essentielles pour la défense de l’hôte et le 

processus de coagulation. Cependant, leur rôle exact dans l’immunité innée n’est pas encore 

complètement 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). Il a été mis en évidence l’existence de 9 PGRPs chez C. 

gigas (Zhang et al. 2015).  

3.1.2.5. Les récepteurs à 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 

l’immunité, l’inflammation et l’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 l’apoptose (Häcker 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 à 7 

domaines transmembranaires. Ils joueraient également un rôle dans la réponse immunitaire de 

l’huître creuse (Guo et Ford 2016).  

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

Les « lipopolysaccharides and β-1,3-glucan-binding protein » (LGBPs) sont également des 

récepteurs impliqués dans l’immunité innée, permettant de reconnaître des 

lipopolysaccharides (LPS) et des β-1,3-glucan (βG), connus pour être des PAMPs (Chen et al. 

2016b). Deux βGBPs (Cg-βGBP-1 et Cg-βGBP-2) ont été caractérisées chez C. gigas.  

Leurs structures sont différentes car l’une contient un seul motif de reconnaissance 

d’intégrine, alors que le second en contient deux, impliquant des fonctions différentes entre 

les deux gènes. Cg-βGBP-1 pourrait jouer un rôle dans les fonctions hémocytaires alors que 

Cg-βGBP-2 semble impliqué dans l’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 à supprimer les macromolécules étrangères. Soixante et onze SR ont été 

identifiés dans le génome 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 l’environnement (hémolymphe et mucus) et peuvent 

également interagir avec les organismes pathogènes. Ce processus appelé opsonisation 

correspond à la présence dans l’hémolymphe des bivalves, de protéines qui reconnaissent et 

se fixent à la surface des organismes pathogènes, facilitant leur internalisation par les 

hémocytes (Allam et Raftos 2015). Des agglutinines ont été identifiées dans le plasma de 

l’huître 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 système circulatoire et dans les tissus. Ceci est dû à une mobilisation différente des 

hémocytes de différents compartiments vers d’autres, à la production d’hémocytes 

(hématopoèse), ainsi qu’à 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 pathogènes par deux 

processus biologiques importants dans le cadre de la défense cellulaire : la phagocytose ou 

l’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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Figure 9. Schéma de la réponse humorale et cellulaire retrouvée chez les mollusques bivalves au cours 

d’une infection par des micro-organismes (d'après Soudant et al. 2013). Carrés bleus : Facteurs 

humoraux participant à l’élimination des organismes pathogènes. Carrés gris : Etapes de la 

phagocytose et de l’encapsulation. La phagocytose peut être décomposée en quatre étapes: (1) 

Chimiotaxie, attraction et migration. (2) Reconnaissance et attachement des organismes pathogènes. 

Ces deux premières étapes sont associées à la présence et la synthèse de lectines. (3) Internalisation 

des organismes pathogènes dans un phagosome. (4) Destruction des organismes pathogènes. (3’) Si au 

cours de l’étape 3, l’hémocyte n’arrive pas à phagocyter l’organisme pathogène (principalement à 

cause de sa taille trop importante), celui-ci est alors encapsulé par plusieurs hémocytes. (4’) Les 

hémocytes dégradent l’organisme pathogène extérieurement en libérant des enzymes lysosomales ou 

des ROS/RNS.  
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1) L’hémocyte se déplace par chimiotaxie jusqu’à la particule. Les espèces chimiques 

libérées par les organismes pathogènes 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 reconnaît la particule comme un élément étranger à l’hôte 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 l’hémocyte par endocytose (Cheng 2000). Le résultat 

de cette endocytose est la formation d’un phagosome au sein de l’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 l’hémocyte (Soudant et al. 2013; Allam et Raftos 

2015). Au sein du phagolysosome, le lysosome libère des enzymes hydrolytiques 

contribuant à la dégradation des particules contenues dans la structure. L’hémocyte 

produit des espèces réactive de l’oxygène (ROS) et azotées (RNS) pouvant participer à 

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 l’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.  

 L’encapsulation est employée dans le cas où 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. La defense humorale 

La défense humorale correspond à la production de molécules effectrices solubles 

biologiquement actives, sécrétées par les hémocytes ou d’autres cellules jouant un rôle 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 à la destruction des organismes pathogènes ou de certaines 

molécules produites par les agents pathogènes (Guo et al. 2015). Une liste non exhaustive de 

molécules effectrices est présentée ci-dessous : 

 Les peptides et protéines antimicrobiens 

Les peptides et protéines antimicrobiens (AMPs) sont des effecteurs anciens de la défense de 

l’hôte retrouvés chez tous les organismes dans le spectre de l’évolution (Yeaman et Yount 

2003). Il existe plusieurs familles d’AMPs identifiées chez l’huître 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 rôle clé 

dans la défense immunitaire de l’huître creuse, les hémocytes. Les AMPs jouent de multiples 

rôles dans l’immunité. Ils participent à l’élimination des organismes pathogènes, à 

l’amélioration de certaines réponses immunitaires innées et exercent des effets 

immunomodulateurs sélectifs sur l’hôte. 

 Enzymes hydrolytiques et inhibiteurs de protéases 

La première 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 à 

pouvoir pathogène. Récemment, il a été montré que ces sécrétions pouvaient avoir des 

activités protéolytiques.  

Des inhibiteurs de protéases (comme les sérines et cysteines protéases) sont également 

présents dans les tissus et sécrétions de bivalves. Leurs rôles chez les bivalves restent peu 

étudiés. Les inhibiteurs de protéases permettraient de protéger l’hôte des protéases produites 

par les organismes pathogènes. Ils agiraient en limitant le taux de croissance et la prolifération 

des protéases de l’organisme pathogène ou en facilitant la neutralisation des protéases via les 
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protéines du système immunitaire de l’hôte (Phillips et al. 2004). Les inhibiteurs de protéases 

permettraient également de réguler les niveaux de protéase de l’hôte au cours d’une 

exposition à un organisme pathogène (Guo et al. 2015). 

 Le stress oxydatif 

La production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et azotée (RNS) est également un 

mécanisme important de lutte contre des macromolécules microbiennes ou un organisme 

pathogène (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’hydrogène (H2O2), 

l’oxyde nitrique (NO●) ou des anions superoxydes (O2
-
) (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 très toxiques sur les microorganismes internalisés (Fang 2004). Il est 

suggéré que l’huître creuse possède un système complexe de génération et suppression de 

ROS. La production de ROS et de RNS dans les hémocytes d’huîtres creuses a notamment été 

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

  Les lysozymes 

Les lysozymes sont des enzymes cationiques hydrolytiques présentes dans une grande partie 

du règne animal (des bactéries jusqu’à l’humain) qui jouent un rôle 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 huîtres (Itoh et al. 2007; Itoh et 

al. 2010b). Ces enzymes permettent de détruire les bactéries constituant une partie de 

l’alimentation de C. gigas (Birkbeck et McHenery 1982; Guo et al. 2015). Leur implication 

dans la défense face à des organismes pathogènes a également été démontrée chez l’huître 

creuse. Un lysozyme de C. gigas, CGL-1 est différentiellement exprimé dans les hémocytes 

infectés par le vibrio pathogène V. splendidus (souche LGP32) comparé à un vibrio non 

pathogène (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 pathogènes (Allam et 

Raftos 2015). 
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 Ribonucléases et inhibiteurs 

Les ribonucléases ainsi que leurs inhibiteurs pourraient être un mécanisme permettant la 

destruction d’ARN viraux. En effet, au cours d’une infection par OsHV-1 chez l’huître 

creuse, une augmentation de l’expression de plusieurs gènes de ribonucléase est corrélée à 

une diminution des inhibiteurs de ribonucléases lorsque les récepteurs à ARN RIG-1/MDA5 

sont régulés positivement. Il est suggéré que cette voie serait sous le contrôle 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 suggèrent que le système immunitaire de l’huître creuse pourrait également 

posséder une forme de mémoire immunitaire (Green et Speck 2018). Celle-ci se traduit par 

une amélioration de la survie des huîtres creuses observée après une seconde exposition au 

virus OsHV-1 (Green et Speck 2018). Cependant, les mécanismes de cette mémoire 

immunitaire sont associés à la mémoire immunitaire innée. Ils ne doivent pas être confondus 

avec les mécanismes de l’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 

l’huître creuse en utilisant des ARN double ou simple brins de taille variable (300 pb à 8000 

pb). Ces derniers ont permis d’améliorer la réponse antivirale chez l’huître creuse face à 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 huîtres à du poly I:C (molécules 

mimant un ARN viral double brins), Lafont et al. (2017) ont montré que l’huître creuse 

possédait une mémoire immunitaire innée. Cette réponse serait spécifique d’une réponse 

antivirale. En effet, des huîtres préalablement exposées ou non à des bactéries inactivées avant 

de subir une infection par le virus OsHV-1 présentaient des quantités d’ADN viral 

équivalentes à la fin de l’expérimentation. De plus, une injection serait suffisante pour induire 

une réponse antivirale efficace pour protéger l’huître creuse d’une infection virale sur une 

longue période de temps (5 mois après traitement). Des premiers résultats laissent également 

supposer que le « priming immunitaire » puisse être transmis à 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 mécanismes moléculaires du « priming immunitaire » chez l’huître creuse sont encore 

lacunaires et doivent être approfondies.  
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Figure 10. Voies antivirales conservées chez l’huître 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 à être 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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3.2. L’immunité antivirale chez C. gigas : le cas d’OsHV-1 

Peu de données sont disponibles concernant l’immunité antivirale chez les mollusques 

bivalves (Allam et Raftos 2015). Des études impliquant OsHV-1 et Crassostrea gigas mettent 

principalement l’accent sur la caractérisation de la réponse transcriptionnelle de l’hôte en 

réponse à l’infection par le virus et sur l’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 

(Bachère et al. 1990; Olicard et al. 2005). Green et al. (2014) ont montré pour la première fois 

que la carvotine était une protéine ayant des propriétés antivirales. La première identification 

de gènes différentiellement exprimés au cours d’une infection expérimentale a été observée 

sur des hémocytes prélevés à partir d’huîtres ayant préalablement été injectées avec le virus 

OsHV-1 (Renault et al. 2011). Cette étude a aussi permis de caractériser complètement un 

certain nombre de gènes d’intérêts comme IFI44 (interferon-induced protein 44), MYD88, le 

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

En suivant l’approche de Renault et al. (2011), plusieurs études génomiques et protéomiques 

ont été entreprises pour investiguer les interactions hôtes/organismes pathogènes (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 (huître/virus) permettant 

pour la première fois de travailler sur la cinétique de l’expression de gènes viraux en parallèle 

de l’expression de gènes de l’huître. Pour étudier plus en détail les interactions entre le virus 

et son hôte, les auteurs ont étudié l’expression de gènes viraux et de l’huître dans des familles 

présentant des résistances contrastées lors d’une infection par OsHV-1 (Segarra et al. 2014c). 

De plus, la disponibilité de l’ensemble des séquences du génome de l’huître creuse a ouvert 

de nouvelles possibilités pour étudier les transcriptomes du virus et de l’huître (He et al. 

2015). Toutes ces études mettent en évidence l’implication de nombreux gènes de l’immunité 

dans la réponse antivirale. Ces gènes sont impliqués dans des processus tels que la voie 

interféron-like, l’ARN interférence et la mort cellulaire programmée incluant l’apoptose et 

l’autophagie (Figure 10). 

Ces résultats suggèrent 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. 



CHAPITRE I  ETAT DE L’ART 

40 

3.2.1. La voie interferon-like 

La voie de l’interféron est un mécanisme important pour les vertébrés en réponse à une 

infection virale (Randall et Goodbourn 2008). En effet, un état antiviral peut être 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 à leur tour être phosphorylés.  

Cela provoque la formation de dimères qui vont être transloqués dans le noyau et se fixer sur 

une séquence présentant les promoteurs des gènes cibles de la voie. Chez l’homme cela 

conduit à l’activation de centaines « d’interferons stimulated genes » (ISGs). Les produits 

synthétisés par ces ISGs possèdent de multiples fonctions antivirales permettant entre autre 

d’inhiber l’entrée du virus au sein de la cellule ou de bloquer la réplication virale (Schneider 

et al. 2014). Chez l’huître creuse, si des homologies ont été identifiées au niveau des 

domaines de certains gènes de la voie de l’interféron chez l’humain, à ce jour aucun gène 

présentant des homologies avec des gènes codant pour les interférons eux-mêmes n’a été 

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

Dans le génome de l’huître creuse, des ISGs ont été trouvés. La protéine IFI44, un membre de 

la famille des gènes induits par les interférons (IFNα/β), a été caractérisée chez C. gigas 

(Renault et al. 2011). L’IFI44 est surexprimé dans l’hémolymphe d’huîtres juvéniles infectées 

par le virus OsHV-1 (Renault et al. 2011). Une autre protéine antivirale appelée vipérine a été 

identifiée en réponse à l’infection par OsHV-1 (Green et al. 2015b). Les auteurs ont montré 

que la vipérine de l’huître co-localise avec caveolin-1 et inhibe la réplication du virus de la 

dengue dans un modèle hétérologue. Une « protease heat-stable » susceptible d’être le facteur 

induisant la transcription d’ARNm de la viperine dans les hémocytes a été mise en évidence 

dans l’hémolymphe provenant d’huîtres ayant été injectées avec du poly I:C. La présence de 

cette « protease heat-stable » a été associée à une augmentation d’ISGs. L’ensemble de ces 

résultats supportent l’existence chez les huîtres de systèmes antiviraux présentant des 

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

Dans une étude publiée par He et al. (2015), quatre gènes appartenant aux TLRs ou TLR-like 

ont été montrés comme étant significativement plus régulés chez des huîtres creuses ayant été 

injectées avec OsHV-1. De plus, le principal modulateur de NF-κB, la protéine NEMO, a 

également été identifiée chez l’huître creuse (Chen et al. 2018). Ces résultats suggèrent que la 

voie TLR/NF-κB serait potentiellement fonctionnelle chez C. gigas et qu’elle jouerait un rôle 

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

L’ARN interférence (ARNi) est un processus conservé au cours de l’évolution. Il est utilisé 

par la cellule pour réguler l’expression endogène des gènes. Chez les invertébrés, 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 

utilisé en génétique inverse car il permet d’étudier la fonction d’un gène. Le complexe 

« RNA-induced silencing complex » (RISC) est associé à 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 l’ARNm ou 

d’inhiber la traduction, provoquant une inhibition de l’expression du gène concerné.  

Chez l’huître creuse, des gènes impliqués dans la voie de l’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 être fonctionnelle 

chez les mollusques (Owens et Malham 2015).  

L’extinction de l’expression de plusieurs gènes a déjà pu être réalisée avec succès chez  

C. gigas par l’utilisation d’une approche par ARNi. La première 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 l’expression des ARNm et de la protéine d’un gène appelé 

vasa, impliqué dans le développement de la lignée germinale chez C. gigas. Li et al. (2016) 

ont publié la première étude dans laquelle l’ARNi est utilisé pour montrer l’implication d’un 

gène (VDAC2) dans la réponse à un organisme pathogène (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 l’ARNi jouerait un rôle de 

faible envergure dans la défense antivirale de l’huître creuse. L’expression du gène Dicer et 

des deux gènes AGO-2 n’est pas régulée au cours d’une infection par le virus OsHV-1µVar 

chez des huîtres 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 rôle dans de nombreuses fonctions au niveau cellulaire. Cette voie est connue pour 
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être impliquée en réponse à des infections virales (Thomson 2001). Elle contribue à limiter la 

réplication virale, la synthèse de protéines dans les cellules infectées par le virus et à 

empêcher la dissémination du virus aux cellules saines. 

Le séquençage du génome de l’huître creuse a permis d’observer que l’apoptose est un 

mécanisme conservé chez C. gigas. Le nombre d’inhibiteurs de l’apoptose identifié dans le 

génome est considérable (n=49) (Zhang et al. 2012). Le génome d’OsHV-1 comprend 

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

Chez l’huître creuse, des premiers travaux réalisés en microscopie électronique à transmission 

ont suggéré une implication de l’apoptose au cours d’une infection par le virus OsHV-1.  

Des caractéristiques morphologiques spécifiques de l’apoptose avaient pu être observées sein 

de cellules fibroblastiques et hémocytaires de larves d’huîtres creuses infectées par le virus 

OsHV-1 (Figure 11) (Renault et al. 2000). 

 

Figure 11. Modifications ultrastructurales associées à l’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 

(flèches : noyaux condensés, marginalisation de la chromatine). Echelle = 2 µm. (D'après Renault et 

al. 2000). 

Récemment, des études utilisant des approches moléculaires ont renforcés cette hypothèse. Au 

cours de l’infection virale, une protéine inhibitrice de l’apoptose (IAP) du virus OsHV-1, 

l’ORF 87, a été détectée à différents temps et dans plusieurs tissus de l’huître creuse 

notamment, au niveau des noyaux des cellules des tissus conjonctifs (Martenot et al. 2016; 

Segarra et al. 2016). Les auteurs suggèrent une possible expression de cet IAP en réponse à 

l’activation de l’apoptose par C. gigas. 
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Cependant, des approches transcriptomiques ayant étudiées l’expression de certains IAP de  

C. gigas en réponse à une infection par le virus suggèrent l’existence d’un phénomène anti 

apoptotique important chez l’huître creuse. En effet, une régulation positive d’un grand 

nombre d’IAP au cours de l’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, l’origine de ce phénomène anti-apoptotique n’est pas élucidée à ce jour. 

Certains virus sont connus pour moduler l’apoptose chez leur hôte afin de faciliter leur 

prolifération, ce pourrait être le cas du virus OsHV-1 (Segarra et al. 2014c; He et al. 2015). 

En réponse à l’infection virale, l’huître creuse pourrait également moduler cette voie.  

La régulation de l’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. Généralités 

4.1.1. Historique 

La voie de l’autophagie a été premièrement décrite dans les années 50 chez les mammifères 

(Levine et Klionsky, 2017). Le terme autophagie, dérive du suffixe « phagy » signifiant 

manger et du préfixe « auto » signifiant soi-même en grec (Levine et Klionsky 2004). 

L’autophagie a été définie en 1963 par de Duve suite à 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 à la 

découverte des gènes de la voie de l’autophagie. Entre 1996 et 2000, un nombre important de 

gènes impliqués dans les différentes étapes de la voie de l’autophagie ont été identifiés chez 

plusieurs espèces 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 à une multiplication du nombre de dénominations utilisées pour 

désigner les gènes de la voie de l’autophagie chez les différentes espèces. La création d’un 
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Figure 12. Vacuoles autophagiques observées en microscopie électronique à transmission. A. 

Autophagosomes observés dans un foie de rat (i) contenant du réticulum endoplasmique rugeux et une 

mitochondrie (grossissement : × 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 (dépôts noirs) démontrant qu’une fusion avec un lysosome a 

eu lieu. Flèches : crètes mitochondriales (grossissement : × 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). 

 

 
Figure 13. Différents types d’autophagie. a. la macro-autophagie, b. l’autophagie médiée par les 

chaperonnes et c. la micro-autophagie (Boya et al. 2013).  
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système unifié de nomenclature utilisant le nom « autophagy genes » aussi appelé ATG 

(autophagy related genes) a permis d’unifier la dénomination de chacun des gènes identifiés 

au sein des différents organismes (Ohsumi 2014). En 2016, le prix Nobel de médecine a été 

décerné à Yoshinori Ohsumi pour la découverte des mécanismes de la voie de l’autophagie 

(NobelPrize.org 2016). 

Au début des années 2000, ces gènes de la voie de l’autophagie ont été identifiés chez les 

mammifères comme les bovins, la souris et l’humain. Ces recherches ont mis en évidence la 

conservation des gènes de l’autophagie d’un point de vue fonctionnel au cours de l’évolution 

des métazoaires (Liang et al. 1999; Levine et Klionsky 2017). L’identification de ces gènes a 

également permis l’utilisation de la génétique inverse sur un nombre important d’organismes 

modèles, afin d’approfondir les connaissances concernant les fonctions associées à la voie de 

l’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 l’autophagie 

La voie de l’autophagie joue un rôle important dans l’homéostasie de la cellule. Elle permet 

de dégrader une partie du matériel intracellulaire pour assurer un renouvellement des 

composés de la cellule contrôlant 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 rôles impliqués dans plusieurs processus 

cellulaires, comme l’anti-vieillissement, la mort cellulaire, la lutte contre le cancer (supprime 

ou limite la formation de tumeurs), la réponse adaptative face à un jeûne, 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 l’infection de 

différents organismes pathogènes viraux, bactériens et protozoaires (Deretic 2006; Schmid et 

Münz 2007). 

4.1.3. Les differents types d’autophagie 

Il existe trois principaux types d’autophagie (Figure 13) (Glick et al. 2010; Mizushima et al. 

2011):  
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 L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes : les éléments à dégrader situés 

dans le cytoplasme sont directement transloqués à l’aide de protéines chaperonnes à 

travers la membrane du lysosome pour être dégradés. Toutes les protéines à dégrader 

par le biais de ce processus possèdent dans leur séquence le motif KFERQ. Ce motif 

est reconnu par des protéines chaperonnes (comme les Hsp-70) qui transportent la 

protéine à dégrader à proximité de la membrane du lysosome puis assiste son dépliage. 

Une fois dépliée, la protéine s’accroche sur l’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 où elle va être dégradée (Parzych et Klionsky 

2014). 

 La micro-autophagie : cette forme d’autophagie correspond à l’internalisation par 

invagination de la membrane du lysosome des composés à dégrader. 

 La macro-autophagie (plus communément appelée autophagie) : au cours de ce 

processus, des portions de cytoplasme sont séquestrées au sein d’une vacuole à double 

membrane appelée un autophagosome. Suite à la fermeture de la double membrane de 

l’autophagosome, le cytosol et les organelles contenus sont délivrés aux lysosomes 

pour être dégradés (Deretic 2006). La macro-autophagie est un mécanisme participant 

à la défense contre les organismes pathogènes (Deretic 2011; Valdor et Macian 2012; 

Yordy et Iwasaki 2011; Schmid et Münz 2005). 

4.1.4. L’autophagie selective 

La voie de l’autophagie peut être sélective, c’est-à-dire que sous certaines conditions 

spécifiques, les autophagosomes peuvent séquestrer et dégrader certains composés cellulaires 

spécifiques comme les mitochondries (la mitophagie), le réticulum endoplasmique  

(la réticulophagie), les ribosomes (la ribophagie), les organismes pathogènes comme les 

bactéries (xénophagie) et les virus (virophagie) (Joubert et Albert 2013). Les protéines 

permettant de réguler certaines voies comme l’inflammasome (complexe protéique 

oligomérique responsable de l’activation des processus inflammatoires) sont également 

régulées par autophagie sélective. La reconnaissance spécifique des composés à dégrader 

repose sur la présence de récepteurs spécifiques 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 être sélective ou non. 

4.1.5. L’autophagie au niveau cellulaire 

Au niveau cellulaire, la voie de l’autophagie se décompose en trois étapes distinctes (Deretic 

2006) (Figure 14). 

1– Une phase d’initiation : elle correspond à la formation du phagophore par l’association de 

membranes d’origines inconnues. Des études suggèrent qu’elles seraient originaires du 

réticulum endoplasmique. 

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

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

3– Une phase de maturation : cette étape finale correspond à la fusion entre l’autophagosome 

et des lysosomes entrainant la dégradation du contenu de l’autophagosome. La structure 

formée est appelée un autolysosome. 

 

Figure 14. Mécanisme cellulaire de la voie de l’autophagie chez les mammifères (d'après Klionsky et 

al. 2016). 

4.1.6. Mécanismes moléculaires de l’autophagie 

Les étapes du fonctionnement moléculaire de la voie de l’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 mammifères. Cependant, peu de similarité ont été trouvées entre   
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Figure 15. Fonctionnement moléculaire de la voie de l’autophagie chez les mammifères (d'après 

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 à différents stimuli et stress, comme la présence d’organismes pathogènes ou une 

période de jeûne, la voie de l’autophagie est initiée grâce à deux complexes : Atg1/unc-51- 

like kinase (ULK) et class III phosphatidylinositol 3-kinase (PtdIn3K). La phase d’initiation 

est régulée par le complexe Atg1/ULK. Chez la levure, il est constitué des protéines Atg1-

Atg13-Atg17. Chez les mammifères, il existe deux homologues d’Atg1, appelés ULK1 et 

ULK2 et un homologue d’Atg17 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 contrôlé par la protéine kinase 

mTOR dont l’activité est elle-même 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 

l’inactivation du complexe Atg1/ULK. Dans le cas inverse, mTOR est dissocié du complexe 

ULK1/2-ATG13-FIP200-ATG101, provoquant une déphosphorylation d’ATG13 et 

d’ULK1/2 qui induisent à leur tour la phosphorylation de FIP200 et d’ATG13 et provoquent 

une activation de l’autophagie. 

Le complexe PtdIn3K joue également un rôle important dans l’initiation de l’autophagie car il 

permet la nucléation et l’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 BECN1. La régulation 

de se complexe ce fait principalement par le biais de la protéine BECN1. En effet, lorsque les 

conditions nutritives sont abondantes, la voie de l’autophagie est inhibée par la protéine 

antiapoptotique BCL-2. BCL-2 s’accroche à BECN1 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 l’activité du complexe. C’est notamment le cas d’ATG14L qui interagit avec BECN1. 
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La protéine UVRAG peut également se lier à BECN1. UVRAG est capable de se lier à la 

protéine BIF-1 et d’augmenter l’activité du complexe. 

4.1.6.1. La phase d’élongation  

La phase d’élongation est contrôlée par deux principaux systèmes de conjugaison. Le premier 

système de conjugaison est composé des protéines ATG12-ATG5-ATG16L1. ATG12 est 

activée par ATG7, puis transférée sur ATG10 pour finalement se lier avec ATG5, ce 

complexe recrute et associe ATG16L. Une fois formé, il s’associe à 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 l’induction de la voie de l’autophagie, les protéines ATG7, ATG3 et le complexe 

ATG12-ATG5-ATG16L1 permettent la liaison d’une phosphatidylethanolamine (PE) à 

MAP1LC3-I formant la protéine MAP1LC3-II. Grâce à cette PE la protéine MAP1LC3-II 

pourra s’ancrer dans la membrane extérieure et intérieure des autophagosomes. MAP1LC3-II 

est la seule protéine qui reste séquestrée dans les autophagosomes après leur formation.  

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

Par ailleurs, une protéine appelée ATG9 est indispensable à l’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 l’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 l’activité des complexes Atg1/ULK et PtdIn3K. Il s’agit de la seule 

protéine transmembranaire chez les autophagosomes. 

4.1.6.2. La phase de maturation  

La dernière étape de l’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 BECN1. 

Le nouveau complexe formé BECN1-PI3KC3-PIK3R4-UVRAG permet d’augmenter la 

maturation des autophagosomes. UVRAG est également capable de se lier à 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 l’hypothèse que le choix de la cellule de survivre 

ou de mourir pourrait largement être influencé par la voie de l’autophagie (Fitzwalter et 

Thorburn 2015). En effet, la voie de l’autophagie, qui est souvent présentée comme un 

mécanisme lié à 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 l’apoptose et de l’autophagie semblent être interconnectés, puisque 

certains ATG et d’autres protéines régulent l’autophagie mais aussi l’apoptose. La protéine 

UVRAG prend part à la formation du complexe PtdIn3K et régule aussi l’activation de BAX 

impliqué dans le contrôle de la voie intrinsèque de l’apoptose au niveau de la membrane 

mitochondriale (Yin et al. 2011). Certains régulateurs de la voie de l’apoptose contrôlent aussi 

l’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 l’apoptose, mais peuvent également 

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

En inhibant la voie de l’apoptose, la voie de l’autophagie peut protéger la cellule de la mort 

cellulaire. Dans certaines lignées cellulaires, l’autophagie dégrade la caspase-8. Cette caspase 

peut alors inhiber les récepteurs permettant l’induction de la voie de l’apoptose appelés 

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

Cependant, dans certains cas où l’apoptose canonique (le mécanisme préférentiel de mort 

cellulaire) ne peut pas être activée, la voie de l’autophagie serait nécessaire afin de 

promouvoir la mort cellulaire. Elle peut agir de deux manières: (1) directe : la voie de 

l’autophagie agirait par le biais de son mécanisme moléculaire sur les différentes autres 

formes de mort cellulaire programmée. (2) Indirecte : la voie de l’autophagie grâce à sa 

machinerie cellulaire pourrait dégrader certains composés dont l’accumulation peut conduire 

à l’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 l’autophagie inhibe ou active la voie de 

l’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 rôles complémentaires. 
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4.2. Autophagie et infections virales 

4.2.1. Le role antiviral de l’autophagie 

La première démonstration du rôle antiviral de l’autophagie a été observée entre la plante 

Nicotiana benthamiana et le virus de la mosaïque du tabac (TMV). La réplication du TMV 

augmente de manière importante jusqu’à provoquer la mort des cellules si beclin 1 n’est pas 

fonctionnelle (Liu et al. 2005). D’autres études ont mis en évidence le rôle antiviral de 

l’autophagie chez des organismes vertébrés et invertébrés (Carré-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 rôle antiviral de la 

voie de l’autophagie en réponse à des virus à ADN (comme le virus herpès simplex 1) et à 

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 rôle antiviral de la voie de l’autophagie consiste à internaliser et dégrader 

des protéines virales, à l’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 à la voie de 

l’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 

l’infection du système nerveux central de la souris par le virus Sindbis (SIN), la voie de 

l’autophagie joue un rôle protecteur en induisant l’élimination des protéines virales par la 

protéine SQSTM1 (Orvedahl et al. 2010). Cette protéine interagit avec la capside du SIN et 

l’adresse directement au niveau des autophagosomes pour permettre sa dégradation via le 

processus autophagique. De la même manière, la protéine Tat du virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH-1) est reconnue par la protéine SQSTM1 dans les lymphocytes T CD4+ et 

adressée à la voie de l’autophagie pour être dégradée (Sagnier et al. 2015). Ce phénomène a 

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

Dans de plus rares cas, le rôle antiviral de la voie de l’autophagie consiste à 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 première 

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) (Tallóczy 

et al. 2006).  

4.2.1.2. Chez les invertébrés 

Plusieurs études ont montré le fonctionnement ou l’activation de la voie de l’autophagie en 

réponse à une infection virale chez les crustacés (Chen et al. 2016a) et les insectes (Carré-

Mlouka et al. 2007; Shelly et al. 2009). L’autophagie joue un rôle important dans la défense 

antivirale de la drosophile contre le Vesicular Stomatitis Virus (VSV) (Shelly et al. 2009). 

Une induction de la voie de l’autophagie chez la mouche en condition in vivo conduit à une 

diminution de la réplication virale, alors qu’une répression de l’autophagie conduit à une 

augmentation de la réplication virale pouvant aller jusqu’à provoquer la mort de l’animal. 

Chez les mollusques bivalves, une première étude menée en conditions expérimentales sur 

l’huître creuse, C. gigas, a montré que l’autophagie jouerait un rôle protecteur lors d’une 

infection par le virus OsHV-1 (Moreau et al. 2015). 

4.2.2. Des virus échappent à l’autophagie 

Plusieurs virus sont capables d’échapper à la voie de l’autophagie afin de contrer les défenses 

immunitaires de l’hôte. Certains virus utilisent des protéines anti-autophagie afin de bloquer 

la voie de l’autophagie (Kudchodkar et Levine 2009; Lussignol et Esclatine 2017).  

Plusieurs virus ciblent notamment l’induction de la voie de l’autophagie au niveau de la 

protéine BECN1, laissant supposer qu’il s’agit d’un régulateur important dans la réponse 

antivirale (Jackson 2015). L’α-herpèsvirus herpès simplex virus 1 (HSV-1) provoque une 

inhibition de l’autophagie grâce à la protéine appelée ICP-34.5. Cette protéine virale est 

capable de se fixer à la protéine BECN1, connue pour induire la voie de l’autophagie 

lorsqu’elle est activée (Figure 16) (Orvedahl et al. 2007). Un autre herpèsvirus humain, le 

Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) produit un homologue de BCL-2 capable de 

se lier à BECN1 et d’inhiber la voie de l’autophagie (Pattingre et al. 2005).  

Chez les herpèsvirus, l’activation de plusieurs protéines anti-autophagie peut intervenir à 

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 l’autophagie (Lussignol et al. 2013) (Figure 16).  

Certains virus ciblent la phase de maturation de la voie de l’autophagie. Par exemple, le VIH 

et le virus de la grippe interagissent au niveau de la protéine BECN1, 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 l’autophagie pour leur propre benefice 

D’autres virus à ADN et à ARN modulent la voie de l’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 l’autophagie alors que d’autres l’inhibent.  

Des exemples de virus utilisant ces différentes stratégies sont présentés ci-dessous. 

4.2.3.1. Induction de la voie de l’autophagie par les virus 

Une des stratégies employées par les virus est de moduler la voie de l’autophagie en l’activant 

ou en permettant au moins la formation d’autophagosomes durant l’infection.   

Ce mécanisme permet notamment au virus de favoriser sa propre réplication. Dans la 

littérature, plusieurs herpèsvirus utilisent cette stratégie. Il a récemment été montré que le 

virus entérique du canard (Duck enteritis virus, DEV) pouvait activer la voie de l’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 été décryptés à ce jour. Le flavovirus zika semble également jouer un rôle 

proviral en activant la voie de l’autophagie. Cette stratégie lui permet ainsi d’augmenter sa 

réplication. Il utilise pour cela deux protéines antivirales NS4A et NS4B dont le rôle est de 

diminuer la phosphorylation de la protéine Akt, provoquant une inhibition de mTOR, 

induisant une activation de la voie de l’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 manière 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 l’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 l’endosome. 
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Figure 16. Schéma récapitulant les différents mécanismes mis en place par les virus afin d’échapper 

ou de manipuler l’autophagie pour leur propre bénéfice. (1) Echapper à l’autophagie. Certains virus 

inhibent l’autophagie par le biais de la production de protéines virales anti-autophagie agissant au 

niveau de l’étape d’initiation (HSV-1) ou de maturation (virus de la grippe ou VIH) de l’autophagie. 

(2) Induction de l’autophagie au bénéfice du virus. L’autophagie peut être activée par le virus afin 

d’augmenter sa réplication virale (virus Zika, DENV-2) ou afin d’être libéré à l’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 l’endosome. 

(C) l’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) être 

libéré à l’extérieur de la cellule. (3) Inhibition de l’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 l’autophagie n’étant pas réalisées.  
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Cette dernière 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 être utilisée pour permettre la maturation des virus afin qu’ils 

acquièrent leur pouvoir infectieux (Jackson 2015). Si la voie de l’autophagie est inhibée, le 

DENV devient moins infectieux (Mateo et al. 2013).  

Le virus peut activer la voie de l’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 être détectée au sein de structures suspectées être 

des amphisomes. Cette étude a également mis en évidence que la protéine gE (protéine de 

l’enveloppe du VZV la mieux caractérisée) était co-localisée avec MAP1LC3 et rab11  

(un marqueur du recyclage des endosomes) au sein de ces structures. Les auteurs, supposent 

que les amphisomes pourraient jouer le rôle 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 l’autophagie par les virus 

La seconde stratégie employée par les virus consiste à inhiber la voie de l’autophagie.  

Ainsi, les vésicules autophagiques produites sont utilisées par les virus pour être transportés 

hors de la cellule ou afin de permettre la formation de l’enveloppe virale (Jackson 2015) 

(Figure 16). Le Virus d'Epstein-Barr (EBV) est associé à 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 à une inhibition de la fusion entre autophagosomes et 

autolysosomes due à l’action de protéines virales lytiques (Granato et al. 2014; Nowag et al. 

2014). Les membranes des autophagosomes produits pourraient alors contribuer à constituer 

la seconde enveloppe du virus dans le cytosol de la cellule infectée ou les vésicules 

autophagiques produites pourraient servir à 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 

l’autophagie au niveau de l’étape de maturation. Le virus va bloquer l’accrochage de la 
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protéine SNARE Stx17 (située dans la membrane des autophagosomes) à la protéine SNAP29 

(située au niveau de la membrane du lysosome) empêchant la fusion entre le lysosome et 

l’autophagosome (Faure 2014). 

4.3. Autophagie et immunité chez les mollusques 

Récemment, peu de données étaient disponibles concernant la voie de l’autophagie chez les 

mollusques bivalves, notamment concernant la relation entre la voie de l’autophagie et 

l’immunité chez les mollusques. Bai et al. (2012) ont été les premiers à démontrer la présence 

chez un mollusque, l’ormeau (Haliotis diversicolor), d’un gène potentiellement impliqué dans 

l’autophagie et le système immunitaire inné, appelé GABAA receptor-associated protein 

(GABARAP). Ils ont mis en évidence que ce gène était exprimé de manière inégale dans les 

tissus de cet animal. L’expression la plus importante était observée dans l’hépatopancréas et 

la plus faible dans les hémocytes. De plus, leurs travaux suggèrent que ce gène pourrait jouer 

un rôle important dans le système immunitaire de l’ormeau adulte face à la présence 

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

La voie de l’autophagie a été étudiée chez l’huître creuse, C. gigas. Plusieurs gènes ATGs 

(autophagy related genes) ont été identifiés dans son génome (ATG4, ATG5, ATG7, ATG6, 

ATG9, ATG16, ATG1 et MAP1LC3). Ils sont phylogénétiquement proches des ATGs des 

mammifères tel que l’homme, Homo sapiens (Moreau et al. 2015). Au sein du manteau de  

C. gigas, des molécules connues pour moduler la voie de l’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 l’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 huîtres infectées par le virus par rapport aux huîtres 

saines. En présence de chlorure d’ammonium (NH4Cl), la survie des huîtres infectées par le 

virus diminue et une accumulation de la protéine MAP1LC3-II est observée. Ces résultats 

indiquent une non dégradation des autophagosomes. Au contraire, en présence de 

carbamazépine, la survie des huîtres infectées par le virus augmente, et la quantité d’ADN 

viral présent dans les animaux diminue. Des travaux complémentaires menés sur deux 

familles présentant des sensibilités contrastées à l’infection par OsHV-1 ont permis de mettre 

en évidence une amplitude de modulation différente de la voie de l’autophagie entre ces deux 

familles. Cette étude met en lumière pour la première fois, une modulation de l’autophagie 
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chez l’huître creuse au cours d’une infection par le virus OsHV-1 dans des conditions 

expérimentales. 

Plus récemment, des travaux réalisés par Balbi et al. (2018) ont également démontré pour la 

première fois que la voie de l’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 rôle protecteur en réponse à une 

infection par des Vibrios potentiellement pathogènes. Les chercheurs ont observé au sein des 

hémocytes la formation d’autophagosomes et autolysosomes en microscopie électronique à 

transmission en réponse à 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 très conservé (Levine et Deretic 2007) dont le fonctionnement 

est bien documenté chez plusieurs espèces telles que la levure (S. cerevisiae) et l’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 l’ormeau, de l’huître 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 gènes impliqués dans la voie de l’autophagie et 

d’étudier la modulation de ce processus en réponse à des stress environnementaux (Moore et 

al. 2007) et à des organismes pathogènes 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 l’autophagie 

reste peu documentée et caractérisée au niveau cellulaire et moléculaire chez les mollusques. 

Dans ce contexte, ce premier chapitre vise à caractériser l’autophagie chez l’huître creuse,  

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

La modulation de l’autophagie a été dans un premier temps étudiée au niveau cellulaire dans 

les cellules clés du système immunitaire de l’huître creuse : les hémocytes. Une approche 

intégrative a ainsi été entreprise en utilisant les méthodes de cytométrie en flux, de 

microscopie à fluorescence et de microscopie électronique à transmission.  

En seconde partie de ce chapitre, le récent séquençage du génome de l’huître creuse (Zhang et 

al. 2012) nous a permis (1) d’identifier les protéines constituants la voie de l’autophagie chez 

C. gigas à l’aide de bases de données publiques ; (2) de localiser l’expression de quatre gènes 

et protéines clés de la voie de l’autophagie par PCR en temps réel, western blot et 

immunohistochimie dans les différents tissus de l’huître creuse. 

Des résultats complémentaires sur la caractérisation de l’autophagie au niveau cellulaire et 

moléculaire chez l’huître creuse américaine, Crassostrea virginica, sont également présentés 

dans une troisième partie. Ce travail a fait l’objet d’un séjour à l’Institute of Marine and 

Environmental Technology (IMET) à Baltimore (USA) sous la direction du Dr Colleen 

Burge. Des approches précédemment développées chez C. gigas ont été appliquées sur  

C. virginica afin (1) d’identifier les protéines constituants la voie de l’autophagie chez  

C. virginica à l’aide de la base de donnée publique NCBI ; (2) d’étudier la modulation de 

l’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). 
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2. Caractérisation de l’autophagie chez C. gigas au niveau 

cellulaire 

Dans le cadre de cette première partie, nous avons étudié l’autophagie au niveau cellulaire au 

sein des hémocytes. Pour cela, des huîtres ont été exposées à deux molécules connues pour 

moduler la voie de l’autophagie: la carbamazépine (inducteur de la voie) et le chlorure 

d’ammonium (NH4Cl, inhibiteur de la voie) pendant 24 à 48 h. Après 24 et 48 h d’exposition, 

les hémocytes ont été analysés suivant trois méthodes couramment utilisées en biologie 

cellulaire pour étudier l’autophagie chez les mammifères. (1) Le pourcentage de cellule 

possédant des autophagosomes a été suivi par cytométrie en flux. (2) La microscopie à 

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 à transmission. 

Les résultats obtenus ont mis en évidence qu’il était possible de détecter et caractériser des 

structures autophagiques au sein des hémocytes de l’huître creuse. A l’aide des méthodes de 

cytométrie en flux et de microscopie à 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 NH4Cl+carbamazépine. L’approche en 

microscopie électronique à transmission a permis d’identifier des vacuoles autophagiques au 

sein des hémocytes dans différentes conditions après 24 h d’exposition aux molécules. 

D’après ces résultats, l’autophagie existe et peut être 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; 

NH4Cl, ammonium chloride; IP3, 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 

(ATGs).  

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 (NH4Cl) 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 NH4Cl, 

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 NH4Cl 

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 
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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) NH4Cl (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+NH4Cl 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 T0 (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 (0.6×32 mm). Haemolymph was kept on ice to limit cellular 

aggregation, and was filtered through a 74 µm 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-ID
®
 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 1500×g and 4°C. The supernatant was discarded, and the pellet 

containing the haemocytes was then suspended in 1 mL of buffer containing the Cyto-ID
®
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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 μL 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 μL of propidium iodide (PI, 1 mg/mL; 

ThermoFisher Scientific, P3566). PI 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 T0. 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 μL 

haemocyte suspensions (around 1×10
5
 cells) were deposited on glass slides and 

cytocentrifuged for 1 min at 100×g and 4°C. Haemocytes were observed under a fluorescence 

microscope at 100× 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 

(1×10
6
 cells) were centrifuged at 500×g 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 μm thickness for quality control and 

then to 80–85 nm thickness for examination using a Leica Ultracut (EM UC6, 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 PI. 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-ID
®
, and (2) positive haemocytes, i.e., those that were stained by Cyto-ID

®
 (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 T0 (Fig. 1B). At T0, 34±10% of haemocytes were found to be positive 

for staining by flow cytometry. No significant difference was observed between the ratio at 

T0 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 T0 (Fig. 1B). Ratios were significantly higher for the NH4Cl condition 

than for the control condition at 24 and 48 h (both p<0.01). In the presence of 

carbamazepine+NH4Cl, 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 I haemocytes were significantly less abundant than those belonging 

to groups II and III (p≤0.001) (Fig. 1D). With the exception of the NH4Cl condition at 48 h, 

the proportion of haemocytes representing group II was significantly higher than that of group 

III (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 T0 
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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 T0 (p≤0.05). 

For all conditions, the percentage of cells in group I was labelled very low (< 0.2%) (Fig. 1E). 

The percentage of haemocytes that were positive was always higher in group III 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 NH4Cl and carbamazepine+NH4Cl than in the control condition at 

the equivalent sampling times (p≤0.05). In contrast, the percent of cells positive significantly 

decreased in groups II and III 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 (T0) level at 48 h. 

The mean fluorescence intensity significantly increased in haemocytes from oysters exposed 

to NH4Cl (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 T0 and at all times 

in the control condition, while in the NH4Cl and carbamazepine+NH4Cl 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+NH4Cl 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 T0 condition was plotted close to the origin of the graph, and there was no 

difference between T0 points and those at later sampling times in the control condition. 

Results for the autophagy inducer (carbamazepine) and inhibitor (NH4Cl) conditions were 

plotted at opposite positions along the second axis, showing the effect of these molecules on 

the autophagy pathway. The carbamazepine+NH4Cl 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+NH4Cl 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 NH4Cl 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 T0 to 24 h, and then returned close to the T0 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-II to MAP1LC3-I 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. 
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In contrast to carbamazepine, NH4Cl 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-II and prevent the 

degradation of autophagosomes[34, 38, 39]. Consequently, exposure to NH4Cl 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 NH4Cl 

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

The combination of the two modulator drugs (carbamazepine and NH4Cl) 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 NH4Cl 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-ID
®
-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 NH4Cl and 

carbamazepine+NH4Cl. 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+NH4Cl 

condition. The NH4Cl 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 NH4Cl or carbamazepine compared to 

those in the control condition. However when combining both modulators 

(carbamazepine+NH4Cl) 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 NH4Cl 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 NH4Cl 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.  



CHAPITRE II CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’HUITRE CREUSE 

77 

References 

1. Deretic V, Levine B. Autophagy, immunity, and microbial adaptations. Cell Host & 

Microbe. 2009;5(6):527-549. doi: 10.1016/j.chom.2009.05.016. 

2. Glick D, Barth S, Macleod KF. Autophagy: cellular and molecular mechanisms. J Pathol. 

2010;221(1):3-12. doi: 10.1002/path.2697. 

3. Mizushima N. The pleiotropic role of autophagy: from protein metabolism to bactericide. 

Cell Death and Differentiation. 2005;12 Suppl 2:1535-1541. doi: 10.1038/sj.cdd.4401728. 

4. Deretic V. Autophagy as an immune defense mechanism. Curr Opin Immunol. 

2006;18(4):375-382. doi: 10.1016/j.coi.2006.05.019. 

5. Mizushima N. Autophagy: process and function. Genes Dev. 2007;21(22):2861-2873. doi: 

10.1101/gad.1599207. 

6. Sarkar S, Floto RA, Berger Z, et al. Lithium induces autophagy by inhibiting inositol 

monophosphatase. J Cell Biol. 2005;170(7):1101-1111. doi: 10.1083/jcb.200504035. 

7. Klionsky DJ, Abdelmohsen K, Abe A, et al. Guidelines for the use and interpretation of 

assays for monitoring autophagy (3rd edition). Autophagy. 2016 2016;12(1):1-222. doi: 

10.1080/15548627.2015.1100356. 

8. Seglen PO, Grinde B, Solheim AE. Inhibition of the lysosomal pathway of protein 

degradation in isolated rat hepatocytes by ammonia, methylamine, chloroquine and leupeptin. 

Eur J Biochem. 1979;95(2):215-225. 

9. Sun R, Luo Y, Li J, et al. Ammonium chloride inhibits autophagy of hepatocellular 

carcinoma cells through SMAD2 signaling. Tumour Biol. 2015;36(2):1173-1177. doi: 

10.1007/s13277-014-2699-x. 

10. Rubinsztein DC, Codogno P, Levine B. Autophagy modulation as a potential therapeutic 

target for diverse diseases. Nat Rev Drug Discov. 2012 2012/09//;11(9):709-730. doi: 

10.1038/nrd3802. 

11. Rubinsztein DC, Gestwicki JE, Murphy LO, et al. Potential therapeutic applications of 

autophagy. Nat Rev Drug Discov. 2007;6(4):304-312. doi: 10.1038/nrd2272. 

12. Moreau P, Moreau K, Segarra A, et al. Autophagy plays an important role in protecting 

Pacific oysters from OsHV-1 and Vibrio aestuarianus infections. Autophagy. 

2015;11(3):516-526. doi: 10.1080/15548627.2015.1017188. 

13. Ylä-Anttila P, Vihinen H, Jokitalo E, et al. Monitoring autophagy by electron microscopy 

in Mammalian cells. Meth Enzymol. 2009;452:143-164. doi: 10.1016/S0076-6879(08)03610-

0. 



CHAPITRE II CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’HUITRE CREUSE 

78 

14. Eskelinen E-L. Fine structure of the autophagosome. Methods Mol Biol. 2008;445:11-28. 

doi: 10.1007/978-1-59745-157-4_2. 

15. Eskelinen E-L. To be or not to be? Examples of incorrect identification of autophagic 

compartments in conventional transmission electron microscopy of mammalian cells. 

Autophagy. 2008;4(2):257-260. 

16. Martinet W, Timmermans J-P, De Meyer GRY, et al. Chapter Five - Methods to Assess 

Autophagy In Situ—Transmission Electron Microscopy Versus Immunohistochemistry.  

Methods in Enzymology. Cell-wide Metabolic Alterations Associated with Malignancy. Vol. 

543: Academic Press; 2014. p. 89-114. 

17. Yakoub AM, Shukla D. Autophagy stimulation abrogates herpes simplex virus-1 

infection. Scientific Reports. 2015;5:9730. doi: 10.1038/srep09730. 

18. Lee JS, Lee GM. Monitoring of autophagy in Chinese hamster ovary cells using flow 

cytometry. Methods. 2012;56(3):375-382. doi: 10.1016/j.ymeth.2011.11.006. 

19. Klappan AK, Hones S, Mylonas I, et al. Proteasome inhibition by quercetin triggers 

macroautophagy and blocks mTOR activity. Histochem Cell Biol. 2012;137(1):25-36. doi: 

10.1007/s00418-011-0869-0. 

20. Fisher WS. Structure and Functions of Oyster Hemocytes.  Immunity in Invertebrates. 

Proceedings in Life Sciences: Springer, Berlin, Heidelberg; 1986. p. 25-35. 

21. Allam B, Raftos D. Immune responses to infectious diseases in bivalves. Journal of 

Invertebrate Pathology. 2015;131:121-136. doi: 10.1016/j.jip.2015.05.005. 

22. Dégremont L, Bédier E, Soletchnik P, et al. Relative importance of family, site, and field 

placement timing on survival, growth, and yield of hatchery-produced Pacific oyster spat 

(Crassostrea gigas). Aquaculture. 2005;249:213-229. 

23. Azema P, Lamy JB, Boudry P, et al. Genetic parameters of resistance to Vibrio 

aestuarianus, and OsHV-1 infections in the Pacific oyster, Crassostrea gigas, at three 

different life stages. Genetic Selection Evolution. 2017;49:23. doi: 10.1186/s12711-017-0297-

2. 

24. Gagnaire B. Etude des effets de polluants sur les paramètres hémocytaires de l'huître 

creuse, Crassostrea gigas - Interactions entre environnement, mécanismes de défense et 

maladies infectieuses: Université de la Rochelle; 2005. 

25. Lewis PR, Knight DP. Staining methods for sectioned material. North-Holland; 1977.  

26. Eskelinen E-L, Kovács AL. Double membranes vs. lipid bilayers, and their significance 

for correct identification of macroautophagic structures. Autophagy. 2011;7(9):931-932. 

27. Silva MT, Vale Ad, Santos NMNd. Secondary necrosis in multicellular animals: an 

outcome of apoptosis with pathogenic implications. Apoptosis. 2008;13(4):463-482. doi: 

10.1007/s10495-008-0187-8. 



CHAPITRE II CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’HUITRE CREUSE 

79 

28. Galluzzi L, Pietrocola F, Levine B, et al. Metabolic Control of Autophagy. Cell. 

2014;159(6):1263-1276. doi: 10.1016/j.cell.2014.11.006. 

29. He C, Klionsky DJ. Regulation Mechanisms and Signaling Pathways of Autophagy. Annu 

Rev Genet. 2009;43:67-93. doi: 10.1146/annurev-genet-102808-114910. 

30. Paul P, Münz C. Autophagy and Mammalian Viruses: Roles in Immune Response, Viral 

Replication, and Beyond. Adv Virus Res. 2016;95:149-195. doi: 

10.1016/bs.aivir.2016.02.002. 

31. Moore MN. Autophagy as a second level protective process in conferring resistance to 

environmentally-induced oxidative stress. Autophagy. 2008;4(2):254-256. 

32. Moore MN, Viarengo A, Donkin P, et al. Autophagic and lysosomal reactions to stress in 

the hepatopancreas of blue mussels. Aquat Toxicol. 2007;84(1):80-91. doi: 

10.1016/j.aquatox.2007.06.007. 

33. Guo S, Liang Y, Murphy SF, et al. A rapid and high content assay that measures cyto-ID-

stained autophagic compartments and estimates autophagy flux with potential clinical 

applications. Autophagy. 2015;11(3):560-572. doi: 10.1080/15548627.2015.1017181. 

34. Eng KE, Panas MD, Karlsson Hedestam GB, et al. A novel quantitative flow cytometry-

based assay for autophagy. Autophagy. 2010;6(5):634-641. doi: 10.4161/auto.6.5.12112. 

35. Demishtein A, Porat Z, Elazar Z, et al. Applications of flow cytometry for measurement of 

autophagy. Methods. 2015;75:87-95. doi: 10.1016/j.ymeth.2014.12.020. 

36. Hidvegi T, Ewing M, Hale P, et al. An autophagy-enhancing drug promotes degradation 

of mutant alpha1-antitrypsin Z and reduces hepatic fibrosis. Science. 2010;329(5988):229-

232. doi: 10.1126/science.1190354. 

37. Balbi T, Cortese K, Ciacci C, et al. Autophagic processes in Mytilus galloprovincialis 

hemocytes: Effects of Vibrio tapetis. Fish & Shellfish Immunology. 2017;73:66-74. doi: 

10.1016/j.fsi.2017.12.003. 

38. Michiorri S, Gelmetti V, Giarda E, et al. The Parkinson-associated protein PINK1 

interacts with Beclin1 and promotes autophagy. Cell Death and Differentiation. 

2010;17(6):962. doi: 10.1038/cdd.2009.200. 

39. Castino R, Fiorentino I, Cagnin M, et al. Chelation of Lysosomal Iron Protects 

Dopaminergic SH-SY5Y Neuroblastoma Cells from Hydrogen Peroxide Toxicity by 

Precluding Autophagy and Akt Dephosphorylation. Toxicol Sci. 2011;123(2):523-541. doi: 

10.1093/toxsci/kfr179. 

40. Mizushima N, Yoshimorim T, Levine B. Methods in Mammalian Autophagy Research. 

Cell. 2010;140(3):313-326. doi: 10.1016/j.cell.2010.01.028. 

41. Perrotta I. The use of electron microscopy for the detection of autophagy in human 

atherosclerosis. Micron. 2013;50:7-13. doi: 10.1016/j.micron.2013.03.007. 



CHAPITRE II CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’HUITRE CREUSE 

80 

42. Eskelinen E-L. Maturation of autophagic vacuoles in Mammalian cells. Autophagy. 

2005;1(1):1-10. 

43. Cabon L, Martinez-Torres A-C, Susin SA. La mort cellulaire programmée ne manque pas 

de vocabulaire [Programmed cell death does not lack vocabulary]. Med Sci 

(Paris).29(12):1117-1124. doi: 10.1051/medsci/20132912015. French. 

44. Fink SL, Cookson BT. Apoptosis, Pyroptosis, and Necrosis: Mechanistic Description of 

Dead and Dying Eukaryotic Cells. Infection and Immunity. 2005;73(4):1907-1916. doi: 

10.1128/IAI.73.4.1907-1916.2005. 

45. Liu Y, Levine B. Autosis and autophagic cell death: the dark side of autophagy. Cell 

Death and Differentiation. 2015;22(3):367-376. doi: 10.1038/cdd.2014.143. 

46. Fitzwalter BE, Thorburn A. Recent insights into cell death and autophagy. FEBS J. 

2015;282(22):4279-4288. doi: 10.1111/febs.13515. 

  



CHAPITRE II CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’HUITRE CREUSE 

81 

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 T0) 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-ID
®
 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, 

NH4Cl, carbamazepine, carbamazepine+NH4Cl) after 24 or 48 h to those at T0. 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 NH4Cl condition at the respective time (p<0.01). The red line 

represents the basal level of autophagy (T0 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 I corresponds to haemocytes with 

low complexity and size, group II corresponds to haemocytes with moderate size and 

complexity, and group III corresponds to haemocytes with high complexity and size. (D) 

Proportion of haemocytes represented by each of the three populations at T0 and after 24 or 

48 h post-exposure with different reagents (NH4Cl 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-ID
®
 at T0 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 

II 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 T0 (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-ID
®
 between each condition at different times and T0. 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 T0. Grey stars represent outliers. Each boxplot was made with n=30; * p≤0.01. (B) 

Haemocyte pictures from different test conditions (NH4Cl, carbamazepine, 

carbamazepine+NH4Cl, 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 µm. 
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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 µm. i. haemocytes without ultrastructural 

modification (control condition); ii. haemocytes exposed to carbamazepine+NH4Cl presenting 

ultrastructural modifications; iii. haemocytes treated with an inhibitor of autophagy (NH4Cl) 

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 = 200µm. 

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 l’autophagie chez C. gigas au niveau 

moléculaire et protéique 

La détection et la caractérisation de structures autophagiques dans la première partie de ce chapitre 

nous a conduit dans le cadre de cette seconde partie à 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 gènes de la voie de l’autophagie (related autophagy genes, ATG) dans le 

génome de l’huître creuse. Cependant, l’ensemble des gènes constituant la voie de l’autophagie ne 

sont pas connus et l’expression des gènes et protéines clés de la voie de l’autophagie n’a jamais été 

étudiée dans différents compartiments tissulaires de l’huître creuse.  

Dans un premier temps, un inventaire le plus exhaustif possible des protéines de la voie de 

l’autophagie a été dressé chez C. gigas à l’aide de bases de données publiques (NCBI et UniProt). 

Les séquences protéiques de quatre ATG de l’huître 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 l’expression de plusieurs 

gènes clés de la voie de l’autophagie (BECN1, mTOR, MAP1LC3 et SQSTM1) dans différents 

compartiments tissulaires de l’huître creuse (manteau, branchies, gonade, muscle, palpes labiaux, 

cœur, hémocytes, glande digestive). L’expression et la localisation des protéines mTOR, SQSTM1, 

BECN1 et MAP1LC3 ont également été suivies par western blot et immunohistochimie. 

D’après les résultats obtenus, la voie de l’autophagie est structurellement et constitutionnellement 

conservée chez l’huître creuse. Les compartiments tissulaires de C. gigas explorés révèlent la 

présence de l’autophagie de manière 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 Atg1/unc-51-like kinase (ULK) complex, class III 

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, ATG7, 

ATG9A, 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, 

Finistère, 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
®
 III 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 5'/3' 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 Top10 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 quantitative PCR was used to evaluate autophagy-

related gene expression (BECN1, MAP1LC3A, mTOR, and SQSTM1). Amplification reactions 

were performed in a total volume of 20 µL. Each well contained 5 µL cDNA (diluted 1:30), 

10 µL Brilliant III Ultra-Fast SYBR
®

 green qPCR Master Mix (Agilent), 2 µL of each primer 

(3 µM) and 1 µL 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 = 10
(-1/slope)

) 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-α) (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) ΔCT target(control-sample)
]/[(Eref) ΔCT 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 × 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 µL 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 µg of protein extract was loaded and migrated on an 8-16 % SDS-

polyacrylamide gel (Bio-Rad). For haemocytes, only 22 µg 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 

(P0067, 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 µm filters], and 10% acetic acid) for 48 h and then 

stored in ethanol before being embedded in paraffin wax blocks. Sections 5-µm 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 (GABARAPL2), 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 Atg1/ULK and Ptdlns 3K complexes of C. gigas, including 

mTOR (62 %), phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 (PI3KC3) (63 %), and 

BECN1 (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 Atg17, Atg19, 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 ATG7. 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 

ULK2 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 (mTOR 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 (mTOR 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-I appeared to be expressed in all the tissues tested, the MAP1LC3-II 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. 7l) 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. 7o), 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 quantitative 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 PtdIns3K 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 
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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 

ATG9 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. ULK1 is involved in the phosphorylation of BECN1, 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 (Atg17, Atg19, 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, SQSTM1, and BECN1 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, (l) muscle, (m) digestive gland 

epithelium and connective tissue, (n) digestive tubule, (o) 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 µm. 

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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4. Résultats complémentaires: caractérisation de l’autophagie 

chez l’huître creuse américaine, Crassostrea virginica 

4.1. Introduction 

Les précédents résultats obtenus dans le cadre de ce second chapitre de thèse, démontre une 

conservation de la voie de l’autophagie et une modulation de ce processus en présence de 

molécules modulatrices de la voie chez l’huître japonaise, C. gigas (Picot et al. accepted; 

Picot et al., in prep; Moreau et al. 2015). Cependant, il existe d’autres espèces d’huîtres 

creuses phylogénétiquement proches de C. gigas réparties dans d’autres régions du monde, 

comme l’huître creuse américaine, Crassostrea virginica. Chez ces espèces d’huîtres creuses, 

l’existence et la modulation de l’autophagie n’a jamais été étudiée, ni comparée à celle mis en 

évidence chez l’huître japonaise. Le faible nombre de génomes de mollusques marins 

disponibles limite la possibilité de développer certains outils, nécessitant la connaissance des 

séquences des gènes de l’autophagie, pour étudier ce processus chez ces espèces. En 2015, la 

publication du génome de C. virginica, nous a permis d’entreprendre des travaux de 

caractérisation et de compréhension de l’autophagie chez cette espèce (Gómez-Chiarri et al. 

2015). Les travaux ont été réalisés au sein de l’Institute of Marine and Environmental 

Technology (IMET) à Baltimore (USA) sous la direction du Dr Colleen Burge. Ce travail a 

été financé par la Direction Scientifique de l’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 l’autophagie de C. gigas ont 

été utilisées afin d’identifier les protéines de la voie de l’autophagie chez C. virginica.  

Les séquences de plusieurs protéines clés de la voie de l’autophagie de l’huître creuse 

américaine et de plusieurs organismes eucaryotes ont été recensées puis alignées et analysées 

au niveau phylogénétique. 

Dans un second temps, la modulation de l’autophagie a été suivie dans deux tissus de  

C. virginica précédemment étudiés chez C. gigas, les hémocytes et le manteau. Pour cela, des 

huîtres ont été mises en contact avec deux molécules connues pour moduler la voie de 

l’autophagie, la carbamazépine (inducteur de la voie) et le chlorure d’ammonium (NH4Cl, 

inhibiteur de la voie), pendant une durée de 16 à 24 h. Des outils précédemment développés 

chez C. gigas, ont été appliqués sur C. virginica. Dans les hémocytes, l’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 l’autophagie, MAP1LC3 et SQSTM1. 

Ainsi les protéines clés de l’autophagie existent et présentent de fortes similarités avec les 

protéines identifiées chez C. gigas. De plus, chez C. virginica, l’autophagie peut être modulée 

par l’utilisation de molécules connues pour interférer avec cette voie à l’instar de ce qui avait 

été observé chez C. gigas. 

4.2. Matériel et méthodes 

4.2.1. Identification des protéines de la voie de l’autophagie chez C. virginica 

La recherche de protéines homologues de la voie de l’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 conservés a été étudiée par l’outil  

« CD-search » de NCBI. 

4.2.2. Analyse phylogénétique 

Une analyse phylogénétique de cinq protéines clés de la voie de l’autophagie de C. virginica 

(mTOR, BECN1, MAP1LC3A, MAP1LC3C et SQSTM1) a été menée. Pour cela, les 

séquences homologues de ces cinq protéines ont été recherchées chez d’autres organismes 

eucaryotes: l’humain (H. sapiens), l’huître creuse japonaise (Crassostrea gigas), la poule 

(Gallus gallus), le poisson zèbre (Danio rerio), la drosophile (Drosophila melanogaster), un 

ver (Caenorhabditis elegans), la souris (Mus musculus), l’oursin (Strongylocentrotus 

purpuratus), le lingual (Lingula ungis) et l’abeille européenne (Apis mellifera). Les séquences 

protéiques de ces organismes ont été collectées à l’aide des bases de données universal protein 

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

protéiques ont été réalisés à l’aide de Clustal W et l’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. Matériel biologique 

Le naissain de C. virginica utilisé dans cette étude, a été produit en écloserie puis placé sur 

des parcs ostréicoles dans la baie de Chesapeake (Maryland, USA). Avant la mise en place de 

l’expérimentation, les huîtres ont été acclimatées pendant 10 jours dans un raceway contenant 

de l’eau de mer artificielle en renouvellement constant à une température de 20,5°C.  

Un apport en phytoplancton (Tisochrysis lutea, Pavlova sp., Tetraselmis sp., Thalassiosira 

weissflogii, Chaetoceros calcitrans et Thalassiosira pseudonana) était réalisé une fois par 

jour. 

4.2.4. Plan experimental 

Deux traitements différents ont été utilisés pour moduler l’autophagie. Plusieurs groupes 

d’huîtres ont été maintenus pendant 16 à 24 h en eau de mer artificielle additionnée avec (1) 

du chlorure d’ammonium (NH4Cl) à une concentration de 0,053 g/L d’eau de mer ou (2) de 

carbamazépine à une concentration de 0,0073 g/L d’eau de mer (Picot et al. accepted; Moreau 

et al. 2015). Une condition contrôle a été réalisée en maintenant un groupe d’huîtres dans de 

l’eau de mer artificielle non additionnée de molécules. Pour chacune de ces conditions, quatre 

bacs contenant chacun 9 huîtres ont été utilisés. A chaque temps d’échantillonnage (16 et 24 

h), deux bacs de 9 animaux ont été échantillonnés par condition. Au temps T0, (temps 

d’échantillonnage réalisé en amont de la mise en place des différentes conditions testées), 

deux bacs de 9 huîtres ont été échantillonnés pour définir le niveau basal d’autophagie dans 

les hémocytes et le manteau des huîtres américaines.   

A chaque temps d’échantillonnage, l’hémolymphe a été prélevée comme précédemment décrit 

dans Picot et al. (accepted). L’hémolymphe des neuf huîtres de chaque bac a été poolée.  

En parallèle, des échantillons de manteau (20-25 mg) ont également été collectés sur 6 huîtres 

à 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 même protocole décrit dans Picot et al.( accepted). La mortalité des hémocytes est mesurée 

sur un échantillon de 200 µL de suspension cellulaire pour chaque condition (n=2 réplicats) à 

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 à l’aide du même 

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, l’activité autophagique (20 000 évènements) et le taux de mortalité 

des hémocytes (10 000 évènements) ont été mesurés en utilisant un cytomètre en flux 

Accuri
TM

 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 T0. 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 II/actine et de SQSTM1/actine ont été calculés par une analyse en 

densitométrie réalisée à l’aide du logiciel ImageJ (version 1.51 q). Chaque échantillon a été 

normalisé par rapport à l’actine et calibré par rapport à la condition contrôle (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 l’analyse statistique des données de densitométrie 

(package PMCMR, version 4.1). 
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4.3. Résultats 

4.3.1. Identification des proteines de la voie de l’autophagie chez C. virginica 

La recherche de protéines de la voie de l’autophagie chez C. virginica dans les bases de 

données publiques a permis d’identifier 33 protéines homologues à celles trouvées chez  

C. gigas (Tableau 2). Chez C. virginica, des protéines appartenant aux 5 complexes 

permettant l’initiation, la nucléation, l’élongation, l’achèvement et la fusion des 

autophagosomes ont été identifiés. La majorité des protéines ATG identifiées fait partie du 

cœur moléculaire de la voie de l’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 Atg17, Atg19, Atg20, Atg23, Atg29, Atg31, sorting nexin-4, 

WIPI1, ULK1, MAP1LC3B, GABARAP L1 et GABARAP L3. En revanche, la protéine 

ATG2A présente chez l’huître japonaise, n’est pas présente chez l’huître 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 

BECN1, PI3KC3, mTOR et ULK2 impliquées dans l’initiation de l’autophagie. Plusieurs 

membres de la famille LC3/GABARAP (MAP1LC3A, MAP1LC3C, GABARAP et 

GABARAP L2) jouant un rôle dans l’étape d’élongation de l’autophagie possèdent également 

des domaines conservés. L’analyse phylogénétique réalisée a permis de confirmer que 

certaines protéines clés de la voie de l’autophagie chez C. virginica (MAP1LC3A, 

MAP1LC3C, BECN1, SQSTM1 et mTOR) présentaient de fortes similarités avec les 

protéines de la voie de l’autophagie chez d’autres mollusques et chez les mammifères (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 l’autophagie chez la levure S. cerevisiae et les 

organismes invertébrés tels que la drosophile D. melanogaster, l’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 l’autophagie identifiés chez l’huître  creuse 

américaine (C. virginica) et comparée avec les protéines et domaines identifiés chez l’huître creuse 

japonaise (C. gigas). (-) Protéine non identifiée chez l’espèce concernée. (*) Domaine tronqué. 
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Figure 17. Analyse phylogénétique des protéines clés de la voie de l’autophagie (mTOR, BECN1, 

MAP1LC3A, MAP1LC3C et SQSTM1) chez l’huître américaine, C. virginica (1000 réplicats, 

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

Un suivi de la mortalité hémocytaire a été réalisé en utilisant de l’iodure de propidium (IP). 

Le pourcentage moyen de mortalité cellulaire ne dépasse pas 9,2 % dans l’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 à des hémocytes non marquée par le Cyto-ID
®

 et une population 

positive constituée des hémocytes marqués par le Cyto-ID
®
 (Figure 18A). Au temps T0, 

27±2,1 % des hémocytes étaient détectés comme positifs. Dans la condition contrôle (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 très 

faiblement augmenter au temps 16 h, puis revient proche de son niveau de départ au temps 24 

h. En présence de NH4Cl, le ratio moyen semble augmenter de manière 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 contrôle et dans la condition NH4Cl 

au temps 24 h post exposition (Figure 18C). Dans la condition NH4Cl comme dans la 

condition contrôle, les hémocytes les plus marqués sont les cellules de grande taille et 

fortement complexes. De plus, le pourcentage de cellules marquées dans la condition NH4Cl 

tend à être plus important que dans la condition contrôle. 

4.3.1. Modulation de l’autophagie dans le manteau de C. virginica 

L’analyse par western blot a permis détecter la présence des protéines de l’autophagie 

SQSTM1 et des formes MAP1LC3-I et -II au sein du manteau de l’huître creuse américaine, 

C. virginica. Cependant, suivant la condition testée, l’intensité des bandes obtenues pour les 

trois protéines varie (Figure 19A). L’utilisation du ratio MAP1LC3-II/actine (Figure 19B) 

nous a permis de mettre en évidence une augmentation significative de la quantité de protéine 

MAP1LC3-II dans les conditions NH4Cl et carbamazépine, par rapport à la condition eau de 

mer (p<0,05). De même, le ratio SQSTM1/actine augmente de manière significative dans les 

conditions NH4Cl et carbamazépine par rapport à la condition contrôle (p<0,05). 
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Figure 18. Détection et suivi de l’activité autophagique dans les hémocytes par cytométrie en flux. A. 

Overlay d’histogrammes en FL1 représentant des hémocytes marqués au Cyto-ID
®
 dans la condition 

contrôle (eau de mer) et la condition où l’autophagie est induite (condition NH4Cl) à 24 h post 

exposition avec les molécules. L’axe horizontal représente l’intensité de fluorescence et l’axe vertical 

le nombre d’hémocytes. B. Ratios entre le pourcentage d’hémocytes présentant des autophagosomes 

dans les différentes conditions testées à 16 et 24 h (contrôle, NH4Cl et carbamazépine) et par rapport 

au pourcentage obtenu au temps T0. A chaque temps d’échantillonnage, n=2 pools de 9 individus. Le 

tiret représente la moyenne du ratio obtenu pour chaque condition testée à 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-ID

®
 

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-ID
®
.  
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Figure 19. Détection et quantification des protéines SQSTM1 et MAP1LC3 dans le manteau de 

l’huître creuse américaine, C. virginica suivant les différentes conditions testées (contrôle, NH4Cl et 

carbamazépine). A. Détection des protéines SQSTM1 et MAP1LC3-I et -II sur membranes de PVDF. 

B. Histogrammes représentant le ratio (a) de MAP1LC3-II/actine ou (b) de SQSTM1/actine. La 

condition contrôle (eau de mer) a été utilisée comme calibrateur. Pour chaque condition, n=3 animaux. 

Les barres d’erreurs correspondent à l’écart type. * représente une différence significative avec la 

condition contrôle (p<0.05). 

  



CHAPITRE II CARACTERISATION DE L’AUTOPHAGIE CHEZ L’HUITRE CREUSE 

130 

4.1. Discussion 

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 à leurs prémices. L’analyse 

du génome de C. gigas, a démontré que la voie de l’autophagie est structurellement et 

constitutionnellement conservée chez cette espèce et qu’elle peut être modulée en présence de 

molécules connues pour interférer avec la voie de l’autophagie chez les mammifères (Picot et 

al. accepted; Picot et al., in prep; Moreau et al. 2015). Cependant, chez les mollusques 

bivalves marins, l’absence de données génomiques pour la majorité des espèces limite la 

possibilité de développer de nouvelles approches pour étudier l’autophagie. Récemment, la 

publication du génome de l’huître américaine a permis d’entreprendre des travaux de 

caractérisation et de compréhension de cette voie chez cette espèce d’huître creuse 

phylogénétiquement proche de C. gigas. La réalisation de ces travaux a été menée dans le 

cadre d’une collaboration avec l’IMET. 

En utilisant le génome de C. virginica séquencé en 2015, une identification des protéines de 

l’autophagie a permis de caractériser cette voie chez cette espèce. Une analyse phylogénétique 

de certaines protéines clés de la voie de l’autophagie de C. virginica a également été réalisée. 

Dans un second temps, l’utilisation de modulateurs connus de la voie de l’autophagie chez  

C. gigas a permis de démontrer que l’autophagie peut être modulée au sein de deux tissus 

précédemment étudiés chez C. gigas. 

Les analyses réalisées au niveau moléculaire ont mis en évidence que les 5 complexes et les 

principales protéines constituant le cœur moléculaire de la voie étaient conservées chez  

C. virginica comme chez C. gigas. De la levure jusqu’à l’humain, le cœur moléculaire de la 

voie de l’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’après l’analyse phylogénétique, les 

séquences de C. virginica présentent une forte similarité avec les séquences d’autres 

mollusques et mammifères. 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, ATG12 et ATG9A de C. gigas avaient déjà permis d’observer de fortes similarités 

entre les séquences des espèces 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 l’humain (Moreau et al. 2015). 

Comme chez C. gigas, certaines protéines (Atg11, Atg17, Atg19, Atg20, Atg23, Atg24, 

Atg29, Atg27, Atg31, ULK1, WIPI1, MAP1LC3B, GABARAP L1 et GABARAP L3) n’ont 

pas été retrouvées (Picot et al., in prep). Les protéines Atg11, Atg17, Atg19, Atg20, Atg23, 

Atg24, Atg29, Atg27, Atg31 sont en revanche présentent chez la levure S. cerevisiae. Celles-

ci sont impliquées dans d’autres voies relative à l’autophagie comme la péroxyphagie, la voie 

Cvt (cytoplasm to vacuole targeting) et la voie de l’autophagie induite par le jeûne.  

Ces protéines 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 mammifères, (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 mammifères et jouent toutes un rôle 

important dans le fonctionnement de la voie de l’autophagie (Picot et al., in prep).  

Cependant, dans la majorité des cas, le rôle spécifique associé à 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 être compensée par d’autres membres de 

leurs familles respectives. De plus, afin de confirmer l’absence de ces protéines chez les 

huîtres creuses japonaises et américaines, une recherche de ces protéines devra être 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 l’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-I et -II. De plus, une augmentation des quantités de protéines MAP1LC3-II et 

SQSTM1 est observée en présence de NH4Cl (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-II a également été observée 20 h post exposition avec les mêmes 

molécules (Moreau et al. 2015). Ces résultats suggèrent l’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 l’autophagie similaire à celle observée chez C. gigas (Picot et al. accepted). 
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L’autophagie semble être 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 

l’autophagie au sein du manteau de C. virginica, ces résultats suggèrent une réponse tissus 

spécifique. La carbamazépine pourrait également ne pas avoir d’effet spécifique sur la voie de 

l’autophagie dans les hémocytes de C. virginica. De plus, chez l’huître creuse américaine 

comme chez l’huître creuse japonaise (Picot et al. accepted), l’analyse réalisée en cytométrie 

en flux démontre que les cellules les plus marquées en présence ou absence de NH4Cl sont les 

cellules de grande taille et complexe. Cela suggère, comme chez C. gigas, que l’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 

à celles de C. gigas et des mammifères. Au niveau cellulaire et protéique, la voie de 

l’autophagie peut être modulée au sein du manteau et des hémocytes de C. virginica de la 

même manière que chez C. gigas. Afin de pourvoir conforter ces premiers résultats, 

l’utilisation d’autres outils précédemment développés chez C. gigas (microscopie électronique 

à transmission et microscopie à fluorescence) sera nécessaire. Cependant, cette première 

approche permet d’envisager d’étudier la voie de l’autophagie en réponse à différents stress 

biotiques et abiotiques incluant des organismes pathogènes chez C. virginica.  

De plus, ces travaux démontrent la nécessité d’étendre l’étude du processus autophagique à 

d’autres mollusques bivalves dont les génomes ont été récemment séquencés comme la moule 

méditerranéenne, Mytilus galloprovincialis (Murgarella et al. 2016) ou l’huître perlière 

(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 

l’autophagie chez l’huître creuse japonaise au niveau cellulaire et moléculaire. Ces résultats 

ont également permis de travailler sur une autre espèce d’huître creuse, l’huître creuse 

américaine, permettant de renforcer nos résultats et hypothèses. 

La première partie visait à étudier l’autophagie au niveau cellulaire au sein des hémocytes de 

l’huître creuse. Une approche in vivo a été réalisée en exposant des huîtres à des molécules 

connues pour inhiber ou induire l’autophagie chez les mammifères. Les hémocytes ont été 

analysés suivant trois approches : la cytométrie en flux, la microcopie à fluorescence et la 

microscopie électronique à transmission. Les résultats obtenus ont permis de mettre en 

évidence que : 

 l’autophagie peut être modulée chez les hémocytes. En présence de molécules 

modulatrices comme le NH4Cl ou le NH4Cl plus la carbamazépine, la quantité 

d’autophagosomes au sein de la cellule et la quantité de cellules présentant des 

autophagosomes augmente à 24 et 48 h après traitement. 

 dans les hémocytes, la carbamazépine dans les conditions testées, n’induit pas de 

modulation de la voie de l’autophagie. La même 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 l’autophagie dans le manteau de 

l’huître creuse (Moreau et al. 2015). Il est aussi possible que la carbamazépine n’ait 

pas d’effet spécifique sur l’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 l’autophagie ne sont pas 

spécifiques et peuvent impacter d’autres voies cellulaires au sein de la cellule.  

Les autres voies cellulaires pourraient empêcher l’induction de l’autophagie attendue 

en présence de carbamazépine. 

 des vacuoles autophagiques ont été observées dans les hémocytes.  

Des autophagosomes et autolysosomes ont été identifiés dans l’ensemble des 

conditions en microscopie électronique à transmission 24 h post-exposition avec les 

molécules. 
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L’ensemble de ces résultats indique que l’autophagie est fonctionnelle dans les hémocytes 

d’huître creuse et montre l’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 l’autophagie au niveau 

moléculaire en identifiant les gènes la constituant chez l’huître creuse et en localisant les 

compartiments tissulaires où la voie de l’autophagie est exprimée. Plusieurs approches au 

niveau moléculaire et protéique (datamining, PCR en temps réel, western blotting et 

immunohistochimie) ont été utilisées pour répondre à cette problématique. Les résultats 

obtenus dans le cadre de cette partie montre que : 

 la voie de l’autophagie est hautement conservée au niveau structurel et constitutionnel 

chez l’huître creuse en comparaison avec la voie chez d’autres organismes eucaryotes. 

En effet, les protéines constituant le cœur moléculaire de la voie (protéines 

importantes pour la formation de l’autophagosome) ont été identifiées dans le génome 

de l’huître creuse. De plus, les ATG sont phylogénétiquement proches des ATG de la 

voie de l’autophagie chez les mammifères. 

 l’autophagie serait détectable de manière constitutive dans l’ensemble des 

compartiments tissulaires analysés de l’huître creuse. Tous les tissus de l’huître creuse 

expriment les gènes mTOR, SQSTM1, MAP1LC3 et BECN1. Les protéines mTOR, 

BECN1, SQSTM1 et MAP1LC3 sont également détectables grâce à l’utilisation 

d’anticorps hétérologues humain dans l’ensemble des tissus testés. 

Des résultats complémentaires sont présentés dans ce chapitre. Ces travaux ont été réalisés en 

collaboration avec l’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 l’autophagie chez l’huître creuse américaine, C. virginica, une espèce proche 

de C. gigas. Une approche moléculaire nous a permis de rechercher des protéines de la voie 

de l’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 huîtres à des molécules connues pour inhiber ou induire la voie de 

l’autophagie chez C. gigas. Les résultats semblent montrés que : 
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 la voie de l’autophagie est présente chez C. virginica. L’huître creuse américaine 

possède les principales protéines impliquées dans la voie de l’autophagie.  

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

 l’autophagie est fonctionnelle dans le manteau et les hémocytes de C. virginica.  

En présence de molécules modulatrices comme le NH4Cl ou NH4Cl+carbamazépine, 

la voie de l’autophagie est modulée au niveau cellulaire dans les hémocytes et au 

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

 chez l’huître creuse américaine comme chez C. gigas, la carbamazépine n’induit pas 

de modulation de l’autophagie dans les hémocytes alors qu’elle induit une 

modulation de l’autophagie dans le manteau. Il est possible que l’autophagie réponde 

différemment suivant le type cellulaire étudié ou que la carbamazépine n’est pas 

d’effet spécifique sur l’autophagie dans ce type cellulaire chez les mollusques 

bivalves. 

Ces travaux suggèrent une réponse similaire de l’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 l’autophagie au niveau cellulaire et moléculaire pourra être utilisée 

afin d’étudier la modulation et le fonctionnement de l’autophagie chez l’huître creuse lorsque 

celle-ci est soumise à un facteur de stress abiotique (salinité, jeûne,…) ou biotique (agents 

pathogènes,…). Dans le cadre du troisième chapitre, nous chercherons à comprendre et 

décrypter le rôle de la voie de l’autophagie chez l’huître creuse, C. gigas, en réponse à 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 pathogène 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’élevage des huîtres est principalement 

réalisé en milieu ouvert dans lequel les animaux peuvent être exposés en permanence aux 

organismes pathogènes. Dans ce contexte, il reste difficile de réaliser des traitements 

médicamenteux afin de protéger les animaux des maladies. Une meilleure compréhension de 

la réponse immunitaire mise en place par l’huître creuse pour répondre à une infection virale 

doit permettre d’apporter de nouvelles connaissances pour envisager des voies de luttes 

adaptées à cette maladie. 

Comme cela a été mis en évidence dans le cadre du chapitre précédent, les protéines du cœur 

moléculaire de la voie de l’autophagie ont été identifiées chez C. gigas (Picot et al., in prep), 

suggérant ainsi la présence de cette voie chez cette espèce. L’autophagie peut être activée en 

réponse à des infections d’origines bactériennes, parasitaires et virales (Schmid et Münz 

2007). Suivant l’hôte et l’organisme pathogène considéré, ce mécanisme permet de séquestrer 

et dégrader certains éléments essentiels de l’organisme pathogène (par exemple des protéines 

virales) ou l’organisme pathogène dans son intégralité (Joubert et al. 2011). 

Chez les mollusques bivalves, l’autophagie semble être l’un des mécanismes du système 

immunitaire impliqué en réponse à des infections par des organismes pathogènes.  

Ce processus a été étudié chez l’huître 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 l’huître creuse, il a également été suggéré que l’autophagie jouerait un rôle 

protecteur contre une infection par OsHV-1 dans le manteau à 20 hpi (Moreau et al. 2015). 

Lorsque l’autophagie est modulée l’interprétation n’est pas toujours aisée, car certains virus 

sont capables de détourner l’autophagie de son rôle antiviral pour en tirer des bénéfices 

(Joubert et al. 2011; Lussignol et Esclatine 2017). Aussi, il est nécessaire de pouvoir étudier 

précisément le rôle joué par l’autophagie au cours d’une infection par le virus OsHV-1 à 

l’aide d’une approche intégrative. Dans ce cadre, plusieurs problématiques ont été posées :  
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 Comment l’autophagie est-elle modulée chez C. gigas au cours d’une infection virale 

causée par le virus OsHV-1 ? 

 L’autophagie est-elle modulée de la même manière au sein de différents tissus 

impliqués dans la réponse à l’infection virale (l’hémolymphe et le manteau) ? 

 L’huître creuse module-t-elle l’autophagie et/ou le virus utilise t-il ce processus pour 

son propre bénéfice ? 

Pour tenter de répondre à ces questions, nous avons réalisé des infections expérimentales en 

condition in vivo. Des huîtres creuses ont été injectées avec le virus OsHV-1 et/ou exposées à 

du chlorure d’ammonium (NH4Cl), un inhibiteur connu de la voie de l’autophagie chez  

C. gigas. Pendant le processus d’infection, des prélèvements d’hémolymphe et de manteau 

ont été réalisés à différents temps (T0, 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 gène ATG7 ont été utilisés afin de rendre la voie de l’autophagie non fonctionnelle. 

La réponse du virus et du système immunitaire de l’hôte 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 l’autophagie a été 

étudiée à l’aide d’outils précédemment développés dans le second chapitre de la thèse (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 

l’infection expérimentale, suivie d’une modulation de l’autophagie dans l’hémolymphe et le 

manteau de C. gigas à partir de 14 -18 h post-infection par OsHV-1. Cependant, l’autophagie 

est modulée de manière différente dans les deux compartiments. Une exposition combinée de 

C. gigas à du NH4Cl et au virus démontre une modulation précoce et plus forte de 

l’autophagie au cours de l’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 gène 

ATG7 semble avoir fonctionné, mais les siRNA induisent également une réponse antivirale 

non spécifique chez l’huître creuse, permettant de la protéger contre le virus OsHV-1. 

L’approche par ARNi et l’utilisation d’un modulateur connu de la voie n’ont pas permis de 

déterminer si l’autophagie joue un rôle 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 l’huître creuse pour répondre à 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 µVar 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 (Bachère 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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Münz 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 mRNA 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 

ATG7). 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 siRNA 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 

(Finistère, 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 (MgCl2, 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 µL of an OsHV-1 suspension at 1 × 10
4
 copies of viral DNA/µL and kept in 

seawater (12 tanks), (2) oysters injected with 100 µL of an OsHV-1 suspension at 1 × 10
4
 

copies of viral DNA/µL and kept in seawater supplemented with NH4Cl 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 T0 (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 × 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 µg of 

ATG7 siRNA (a mixture of 138 µg of each ATG7 siRNA). A second group of eight oysters 

was injected with 277 µg 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 µL of a viral 

suspension at 1.07 × 10
5
 copies of viral DNA/µL per oyster into the adductor muscle. At the 

same time, 100 µL 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 µL (for 

mantle extraction) and 50 µL (for haemolymph extraction) of AE buffer provided in the kit. 

The DNA quality and quantity were determined on a NanoDrop 2000 instrument (Thermo 

Scientific, http://www.nanodrop.com). 



CHAPITRE III IMPLICATION DE L’AUTOPHAGIE AU COURS D’UNE INFECTION VIRALE 

 

147 

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 µL. Each well contained 5 µL of genomic DNA (5 

ng/mL), 10 µL of Brillant III Ultra-Fast SYBR Green Master Mix (Agilent), 2 µL of each 

primer (5.5 µM: OsHV-1 DPFor 5-ATTGATGATGTGGATAATCTGTG-3, 5.5 µM OsHV-

1 DPRev 5-GGTAAATACCATTGGTCTTGTTCC-3) (Webb et al. 2007), and 1 µL 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 

log10 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 NH4Cl 

group were individually crushed in 150 μL of sterile seawater. Then, 100 µL 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
®
 III 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 μL of cDNA dilution (1/30) instead of genomic DNA. Normalized relative 

viral gene expression levels were calculated for each sample with the formula: Delta Ct = Ct 

ORF  Ct Elongation factor 1alpha (EF1-α). The gene expression level (Delta Ct) of the initial 

array data was transformed as follows: [1  (Delta Ct/Ct EF1-α )]/100. Ct (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 T0, 6, 10, 14, 18, 24, and 30 hpi. The relative 

quantification value (ratio R) was calculated by the method described by Pfaffl (2001): R = 

[(Etarget) Δ
CT target(control-sample)

]/[(Eref) Δ
CT ref(control-sample

)]. 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-α, because no significant differences in Ct 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 T0. 

Flow cytometry 

Before autophagic activity was investigated in haemocytes, haemocyte mortality was 

determined. As described by Gagnaire (2005), haemocyte mortality was measured in 200 μL 

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 μL of propidium iodide 

(PI, 1 mg/mL; Thermo Fisher Scientific, cat. # P3566). 

Then, percentages of haemocytes with autophagic activity were quantified with the 

commercial Cyto-ID
®

 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-II/actin and SQSTM1/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 “virus+NH4Cl” 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 



CHAPITRE III IMPLICATION DE L’AUTOPHAGIE AU COURS D’UNE INFECTION VIRALE 

 

150 

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 NH4Cl 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 NH4Cl 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+NH4Cl 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 

NH4Cl and virus+NH4Cl groups (p  0.05) and the virus and virus+NH4Cl 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 (T0, 6, 10, 14, 18, 24, and 30 hpi). 

In haemolymph and the mantle, no viral DNA was detected in artificial seawater and NH4Cl 

groups (Fig. 2A). OsHV-1 DNA could be detected as early as 6 hpi in both tissues tested in 

the virus group and virus+NH4Cl 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 × 10
6 

± 6.21 × 10
5
 viral DNA copies/µL of 

haemolymph) to 24 hpi in the virus+NH4Cl group (4.02 × 10
5 

± 1.91 × 10
5
 viral DNA 

copies/µL 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+NH4Cl 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 × 10
4 

± 1.54 × 10
5
 viral DNA 

copies/µL of haemolymph) and in the virus+NH4Cl group (1.26 × 10
5 

± 2.89 × 10
5
 viral DNA 

copies/µL of haemolymph, respectively). No significant difference was observed between the 

virus group and virus+NH4Cl 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+NH4Cl 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+NH4Cl 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 SQSTM1 significantly increased from 24 to 30 hpi (p  0.05). Relative expression of 

BECN1 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 SQSTM1 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 NH4Cl 

The monitoring of autophagic activity by flow cytometry revealed a significant increase in the 

percentage of cells containing autophagosomes in the NH4Cl group in comparison with the 

artificial seawater group at late time points (18 to 30 h post exposure (hpe)) of the 

experimental exposure to NH4Cl (p  0.05; Fig. 4A). On the other hand, in the NH4Cl 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 NH4Cl 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 NH4Cl group (Fig. 4B). SQSTM1 was 

significantly upregulated from 10 to 30 hpe (p  0.05). The relative expression of ATG7 and 

BECN1 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 NH4Cl. 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+NH4Cl 

The monitoring of the autophagic activity by flow cytometry suggested that the percentage of 

cells containing autophagosomes was significantly higher in the virus+NH4Cl 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+NH4Cl group in comparison with the artificial seawater group (p 

 0.05; Fig. 5B). BECN1 and ATG7 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+NH4Cl 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 SQSTM1 protein in the virus+NH4Cl 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 × 10
5 

± 3.9  10
5
 viral DNA copies/µg of total 

DNA). 
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Autophagy was followed by measuring the relative gene expression of three key ATG genes 

(SQSTM1, MAP1LC3A, and ATG7) 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 IFI44 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-II and SQSTM1 in different groups (Fig. 

6C). The results revealed that the protein level of MAP1LC3-II 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-II tended to increase. 

The same trend was observed for the level of SQSTM1 in the Tris-NaCl+virus group (Fig. 

6C). The level of SQSTM1 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 (NH4Cl). 

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 NH4Cl 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; Enríquez-Díaz et al. 2008). Perhaps sexually mature animals are more susceptible to 
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NH4Cl 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 NH4Cl. 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. NH4Cl 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 (Bjørkøy et al. 2009). Our results indicated 

that NH4Cl 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 NH4Cl. 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 NH4Cl at 24 hpe (Picot et al. accepted). In the 

mantle, accumulation of the MAP1LC3-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 NH4Cl. 

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 BECN1 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 MAP1LC3-II 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 NH4Cl 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 NH4Cl, this result means early 

modulation of autophagy genes in the two tissues. Moreover, the expression of protein 
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SQSTM1 increased earlier and more strongly. The SQSTM1 protein quantity was found to be 

significantly higher in the virus+NH4Cl 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+NH4Cl 

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 NH4Cl than in the presence of the virus alone. This earlier and 

stronger autophagy induction can be partially due to the inhibition of autophagy by NH4Cl 

and an interaction with the infection process. It is important to remember that NH4Cl 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 (Tallóczy 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+NH4Cl 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 NH4Cl 

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 NH4Cl 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 III 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 MAP1LC3-II protein level was observed. We supposed that silencing of ATG7 can 

reduce the MAP1LC3-II 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 siRNA, viral DNA was detected and was associated with 

an increase in the MAP1LC3-II and SQSTM1 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-II and SQSTM1 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, IFI44 
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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 IκB2, 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-κB 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 polyI: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 NH4Cl, 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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Figures 

 

 

Figure 1. Kaplan-Meier survival curves of the pacific oyster C. gigas injected with the virus OsHV-1, 

exposed to NH4Cl or injected with OsHV-1 and exposed to NH4Cl. 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+NH4Cl 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, NH4Cl, virus and virus+NH4Cl) 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+NH4Cl condition (purple line). No significant 

difference was observed between the virus and virus+NH4Cl 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+NH4Cl 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+NH4Cl condition (purple line). No significant difference 

was observed between the virus and virus+NH4Cl 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 (T0, 

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 NH4Cl. 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 NH4Cl 

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 NH4Cl 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 NH4Cl condition (green) at each 

sampling time point (T0, 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 NH4Cl condition (green) and the ASW condition (blue).  Significant difference 

between the NH4Cl 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 NH4Cl 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 exposition to NH4Cl at each sampling 

time point (for each time point n=1 pool of 3 animals).  Significant differences between the NH4Cl 

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+NH4Cl. 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+NH4Cl 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+NH4Cl 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+NH4Cl condition (purple) at each sampling time point (T0, 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+NH4Cl 

condition (purple) and the ASW condition (blue).  Significant difference between the virus+NH4Cl 

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+NH4Cl 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+NH4Cl condition at each sampling time point (for each 

time point n=1 pool of 3 animals).  Significant differences between the virus+NH4Cl 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 siRNA+virus, ATG7 siRNA+virus, negative siRNA, 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 -II and (ii) SQSTM1 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 NH4Cl condition; B. in the 

virus condition; C. in the virus+NH4Cl 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. 
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2. Conclusion 

Les travaux entrepris dans le cadre de ce troisième chapitre visaient à décrypter le rôle joué 

par l’autophagie au cours du processus d’une infection par le virus OsHV-1 de manière 

intégrative. En condition in vivo, nous avons suivi la modulation de l’autophagie et la 

réplication du virus au cours d’une infection virale dans le manteau et l’hémolymphe de  

C. gigas. Puis, nous avons cherché à déterminer si l’autophagie jouait un rôle antiviral ou si ce 

mécanisme était manipulé par le virus OsHV-1. 

D’après les résultats obtenus, la réplication du virus commence précocement au cours de 

l’infection et est suivie d’une modulation de l’autophagie dans les deux tissus. En effet, la 

réplication du virus est détectable dès 6 hpi tandis que l’expression des gènes de l’autophagie 

et le flux autophagique sont modulés respectivement à partir de 14-18 et 18 hpi. Les résultats 

mettent en évidence une modulation différente de l’autophagie dans le manteau et 

l’hémolymphe. Au niveau transcriptionnel, certains gènes de l’autophagie sont sur exprimés 

deux fois dans le manteau et une fois dans l’hémolymphe au cours de l’expérimentation.  

Les fonctions physiologiques différentes de ces deux compartiments, pourraient être à 

l’origine d’une régulation différentielle de l’autophagie dans le manteau et l’hémolymphe en 

réponse à 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 hypothèse est supportée par le fait que le manteau est un organe ciblé par 

le virus, alors que l’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 parallèle, une inhibition de l’autophagie est observée de manière précoce au cours de 

l’expérimentation au sein du manteau et de l’hémolymphe des huîtres exposées à du NH4Cl. 

Une modulation des gènes de l’autophagie est observée dès 6 h post-exposition (hpe).  

Puis une inhibition du flux autophagique est observée dès 6 hpe dans le manteau et 18 hpe 

dans l’hémolymphe.  

En exposant C. gigas au virus et au NH4Cl, une modulation plus précoce et plus forte de 

l’autophagie est observée au cours de l’infection expérimentale. Celle-ci serait partiellement 

due à une inhibition de l’autophagie par le NH4Cl et également à une interaction avec le 

processus d’infection viral. L’expression des gènes de l’autophagie est modulée dès 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 à la condition virus seul. Cependant, la 

réplication du virus dans le manteau et l’hémolymphe n’est pas impactée par cette modulation 

précoce de l’autophagie. Deux hypothèses peuvent être proposées pour expliquer ces résultats. 

L’usage d’une famille présentant une sensibilité intermédiaire à l’infection virale pourrait être 

à l’origine d’une importante variabilité de la sensibilité individuelle des animaux à OsHV-1. 

Cela pourrait masquer l’effet de la modulation précoce de l’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 NH4Cl ne permet peut être 

pas de déterminer le rôle joué par l’autophagie en réponse à une infection virale.  

Cette molécule inhibe la dégradation des autophagosomes mais n’empêche pas leur formation 

et la séquestration de composés cytoplasmiques au sein des structures autophagiques formées. 

Une inhibition plus précoce de l’autophagie au niveau de l’étape d’initiation permettrait 

d’empêcher la formation des autophagosomes et pourrait peut être induire une modification 

de la réplication du virus. 

Enfin, les résultats obtenus par l’approche par ARN interférence, n’ont également pas permis 

de déterminer si l’autophagie jouait un rôle antiviral ou si ce processus était modulé par le 

virus pour son propre bénéfice. En présence de siRNA ATG7, une diminution du niveau de la 

protéine MAP1LC3-II est observée. Ces résultats suggèrent que le « knock down » du gène 

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-être envisagée. Malheureusement, l’exposition de C. gigas à 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 gène IFI44, un gène impliqué dans la réponse 

antivirale de l’huître creuse a été observée. De plus dans ces deux conditions, l’ADN viral 

n’est pas détecté alors que l’inverse est observé dans la condition contrôle.  

L’ensemble de ces résultats démontrent la complexité des interactions existantes entre les 

différents mécanismes antiviraux mis en place par l’huître creuse pour répondre à une 

infection virale. Des analyses complémentaires seront nécessaires afin de pouvoir déterminer 

si l’autophagie est modulée par l’huître creuse ou si ce processus est modulé par le virus pour 

son propre bénéfice. 
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L’huître creuse, Crassostrea gigas est l’espèce ostréicole majoritairement cultivée au niveau 

mondial. En France, cette espèce a été introduite à la fin des années 1960 afin d’assurer la 

pérennité de l’activité ostréicole affectée par le déclin de la production de l’huître portugaise. 

En effet, cette espèce a été impactée par deux épisodes de mortalités associés à la détection de 

virus de type iridovirus à la fin des années 60 et au début des années 70. Cependant, depuis le 

début des années 1990, C. gigas est également confrontée à 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 hôte/organisme pathogène permet de 

comprendre les mécanismes de résistance de l’huître creuse au cours d’une infection par 

OsHV-1. Cependant, les moyens d’études restent limités notamment par l’absence de lignée 

cellulaire de mollusques bivalves et la complexité du fonctionnement biologique de cette 

espèce. 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 l’autophagie, un mécanisme du 

système immunitaire inné, hautement conservé chez les organismes eucaryotes. L’autophagie 

est impliquée dans de nombreux processus cellulaires comme l’homéostasie, la mort 

cellulaire, le développement embryonnaire et la défense immunitaire. Chez C. gigas, des 

gènes de la voie de l’autophagie ont été identifiés et des premiers résultats ont suggéré 

l’implication de ce mécanisme dans la réponse de l’huître à une infection par le virus OsHV-1  

(Moreau et al. 2015). 

Dans ce contexte, une meilleure caractérisation du mécanisme de l’autophagie chez C. gigas 

et de son implication au cours d’une infection par le virus OsHV-1 semblait nécessaire.  

Ainsi les travaux de thèse réalisés ici visaient à répondre à deux objectifs : (1) caractériser 

l’autophagie chez l’huître creuse par la combinaison d’approches cellulaires, moléculaires et 

protéiques ; (2) étudier le rôle joué par l’autophagie chez C. gigas au cours de l’infection 

virale en condition in vivo en utilisant un modulateur connu de l’autophagie et une approche 

par ARN interférence. 

L’autophagie a premièrement été étudiée au niveau des hémocytes lors d’une exposition des 

huîtres au NH4Cl et à la carbamazépine, deux modulateurs connus de l’autophagie.  

La modulation de ce processus a été étudiée au niveau cellulaire par plusieurs approches dont 
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la cytométrie en flux, la microscopie à fluorescence et la microscopie électronique à 

transmission (MET). Cette étude nous a permis de détecter et caractériser au niveau 

ultrastructural des vacuoles autophagiques au sein des hémocytes de l’huître 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 NH4Cl et de NH4Cl+carbamazépine, 24 h post-exposition aux molécules. Les résultats 

démontrent (1) une inhibition de l’autophagie dans les hémocytes par le NH4Cl ; (2) une 

activité autophagique importante au sein des hémocytes les plus complexes et de grande taille. 

Ce travail suggère que l’autophagie peut être modulée dans les hémocytes de C. gigas. 

Dans un second temps, la voie de l’autophagie a été caractérisée au niveau moléculaire. 

Les résultats ont permis d’identifier dans les bases de données publiques des protéines du 

cœur moléculaire de la voie de l’autophagie dans le génome de C. gigas. Ainsi, la voie de 

l’autophagie apparaît structurellement et constitutionnellement conservée chez C. gigas 

comme chez d’autres organismes eucaryotes. De plus, l’autophagie serait détectable de 

manière constitutive dans l’ensemble des compartiments tissulaires de l’huître creuse. 

En effet, les gènes 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 cœur et les palpes labiaux. L’ensemble de ces résultats 

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

En complément des précédents résultats, une étude de l’autophagie a été réalisée chez l’huître 

américaine C. virginica, une autre espèce d’huître creuse, phylogénétiquement proche de  

C. gigas. Ce sujet a fait l’objet d’une collaboration avec le Dr Colleen Burge de l’Institut of 

Marine and Environmental Technology (IMET) à Baltimore (USA). A l’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 l’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 l’autophagie au sein du manteau et des hémocytes de C. virginica a été 

étudiée dans le cadre d’une exposition à des modulateurs connus de l’autophagie. Il a été 

observé une augmentation du pourcentage d’hémocytes présentant des autophagosomes à 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-II en présence de 

NH4Cl et de carbamazépine. Ces résultats démontrent une modulation de l’autophagie dans 
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les hémocytes et le manteau de C. virginica similaire à celle de C. gigas. Ainsi l’autophagie 

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

Cette première partie montre l’importance de combiner plusieurs approches cellulaire, 

moléculaire et protéique, pour étudier la modulation de l’autophagie et confirme la 

conservation de ce processus chez deux espèces d’huître creuse. 

Dans la seconde partie de ce travail de thèse, le rôle joué par l’autophagie a été exploré au 

cours d’une infection virale. Une première approche expérimentale in vivo visait à comparer 

la réponse autophagique lors d’une infection à OsHV-1 avec ou sans exposition au NH4Cl. 

Dans la condition infection à OsHV-1 seule, une réplication du virus est observée 

précocement, associée à une modulation de l’expression des gènes de la voie de l’autophagie 

dès 14-18 h post exposition au virus OsHV-1. Cette modulation transcriptionnelle est 

différente dans l’hémolymphe et le manteau alors qu’après 14 h, la modulation du flux 

autophagique est régulée de façon similaire dans les deux « compartiments ».  

En présence de NH4Cl et de virus, la modulation de l’autophagie est observée plus 

précocement dans l’hémolymphe et le manteau par rapport à la condition « infection à 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 l’autophagie est modulée par l’huître creuse afin de se défendre contre 

l’infection virale, ou si cette voie est manipulée par le virus afin de l’utiliser pour son propre 

bénéfice. Afin de répondre à ces questions, il a été entrepris une approche de génomique 

fonctionnelle par l’utilisation de petits ARN interférents (siRNA), ciblant le gène ATG7.  

Le « knock down » du gène ATG7 a fonctionné induisant une diminution de la protéine 

MAP1LC3-II. Cependant, quelle que soit la nature des siRNA (siRNA négatif et siRNA 

ATG7) une augmentation de l’expression d’IFI44 impliqué dans la réponse antivirale a été 

observée associée à l’absence de détection du virus OsHV-1. Ainsi, l’exposition des huîtres 

aux siRNA semble induire de façon non spécifique une protection de l’huître creuse contre 

l’infection par le virus OsHV-1 similaire à celle observée dans le cas de l’utilisation de long 

ARN double brins (ARNdb) (Pauletto et al. 2017) et de poly :(IC) (Green et Montagnani 

2013). Il n’a donc pas été possible de déterminer si l’autophagie est régulée par l’huître creuse 

ou par le virus OsHV-1. 
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En conclusion, ces travaux de thèse ont contribué à mieux caractériser l’autophagie chez 

l’huître creuse au niveau moléculaire et cellulaire. De plus, les connaissances concernant les 

interactions entre l’huître creuse et le virus OsHV-1 ont été améliorées en étudiant la 

régulation de l’autophagie au cours d’une infection virale. Les résultats ont montré une 

activation de l’autophagie consécutive à l’infection par le virus. Dans l’hémolymphe, la 

réponse de l’autophagie diffère de celle obtenue dans le manteau. Les fonctions 

physiologiques différentes de ces deux compartiments, pourraient être à l’origine d’une 

régulation différentielle de l’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 

l’activation de l’autophagie est régulée par l’huître creuse ou par le virus OsHV-1. 

L’approche par ARN interférent réalisée n’a malheureusement pas permis de répondre à cette 

question. En effet, le « knock down » d’ATG7 fonctionne mais l’utilisation de siRNA semble 

induire de façon 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 

rôle de l’autophagie au cours d’une infection virale. 

Deux approches pourraient être envisagées afin de clarifier « qui » induit l’activation de 

l’autophagie : l’hôte ou le virus ? Une première approche viserait à utiliser différentes 

molécules connues pour moduler la voie à d’autres étapes du processus de l’autophagie.  

Nous avions choisi d’inhiber la dégradation des autophagosomes (phase finale du processus) 

par l’utilisation du NH4Cl, mais des molécules inhibant des phases plus précoces de la 

formation des autophagosomes comme la Wortmannin ou 3-méthyladénine pourraient être 

testées. Ces deux molécules inhibent en effet la fonction de PIK3C3 (Class III 

phosphatidylinositol-3-kinase) située au niveau du complexe PtdIn3K. Ces molécules 

empêchent la nucléation des membranes et la formation de vésicules à double membrane.  

En parallèle, une approche inverse, utilisant des molécules activatrices de la voie pourrait être 

réalisée. L’utilisation de la rapamycine, agissant directement sur mTOR pourrait être 

envisagée afin d’induire la production d’autophagosomes. En ce fixant sur le complexe 

mTORC1, la rapamycine empêche mTOR de se fixer sur le complexe Atg1/ULK.  

Cela provoque une inactivation de celui-ci et donc induit la production d’autophagosomes.  
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Outre l’utilisation de molécules modulatrices de l’autophagie, une approche de génétique 

inverse par CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-

CRIPR-associated protein 9) pourrait être réalisée. Cette approche a récemment été utilisée 

avec succès chez plusieurs organismes invertébrés terrestres et marins comme le ver, 

Caenorhabditis. elegans (Dickinson et al. 2013), la drosophile, Drosophila melanogaster 

(Bassett et al. 2013), l’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 gènes clés de la voie de l’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 l’origine de la régulation de 

l’autophagie chez l’huître creuse mais d’évaluer l’importance de ce mécanisme dans la survie 

ou non de l’animal à l’infection virale. Afin d’aller encore plus loin dans le rôle de ce 

mécanisme, il serait intéressant d’explorer son rôle dans la résistance/tolérance à la maladie 

en utilisant des familles présentant des profils plus contrastés de sensibilité et tolérance à la 

maladie causée par OsHV-1. 

Enfin il serait intéressant d’explorer l’effet du jeûne connu pour être un stimulant efficace de 

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

L’huître creuse étant une espèce sessile soumise à de nombreux stress environnementaux et 

physiologiques, elle est exposée à une fluctuation de la concentration en phytoplancton au 

cours des saisons. Les mortalités massives dues à OsHV-1 sont souvent observées au cours du 

printemps et de l'été lorsque les concentrations en phytoplancton sont les plus élevées.  

Dans le cas où le jeûne induit une stimulation de l’autophagie chez l’huître creuse, nous 

pouvons supposer qu’en période estivale, l’autophagie ne serait pas hautement stimulée dans 

les animaux, modulant ainsi leur tolérance à une infection virale. Une étude préliminaire 

réalisée en condition expérimentale suggère un effet protecteur du jeûne en réponse à une 

infection par le virus OsHV-1 chez l’huître creuse (Moreau et al. 2015). Cependant cette 

étude n’a fait l’objet que d’un suivi de mortalité et des analyses complémentaires sont 

nécessaires afin d’étudier la modulation de l’autophagie de manière intégrative au cours d’un 

jeûne et d’une infection virale. 
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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 mTOR (mTOR) 

>tr|K1PYM7|K1PYM7_CRAGI Serine/threonine-protein kinase TOR OS=Crassostrea 

gigas OX=29159 GN=CGI_10010427 PE=3 SV=1 

MDLYRFVVTELREMPSEYHTTFMDKFNHFIFEMVSSSDMNERKGGILAIVSLTGVDVGNT 

STRISRFSNYLRNLLPSNDVSVMEMAARAVGWLAYSSGSYAAEYVEHEVKRALEWLTSDR 

QESKRLAAVLVLKELAVNTPTFFFQQVQQFFDCIFNAVRDPKPNIREGAVAALRAALAVT 

SQRESKATQKAQWYRQCYDEAVKLYDELQGREKKLSRDDWAHGSLLIMNELLRCSNIEGE 

RLRMEMEDITNQQYQHERTLKEMSKTHKSPSSSLALQQFQHKAFPINNFMSGNRHNMQKI 

SFESRTCKQLVESHFDKVCALLLRHKNSKSVHIQLILQVIFPRLAAFKPHEFSRLYLDDT 

INFLLGSLKTTRDKTSTFQAIGLLAISVQDNIVRYLPGILEVIRASLPPKDLPAKKQKNM 

VVDPSVFTCISMLARAVGPAMIKDVRDLLDSMFATGLSPALTAALRDLAIQIPQLKKEIQ 

EGLLKNLSLILMGRQLRHPGAPKSPLQPFPMSASLTNLADIQDATSITLALKTLGSFDFE 

GHSLTQFVQHCAEQYLSSDHKEIRMEAVRTCARLLTPLLQLLANSQGQISIAAMNTVAEV 

LHKLLVVGITDTGELEEGVIINIRTELEYSGVGRNKEQAAKMLGHLVANAARLVRPYMEP 

ILNALIPKLKEPDPNPNVTISVLVAIGEQAQVSGTEMRKWMDELLPLILEMLQDSSSLQK 

REVALWTLGQLVESTGYVIEPYKRYPSLLEVLLNFLKTEQATGIRREVIRVLGLLGALDP 

HKHKMNQGMIQRNESNSVSASDTKLSSDSTQPENTSEMLANMTASTTLEEIYPAIAIATL 

MRIIRDPSLSQHHTMVVQAITFIFKSLGIKCVPYIQQVIPAYLAVIRSADQTFREFLFQQ 

LGVIIAIVKQHIRNYLNDIFTIIKEYWSPNSTMQNTIINLVEQIVTALGTEFKIYLPQII 

PQILKVFMQDSSDNRAVTGKLLNALQLFGANLDDYLHLLLPPVVKLFDSPDVPLSVKRIA 

LETVDKLTLTLDLTEFASRIIHPLVRTLDSVPELQTAAMDTLCAMVMQMGPKFTIFIPMV 

QRVIQKHKIAHQRYFILMARILKASTIAEEEDDPILLKHRKNRGKATESSESMADTAVIK 

KLHVSFINLQKALEAGRKESKEDWMEWLRRLSIELLKESPSPALRSCWALAQTYNSLAKD 

LFNAAFVSCWTELTEAQQDELILSLEQALTSQEIPEITQTLLNLAEFMEHCDKGPLPLDT 

SLLGSRAMRCRAYAKALHYKEEEFHRGPTTATLESLISINNKLQQPESASGVLQYAQNHR 

TDVKVQESWYEKLHEWNKALEAYEKKQEEKPEDFNLTLGRMRCLEALAEWGHLHQIACEK 

WGTSSDENRTDMARMAASAAWGLGQWDSMEEYMCLIPRNSYNGAFYRAVFALHTENYQLA 

QQCIDKARDILDTELTAMAGESYNRAYGAMVNVQMLSELEEVMQFKLVPERQEAIKHMWW 

DRLQGCQRVVEDWQKIIQVRSLVVSPLEDMKTWLKYASLCRKSGRLALSQKTLVMLLGMD 

PAKNCDKPIPTTNPQVTFAYLKHMWKSSQKKEAYGKLQHFVQHSLQTRALQLITPEDTQQ 

RTQLNKLLARCYLKLGDWADMLYGVNEESVTQILEYYSLATEYDKYWYKAWHGWALINYE 

AVLFYKQSEKSGNQPQSPGDIGPPGRGDAPLSPKTDTSVSTASKMHKYCVLAVQGFFRSI 

SLSQNKSLQDTLRLLTLMFDYGQWLEVYEALNDGLKTIQVENWLQVIPQLIARIDIPRPL 

VSRLISQLLIDIGKAHPQALIYPLTVASKSNVPARQTAANKILKNMCEHSNTLVQQAMLV 

SEELIRVAILWHELWHEGLEEASRLYFGERDIKGMFSTLEPLHNMVERGPQTLKETSFNQ 

AYGRDLMEAQEWCRKYQRSENVKDLTQAWDLYYHVFRRISKQLPQLTSLELQYVSPKLLR 

CQDLELAVPGKYEPNQPIVKIKRCQSSLQVITSKQRPRKLSIFGSNGKEFQFLLKGHEDL 

RQDERVMQLFGLVNSLLVENPETFRRNLTIQRFSVIPLSTNSGLIGWVPHTDTLHSLIRD 

YREKKKILLNIEHRLMLRMAPDYDHLTLMQKVEVFEHALEHTQGDDLAKILWYKSPSSEV 

WFDRRTNYTRSLAVMSMVGYVLGLGDRHPSNLMLDRTSGKVIHIDFGDCFEVAMVREKFP 

EKIPFRLTRMLINAMEVTGIDGNYKMTCESVMEVLREHKDSLMAVLEAFVYDPLLNWRLM 

DTTAKGKTKTKDSYSGGSQEQADMLENVDINQTAHKRSAPEAASSVSGDNFQAEVINKKA 

LSIINRVRDKLTGRDFSQGDPIDVPTQVDLLIKQATSHENLCQCYIGWCPFW 

 

>sp|P42345|MTOR_HUMAN Serine/threonine-protein kinase mTOR OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=MTOR PE=1 SV=1 

MLGTGPAAATTAATTSSNVSVLQQFASGLKSRNEETRAKAAKELQHYVTMELREMSQEES 

TRFYDQLNHHIFELVSSSDANERKGGILAIASLIGVEGGNATRIGRFANYLRNLLPSNDP 

VVMEMASKAIGRLAMAGDTFTAEYVEFEVKRALEWLGADRNEGRRHAAVLVLRELAISVP 

TFFFQQVQPFFDNIFVAVWDPKQAIREGAVAALRACLILTTQREPKEMQKPQWYRHTFEE 

AEKGFDETLAKEKGMNRDDRIHGALLILNELVRISSMEGERLREEMEEITQQQLVHDKYC 

KDLMGFGTKPRHITPFTSFQAVQPQQSNALVGLLGYSSHQGLMGFGTSPSPAKSTLVESR 
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CCRDLMEEKFDQVCQWVLKCRNSKNSLIQMTILNLLPRLAAFRPSAFTDTQYLQDTMNHV 

LSCVKKEKERTAAFQALGLLSVAVRSEFKVYLPRVLDIIRAALPPKDFAHKRQKAMQVDA 

TVFTCISMLARAMGPGIQQDIKELLEPMLAVGLSPALTAVLYDLSRQIPQLKKDIQDGLL 

KMLSLVLMHKPLRHPGMPKGLAHQLASPGLTTLPEASDVGSITLALRTLGSFEFEGHSLT 

QFVRHCADHFLNSEHKEIRMEAARTCSRLLTPSIHLISGHAHVVSQTAVQVVADVLSKLL 

VVGITDPDPDIRYCVLASLDERFDAHLAQAENLQALFVALNDQVFEIRELAICTVGRLSS 

MNPAFVMPFLRKMLIQILTELEHSGIGRIKEQSARMLGHLVSNAPRLIRPYMEPILKALI 

LKLKDPDPDPNPGVINNVLATIGELAQVSGLEMRKWVDELFIIIMDMLQDSSLLAKRQVA 

LWTLGQLVASTGYVVEPYRKYPTLLEVLLNFLKTEQNQGTRREAIRVLGLLGALDPYKHK 

VNIGMIDQSRDASAVSLSESKSSQDSSDYSTSEMLVNMGNLPLDEFYPAVSMVALMRIFR 

DQSLSHHHTMVVQAITFIFKSLGLKCVQFLPQVMPTFLNVIRVCDGAIREFLFQQLGMLV 

SFVKSHIRPYMDEIVTLMREFWVMNTSIQSTIILLIEQIVVALGGEFKLYLPQLIPHMLR 

VFMHDNSPGRIVSIKLLAAIQLFGANLDDYLHLLLPPIVKLFDAPEAPLPSRKAALETVD 

RLTESLDFTDYASRIIHPIVRTLDQSPELRSTAMDTLSSLVFQLGKKYQIFIPMVNKVLV 

RHRINHQRYDVLICRIVKGYTLADEEEDPLIYQHRMLRSGQGDALASGPVETGPMKKLHV 

STINLQKAWGAARRVSKDDWLEWLRRLSLELLKDSSSPSLRSCWALAQAYNPMARDLFNA 

AFVSCWSELNEDQQDELIRSIELALTSQDIAEVTQTLLNLAEFMEHSDKGPLPLRDDNGI 

VLLGERAAKCRAYAKALHYKELEFQKGPTPAILESLISINNKLQQPEAAAGVLEYAMKHF 

GELEIQATWYEKLHEWEDALVAYDKKMDTNKDDPELMLGRMRCLEALGEWGQLHQQCCEK 

WTLVNDETQAKMARMAAAAAWGLGQWDSMEEYTCMIPRDTHDGAFYRAVLALHQDLFSLA 

QQCIDKARDLLDAELTAMAGESYSRAYGAMVSCHMLSELEEVIQYKLVPERREIIRQIWW 

ERLQGCQRIVEDWQKILMVRSLVVSPHEDMRTWLKYASLCGKSGRLALAHKTLVLLLGVD 

PSRQLDHPLPTVHPQVTYAYMKNMWKSARKIDAFQHMQHFVQTMQQQAQHAIATEDQQHK 

QELHKLMARCFLKLGEWQLNLQGINESTIPKVLQYYSAATEHDRSWYKAWHAWAVMNFEA 

VLHYKHQNQARDEKKKLRHASGANITNATTAATTAATATTTASTEGSNSESEAESTENSP 

TPSPLQKKVTEDLSKTLLMYTVPAVQGFFRSISLSRGNNLQDTLRVLTLWFDYGHWPDVN 

EALVEGVKAIQIDTWLQVIPQLIARIDTPRPLVGRLIHQLLTDIGRYHPQALIYPLTVAS 

KSTTTARHNAANKILKNMCEHSNTLVQQAMMVSEELIRVAILWHEMWHEGLEEASRLYFG 

ERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQA 

WDLYYHVFRRISKQLPQLTSLELQYVSPKLLMCRDLELAVPGTYDPNQPIIRIQSIAPSL 

QVITSKQRPRKLTLMGSNGHEFVFLLKGHEDLRQDERVMQLFGLVNTLLANDPTSLRKNL 

SIQRYAVIPLSTNSGLIGWVPHCDTLHALIRDYREKKKILLNIEHRIMLRMAPDYDHLTL 

MQKVEVFEHAVNNTAGDDLAKLLWLKSPSSEVWFDRRTNYTRSLAVMSMVGYILGLGDRH 

PSNLMLDRLSGKILHIDFGDCFEVAMTREKFPEKIPFRLTRMLTNAMEVTGLDGNYRITC 

HTVMEVLREHKDSVMAVLEAFVYDPLLNWRLMDTNTKGNKRSRTRTDSYSAGQSVEILDG 

VELGEPAHKKTGTTVPESIHSFIGDGLVKPEALNKKAIQIINRVRDKLTGRDFSHDDTLD 

VPTQVELLIKQATSHENLCQCYIGWCPFW 

 

>sp|P35169|TOR1_YEAST Serine/threonine-protein kinase TOR1 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=TOR1 PE=1 SV=3 

MEPHEEQIWKSKLLKAANNDMDMDRNVPLAPNLNVNMNMKMNASRNGDEFGLTSSRFDGV 

VIGSNGDVNFKPILEKIFRELTSDYKEERKLASISLFDLLVSLEHELSIEEFQAVSNDIN 

NKILELVHTKKTSTRVGAVLSIDTLISFYAYTERLPNETSRLAGYLRGLIPSNDVEVMRL 

AAKTLGKLAVPGGTYTSDFVEFEIKSCLEWLTASTEKNSFSSSKPDHAKHAALLIITALA 

ENCPYLLYQYLNSILDNIWRALRDPHLVIRIDASITLAKCLSTLRNRDPQLTSQWVQRLA 

TSCEYGFQVNTLECIHASLLVYKEILFLKDPFLNQVFDQMCLNCIAYENHKAKMIREKIY 

QIVPLLASFNPQLFAGKYLHQIMDNYLEILTNAPANKIPHLKDDKPQILISIGDIAYEVG 

PDIAPYVKQILDYIEHDLQTKFKFRKKFENEIFYCIGRLAVPLGPVLGKLLNRNILDLMF 

KCPLSDYMQETFQILTERIPSLGPKINDELLNLVCSTLSGTPFIQPGSPMEIPSFSRERA 

REWRNKNILQKTGESNDDNNDIKIIIQAFRMLKNIKSRFSLVEFVRIVALSYIEHTDPRV 

RKLAALTSCEIYVKDNICKQTSLHSLNTVSEVLSKLLAITIADPLQDIRLEVLKNLNPCF 

DPQLAQPDNLRLLFTALHDESFNIQSVAMELVGRLSSVNPAYVIPSIRKILLELLTKLKF 

STSSREKEETASLLCTLIRSSKDVAKPYIEPLLNVLLPKFQDTSSTVASTALRTIGELSV 

VGGEDMKIYLKDLFPLIIKTFQDQSNSFKREAALKALGQLAASSGYVIDPLLDYPELLGI 

LVNILKTENSQNIRRQTVTLIGILGAIDPYRQKEREVTSTTDISTEQNAPPIDIALLMQG 

MSPSNDEYYTTVVIHCLLKILKDPSLSSYHTAVIQAIMHIFQTLGLKCVSFLDQIIPTIL 

DVMRTCSQSLLEFYFQQLCSLIIIVRQHIRPHVDSIFQAIKDFSSVAKLQITLVSVIEAI 

SKALEGEFKRLVPLTLTLFLVILENDKSSDKVLSRRVLRLLESFGPNLEGYSHLITPKIV 

QMAEFTSGNLQRSAIITIGKLAKDVDLFEMSSRIVHSLLRVLSSTTSDELSKVIMNTLSL 

LLIQMGTSFAIFIPVINEVLMKKHIQHTIYDDLTNRILNNDVLPTKILEANTTDYKPAEQ 

MEAADAGVAKLPINQSVLKSAWNSSQQRTKEDWQEWSKRLSIQLLKESPSHALRACSNLA 
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SMYYPLAKELFNTAFACVWTELYSQYQEDLIGSLCIALSSPLNPPEIHQTLLNLVEFMEH 

DDKALPIPTQSLGEYAERCHAYAKALHYKEIKFIKEPENSTIESLISINNQLNQTDAAIG 

ILKHAQQHHSLQLKETWFEKLERWEDALHAYNEREKAGDTSVSVTLGKMRSLHALGEWEQ 

LSQLAARKWKVSKLQTKKLIAPLAAGAAWGLGEWDMLEQYISVMKPKSPDKEFFDAILYL 

HKNDYDNASKHILNARDLLVTEISALINESYNRAYSVIVRTQIITEFEEIIKYKQLPPNS 

EKKLHYQNLWTKRLLGCQKNVDLWQRVLRVRSLVIKPKQDLQIWIKFANLCRKSGRMRLA 

NKALNMLLEGGNDPSLPNTFKAPPPVVYAQLKYIWATGAYKEALNHLIGFTSRLAHDLGL 

DPNNMIAQSVKLSSASTAPYVEEYTKLLARCFLKQGEWRIATQPNWRNTNPDAILGSYLL 

ATHFDKNWYKAWHNWALANFEVISMVQEETKLNGGKNDDDDDTAVNNDNVRIDGSILGSG 

SLTINGNRYPLELIQRHVVPAIKGFFHSISLLETSCLQDTLRLLTLLFNFGGIKEVSQAM 

YEGFNLMKIENWLEVLPQLISRIHQPDPTVSNSLLSLLSDLGKAHPQALVYPLTVAIKSE 

SVSRQKAALSIIEKIRIHSPVLVNQAELVSHELIRVAVLWHELWYEGLEDASRQFFVEHN 

IEKMFSTLEPLHKHLGNEPQTLSEVSFQKSFGRDLNDAYEWLNNYKKSKDINNLNQAWDI 

YYNVFRKITRQIPQLQTLDLQHVSPQLLATHDLELAVPGTYFPGKPTIRIAKFEPLFSVI 

SSKQRPRKFSIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMQLFGLVNTLLKNDSECFKRHLDIQ 

QYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHRDAKKIPLNIEHWVMLQMAPDYENLTLLQK 

IEVFTYALDNTKGQDLYKILWLKSRSSETWLERRTTYTRSLAVMSMTGYILGLGDRHPSN 

LMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKYPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGSFRITCENV 

MRVLRDNKESLMAILEAFALDPLIHWGFDLPPQKLTEQTGIPLPLINPSELLRKGAITVE 

EAANMEAEQQNETKNARAMLVLRRITDKLTGNDIKRFNELDVPEQVDKLIQQATSIERLC 

QHYIGWCPFW 

 

>sp|P32600|TOR2_YEAST Serine/threonine-protein kinase TOR2 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=TOR2 PE=1 SV=3 

MNKYINKYTTPPNLLSLRQRAEGKHRTRKKLTHKSHSHDDEMSTTSNTDSNHNGPNDSGR 

VITGSAGHIGKISFVDSELDTTFSTLNLIFDKLKSDVPQERASGANELSTTLTSLAREVS 

AEQFQRFSNSLNNKIFELIHGFTSSEKIGGILAVDTLISFYLSTEELPNQTSRLANYLRV 

LIPSSDIEVMRLAANTLGRLTVPGGTLTSDFVEFEVRTCIDWLTLTADNNSSSSKLEYRR 

HAALLIIKALADNSPYLLYPYVNSILDNIWVPLRDAKLIIRLDAAVALGKCLTIIQDRDP 

ALGKQWFQRLFQGCTHGLSLNTNDSVHATLLVFRELLSLKAPYLRDKYDDIYKSTMKYKE 

YKFDVIRREVYAILPLLAAFDPAIFTKKYLDRIMVHYLRYLKNIDMNAANNSDKPFILVS 

IGDIAFEVGSSISPYMTLILDNIREGLRTKFKVRKQFEKDLFYCIGKLACALGPAFAKHL 

NKDLLNLMLNCPMSDHMQETLMILNEKIPSLESTVNSRILNLLSISLSGEKFIQSNQYDF 

NNQFSIEKARKSRNQSFMKKTGESNDDITDAQILIQCFKMLQLIHHQYSLTEFVRLITIS 

YIEHEDSSVRKLAALTSCDLFIKDDICKQTSVHALHSVSEVLSKLLMIAITDPVAEIRLE 

ILQHLGSNFDPQLAQPDNLRLLFMALNDEIFGIQLEAIKIIGRLSSVNPAYVVPSLRKTL 

LELLTQLKFSNMPKKKEESATLLCTLINSSDEVAKPYIDPILDVILPKCQDASSAVASTA 

LKVLGELSVVGGKEMTRYLKELMPLIINTFQDQSNSFKRDAALTTLGQLAASSGYVVGPL 

LDYPELLGILINILKTENNPHIRRGTVRLIGILGALDPYKHREIEVTSNSKSSVEQNAPS 

IDIALLMQGVSPSNDEYYPTVVIHNLMKILNDPSLSIHHTAAIQAIMHIFQNLGLRCVSF 

LDQIIPGIILVMRSCPPSQLDFYFQQLGSLISIVKQHIRPHVEKIYGVIREFFPIIKLQI 

TIISVIESISKALEGEFKRFVPETLTFFLDILENDQSNKRIVPIRILKSLVTFGPNLEDY 

SHLIMPIVVRMTEYSAGSLKKISIITLGRLAKNINLSEMSSRIVQALVRILNNGDRELTK 

ATMNTLSLLLLQLGTDFVVFVPVINKALLRNRIQHSVYDQLVNKLLNNECLPTNIIFDKE 

NEVPERKNYEDEMQVTKLPVNQNILKNAWYCSQQKTKEDWQEWIRRLSIQLLKESPSACL 

RSCSSLVSVYYPLARELFNASFSSCWVELQTSYQEDLIQALCKALSSSENPPEIYQMLLN 

LVEFMEHDDKPLPIPIHTLGKYAQKCHAFAKALHYKEVEFLEEPKNSTIEALISINNQLH 

QTDSAIGILKHAQQHNELQLKETWYEKLQRWEDALAAYNEKEAAGEDSVEVMMGKLRSLY 

ALGEWEELSKLASEKWGTAKPEVKKAMAPLAAGAAWGLEQWDEIAQYTSVMKSQSPDKEF 

YDAILCLHRNNFKKAEVHIFNARDLLVTELSALVNESYNRAYNVVVRAQIIAELEEIIKY 

KKLPQNSDKRLTMRETWNTRLLGCQKNIDVWQRILRVRSLVIKPKEDAQVRIKFANLCRK 

SGRMALAKKVLNTLLEETDDPDHPNTAKASPPVVYAQLKYLWATGLQDEALKQLINFTSR 

MAHDLGLDPNNMIAQSVPQQSKRVPRHVEDYTKLLARCFLKQGEWRVCLQPKWRLSNPDS 

ILGSYLLATHFDNTWYKAWHNWALANFEVISMLTSVSKKKQEGSDASSVTDINEFDNGMI 

GVNTFDAKEVHYSSNLIHRHVIPAIKGFFHSISLSESSSLQDALRLLTLWFTFGGIPEAT 

QAMHEGFNLIQIGTWLEVLPQLISRIHQPNQIVSRSLLSLLSDLGKAHPQALVYPLMVAI 

KSESLSRQKAALSIIEKMRIHSPVLVDQAELVSHELIRMAVLWHEQWYEGLDDASRQFFG 

EHNTEKMFAALEPLYEMLKRGPETLREISFQNSFGRDLNDAYEWLMNYKKSKDVSNLNQA 

WDIYYNVFRKIGKQLPQLQTLELQHVSPKLLSAHDLELAVPGTRASGGKPIVKISKFEPV 

FSVISSKQRPRKFCIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMQLFGLVNTLLQNDAECFRRH 

LDIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHREAKKIPLNIEHWVMLQMAPDYDNLT 
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LLQKVEVFTYALNNTEGQDLYKVLWLKSRSSETWLERRTTYTRSLAVMSMTGYILGLGDR 

HPSNLMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKFPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGSFRIT 

CENVMKVLRDNKGSLMAILEAFAFDPLINWGFDLPTKKIEEETGIQLPVMNANELLSNGA 

ITEEEVQRVENEHKNAIRNARAMLVLKRITDKLTGNDIRRFNDLDVPEQVDKLIQQATSV 

ENLCQHYIGWCPFW 

 

2. Serine/threonine-protein kinase atg1 (ULK1) 

 

>tr|K1QJ91|K1QJ91_CRAGI Serine/threonine-protein kinase atg1 OS=Crassostrea 

gigas OX=29159 GN=CGI_10022785 PE=4 SV=1 

MADNACEEDVRRMSMDELCEILDRENVDYSELEDVEEIRDLVLQSIAQRISPNNERHSQK 

EATIDVMGRILERDAEMRKVIRDIYDSVLAMLDMKNFEKNLGSEMTKEYNGYIGTIFNSE 

QKRAVVTDENGGKIYLDDVTEETLSKYVCVDRSGENTQRYKTVDIYWPIPMLKEHATIVD 

TPGVGESDEMTTKLLDYLSEAVAFIYVINTTNAGGVQDDRLVKIFKKQLELEQKGLLQQF 

DPECAIFVCNKWDQVPDSEGEMVWKDISKKLQANWPTRRNIDITGQMFKMSVTKDLQRSK 

AGLGYSEKFKALISGIDRLVRASLERRVKKHVDWLQSFLDRLLIKVIAKINASRKNQEEK 

KAMKSEIEKRLKTLECETEIINDNIAKIADVGMSKPKNQLQGTITGTPVFMAPEVLEGRM 

YGLSADIFSLSIMMWEMWYGRRVFSESVYSDVMTTYSSIKSIDLNIFPEVQGTAQYDLLP 

EANGRGQ 

 

>sp|O75385|ULK1_HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ULK1 PE=1 SV=2 

MEPGRGGTETVGKFEFSRKDLIGHGAFAVVFKGRHREKHDLEVAVKCINKKNLAKSQTLLGKEIKILKELKHENI

VALYDFQEMANSVYLVMEYCNGGDLADYLHAMRTLSEDTIRLFLQQIAGAMRLLHSKGIIHRDLKPQNILLSNPA

GRRANPNSIRVKIADFGFARYLQSNMMAATLCGSPMYMAPEVIMSQHYDGKADLWSIGTIVYQCLTGKAPFQASS

PQDLRLFYEKNKTLVPTIPRETSAPLRQLLLALLQRNHKDRMDFDEFFHHPFLDASPSVRKSPPVPVPSYPSSGS

GSSSSSSSTSHLASPPSLGEMQQLQKTLASPADTAGFLHSSRDSGGSKDSSCDTDDFVMVPAQFPGDLVAEAPSA

KPPPDSLMCSGSSLVASAGLESHGRTPSPSPPCSSSPSPSGRAGPFSSSRCGASVPIPVPTQVQNYQRIERNLQS

PTQFQTPRSSAIRRSGSTSPLGFARASPSPPAHAEHGGVLARKMSLGGGRPYTPSPQVGTIPERPGWSGTPSPQG

AEMRGGRSPRPGSSAPEHSPRTSGLGCRLHSAPNLSDLHVVRPKLPKPPTDPLGAVFSPPQASPPQPSHGLQSCR

NLRGSPKLPDFLQRNPLPPILGSPTKAVPSFDFPKTPSSQNLLALLARQGVVMTPPRNRTLPDLSEVGPFHGQPL

GPGLRPGEDPKGPFGRSFSTSRLTDLLLKAAFGTQAPDPGSTESLQEKPMEIAPSAGFGGSLHPGARAGGTSSPS

PVVFTVGSPPSGSTPPQGPRTRMFSAGPTGSASSSARHLVPGPCSEAPAPELPAPGHGCSFADPITANLEGAVTF

EAPDLPEETLMEQEHTEILRGLRFTLLFVQHVLEIAALKGSASEAAGGPEYQLQESVVADQISLLSREWGFAEQL

VLYLKVAELLSSGLQSAIDQIRAGKLCLSSTVKQVVRRLNELYKASVVSCQGLSLRLQRFFLDKQRLLDRIHSIT

AERLIFSHAVQMVQSAALDEMFQHREGCVPRYHKALLLLEGLQHMLSDQADIENVTKCKLCIERRLSALLTGICA 

 
>sp|P53104|ATG1_YEAST Serine/threonine-protein kinase ATG1 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG1 PE=1 SV=1 

MGDIKNKDHTTSVNHNLMASAGNYTAEKEIGKGSFATVYRGHLTSDKSQHVAIKEVSRAK 

LKNKKLLENLEIEIAILKKIKHPHIVGLIDCERTSTDFYLIMEYCALGDLTFLLKRRKEL 

MENHPLLRTVFEKYPPPSENHNGLHRAFVLSYLQQLASALKFLRSKNLVHRDIKPQNLLL 

STPLIGYHDSKSFHELGFVGIYNLPILKIADFGFARFLPNTSLAETLCGSPLYMAPEILN 

YQKYNAKADLWSVGTVVFEMCCGTPPFRASNHLELFKKIKRANDVITFPSYCNIEPELKE 

LICSLLTFDPAQRIGFEEFFANKVVNEDLSSYELEDDLPELESKSKGIVESNMFVSEYLS 

KQPKSPNSNLAGHQSMADNPAELSDALKNSNILTAPAVKTDHTQAVDKKASNNKYHNSLV 

SDRSFEREYVVVEKKSVEVNSLADEVAQAGFNPNPIKHPTSTQNQNVLLNEQFSPNNQQY 

FQNQGENPRLLRATSSSSGGSDGSRRPSLVDRRLSISSLNPSNALSRALGIASTRLFGGA 

NQQQQQQQITSSPPYSQTLLNSQLFHELTENIILRIDHLQHPETLKLDNTNIVSILESLA 

AKAFVVYSYAEVKFSQIVPLSTTLKGMANFENRRSMDSNAIAEEQDSDDAEEEDETLKKY 

KEDCLSTKTFGKGRTLSATSQLSATFNKLPRSEMILLCNEAIVLYMKALSILSKSMQVTS 

NWWYESQEKSCSLRVNVLVQWLREKFNECLEKADFLRLKINDLRFKHASEVAENQTLEEK 

GSSEEPVYLEKLLYDRALEISKMAAHMELKGENLYNCELAYATSLWMLETSLDDDDFTNA 

YGDYPFKTNIHLKSNDVEDKEKYHSVLDENDRIIIRKYIDSIANRLKILRQKMNHQN 

 

3. Serine/threonine-protein kinase ULK2 (ULK2) 
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>tr|K1PNL8|K1PNL8_CRAGI Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Crassostrea 

gigas OX=29159 GN=CGI_10015287 PE=4 SV=1 

MEVVGDYEYSKKDLIGHGAFAVVFKGRHRKRPNHVVAIKSITKKNLAKSQNLLSKEIKIL 

KELSDLHHENVVALLDCKETTNHVYLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIASFLRQIAA 

AMQVMNGKGIVHRDLKPQNILLCHDGKPNTPSTEMRLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGS 

PMYMAPEVIMSLQYCAKADLWSIGTIVFQCLTGKAPFQAQTPQQLKHFYEKHAELKPNIP 

KDTSPELRDLLLKMLKRNAKDRIEFASPVPVPGRASQGCSSESPTPPRCVSASPLSGKAD 

YSTPPSKVVQMVKQQEVAEAMQGSTHDEEFLKVDKGPTPRSNSPTEHDFVLVPDGMSDQS 

DGSDKGRAPSTEDLQSLGERAQPQVVRVEPQVGSVAYKKDSGDVSSPSRPSSLPMQSNNQ 

SEPIPVPTQVKAYERIRSSSSPLSSPRKCGTEPSPLDSAKLSSQNIKISPQPESKFSAPD 

IGSFSPPTVKFSVGTPPNVSTPWRRGSIGSSQGGAIYHPPSNASNSPSRRASMGSSPSGF 

NRNFSSPGSLPTILDASPHFELNQEPQFTDNMPTVPVRAPFGQSKPKAIPESKGTKRYHP 

SEVDRVKLNLMERCNTDPGAAGGMSMLSQQMKVAYMNQQGLNLLEGQVVRYTSNENLVSP 

NDNTVQMDTQRSGTGLRRTMSATTPPSNLMFAQSPPNMEGPVAFVAPGLAEETLMGDNHN 

EIMAKLSFVNDLADCVMELAMAKGAPLNTLSESVNWKQGEGPLHGDQMPKFIEAQRLLEQ 

LVLYVRSLQLLSSSLQLARREIKDERLQISNALKTLLKQMNERYHRCVSVCKHIQQRLGI 

TMQNALTPQVVIATADKLIYNYAIEMCQTAALDELFGNPQECFKRYNTAHILLHSLSQQA 

RNSNDKQLLDKYKDAVERRLSHIQATQNYYPQFEIS 

 
>sp|Q8IYT8|ULK2_HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ULK2 PE=1 SV=3 

MEVVGDFEYSKRDLVGHGAFAVVFRGRHRQKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL 

KELQHENIVALYDVQELPNSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLHQIAAAMR 

ILHSKGIIHRDLKPQNILLSYANRRKSSVSGIRIKIADFGFARYLHSNMMAATLCGSPMY 

MAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPQDLRMFYEKNRSLMPSIPRET 

SPYLANLLLGLLQRNQKDRMDFEAFFSHPFLEQGPVKKSCPVPVPMYSGSVSGSSCGSSP 

SCRFASPPSLPDMQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASTSSKNSSCDTDDFVLVPHNI 

SSDHSCDMPVGTAGRRASNEFLVCGGQCQPTVSPHSETAPIPVPTQIRNYQRIEQNLTST 

ASSGTNVHGSPRSAVVRRSNTSPMGFLRPGSCSPVPADTAQTVGRRLSTGSSRPYSPSPL 

VGTIPEQFSQCCCGHPQGHDSRSRNSSGSPVPQAQSPQSLLSGARLQSAPTLTDIYQNKQ 

KLRKQHSDPVCPSHTGAGYSYSPQPSRPGSLGTSPTKHLGSSPRSSDWFFKTPLPTIIGS 

PTKTTAPFKIPKTQASSNLLALVTRHGPAEEQSKDGNEPRECAHCLLVQGSERQRAEQQS 

KAVFGRSVSTGKLSDQQGKTPICRHQGSTDSLNTERPMDIAPAGACGGVLAPPAGTAASS 

KAVLFTVGSPPHSAAAPTCTHMFLRTRTTSVGPSNSGGSLCAMSGRVCVGSPPGPGFGSS 

PPGAEAAPSLRYVPYGASPPSLEGLITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNVMLMFTECV 

LDLTAMRGGNPELCTSAVSLYQIQESVVVDQISQLSKDWGRVEQLVLYMKAAQLLAASLH 

LAKAQIKSGKLSPSTAVKQVVKNLNERYKFCITMCKKLTEKLNRFFSDKQRFIDEINSVT 

AEKLIYNCAVEMVQSAALDEMFQQTEDIVYRYHKAALLLEGLSRILQDPADIENVHKYKC 

SIERRLSALCHSTATV 

 

4. serine/threonine-protein kinase ULK3 (ULK3) 

>XP_011415026.1 PREDICTED: serine/threonine-protein kinase ULK3 

[Crassostrea gigas] 

MSRPTSGRPSTAKSVAVIVPKLSGFVFTEKLGSGTYAVVYKAYRKSGSRQVVAIKCVLKSSLNKASTENL 

LTEIELLKKLNHENIVRLEDFQWDDQYIYLIMEYCSGGDLSNFIRSKRTLPENILKRFLQQIAKAMRYLR 

EFNIAHMDLKPQNILLTSEYNPTLKIADFGFSKHLFKGDELHAMRGSPLYMAPEIICKGTYDSRVDLWSI 

GVIIYECLFGRAPFASRTFKELENKIWDSKPVEIPYGVNVSENCRDLILRLLRRDPDERITFDEFFNHPF 

VDLEHCASNESLSKAVNIVANAVKKDQNGEYKEAIKLYCDSLGHFMPAIHYEKDERKKEAIRAKVKDYMN 

RAEELKKLMKPKRPPPPVNGVKRTISEDPMEELTELCKDNEELTAAVTLIRAADTENSQEDYEQALKHYE 

LALSTFIKFLKEEKPGHRKDLIGKLSRSWMDEAEKIKMFLDVQNLQTEDTSAKEEENEKKYLYTEKCGIQ 

 

>sp|Q6PHR2|ULK3_HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK3 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ULK3 PE=1 SV=2 

MAGPGWGPPRLDGFILTERLGSGTYATVYKAYAKKDTREVVAIKCVAKKSLNKASVENLL 

TEIEILKGIRHPHIVQLKDFQWDSDNIYLIMEFCAGGDLSRFIHTRRILPEKVARVFMQQ 

LASALQFLHERNISHLDLKPQNILLSSLEKPHLKLADFGFAQHMSPWDEKHVLRGSPLYM 

APEMVCQRQYDARVDLWSMGVILYEALFGQPPFASRSFSELEEKIRSNRVIELPLRPLLS 

RDCRDLLQRLLERDPSRRISFQDFFAHPWVDLEHMPSGESLGRATALVVQAVKKDQEGDS 

AAALSLYCKALDFFVPALHYEVDAQRKEAIKAKVGQYVSRAEELKAIVSSSNQALLRQGT 
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SARDLLREMARDKPRLLAALEVASAAMAKEEAAGGEQDALDLYQHSLGELLLLLAAEPPG 

RRRELLHTEVQNLMARAEYLKEQVKMRESRWEADTLDKEGLSESVRSSCTLQ 

 

5. Serine/threonine-protein kinase ULK4 (ULK4) 

>tr|K1QQA6|K1QQA6_CRAGI Serine/threonine-protein kinase ULK4 OS=Crassostrea 

gigas OX=29159 GN=CGI_10017902 PE=4 SV=1 

MENFVLYEELGRGDNSIIYKGRRKGTINFVAIHCIEKCKRPEVTNTVRMTHDISHPNVVK 

FYEWYETSNHLWLVVELCTGGSLATLITQDRNLPESSIRSFGIDLVTGIHYIHSLGILFC 

DLRPTKILLDGSGTLKYADFGLSRVEGEILEELFEKFADAGEMWSNEADLDDNPLSKKYK 

TTGAPTYMSPEGFQSQEITILSDLWSLGCVLYEMFTGHPPFLAESFQQLKEKILHKELPP 

PKVKGSRFSSKPSPDFHNLLEGLLQKDPDKRMGWPGLVNHSFWQGRLSHLAKDLVTSQEV 

RSSIVNTTRSSVLVEGTASALGRIKTVDLKKSMDRPVSTLETEGTRPGSTMGDYMRPKTA 

PGNEGGSTLFTLSTRPPTAVPPDEKLAPTQKPTQSPLSTREVRETIGTTGGESQADETKN 

EALELIYHHSDFHITPIVDNTKIQKPGAAKFDAKILPVPPFTAEKMANMSEKELSKHIKA 

IIDGLSINEKGPPSQKRIHLLHYLTGLSTNPQVATALTRNNVLSVLAKVVKETQHLDVKT 

KAARVVGLIAGNAEDLDESVTISESIATLTEVIRENVKNGKLKQGVLPAVGELLYFVAQQ 

EVKHGKTCDNWSVTSMTYTVITRCCREGEDAVVNHIAAKTVENVVATQSTHAQKFVSNEM 

GQSLWYIFKHSTVDSLRITALNALCRITHHNPTVFQSVIDTVGMTTILSALSFGITRIQQ 

SIVTMFGALIASGQSLNRVVQDKDFLQKLIRLLDSPSVVIRAKAFVVIHEVVKNNYDLLL 

NSCQSRLVMYIERDSRRQTPREGKAPENNGSESVEYLMQCLDLLINHMVDVVPRLFKEIV 

TSLDAVMGRKHPNAVQAKQLRSSLPLIHVFLHLVTSQVFRPKIVNEEFIKNLSSVLSHIK 

SIELGETNIEGASGSISPSDFVTTTMSVLEGISQHPMIVAEYHQVILESVLPIIADLVVS 

QNGETRALSLRLFSEIASVYLNQEQYAAGEKKMNVAGLHKIITERLLPQFEQILLDQEPL 

PSYGLKLLLTLLDQNGGFVKQFEQQGLVSVIFQVMMDHQSNPLNSSMQSIAGILNCLVAH 

KDTNMKDLYEQGLIDYFTTLFFDVTTACLDTEDHADNKIAHSMLQNLLDTLHSMFKYVSE 

VVRKALQNKKAGGEGGNREAEEAEQLLLTNKSLTDLTTILTQLLCFEDTDIQDFSTKCLS 

LLVQLFGGENKDSMTPENMEYYSKALKKSDAKKQKVLLRIIKRLLSTERVHVESMKQHGE 

TLANTIRNLVQTASSHADVAISSLAADILKMTVPQEYYSKALKKADAKKQKVLLRIIKRL 

LSTERVHVESMKQHGETLANTIRNLVQTASSHADVAISSLAADILKMTDIVLPGMEAFTM 

ADQNDIRVKNQDFVGCYMDQEPRTLNEKMTVSTTMTVDSCRKTCTDLKFKYYGVEYSAQC 

FCGNQPLNVRKMREGDCLKPCAGDRTQACGGSWRIAVYENPQNIPKFVGCYMDQQARTLN 

EKMTVSTTMTVDSCRKTCTDLKFKYYGVEYSSQCFCGNQLMNVRKMREGDCLKPCDGDRT 

QACGGNWRIAVYENPLYIPKFVGCYVDQTYRTLGEKMTVSTTMTVDSCRKTCTDLKFKYY 

GVEYSSQCFCGYDLIHAIKVSEEDCLRPCSGDRTQACGGSWRIAVYENPRYISREYYEEN 

NVEFVGCFVDQQARTLNGKMTTSTTMTVYNCRKTCTDLKFMFYGVEVKKAGRKGGNQKAE 

HMFPTKSLTDMTTILTSWELLFEECFCGNKLTTITKMRDGDCLKPCTGDKTQACGGDWRI 

AVYENPYITPPKFVGCYMDQQARTLNEKKTVSTTMTVDSCRKTCTDLKFKYYGVEVNICR 

ICWLLHGSTSQNLERKDDCLYNNDSGQLPKNVYGSEV 

 
>sp|Q96C45|ULK4_HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK4 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ULK4 PE=1 SV=2 

MENFILYEEIGRGSKTVVYKGRRKGTINFVAILCTDKCKRPEITNWVRLTREIKHKNIVT 

FHEWYETSNHLWLVVELCTGGSLKTVIAQDENLPEDVVREFGIDLISGLHHLHKLGILFC 

DISPRKILLEGPGTLKFSNFCLAKVEGENLEEFFALVAAEEGGGDNGENVLKKSMKSRVK 

GSPVYTAPEVVRGADFSISSDLWSLGCLLYEMFSGKPPFFSESISELTEKILCEDPLPPI 

PKDSSRPKASSDFINLLDGLLQRDPQKRLTWTRLLQHSFWKKAFAGADQESSVEDLSLSR 

NTMECSGPQDSKELLQNSQSRQAKGHKSGQPLGHSFRLENPTEFRPKSTLEGQLNESMFL 

LSSRPTPRTSTAVEVSPGEDMTHCSPQKTSPLTKITSGHLSQQDLESQMRELIYTDSDLV 

VTPIIDNPKIMKQPPVKFDAKILHLPTYSVDKLLFLKDQDWNDFLQQVCSQIDSTEKSMG 

ASRAKLNLLCYLCVVAGHQEVATRLLHSPLFQLLIQHLRIAPNWDIRAKVAHVIGLLASH 

TAELQENTPVVEAIVLLTELIRENFRNSKLKQCLLPTLGELIYLVATQEEKKKNPRECWA 

VPLAAYTVLMRCLREGEERVVNHMAAKIIENVCTTFSAQSQGFITGEIGPILWYLFRHST 

ADSLRITAVSALCRITRHSPTAFQNVIEKVGLNSVINSLASAICKVQQYMLTLFAAMLSC 

GIHLQRLIQEKGFVSTIIRLLDSPSTCIRAKAFLVLLYILIYNREMLLLSCQARLVMYIE 

RDSRKTTPGKEQQSGNEYLSKCLDLLICHIVQELPRILGDILNSLANVSGRKHPSTVQVK 

QLKLCLPLMPVVLHLVTSQVFRPQVVTEEFLFSYGTILSHIKSVDSGETNIDGAIGLTAS 

EEFIKITLSAFEAIIQYPILLKDYRSTVVDYILPPLVSLVQSQNVEWRLFSLRLLSETTS 

LLVNQEFGDGKEKASVDSDSNLLALIRDVLLPQYEHILLEPDPVPAYALKLLVAMTEHNP 

TFTRLVEESKLIPLIFEVTLEHQESILGNTMQSVIALLSNLVACKDSNMELLYEQGLVSH 
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ICNLLTETATLCLDVDNKNNNEMAAPLLFSLLDILHSMLTYTSGIVRLALQAQKSGSGED 

PQAAEDLLLLNRPLTDLISLLIPLLPNEDPEIFDVSSKCLSILVQLYGGENPDSLSPENV 

EIFAHLLTSKEDPKEQKLLLRILRRMITSNEKHLESLKNAGSLLRALERLAPGSGSFADS 

AVAPLALEILQAVGH 

 

6. Autophagy-related protein 13 (ATG13) 

>tr|K1QIF8|K1QIF8_CRAGI Autophagy-related protein 13 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10016010 PE=3 SV=1 

MSKLSQQDRKDLEKFTKFLIYKSLQIIVQSRLGEKIQAKSKPFSSGADWFNLAIKDIVEV 

HNETKKALVSQTALLSQNVCVEISLKTSEGDSMVLETWYIGLNKETCDVNARISYTVYNR 

MGIALKTLFSISRVTPAYKLSRQQGANADEYVICYRFYQGDPQFFMLGDNYQTIKVGSVP 

TPVGTIYINLAYRTKLLITPQKSCKAIPIEVKDDHFKKDNSPRRPTTPKPCSLGFRRNST 

SEDLFGDGVDGQDLCSTTFDNSPGEAFLLGMTQHGLVPPNIQQKTALKTDNRENNEAPKK 

QENVEKQLSFTSYQKVGAFAQNRNSKEINNTDLEDVPFLNLLQAEGKSEVKMTVQRELQN 

DIESNEQVSSNKSEEEKSLEQALSPSESISSNTSAPDDFVMVELKTPFAGADPNQDLGKF 

YRECQGAPQLTMCSGETNVTEALAEISSQIQMFESNIEGFDDFVTSITESVTVE 

 
>sp|O75143|ATG13_HUMAN Autophagy-related protein 13 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG13 PE=1 SV=1 

METDLNSQDRKDLDKFIKFFALKTVQVIVQARLGEKICTRSSSSPTGSDWFNLAIKDIPE 

VTHEAKKALAGQLPAVGRSMCVEISLKTSEGDSMELEIWCLEMNEKCDKEIKVSYTVYNR 

LSLLLKSLLAITRVTPAYRLSRKQGHEYVILYRIYFGEVQLSGLGEGFQTVRVGTVGTPV 

GTITLSCAYRINLAFMSTRQFERTPPIMGIIIDHFVDRPYPSSSPMHPCNYRTAGEDTGV 

IYPSVEDSQEVCTTSFSTSPPSQLSSSRLSYQPAALGVGSADLAYPVVFAAGLNATHPHQ 

LMVPGKEGGVPLAPNQPVHGTQADQERLATCTPSDRTHCAATPSSSEDTETVSNSSEGRA 

SPHDVLETIFVRKVGAFVNKPINQVTLTSLDIPFAMFAPKNLELEDTDPMVNPPDSPETE 

SPLQGSLHSDGSSGGSSGNTHDDFVMIDFKPAFSKDDILPMDLGTFYREFQNPPQLSSLS 

IDIGAQSMAEDLDSLPEKLAVHEKNVREFDAFVETLQ 

 
>sp|Q06628|ATG13_YEAST Autophagy-related protein 13 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG13 PE=1 SV=1 

MVAEEDIEKQVLQLIDSFFLKTTLLICSTESSRYQSSTENIFLFDDTWFEDHSELVSELP 

EIISKWSHYDGRKELPPLVVETYLDLRQLNSSHLVRLKDHEGHLWNVCKGTKKQEIVMER 

WLIELDNSSPTFKSYSEDETDVNELSKQLVLLFRYLLTLIQLLPTTELYQLLIKSYNGPQ 

NEGSSNPITSTGPLVSIRTCVLDGSKPILSKGRIGLSKPIINTYSNALNESNLPAHLDQK 

KITPVWTKFGLLRVSVSYRRDWKFEINNTNDELFSARHASVSHNSQGPQNQPEQEGQSDQ 

DIGKRQPQFQQQQQPQQQQQQQQQQQRQHQVQTQQQRQIPDRRSLSLSPCTRANSFEPQS 

WQKKVYPISRPVQPFKVGSIGSQSASRNPSNSSFFNQPPVHRPSMSSNYGPQMNIEGTSV 

GSTSKYSSSFGNIRRHSSVKTTENAEKVSKAVKSPLQPQESQEDLMDFVKLLEEKPDLTI 

KKTSGNNPPNINISDSLIRYQNLKPSNDLLSEDLSVSLSMDPNHTYHRGRSDSHSPLPSI 

SPSMHYGSLNSRMSQGANASHLIARGGGNSSTSALNSRRNSLDKSSNKQGMSGLPPIFGG 

ESTSYHHDNKIQKYNQLGVEEDDDDENDRLLNQMGNSATKFKSSISPRSIDSISSSFIKS 

RIPIRQPYHYSQPTTAPFQAQAKFHKPANKLIDNGNRSNSNNNNHNGNDAVGVMHNDEDD 

QDDDLVFFMSDMNLSKEG 

 

7. RB1-inducible coiled-coil protein 1 

>tr|K1QSI9|K1QSI9_CRAGI RB1-inducible coiled-coil protein 1 OS=Crassostrea 

gigas OX=29159 GN=CGI_10019938 PE=4 SV=1 

MELKLMSKLTVSQQALIELKRKHEKEISEMISKLEKEKSDSLTAIHNSLQAEKQVAFNEA 

VTKLSQDKDKVIEDLRAKEKDLLEQLSTDQETILKLNEEKSKLEDIKTRAMSHLSDKERE 

YNAARRQLEDDLALTRQQLSQYQSQLQAMSTISVPSVMEISQIEDSSRIASLEDELKSKS 

EKIAELQQKMMEISMTTSTRHIAEDKVSITSCNVGDLALFCLDDRHDQYVVFTIGSTLHF 

LHTDCQDTLGLKPNPGETKKSWVLAEITEKEYCQAKKPQNRFKVPVGTKFYRVKAKPWRP 

ESGARGTSSTAST 

 

>sp|Q8TDY2|RBCC1_HUMAN RB1-inducible coiled-coil protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=RB1CC1 PE=1 SV=3 
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MKLYVFLVNTGTTLTFDTELTVQTVADLKHAIQSKYKIAIQHQVLVVNGGECMAADRRVC 

TYSAGTDTNPIFLFNKEMILCDRPPAIPKTTFSTENDMEIKVEESLMMPAVFHTVASRTQ 

LALEMYEVAKKLCSFCEGLVHDEHLQHQGWAAIMANLEDCSNSYQKLLFKFESIYSNYLQ 

SIEDIKLKLTHLGTAVSVMAKIPLLECLTRHSYRECLGRLDSLPEHEDSEKAEMKRSTEL 

VLSPDMPRTTNESLLTSFPKSVEHVSPDTADAESGKEIRESCQSTVHQQDETTIDTKDGD 

LPFFNVSLLDWINVQDRPNDVESLVRKCFDSMSRLDPRIIRPFIAECRQTIAKLDNQNMK 

AIKGLEDRLYALDQMIASCGRLVNEQKELAQGFLANQKRAENLKDASVLPDLCLSHANQL 

MIMLQNHRKLLDIKQKCTTAKQELANNLHVRLKWCCFVMLHADQDGEKLQALLRLVIELL 

ERVKIVEALSTVPQMYCLAVVEVVRRKMFIKHYREWAGALVKDGKRLYEAEKSKRESFGK 

LFRKSFLRNRLFRGLDSWPPSFCTQKPRKFDCELPDISLKDLQFLQSFCPSEVQPFLRVP 

LLCDFEPLHQHVLALHNLVKAAQSLDEMSQTITDLLSEQKASVSQTSPQSASSPRMESTA 

GITTTTSPRTPPPLTVQDPLCPAVCPLEELSPDSIDAHTFDFETIPHPNIEQTIHQVSLD 

LDSLAESPESDFMSAVNEFVIEENLSSPNPISDPQSPEMMVESLYSSVINAIDSRRMQDT 

NVCGKEDFGDHTSLNVQLERCRVVAQDSHFSIQTIKEDLCHFRTFVQKEQCDFSNSLKCT 

AVEIRNIIEKVKCSLEITLKEKHQKELLSLKNEYEGKLDGLIKETEENENKIKKLKGELV 

CLEEVLQNKDNEFALVKHEKEAVICLQNEKDQKLLEMENIMHSQNCEIKELKQSREIVLE 

DLKKLHVENDEKLQLLRAELQSLEQSHLKELEDTLQVRHIQEFEKVMTDHRVSLEELKKE 

NQQIINQIQESHAEIIQEKEKQLQELKLKVSDLSDTRCKLEVELALKEAETDEIKILLEE 

SRAQQKETLKSLLEQETENLRTEISKLNQKIQDNNENYQVGLAELRTLMTIEKDQCISEL 

ISRHEEESNILKAELNKVTSLHNQAFEIEKNLKEQIIELQSKLDSELSALERQKDEKITQ 

QEEKYEAIIQNLEKDRQKLVSSQEQDREQLIQKLNCEKDEAIQTALKEFKLEREVVEKEL 

LEKVKHLENQIAKSPAIDSTRGDSSSLVAELQEKLQEEKAKFLEQLEEQEKRKNEEMQNV 

RTSLIAEQQTNFNTVLTREKMRKENIINDLSDKLKSTMQQQERDKDLIESLSEDRARLLE 

EKKKLEEEVSKLRSSSFVPSPYVATAPELYGACAPELPGESDRSAVETADEGRVDSAMET 

SMMSVQENIHMLSEEKQRIMLLERTLQLKEEENKRLNQRLMSQSMSSVSSRHSEKIAIRD 

FQVGDLVLIILDERHDNYVLFTVSPTLYFLHSESLPALDLKPGEGASGASRRPWVLGKVM 

EKEYCQAKKAQNRFKVPLGTKFYRVKAVSWNKKV 

 
>sp|Q12527|ATG11_YEAST Autophagy-related protein 11 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG11 PE=1 SV=1 

MADADEYSTAPTQQEITPLQTTATIINAISGECITTNVDFFVSLDKFKQFIARKWKIPPD 

QLLILLPYGNKLKPSMFKELLINRSFTLNDFYVYDRRLFSLVSKPTPTNLLTSKDSNPMN 

SPNSNDLTETLEYLIKNSHISQYQGSDTIMIKPMPSPLEDADVDLSRLNYHSVTSLLTTN 

LGWLSALEIDVHYFKSLIPDIIAHIKRIFDGLTVCSQYLKLYCFDVESLYNSNVQFLNQL 

VDNGMTSKWEKCFNDTLSKLTALEGDSLQKFINIESLLENEKSVKILNHSINGKLNKIKR 

EIDENASFRDIITVNIDRLRQMFTPNESKFELEDQMAESFEVLVSEMRTRSRNVLDKEEE 

EFNSQEFLKSMNVMLEKDKKESVKTLFTISQALYSQIGELIDLKKSLQKHAVAILGNIAF 

TQMEILGIKRLLLNECNKDLELYKKYEVEFAQVEDLPLIYGLYLIEKYRRLSWFQQILSF 

ISNFNQDLELFKQNELRTRNKWVKNFGSIATVFCEDLLSSSDFKRLNEYHSHTSPPNEDE 

EDENENSIANYRQDLVKVSQAIDNYMTQIKETDVSEPIIDLLSKTLFETKRFHIIYSNFK 

NNNNNSSNGNSISPEGSIALKSDDVVKGYKTRIKKLESLLHEFQYSDIGHWPQGVLNTHL 

KPFRGSATSINKKKFLGASVLLEPANISEVNIDSVSQANNHQIQELESNVDDLLHQLQLL 

KEENNRKSMQISEMGKKISDLEVEKTAYRETLTNLNQELARLTNEEQSHRTEIFTLNASF 

KKQLNDIISQDNEKIEKLTGDYDDVSKSRERLQMDLDESNKKHEQEVNLLKADIERLGKQ 

IVTSEKSYAETNSSSMEKGEKFETIPLAEDPGRENQISAYTQTLQDRIFDIISTNIFILE 

NIGLLLTFDNNNNIQIRRVKGLKKGTAQSNILDESTQMLDAHDNSLIKSPVFQKLKDEYE 

LIKSVANGSEKDTQQSIFLGNITQLYDNKLYEVAVIRRFKDIETLAKKLTKENKIKRTLL 

ERFQREKVTLRNFQIGDLALFLPTRENVNSVGSMSSSTSSLSSSFSSVDLSTPPPLDAMS 

IQSSPSVIHSNVINQASISGRDKNKLMRPWAAFTAFEESTRYFLKDEKGLTKGKEWFVGR 

IVTLEHFVADSPSNNPFRLPKGSVWFQVTAVVVSYQGV 

 

8. Autophagy-related protein 101 (ATG101) 

>XP_011447317.1 PREDICTED: autophagy-related protein 101 [Crassostrea 

gigas] 

MNARSQVFELSVEGRQIEETVSSIFHTLLLQRTVGKFHYKQEGTYSIGTVGVEDVDCDFVDFTYVRVASD 

TLDHMIKKDIALFRDTLRSMDNPGSGQISLEFYQKKRGRWPFPPECIPWEVWTVKLDILTLNNESERQIC 

REKLGEMLGERVITIADLMNRHDYVPKMPNQTELDLIFDTSLPDVQPYLFRISHQTTGPSQSSVGTTMRK 

FIKDTLAL 

 



ANNEXE B 

 

223 

 

>sp|Q9BSB4|ATGA1_HUMAN Autophagy-related protein 101 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ATG101 PE=1 SV=1 

MNCRSEVLEVSVEGRQVEEAMLAVLHTVLLHRSTGKFHYKKEGTYSIGTVGTQDVDCDFI 

DFTYVRVSSEELDRALRKVVGEFKDALRNSGGDGLGQMSLEFYQKKKSRWPFSDECIPWE 

VWTVKVHVVALATEQERQICREKVGEKLCEKIINIVEVMNRHEYLPKMPTQSEVDNVFDT 

GLRDVQPYLYKISFQITDALGTSVTTTMRRLIKDTLAL 

 

9. Zinc finger FYVE domain-containing protein 1 (DFCP 1) 

>EKC37743.1 Zinc finger FYVE domain-containing protein 1 [Crassostrea 

gigas] 

MNSFSSAQSDHSQHSSIPDICLSAGNEMSSLEAQLAESIIDLNDPYDNIGDEDEFIKKLDCDSNEHVKVV 

SIFGNTGDGKSFTLNHTFFGGKEVFKTSSHQSSCTVGVWAAFDPKEKVIVIDTEGLLGITSNQNQRMRLL 

LKILGISDIIIYRTRAERLHNDMYQFLCESSSAYTKHFSDELEATAKRCNKGVGDLTPAVIIFQETVNTN 

VLGSSGTDSAEKFIWNTFRQLECPMHFKDLTYVGIRTGRPPTDFTQFQRTMSQHLQDKSNRAARQPAIVY 

KTLKNLNDKFNGEVEKPLYGTFPDQLFSCSMKCLSCGEGCTRSMNHDTDSKAHETDKRCKYQHQFENKVF 

LCKSCYLSGKEHVVIPKTSESRDSAWSGLIKYVWAGEVLECPSCGVIFRSRQNWYGNKEVEEIVHTEIRH 

VWPDGYKMLQGTNNAARKVIDGFHYIADSITSVGSKPTKMISDWMNDRIAPEYWVPNSQISHCHQCSKEL 

ETEQKHHCRACGKGFCDDCSSHRRRVPERGWGEMEVRVCDKCYGGKKMSDSNDSTGSNSQVTARKVGEVV 

TSAISVAASTLNYPIDMIKDTARPGYWTPDEQIKACYVCEELFGPKLRIHHCRACGQGVCESCSPNKRPV 

PLRGWDYPVRICRKCINKPDRL 

 

>sp|Q9HBF4|ZFYV1_HUMAN Zinc finger FYVE domain-containing protein 1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ZFYVE1 PE=1 SV=1 

MSAQTSPAEKGLNPGLMCQESYACSGTDEAIFECDECCSLQCLRCEEELHRQERLRNHER 

IRLKPGHVPYCDLCKGLSGHLPGVRQRAIVRCQTCKINLCLECQKRTHSGGNKRRHPVTV 

YNVSNLQESLEAEEMDEETKRKKMTEKVVSFLLVDENEEIQVTNEEDFIRKLDCKPDQHL 

KVVSIFGNTGDGKSHTLNHTFFYGREVFKTSPTQESCTVGVWAAYDPVHKVAVIDTEGLL 

GATVNLSQRTRLLLKVLAISDLVIYRTHADRLHNDLFKFLGDASEAYLKHFTKELKATTA 

RCGLDVPLSTLGPAVIIFHETVHTQLLGSDHPSEVPEKLIQDRFRKLGRFPEAFSSIHYK 

GTRTYNPPTDFSGLRRALEQLLENNTTRSPRHPGVIFKALKALSDRFSGEIPDDQMAHSS 

FFPDEYFTCSSLCLSCGVGCKKSMNHGKEGVPHEAKSRCRYSHQYDNRVYTCKACYERGE 

EVSVVPKTSASTDSPWMGLAKYAWSGYVIECPNCGVVYRSRQYWFGNQDPVDTVVRTEIV 

HVWPGTDGFLKDNNNAAQRLLDGMNFMAQSVSELSLGPTKAVTSWLTDQIAPAYWRPNSQ 

ILSCNKCATSFKDNDTKHHCRACGEGFCDSCSSKTRPVPERGWGPAPVRVCDNCYEARNV 

QLAVTEAQVDDEGGTLIARKVGEAVQNTLGAVVTAIDIPLGLVKDAARPAYWVPDHEILH 

CHNCRKEFSIKLSKHHCRACGQGFCDECSHDRRAVPSRGWDHPVRVCFNCNKKPGDL 

 

10. Autophagy-related protein 9A (ATG9A) 

>tr|K1PLJ3|K1PLJ3_CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10002035 PE=3 SV=1 

MESNVTLRFDFGITVCLLVAFAIWVFRLIKVLYNIFKYWEIRSFYLTAVHITTTDLTNMT 

WHEVQRRLLEVQKEQQMCIHKQELTELDIYHRILRFKNYMIAMERKSLLPFKHSIPLMGE 

 
>tr|K1Q6P8|K1Q6P8_CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10007875 PE=3 SV=1 

MEIVDFFRNFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDNKMDDREEEEEPQPSLRTNMFTPDQSPS 

QEGKIQMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLFINDIKEKANRNTTSLSIFNPVTQNMVMSSQGS 

LTGYLSGLQPSGAGALGYTSLASSIAIQSGMYPQSTQVSMAPSVSGVHHRLRGAISTAEG 

PLERSIGGPVGTMQGSTSMIGSGLGGYHSIGSSKPSVDEGSLELLSHDMSVSALYLHDLQ 

SRKQRGQGQMGYENIEEMRARNLWQRQDSNQGPVHAGMPNIQEKREEEEKDSGNTETIAK 

SV 

 
>tr|K1RCA8|K1RCA8_CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10005289 PE=3 SV=1 

MERLIVTVCKVFISDEHLVYCPEILMRNILAHVHYMPPDWSGNAHTSKVRNKLSPYFPNT 

KFTLLFPASQIDGDRGYFFRNFTVDVVGVGDVCSFVQLDVRKRDNKMDDRDEEKEHQPSL 

RTNMFTLDQSPSQEGKIQMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLFINDIKEKANRNTTSLSIFNP 
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VTQNMVMSSQGSLTGYLSGLQPSGAGALGYTSLASSIAIQSGMYPQSTQVSMAPSVSGVH 

HRLRGAISTAEGPLERSISGPVGTMQGSTSMIGSGLGGYHSVGSSKPSVDEGSLELLSHD 

MSVSALYLHDLQSRKQRGQGQMGYENVEDMRARNLLQRQDSNQGPVHAGMPNIQEKREEE 

EKDSGNTETIAKSV 

 
>tr|K1QIH2|K1QIH2_CRAGI Autophagy-related protein 9 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10003880 PE=3 SV=1 

MEIVDFFPNFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDNKMDDRYTSLASSIAIQSGMYPQSTQVS 

MAPSVSGVHHRLRGAISTAEGPLERSIGGPVGTMQGSTSMIGSGLGGYHSIGSSKPSVDE 

GSPELLSHDMSVSALYLHDLQSRKQRGLGQMGYENIEEMRAKNLWQRQDSNQGPVHAGMP 

NIQEKREEEEKDNSSAVMFIKAIYEGGVDFPSTGQTGVHAIV 

 
>sp|Q7Z3C6|ATG9A_HUMAN Autophagy-related protein 9A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG9A PE=1 SV=3 

MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLFFSRVYNLHQKNGFT 

CMLIGEIFELMQFLFVVAFTTFLVSCVDYDILFANKMVNHSLHPTEPVKVTLPDAFLPAQ 

VCSARIQENGSLITILVIAGVFWIHRLIKFIYNICCYWEIHSFYLHALRIPMSALPYCTW 

QEVQARIVQTQKEHQICIHKRELTELDIYHRILRFQNYMVALVNKSLLPLRFRLPGLGEA 

VFFTRGLKYNFELILFWGPGSLFLNEWSLKAEYKRGGQRLELAQRLSNRILWIGIANFLL 

CPLILIWQILYAFFSYAEVLKREPGALGARCWSLYGRCYLRHFNELEHELQSRLNRGYKP 

ASKYMNCFLSPLLTLLAKNGAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVTVTV 

CRSFIPDQHMVFCPEQLLRVILAHIHYMPDHWQGNAHRSQTRDEFAQLFQYKAVFILEEL 

LSPIVTPLILIFCLRPRALEIIDFFRNFTVEVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPQWLSAGQT 

EASVYQQAEDGKTELSLMHFAITNPGWQPPRESTAFLGFLKEQVQRDGAAASLAQGGLLP 

ENALFTSIQSLQSESEPLSLIANVVAGSSCRGPPLPRDLQGSRHRAEVASALRSFSPLQP 

GQAPTGRAHSTMTGSGVDARTASSGSSVWEGQLQSLVLSEYASTEMSLHALYMHQLHKQQ 

AQAEPERHVWHRRESDESGESAPDEGGEGARAPQSIPRSASYPCAAPRPGAPETTALHGG 

FQRRYGGITDPGTVPRVPSHFSRLPLGGWAEDGQSASRHPEPVPEEGSEDELPPQVHKV 

 
>sp|Q12142|ATG9_YEAST Autophagy-related protein 9 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG9 PE=1 SV=1 

MERDEYQLPNSHGKNTFLSRIFGLQSDEVNPSLNSQEMSNFPLPDIERGSSLLHSTNDSR 

EDVDENDLRVPESDQGTSTEEEDEVDEEQVQAYAPQISDGLDGDHQLNSVTSKENVLETE 

KSNLERLVEGSTDDSVPKVGQLSSEEEEDNEFINNDGFDDDTPLFQKSKIHEFSSKKSNT 

IEDGKRPLFFRHILQNNRPQRDTQKLFTSSNAIHHDKDKSANNGPRNINGNQKHGTKYFG 

SATQPRFTGSPLNNTNRFTKLFPLRKPNLLSNISVLNNTPEDRINTLSVKERALWKWANV 

ENLDIFLQDVYNYYLGNGFYCIILEKILNICTLLFVVFVSTYMGHCVDYSKLPTSHRVSD 

IIIDKCYSNSITGFTKFFLWMFYFFVILKIVQLYFDVQKLSELQNFYKYLLNISDDELQT 

LPWQNVIQQLMYLKDQNAMTANVVEVKAKNRIDAHDVANRIMRRENYLIALYNSDILNLS 

LPIPLFRTNVLTKTLEWNINLCVMGFVFNESGFIKQSILKPSQREFTREELQKRFMLAGF 

LNIILAPFLVTYFVLLYFFRYFNEYKTSPGSIGARQYTPIAEWKFREYNELYHIFKKRIS 

LSTTLANKYVDQFPKEKTNLFLKFVSFICGSFVAILAFLTVFDPENFLNFEITSDRSVIF 

YITILGAIWSVSRNTITQEYHVFDPEETLKELYEYTHYLPKEWEGRYHKEEIKLEFCKLY 

NLRIVILLRELTSLMITPFVLWFSLPSSAGRIVDFFRENSEYVDGLGYVCKYAMFNMKNI 

DGEDTHSMDEDSLTKKIAVNGSHTLNSKRRSKFTAEDHSDKDLANNKMLQSYVYFMDDYS 

NSENLTGKYQLPAKKGYPNNEGDSFLNNKYSWRKQFQPGQKPELFRIGKHALGPGHNISP 

AIYSTRNPGKNWDNNNNGDDIKNGTNNATAKNDDNNGNNDHEYVLTESFLDSGAFPNHDV 

IDHNKMLNSNYNGNGILNKGGVLGLVKEYYKKSDVGR 

 

11. Autophagy-related protein 9B (ATG9B) 

>sp|Q674R7|ATG9B_HUMAN Autophagy-related protein 9B OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG9B PE=2 SV=1 

MVSRMGWGGRRRRLGRWGDLGPGSVPLLPMPLPPPPPPSCRGPGGGRISIFSLSPAPHTR 

SSPSSFSPPTAGPPCSVLQGTGASQSCHSALPIPATPPTQAQPAMTPASASPSWGSHSTP 

PLAPATPTPSQQCPQDSPGLRVGPLIPEQDYERLEDCDPEGSQDSPIHGEEQQPLLHVPE 

GLRGSWHHIQNLDSFFTKIYSYHQRNGFACILLEDVFQLGQFIFIVTFTTFLLRCVDYNV 

LFANQPSNHTRPGPFHSKVTLSDAILPSAQCAERIRSSPLLVLLLVLAAGFWLVQLLRSV 

CNLFSYWDIQVFYREALHIPPEELSSVPWAEVQSRLLALQRSGGLCVQPRPLTELDIHHR 
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ILRYTNYQVALANKGLLPARCPLPWGGSAAFLSRGLALNVDLLLFRGPFSLFRGGWELPH 

AYKRSDQRGALAARWGRTVLLLAALNLALSPLVLAWQVLHVFYSHVELLRREPGALGARG 

WSRLARLQLRHFNELPHELRARLARAYRPAAAFLRTAAPPAPLRTLLARQLVFFAGALFA 

ALLVLTVYDEDVLAVEHVLTAMTALGVTATVARSFIPEEQCQGRAPQLLLQTALAHMHYL 

PEEPGPGGRDRAYRQMAQLLQYRAVSLLEELLSPLLTPLFLLFWFRPRALEIIDFFHHFT 

VDVAGVGDICSFALMDVKRHGHPQWLSAGQTEASLSQRAEDGKTELSLMRFSLAHPLWRP 

PGHSSKFLGHLWGRVQQDAAAWGATSARGPSTPGVLSNCTSPLPEAFLANLFVHPLLPPR 

DLSPTAPCPAAATASLLASISRIAQDPSSVSPGGTGGQKLAQLPELASAEMSLHVIYLHQ 

LHQQQQQQEPWGEAAASILSRPCSSPSQPPSPDEEKPSWSSDGSSPASSPRQQWGTQKAR 

NLFPGGFQVTTDTQKEPDRASCTD 

 

12. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 1 (WIPI1) 

>sp|Q5MNZ9|WIPI1_HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting 

protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WIPI1 PE=1 SV=3 

MEAEAADAPPGGVESALSCFSFNQDCTSLATGTKAGYKLFSLSSVEQLDQVHGSNEIPDV 

YIVERLFSSSLVVVVSHTKPRQMNVYHFKKGTEICNYSYSSNILSIRLNRQRLLVCLEES 

IYIHNIKDMKLLKTLLDIPANPTGLCALSINHSNSYLAYPGSLTSGEIVLYDGNSLKTVC 

TIAAHEGTLAAITFNASGSKLASASEKGTVIRVFSVPDGQKLYEFRRGMKRYVTISSLVF 

SMDSQFLCASSNTETVHIFKLEQVTNSRPEEPSTWSGYMGKMFMAATNYLPTQVSDMMHQ 

DRAFATARLNFSGQRNICTLSTIQKLPRLLVASSSGHLYMYNLDPQDGGECVLIKTHSLL 

GSGTTEENKENDLRPSLPQSYAATVARPSASSASTVPGYSEDGGALRGEVIPEHEFATGP 

VCLDDENEFPPIILCRGNQKGKTKQS 

 
>EGA79032.1 Atg18p [Saccharomyces cerevisiae Vin13] 

MSDSSPTINFINFNQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKFYSEDSGGYAIVEMLFSTSLLALVGIGDQPAL 

SPRRLRIINTKKHSIICEVTFXTSILSVKMNKSRLVVLLQEQIYIYDINTMRLLHTIETNPNPRGLMAMS 

PSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTETSFKRDQQDAGHSDISDLDQYSSFTKRDDAD 

PTSSNGGNSSIIKNGDVIVFNLETLQPTMVIEAHKGEIAAMAISFDGTLMATASDKGTIIRVFDIETGDK 

IYQFRRGTYATRIYSISFSEDSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTSI 

DALSDEENPTRLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE 

TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNFVMDPERGGDCL 

ILSQYSILMD 

 

13. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 2 (WIPI2) 

>tr|K1QZR2|K1QZR2_CRAGI WD repeat domain phosphoinositide-interacting 

protein 2 OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10011163 PE=4 SV=1 

MNLATKTGDEQSDLLFVNFNQDCTSLAVGTRTGYKLFSLSSVDKLEQIYDNESEDICIVE 

RLFSSSLVAIVSLSSPRKLKVCHFKKGTEICNYSYSNSILAVRLNRQRLIVCLEESLYIH 

NIRDMKVLHTIRDTPPNPHGLCALSINNDNCFLAYPGSNQIGEVQIFDTINLRAVAMIPA 

HDNPLASLAFNAQGTKLATASEKGTVIRVFSIPDGQKMFEFRRGVKRCVSIYSMAFSADS 

LFLSASSNTETVHIFKLEVPKDRPAEQEPQGWMGYFGQALKSSATYLPSQMTEMFNQGRA 

FATARLPNSGMHNVCALATIQKVPRQLVVSQDGYLYIYNLDPNEGGECMLLRQHRLDGRA 

GDSPVPEVTPTDRPLTHPTSGTSYASSVKKPESSVVPPESQPYQELEQGSTGEGEGTGLG 

HLRLDDDNEFPPMTHKSD 

 
>sp|Q9Y4P8|WIPI2_HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting 

protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WIPI2 PE=1 SV=1 

MNLASQSGEAGAGQLLFANFNQDNTEVKGASRAAGLGRRAVVWSLAVGSKSGYKFFSLSS 

VDKLEQIYECTDTEDVCIVERLFSSSLVAIVSLKAPRKLKVCHFKKGTEICNYSYSNTIL 

AVKLNRQRLIVCLEESLYIHNIRDMKVLHTIRETPPNPAGLCALSINNDNCYLAYPGSAT 

IGEVQVFDTINLRAANMIPAHDSPLAALAFDASGTKLATASEKGTVIRVFSIPEGQKLFE 

FRRGVKRCVSICSLAFSMDGMFLSASSNTETVHIFKLETVKEKPPEEPTTWTGYFGKVLM 

ASTSYLPSQVTEMFNQGRAFATVRLPFCGHKNICSLATIQKIPRLLVGAADGYLYMYNLD 

PQEGGECALMKQHRLDGSLETTNEILDSASHDCPLVTQTYGAAAGKGTYVPSSPTRLAYT 

DDLGAVGGACLEDEASALRLDEDSEHPPMILRTD 

 
>AJV23610.1 Atg18p [Saccharomyces cerevisiae YJM1399] 
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MSDSSPTINFINFNQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKFYSEDSGGYAIVEMLFSTSLLALVGIGDQPAL 

SPRRLRIINTKKHSIICEVTFPTSILSVKMNKSRLVVLLQEQIYIYDINTMRLLHTIDTNPNPRGLMAMS 

PSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTETSFKRDQQDAGHSDINDLDQYSSFTKRDDAD 

PTSSNGGNSSIIKNGDVIVFNLETLQPTMVIEAHKGEIAAMAISFDGTLMATASDKGTIIRVFDIETGDK 

IYQFRRGTYATRIYSISFSEDSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTSI 

DALSDEENPTRLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE 

TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNFVMDPERGGDCL 

ILSQYSILMD 

 

14. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 3 (WIPI3) 

>tr|K1PZL8|K1PZL8_CRAGI WD repeat domain phosphoinositide-interacting 

protein 3 OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10026046 PE=4 SV=1 

MDLSLGNSYGNGLLYAGWNQDQGCFACGMETGFRVYNSDPLKEKERQDFADGGIHHIEML 

FRCNYLALVGGGKNPKYPPTKVMVWDDLKKKPVIELEFSTEVRSVRLRRDRIVVVLDTLI 

KVYTFTQNPQQLHVFETCPNPKGLCVLCPNSNNSLLTFPGRKSGHVQIVDLANTEKSATD 

IPAHEAPLSCIAMNLQGTRLATSSEKGTLIRVFDTHSGLQLHELRRGANSAHIYCINFNQ 

DSSLLCVASDHGTVHIFSTEDLKKNKQLGIGSASFLPKYFSSTWSFSKFQVPGGARCICA 

FGADPNSVIVICADGSYYKFVFNQKGECTRDVYAQFLEMTDDRS 

 
>sp|Q5MNZ6|WIPI3_HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting 

protein 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WDR45B PE=2 SV=2 

MNLLPCNPHGNGLLYAGFNQDHGCFACGMENGFRVYNTDPLKEKEKQEFLEGGVGHVEML 

FRCNYLALVGGGKKPKYPPNKVMIWDDLKKKTVIEIEFSTEVKAVKLRRDRIVVVLDSMI 

KVFTFTHNPHQLHVFETCYNPKGLCVLCPNSNNSLLAFPGTHTGHVQLVDLASTEKPPVD 

IPAHEGVLSCIALNLQGTRIATASEKGTLIRIFDTSSGHLIQELRRGSQAANIYCINFNQ 

DASLICVSSDHGTVHIFAAEDPKRNKQSSLASASFLPKYFSSKWSFSKFQVPSGSPCICA 

FGTEPNAVIAICADGSYYKFLFNPKGECIRDVYAQFLEMTDDKL 

 
>EGA79032.1 Atg18p [Saccharomyces cerevisiae Vin13] 

MSDSSPTINFINFNQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKFYSEDSGGYAIVEMLFSTSLLALVGIGDQPAL 

SPRRLRIINTKKHSIICEVTFXTSILSVKMNKSRLVVLLQEQIYIYDINTMRLLHTIETNPNPRGLMAMS 

PSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTETSFKRDQQDAGHSDISDLDQYSSFTKRDDAD 

PTSSNGGNSSIIKNGDVIVFNLETLQPTMVIEAHKGEIAAMAISFDGTLMATASDKGTIIRVFDIETGDK 

IYQFRRGTYATRIYSISFSEDSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTSI 

DALSDEENPTRLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE 

TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNFVMDPERGGDCL 

ILSQYSILMD 

 

15. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 4 (WIPI4) 

>sp|Q9Y484|WIPI4_HUMAN WD repeat domain phosphoinositide-interacting 

protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WDR45 PE=1 SV=1 

MTQQPLRGVTSLRFNQDQSCFCCAMETGVRIYNVEPLMEKGHLDHEQVGSMGLVEMLHRS 

NLLALVGGGSSPKFSEISVLIWDDAREGKDSKEKLVLEFTFTKPVLSVRMRHDKIVIVLK 

NRIYVYSFPDNPRKLFEFDTRDNPKGLCDLCPSLEKQLLVFPGHKCGSLQLVDLASTKPG 

TSSAPFTINAHQSDIACVSLNQPGTVVASASQKGTLIRLFDTQSKEKLVELRRGTDPATL 

YCINFSHDSSFLCASSDKGTVHIFALKDTRLNRRSALARVGKVGPMIGQYVDSQWSLASF 

TVPAESACICAFGRNTSKNVNSVIAICVDGTFHKYVFTPDGNCNREAFDVYLDICDDDDF 

 
>XP_011454240.1 PREDICTED: WD repeat domain phosphoinositide-interacting 

protein 4-like [Crassostrea gigas] 

MSRGVLSLRFNQDHGCFTCATETGLKIYNVEPLTQKLTLGQDVVGSIASAEMLFRSNLVAMVGGGTSPKY 

DEKAALIWDDTAKKVVMDVSFNQPVVSIKLKYDRLIVVLRNQIHVFSFPNNPTLLHSFDTRDNPKGLCDV 

SPFGQVIAFPGRKCGSVQIADLETTQPGQSTSPITISAHQGELAYITVNQQGTLLATASKKGTLIRVFDT 

TTKKLVVELRRGADPATLYCITFSHDSSFLCASSDKGTIHIFAVKDTSLNRRSTFKKMGFLGTYVESQWG 

LASFTVAAECACICAFGPGHSVIAVCVDGTFHKYVFTTDGNCNREAYDVYLDIGDDFE 
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>sp|P43601|ATG18_YEAST Autophagy-related protein 18 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG18 PE=1 SV=1 

MSDSSPTINFINFNQTGTCISLGTSKGFKIFNCEPFGKFYSEDSGGYAIVEMLFSTSLLA 

LVGIGDQPALSPRRLRIINTKKHSIICEVTFPTSILSVKMNKSRLVVLLQEQIYIYDINT 

MRLLHTIETNPNPRGLMAMSPSVANSYLVYPSPPKVINSEIKAHATTNNITLSVGGNTET 

SFKRDQQDAGHSDISDLDQYSSFTKRDDADPTSSNGGNSSIIKNGDVIVFNLETLQPTMV 

IEAHKGEIAAMAISFDGTLMATASDKGTIIRVFDIETGDKIYQFRRGTYATRIYSISFSE 

DSQYLAVTGSSKTVHIFKLGHSMSNNKLDSDDSNMEEAAADDSSLDTTSIDALSDEENPT 

RLAREPYVDASRKTMGRMIRYSSQKLSRRAARTLGQIFPIKVTSLLESSRHFASLKLPVE 

TNSHVMTISSIGSPIDIDTSEYPELFETGNSASTESYHEPVMKMVPIRVVSSDGYLYNFV 

MDPERGGDCLILSQYSILMD 

 

16. Autophagy-related protein 2-like protein A (ATG2A) 

>tr|K1RSP2|K1RSP2_CRAGI Autophagy-related protein 2-like protein A 

OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10022068 PE=4 SV=1 

MSNFWKISGEELKAGIWDRPTHLMFLLLWPVTVSQILVFPRDVSTKQGHMYSSMHSGAPA 

LKAHVKSVQQNKRSQRSSGGPRTEISVNLAKLECELDGPLYSFSQTMEDESASDETKIDL 

SVNCPEVKLTLRFPIPDLRNGSEVTKLPWWQKNLRDELLILDLQEARFQTSFLSNQPIQQ 

VEVSSRNVLGSFRIDPNQSAVPFAFVSCEGIDGQEGFNFPQIIIKFTEQTISVLDEENPD 

SDNSIPMDSLNGACEFAKQDTSPFSTKKHMYGKGEMSDQATQHVSDEMVMPGNREDMADF 

QERASANCLTLVQLVLPLINLYIPDQKFYEVLYNRISNDLLLWEPMAPAPIPTQEVGPGS 

IQPFDLSCYTHAEDCHGEVMGVVKDANLFVASSYQGNPLLQYICFYCNKATLYHNAAVPD 

KKEEFEIENLDFETIPAHLEKSCIIDRSEPGVLCHQSADVESTVRDMVSVAVRIKLDSTP 

LSDLTRDEKIKEFTVAVGVTGATLRHKMAETDMSWISQILNFLDVKDYDILGYVTPKILT 

ELHVHLWDCAVDYRPLHLPTKGVVAANYFSISSNIVANSQTSLLRFVLEDAGMYLSQKKG 

RESTVDLKKDYVCVLDVESFELELRTSDGKDPKFPKMDLRLRTNKINMRTCTDSCKALFE 

LIRYFANDGDLVEYEEEPTNKRQSLDLEMMNKEEASSDEDSKKKELSESRLENLSSHLED 

AMQESGSGSDNDGSESSKQSPNKTEVFFVAQGERTDAQVPPAGVMRPIVITASADSVTSS 

AVSERTDIFSDEEEEEEDFCIIDDAGLGITPRDGKPEVKIFTDEPIEIKDNYFSQPHGKT 

DLLKAPDHFPNAEYRYTLKELTIVWHMYGGSDFSDTPVQQKPVETEVVMSRKMKDYGEYV 

TETSVRFASKGSSVDRIPWTQRGGVGRDHDTLMELQLTKVRFQHERYPGHTEQASRQVLI 

ISDAEIRDRLSDSKINKFLYQYSSENLPKQTNSNMVYIKALHKRPDPSVKTEECSLRVSL 

QPLRLNIDQDSLFFLKKFFTEITGGNVDNPSDPDPKQRARSVSGASGAPAPVITVGQPEC 

PGEERTPQELLMKFDEMQQSLASQGSMMSSASVASSDSDRTEQSQPVFIKNFMFSPDVPI 

RLDYHGKKWVDREHGTLAGVLVGLASLNCSELKLKRLNYKHGLLGMDKLQAYCINEWITD 

ILKKQLPSILGGVGPMHSFVQIAQGIRDLFWLPVEQYKRDGRFVRGIQRGATSFSTSTAM 

AMLELTNRAVQSVQYVAEVTYDMVTPGPSCRVQRRRLRGPPADVREGVENAYIAITEVQG 

TAQYDLLPDANDRKMDHIELFPAPREKFRVY 

 

>sp|Q2TAZ0|ATG2A_HUMAN Autophagy-related protein 2 homolog A OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ATG2A PE=1 SV=3 

MSRWLWPWSNCVKERVCRYLLHHYLGHFFQEHLSLDQLSLDLYKGSVALRDIHLEIWSVN 

EVLESMESPLELVEGFVGSIEVAVPWAALLTDHCTVRVSGLQLTLQPRRGPAPGAADSQS 

WASCMTTSLQLAQECLRDGLPEPSEPPQPLEGLEMFAQTIETVLRRIKVTFLDTVVRVEH 

SPGDGERGVAVEVRVQRLEYCDEAVRDPSQAPPVDVHQPPAFLHKLLQLAGVRLHYEELP 

AQEEPPEPPLQIGSCSGYMELMVKLKQNEAFPGPKLEVAGQLGSLHLLLTPRQLQQLQEL 

LSAVSLTDHEGLADKLNKSRPLGAEDLWLIEQDLNQQLQAGAVAEPLSPDPLTNPLLNLD 

NTDLFFSMAGLTSSVASALSELSLSDVDLASSVRSDMASRRLSAQAHPAGKMAPNPLLDT 

MRPDSLLKMTLGGVTLTLLQTSAPSSGPPDLATHFFTEFDATKDGPFGSRDFHHLRPRFQ 

RACPCSHVRLTGTAVQLSWELRTGSRGRRTTSMEVHFGQLEVLECLWPRGTSEPEYTEIL 

TFPGTLGSQASARPCAHLRHTQILRRVPKSRPRRSVACHCHSELALDLANFQADVELGAL 

DRLAALLRLATVPAEPPAGLLTEPLPAMEQQTVFRLSAPRATLRLRFPIADLRPEPDPWA 

GQAVRAEQLRLELSEPQFRSELSSGPGPPVPTHLELTCSDLHGIYEDGGKPPVPCLRVSK 

ALDPKSTGRKYFLPQVVVTVNPQSSSTQWEVAPEKGEELELSVESPCELREPEPSPFSSK 

RTMYETEEMVIPGDPEEMRTFQSRTLALSRCSLEVILPSVHIFLPSKEVYESIYNRINND 

LLMWEPADLLPTPDPAAQPSGFPGPSGFWHDSFKMCKSAFKLANCFDLTPDSDSDDEDAH 

FFSVGASGGPQAAAPEAPSLHLQSTFSTLVTVLKGRITALCETKDEGGKRLEAVHGELVL 

DMEHGTLFSVSQYCGQPGLGYFCLEAEKATLYHRAAVDDYPLPSHLDLPSFAPPAQLAPT 

IYPSEEGVTERGASGRKGQGRGPHMLSTAVRIHLDPHKNVKEFLVTLRLHKATLRHYMAL 
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PEQSWHSQLLEFLDVLDDPVLGYLPPTVITILHTHLFSCSVDYRPLYLPVRVLITAETFT 

LSSNIIMDTSTFLLRFILDDSALYLSDKCEVETLDLRRDYVCVLDVDLLELVIKTWKGST 

EGKLSQPLFELRCSNNVVHVHSCADSCALLVNLLQYVMSTGDLHPPPRPPSPTEIAGQKL 

SESPASLPSCPPVETALINQRDLADALLDTERSLRELAQPSGGHLPQASPISVYLFPGER 

SGAPPPSPPVGGPAGSLGSCSEEKEDEREEEGDGDTLDSDEFCILDAPGLGIPPRDGEPV 

VTQLHPGPIVVRDGYFSRPIGSTDLLRAPAHFPVPSTRVVLREVSLVWHLYGGRDFGPHP 

GHRARTGLSGPRSSPSRCSGPNRPQNSWRTQGGSGRQHHVLMEIQLSKVSFQHEVYPAEP 

ATGPAAPSQELEERPLSRQVFIVQELEVRDRLASSQINKFLYLHTSERMPRRAHSNMLTI 

KALHVAPTTNLGGPECCLRVSLMPLRLNVDQDALFFLKDFFTSLVAGINPVVPGETSAEA 

RPETRAQPSSPLEGQAEGVETTGSQEAPGGGHSPSPPDQQPIYFREFRFTSEVPIWLDYH 

GKHVTMDQVGTFAGLLIGLAQLNCSELKLKRLCCRHGLLGVDKVLGYALNEWLQDIRKNQ 

LPGLLGGVGPMHSVVQLFQGFRDLLWLPIEQYRKDGRLMRGLQRGAASFGSSTASAALEL 

SNRLVQAIQATAETVYDILSPAAPVSRSLQDKRSARRLRRGQQPADLREGVAKAYDTVRE 

GILDTAQTICDVASRGHEQKGLTGAVGGVIRQLPPTVVKPLILATEATSSLLGGMRNQIV 

PDAHKDHALKWRSDSAQD 

 

>sp|P53855|ATG2_YEAST Autophagy-related protein 2 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG2 PE=1 SV=1 

MAFWLPQNIQKRLLLYVLQQISLFSNIDLSNLDVSIGSKSHFSFHDVNLSLDDLNIPNVQ 

INEGIVDELVLKLTVSGGVEIDGSGLRFIMTPLYSSGSQELHSDFLVKSIQDLTNSMLQF 

SDPLTTYNRYKEDDISSSDSSSDLNSNIEASKPAANGSYTLQNMRNKALNVALAKLKIAL 

KDVTIRFIVNDRDPSDNIVEVHLESIQLITTDANLRHINIENITISSIQKQAVPDSPVHP 

FNNDDLSQSVYLSKMEATSLYMSAMEEQSNEDPSEPQVTQEEQENDKCKESLMEINNLNI 

AFKGLSSVNDLRMSNIVIDIQDVHLAIHKIVEIKNSTLKNIIDIIVTHLDANESFSCQDS 

QSPSPDKQEPSALSSVDIKCIYLNLGQDITVILKSFKLEQKENNSLAFSLGSFYSNSSPL 

TISHKTKPLLTGEQTPQSIALNMGDELDIIISHDGIAHFFKIFQFVSKCMSFYQNKSKGM 

MPQIASDTKRTVQLTSKAVKLSLKFPYFLLCFQVSPFIYDSNRELYIELVDVFKKLPSRC 

TKILTMSSITISNLQSPLQLGSYDDTLKEALIYSSVHAIIKEVIFNEEYSGIVQLVEDIS 

AFGKLFTDSKNSECTGKSKSKRGSFLQRSVRVLNSSRFVYKQSLSANFSLKIDSMKLKVS 

EIIGPQFGSVEALLSNNFFAITDDSQIVYFTKNLKVERKTPSLLEPQEIMSVVLNKAVNE 

PVLYVHRRANGKLKVIFNNIRIHYYARWLEILKKNIGPDNASSKDEPVSQKLSKKQPTSG 

FPWELKCLDCSLILHPFRLKSVMVIVLDNLTTGGSSFIPQAKLLSKANTLFLIDDYQNFK 

IQKDKNWPSLINFYAGQGFSAIGKIDTLNFLINKSDGALLLDCKIEQVGLSLCADSFQTF 

CQLCIDLKYPQTFPDEEKFRTQLKNPIDVFKDIDCDLFNSAFIRENNHQNDYDSVHLVDS 

FLDKTHEFNNGARSKLSSQGSYEMDSSSGTATGGILLPHESYLDSAQPKEEDTPPIASKE 

QERDVDIRGSIDVEKVVIKLFDGYDWKYTRKFIANTVEKLDKELSKAEASSSKSNVPQSE 

ANIFDSIYISANKNNVTDLRRNLDGEIQGVQNSFSDVSKVNLRPSKHYKALIQLNKVHVN 

LKNYRVDEPDESNSDNSTDVLNRCVVSIYEFEIIDNVPTSTWNKFVTLLKHEPWPHSSPM 

FLLDLEFIRPIDFLQAVELVMQLNVAPLRLHVDQDTLEFLIRFLGFKDKRFELIDEYPDI 

VFIQKFSTNSIKLRLDYKPKKVDYAGLRSGQTSELMNFFTLDGSKIILKSVVLYGLNGFD 

ELNNKLKAIWTPDITKKQLPGVLEGLAPVRSFMAIGSGVKTLVTVLMSEYRQEGHLGRSL 

KKGGNVFLKTTTGDFVKLGVKLTSGTQAILENTEELFGGVGSNGRVYDASKFGSADGADS 

DTAAVLDLDTLFEEDQLVGSKYSRIRDHEPTAVVIDMSSPGDHNEPTIVSLYADQPLDLP 

TGLKEAYSSLEKHMHIAYDAVWRAKGQMKDDKRGGPSAAAVYVARAAPVAIIRPLIGATE 

AVSKTLQGIANQVDKTHNEQINDKYKSNRTDS 

 

17. Autophagy-related protein 2-like protein B (ATG2B) 

>tr|K1QL77|K1QL77_CRAGI Autophagy-related protein 2-like protein B 

OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10022070 PE=4 SV=1 

MPWTFPWTEFLKKRACRYLLQHYLGQFLKEKLSLDQLSVDLYNGRGSIKDLELDVEALNE 

ALDSSSVPLEIVDGFINQISVSVPWTNLIQSSTEMEIQGLEITVQPKQRMENVGGLETMF 

NSMCSMTSSLQIAEDCLKSTSDADQGQDLGTPFEGVQKFAQTIDSVLCRVKVTLIDTVVR 

VEHLPDSAEKGVALEIKIKRIEYFDDMAKEEGSPVDDSSRTTWEPAAIAHKNLLIDGMQI 

LCDEFSRPTHQTPSRMFSSDSYQQTFMSTTSSPSTPVDNQGGTVPVSEVFSDPVQIAGFT 

GKSSLKVKLKQEEGVQGPKVEIELEVGGLHLLLSPTQFHAVLDLVNGFLSPKSSNEGRER 

ARSKSKPMNEEDYRKVETELQRQLHSDRFHPSHMDTLTATDLQDIMTHSIGDEQYFSLAP 

DPMESSVNSNFSLASGRSGSTVTTTRSGPRKDGKAAKDSIQRFLDDPSAELCRYHLRAVF 

FSVALLHENPSQKVDLSSSAKANNKNQMKDIAAQYFQKMHSFSAASGGEVKALRAAFAEA 

LPQDHLRLIGKPVNIEIVERTAPTHHCLTVDVTAGFLDVVECLFNRTLQTIEPDYTELAA 
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QLAHQGSGDKFNRVTVCEISHF 

 
>sp|Q96BY7|ATG2B_HUMAN Autophagy-related protein 2 homolog B OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ATG2B PE=1 SV=5 

MPWPFSESIKKRACRYLLQRYLGHFLQEKLSLEQLSLDLYQGTGSLAQVPLDKWCLNEIL 

ESADAPLEVTEGFIQSISLSVPWGSLLQDNCALEVRGLEMVFRPRPRPATGSEPMYWSSF 

MTSSMQLAKECLSQKLTDEQGEGSQPFEGLEKFAETIETVLRRVKVTFIDTVLRIEHVPE 

NSKTGTALEIRIERTVYCDETADESSGINVHQPTAFAHKLLQLSGVSLFWDEFSASAKSS 

PVCSTAPVETEPKLSPSWNPKIIYEPHPQLTRNLPEIAPSDPVQIGRLIGRLELSLTLKQ 

NEVLPGAKLDVDGQIDSIHLLLSPRQVHLLLDMLAAIAGPENSSKIGLANKDRKNRPMQQ 

EDEYRIQMELNRYYLRKDSLSVGVSSEQSFYETETARTPSSREEEVFFSMADMDMSHSLS 

SLPPLGDPPNMDLELSLTSTYTNTPAGSPLSATVLQPTWGEFLDHHKEQPVRGSTFPSNL 

VHPTPLQKTSLPSRSVSVDESRPELIFRLAVGTFSISVLHIDPLSPPETSQNLNPLTPMA 

VAFFTCIEKIDPARFSTEDFKSFRAVFAEACSHDHLRFIGTGIKVSYEQRQRSASRYFST 

DMSIGQMEFLECLFPTDFHSVPPHYTELLTFHSKEETGSHSPVCLQLHYKHSENRGPQGN 

QARLSSVPHKAELQIKLNPVCCELDISIVDRLNSLLQPQKLATVEMMASHMYTSYNKHIS 

LHKAFTEVFLDDSHSPANCRISVQVATPALNLSVRFPIPDLRSDQERGPWFKKSLQKEIL 

YLAFTDLEFKTEFIGGSTPEQIKLELTFRELIGSFQEEKGDPSIKFFHVSSGVDGDTTSS 

DDFDWPRIVLKINPPAMHSILERIAAEEEEENDGHYQEEEEGGAHSLKDVCDLRRPAPSP 

FSSRRVMFENEQMVMPGDPVEMTEFQDKAISNSHYVLELTLPNIYVTLPNKSFYEKLYNR 

IFNDLLLWEPTAPSPVETFENISYGIGLSVASQLINTFNKDSFSAFKSAVHYDEESGSEE 

ETLQYFSTVDPNYRSRRKKKLDSQNKNSQSFLSVLLNINHGLIAVFTDVKQDNGDLLENK 

HGEFWLEFNSGSLFCVTKYEGFDDKHYICLHSSSFSLYHKGIVNGVILPTETRLPSSTRP 

HWLEPTIYSSEEDGLSKTSSDGVGGDSLNMLSVAVKILSDKSESNTKEFLIAVGLKGATL 

QHRMLPSGLSWHEQILYFLNIADEPVLGYNPPTSFTTFHVHLWSCALDYRPLYLPIRSLL 

TVETFSVSSSVALDKSSSTLRIILDEAALHLSDKCNTVTINLSRDYVRVMDMGLLELTIT 

AVKSDSDGEQTEPRFELHCSSDVVHIRTCSDSCAALMNLIQYIASYGDLQTPNKADMKPG 

AFQRRSKVDSSGRSSSRGPVLPEADQQMLRDLMSDAMEEIDMQQGTSSVKPQANGVLDEK 

SQIQEPCCSDLFLFPDESGNVSQESGPTYASFSHHFISDAMTGVPTENDDFCILFAPKAA 

MQEKEEEPVIKIMVDDAIVIRDNYFSLPVNKTDTSKAPLHFPIPVIRYVVKEVSLVWHLY 

GGKDFGIVPPTSPAKSYISPHSSPSHTPTRHGRNTVCGGKGRNHDFLMEIQLSKVKFQHE 

VYPPCKPDCDSSLSEHPVSRQVFIVQDLEIRDRLATSQMNKFLYLYCSKEMPRKAHSNML 

TVKALHVCPESGRSPQECCLRVSLMPLRLNIDQDALFFLKDFFTSLSAEVELQMTPDPEV 

KKSPGADVTCSLPRHLSTSKEPNLVISFSGPKQPSQNDSANSVEVVNGMEEKNFSAEEAS 

FRDQPVFFREFRFTSEVPIRLDYHGKHVSMDQGTLAGILIGLAQLNCSELKLKRLSYRHG 

LLGVDKLFSYAITEWLNDIKKNQLPGILGGVGPMHSLVQLVQGLKDLVWLPIEQYRKDGR 

IVRGFQRGAASFGTSTAMAALELTNRMVQTIQAAAETAYDMVSPGTLSIEPKKTKRFPHH 

RLAHQPVDLREGVAKAYSVVKEGITDTAQTIYETAAREHESRGVTGAVGEVLRQIPPAVV 

KPLIVATEATSNVLGGMRNQIRPDVRQDESQKWRHGDD 

 
>sp|P53855|ATG2_YEAST Autophagy-related protein 2 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG2 PE=1 SV=1 

MAFWLPQNIQKRLLLYVLQQISLFSNIDLSNLDVSIGSKSHFSFHDVNLSLDDLNIPNVQ 

INEGIVDELVLKLTVSGGVEIDGSGLRFIMTPLYSSGSQELHSDFLVKSIQDLTNSMLQF 

SDPLTTYNRYKEDDISSSDSSSDLNSNIEASKPAANGSYTLQNMRNKALNVALAKLKIAL 

KDVTIRFIVNDRDPSDNIVEVHLESIQLITTDANLRHINIENITISSIQKQAVPDSPVHP 

FNNDDLSQSVYLSKMEATSLYMSAMEEQSNEDPSEPQVTQEEQENDKCKESLMEINNLNI 

AFKGLSSVNDLRMSNIVIDIQDVHLAIHKIVEIKNSTLKNIIDIIVTHLDANESFSCQDS 

QSPSPDKQEPSALSSVDIKCIYLNLGQDITVILKSFKLEQKENNSLAFSLGSFYSNSSPL 

TISHKTKPLLTGEQTPQSIALNMGDELDIIISHDGIAHFFKIFQFVSKCMSFYQNKSKGM 

MPQIASDTKRTVQLTSKAVKLSLKFPYFLLCFQVSPFIYDSNRELYIELVDVFKKLPSRC 

TKILTMSSITISNLQSPLQLGSYDDTLKEALIYSSVHAIIKEVIFNEEYSGIVQLVEDIS 

AFGKLFTDSKNSECTGKSKSKRGSFLQRSVRVLNSSRFVYKQSLSANFSLKIDSMKLKVS 

EIIGPQFGSVEALLSNNFFAITDDSQIVYFTKNLKVERKTPSLLEPQEIMSVVLNKAVNE 

PVLYVHRRANGKLKVIFNNIRIHYYARWLEILKKNIGPDNASSKDEPVSQKLSKKQPTSG 

FPWELKCLDCSLILHPFRLKSVMVIVLDNLTTGGSSFIPQAKLLSKANTLFLIDDYQNFK 

IQKDKNWPSLINFYAGQGFSAIGKIDTLNFLINKSDGALLLDCKIEQVGLSLCADSFQTF 

CQLCIDLKYPQTFPDEEKFRTQLKNPIDVFKDIDCDLFNSAFIRENNHQNDYDSVHLVDS 

FLDKTHEFNNGARSKLSSQGSYEMDSSSGTATGGILLPHESYLDSAQPKEEDTPPIASKE 

QERDVDIRGSIDVEKVVIKLFDGYDWKYTRKFIANTVEKLDKELSKAEASSSKSNVPQSE 
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ANIFDSIYISANKNNVTDLRRNLDGEIQGVQNSFSDVSKVNLRPSKHYKALIQLNKVHVN 

LKNYRVDEPDESNSDNSTDVLNRCVVSIYEFEIIDNVPTSTWNKFVTLLKHEPWPHSSPM 

FLLDLEFIRPIDFLQAVELVMQLNVAPLRLHVDQDTLEFLIRFLGFKDKRFELIDEYPDI 

VFIQKFSTNSIKLRLDYKPKKVDYAGLRSGQTSELMNFFTLDGSKIILKSVVLYGLNGFD 

ELNNKLKAIWTPDITKKQLPGVLEGLAPVRSFMAIGSGVKTLVTVLMSEYRQEGHLGRSL 

KKGGNVFLKTTTGDFVKLGVKLTSGTQAILENTEELFGGVGSNGRVYDASKFGSADGADS 

DTAAVLDLDTLFEEDQLVGSKYSRIRDHEPTAVVIDMSSPGDHNEPTIVSLYADQPLDLP 

TGLKEAYSSLEKHMHIAYDAVWRAKGQMKDDKRGGPSAAAVYVARAAPVAIIRPLIGATE 

AVSKTLQGIANQVDKTHNEQINDKYKSNRTDS 

 

18. Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 (PI3KC3) 

>tr|K1PVC2|K1PVC2_CRAGI Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit 

type 3 OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10006484 PE=3 SV=1 

MGEMSDRFHYVYSCDLDVNLQIKIGTLEGERQRPDYKELLDDPMLKFSGVYGEECSDLYV 

TCQVFADGHPLSLSMSTSYKAFSTRWNWNEWITLPVKYSDLPRNAILSLTIWDIYGTNKS 

IPVGSTVIPLFGKRGTYRQGMHDLKVWPDMLPDPSSNSTTPGKSKDHKDQMSKLAKLSKK 

HRDGHMLKVDWLDRLTFREIEMINEKQKRDSKFMYLMIEFPLIHYEDIEYSVVYFEKDGD 

EPLVYKTIPDLVQVPDPEIDMENLVESKHHRLARSLRSGPTDRDMKPDAKTRNLLHEIVR 

YPPTKTLTSEEEDLVWKFRFYLCNQKKALTKFLKCVNWKQPQESRQGIELLTRWSPMDVE 

DALELLSPAFSHPTVRKYAVSRLRQADDQDLLLYLLQLVQALKYEDFEEIMRYNDSIVDR 

KDSVSDTSAPEKTRTTSVLSRASSNESILHALGGSSPSQSESPESKLEREMDLASFLISR 

ACNNTSLANYFYWYLSVECVDPNGLDVKDSKVTKMYQHVLKRFSQALFKESNESRQRRSM 

IARQQTFIDRLVDLVKIVTRESGNRKKKIERLQALLHDQEACKFDFSNFEPLSLPLDPDI 

KICGIIPEKATLFKSNLMPCKFVFKMVEGGEYMAMYKHGDDLRQDNLILQIITLMDKLLM 

RDNLDLKLTPYKVLATSCKHGFVQFVESVAVAEVLNQHTGIQSFFKICAPCENTPYGFQP 

EVMDNFVKSCAGYCVITYVLGVGDRHFDNLLLTKTGKLFHVDFGFILGRDPKLLPPLMKL 

TTEMIDGMGGPNSEHFHDFKKLCYTAFLAIRRSSNLILNLFTLMVNANIPDIAIEPDKSV 

KKVQDKFVLHLTDEEAVQYMQNVIDGSVSAMMPVLVERFHTIAQASTSQTLYIKYTL 

 
>sp|Q8NEB9|PK3C3_HUMAN Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 

3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PIK3C3 PE=1 SV=1 

MGEAEKFHYIYSCDLDINVQLKIGSLEGKREQKSYKAVLEDPMLKFSGLYQETCSDLYVT 

CQVFAEGKPLALPVRTSYKAFSTRWNWNEWLKLPVKYPDLPRNAQVALTIWDVYGPGKAV 

PVGGTTVSLFGKYGMFRQGMHDLKVWPNVEADGSEPTKTPGRTSSTLSEDQMSRLAKLTK 

AHRQGHMVKVDWLDRLTFREIEMINESEKRSSNFMYLMVEFRCVKCDDKEYGIVYYEKDG 

DESSPILTSFELVKVPDPQMSMENLVESKHHKLARSLRSGPSDHDLKPNAATRDQLNIIV 

SYPPTKQLTYEEQDLVWKFRYYLTNQEKALTKFLKCVNWDLPQEAKQALELLGKWKPMDV 

EDSLELLSSHYTNPTVRRYAVARLRQADDEDLLMYLLQLVQALKYENFDDIKNGLEPTKK 

DSQSSVSENVSNSGINSAEIDSSQIITSPLPSVSSPPPASKTKEVPDGENLEQDLCTFLI 

SRACKNSTLANYLYWYVIVECEDQDTQQRDPKTHEMYLNVMRRFSQALLKGDKSVRVMRS 

LLAAQQTFVDRLVHLMKAVQRESGNRKKKNERLQALLGDNEKMNLSDVELIPLPLEPQVK 

IRGIIPETATLFKSALMPAQLFFKTEDGGKYPVIFKHGDDLRQDQLILQIISLMDKLLRK 

ENLDLKLTPYKVLATSTKHGFMQFIQSVPVAEVLDTEGSIQNFFRKYAPSENGPNGISAE 

VMDTYVKSCAGYCVITYILGVGDRHLDNLLLTKTGKLFHIDFGYILGRDPKPLPPPMKLN 

KEMVEGMGGTQSEQYQEFRKQCYTAFLHLRRYSNLILNLFSLMVDANIPDIALEPDKTVK 

KVQDKFRLDLSDEEAVHYMQSLIDESVHALFAAVVEQIHKFAQYWRK 

 
>sp|P22543|VPS34_YEAST Phosphatidylinositol 3-kinase VPS34 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=VPS34 PE=1 SV=1 

MSLNNITFCVSQDLDVPLKVKIKSLEGHKPLLKPSQKILNPELMLIGSNVFPSSDLIVSL 

QVFDKERNRNLTLPIYTPYIPFRNSRTWDYWLTLPIRIKQLTFSSHLRIILWEYNGSKQI 

PFFNLETSIFNLKDCTLKRGFESLKFRYDVIDHCEVVTDNKDQENLNKYFQGEFTRLPWL 

DEITISKLRKQRENRTWPQGTFVLNLEFPMLELPVVFIEREIMNTQMNIPTLKNNPGLST 

DLREPNRNDPQIKISLGDKYHSTLKFYDPDQPNNDPIEEKYRRLERASKNANLDKQVKPD 

IKKRDYLNKIINYPPGTKLTAHEKGSIWKYRYYLMNNKKALTKLLQSTNLREESERVEVL 

ELMDSWAEIDIDDALELLGSTFKNLSVRSYAVNRLKKASDKELELYLLQLVEAVCFENLS 

TFSDKSNSEFTIVDAVSSQKLSGDSMLLSTSHANQKLLKSISSESETSGTESLPIVISPL 

AEFLIRRALVNPRLGSFFYWYLKSESEDKPYLDQILSSFWSRLDKKSRNILNDQVRLINV 

LRECCETIKRLKDTTAKKMELLVHLLETKVRPLVKVRPIALPLDPDVLICDVCPETSKVF 
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KSSLSPLKITFKTTLNQPYHLMFKVGDDLRQDQLVVQIISLMNELLKNENVDLKLTPYKI 

LATGPQEGAIEFIPNDTLASILSKYHGILGYLKLHYPDENATLGVQGWVLDNFVKSCAGY 

CVITYILGVGDRHLDNLLVTPDGHFFHADFGYILGQDPKPFPPLMKLPPQIIEAFGGAES 

SNYDKFRSYCFVAYSILRRNAGLILNLFELMKTSNIPDIRIDPNGAILRVRERFNLNMSE 

EDATVHFQNLINDSVNALLPIVIDHLHNLAQYWRT 

 

19. Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4 (PIK3R4) 

>tr|K1R976|K1R976_CRAGI Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4 

OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10027844 PE=4 SV=1 

MGNQLTGIAPSQIQPVDQYLTDIPDYQYENSLGSTRFFKVARARTKEGLAVVKVFVIHDP 

SLPLTSHRNKLEDIHIRLQGSTSNCLPFQKAIHSDKAALLFRQYVKDSLYDRISTRPFLN 

RIEKKWLAFQLLCALNQCHKIKVCHGDIKAENVMITSWNWLLLTDFASFKPTYLPEDNPS 

DFSYFFDTSRRRCCYIAPERFVESGLKNQEGAGQTIDLTSNDEVKSGDITPPMDIFSAGC 

VICELFTEGTPPFDFSQLLAYRNGEYSPWKVLEKIDDNYIRDLVRHMIKKDPSHRLSAEE 

YMIQQRGKAFPEYFYTFLKIYLQQFVSTPLTPPDDRINKIKRDFPRIVKSICPQEERSED 

NIGLVLIISLIISSSRKLHLCNTKLTALQLLLEASKFVTTDIILDRIIPYMLSFANDQFP 

RVRAEVIHVVTQCLLDVDSIPRSDANVFPEYIFPNITHLTQDPVVMVRAAYAENIAKLAE 

TALRVLEMTQRIDLEETEEEESVDGLLYQANYDIELLTLQETIQQKVVTLLSDPDNSVKR 

TLLENGITKLCVFFGRQKANDVLLSHMITFLNDKTDWHLRGSFFDNIVGVAAYVGWQSCS 

ILKPLLDQGLSDPEEFVVHKTLGALTALTELGLIQKSMLQEFLQEVVPFLAHPGIWIRQG 

AIGFISALTRMFNIADVHCKVLPALQPCLKKRVLQIDKEIFLLNALQSPIPRPVFDYILR 

VSQPDRLFDILRERQYMRSISRSSHRTTYSELDEAMSQVFKKLNSFGMDESHEDKILAMK 

DYVMKLHRSRAGSVETKHELGDSPGRFCIVGAGKAITRRHAELIKQKDPKQQGADQTTSS 

RSSKKVQSKEQSVNMNSEWKSMFGSNESDSSNASLSPKARTLQKTAESLEKKLNTSQTVS 

QTSSSSGSFVTMSQSQVSSEGSIRSVTEKGSDKNPITKYHNCKIALRNIVHKKRELYSAE 

SKDLLEIAWERRPPPSNWKPKGLLVAHLQEHRAAINRIQVSHDHAFFASASNDGTVKLWE 

SEKLEGNSVANRSKQTLKNTSLPGEKVKGLVFCEASGPSLSLATFTDLGAINIFKIETGK 

ASWNKDLRVDKPDYGNIVDMTYFDTGAQSVLSYATVNGFLVGHDLRTNKEVWKLRNDPKA 

GLITSFAVHHSQCWLAVGTSSGTHICWDMRFQLPINSIVHPTGARVRRLIMHPQEQSWLI 

SATQGNNEVSIWDVETGARQKVLWASPTPTLSLNQASHHSVYGLHMAVTDTNVFMLTGGS 

DMRARFWDLSYPANSFILAGAASDPVQQTGVNYRAKLVDGVEVIQELYTKKPVTNDDAPR 

RGPEAPPQGHRDIISDINLCQASQCMVITGSRDGVIKVWK 

 
>sp|Q99570|PI3R4_HUMAN Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PIK3R4 PE=1 SV=3 

MGNQLAGIAPSQILSVESYFSDIHDFEYDKSLGSTRFFKVARAKHREGLVVVKVFAIQDP 

TLPLTSYKQELEELKIRLNSAQNCLPFQKASEKASEKAAMLFRQYVRDNLYDRISTRPFL 

NNIEKRWIAFQILTAVDQAHKSGVRHGDIKTENVMVTSWNWVLLTDFASFKPTYLPEDNP 

ADFNYFFDTSRRRTCYIAPERFVDGGMFATELEYMRDPSTPLVDLNSNQRTRGELKRAMD 

IFSAGCVIAELFTEGVPLFDLSQLLAYRNGHFFPEQVLNKIEDHSIRELVTQMIHREPDK 

RLEAEDYLKQQRGNAFPEIFYTFLQPYMAQFAKETFLSADERILVIRKDLGNIIHNLCGH 

DLPEKAEGEPKENGLVILVSVITSCLQTLKYCDSKLAALELILHLAPRLSVEILLDRITP 

YLLHFSNDSVPRVRAEALRTLTKVLALVKEVPRNDINIYPEYILPGIAHLAQDDATIVRL 

AYAENIALLAETALRFLELVQLKNLNMENDPNNEEIDEVTHPNGNYDTELQALHEMVQQK 

VVTLLSDPENIVKQTLMENGITRLCVFFGRQKANDVLLSHMITFLNDKNDWHLRGAFFDS 

IVGVAAYVGWQSSSILKPLLQQGLSDAEEFVIVKALYALTCMCQLGLLQKPHVYEFASDI 

APFLCHPNLWIRYGAVGFITVVARQISTADVYCKLMPYLDPYITQPIIQIERKLVLLSVL 

KEPVSRSIFDYALRSKDITSLFRHLHMRQKKRNGSLPDCPPPEDPAIAQLLKKLLSQGMT 

EEEEDKLLALKDFMMKSNKAKANIVDQSHLHDSSQKGVIDLAALGITGRQVDLVKTKQEP 

DDKRARKHVKQDSNVNEEWKSMFGSLDPPNMPQALPKGSDQEVIQTGKPPRSESSAGICV 

PLSTSSQVPEVTTVQNKKPVIPVLSSTILPSTYQIRITTCKTELQQLIQQKREQCNAERI 

AKQMMENAEWESKPPPPGWRPKGLLVAHLHEHKSAVNRIRVSDEHSLFATCSNDGTVKIW 

NSQKMEGKTTTTRSILTYSRIGGRVKTLTFCQGSHYLAIASDNGAVQLLGIEASKLPKSP 

KIHPLQSRILDQKEDGCVVDMHHFNSGAQSVLAYATVNGSLVGWDLRSSSNAWTLKHDLK 

SGLITSFAVDIHQCWLCIGTSSGTMACWDMRFQLPISSHCHPSRARIRRLSMHPLYQSWV 

IAAVQGNNEVSMWDMETGDRRFTLWASSAPPLSELQPSPHSVHGIYCSPADGNPILLTAG 

SDMKIRFWDLAYPERSYVVAGSTSSPSVSYYRKIIEGTEVVQEIQNKQKVGPSDDTPRRG 

PESLPVGHHDIITDVATFQTTQGFIVTASRDGIVKVWK 
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>sp|P22219|VPS15_YEAST Serine/threonine-protein kinase VPS15 

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=VPS15 

PE=1 SV=4 

MGAQLSLVVQASPSIAIFSYIDVLEEVHYVSQLNSSRFLKTCKALDPNGEIVIKVFIKPK 

DQYSLRPFLQRIRAQSFKLGQLPHVLNYSKLIETNRAGYMIRQHLKNNLYDRLSLRPYLQ 

DIELKFIAFQLLNALKDIHNLNIVHGDIKTENILVTSWNWCILTDFAAFIKPVYLPEDNP 

GEFLFYFDTSKRRTCYLAPERFNSKLYQDGKSNNGRLTKEMDIFSLGCVIAEIFAEGRPI 

FNLSQLFKYKSNSYDVNREFLMEEMNSTDLRNLVLDMIQLDPSKRLSCDELLNKYRGIFF 

PDYFYTFIYDYFRNLVTMTTSTPISDNTCTNSTLEDNVKLLDETTEKIYRDFSQICHCLD 

FPLIKDGGEIGSDPPILESYKIEIEISRFLNTNLYFPQNYHLVLQQFTKVSEKIKSVKEE 

CALLFISYLSHSIRSIVSTATKLKNLELLAVFAQFVSDENKIDRVVPYFVCCFEDSDQDV 

QALSLLTLIQVLTSVRKLNQLNENIFVDYLLPRLKRLLISNRQNTNYLRIVFANCLSDLA 

IIINRFQEFTFAQHCNDNSMDNNTEIMESSTKYSAKLIQSVEDLTVSFLTDNDTYVKMAL 

LQNILPLCKFFGRERTNDIILSHLITYLNDKDPALRVSLIQTISGISILLGTVTLEQYIL 

PLLIQTITDSEELVVISVLQSLKSLFKTGLIRKKYYIDISKTTSPLLLHPNNWIRQFTLM 

IIIEIINKLSKAEVYCILYPIIRPFFEFDVEFNFKSMISCCKQPVSRSVYNLLCSWSVRA 

SKSLFWKKIITNHVDSFGNNRIEFITKNYSSKNYGFNKRDTKSSSSLKGIKTSSTVYSHD 

NKEIPLTAEDRNWIDKFHIIGLTEKDIWKIVALRGYVIRTARVMAANPDFPYNNSNYRPL 

VQNSPPNLNLTNIMPRNIFFDVEFAEESTSEGQDSNLENQQIYKYDESEKDSNKLNINGS 

KQLSTVMDINGSLIFKNKSIATTTSNLKNVFVQLEPTSYHMHSPNHGLKDNANVKPERKV 

VVSNSYEGDVESIEKFLSTFKILPPLRDYKEFGPIQEIVRSPNMGNLRGKLIATLMENEP 

NSITSSAVSPGETPYLITGSDQGVIKIWNLKEIIVGEVYSSSLTYDCSSTVTQITMIPNF 

DAFAVSSKDGQIIVLKVNHYQQESEVKFLNCECIRKINLKNFGKNEYAVRMRAFVNEEKS 

LLVALTNLSRVIIFDIRTLERLQIIENSPRHGAVSSICIDEECCVLILGTTRGIIDIWDI 

RFNVLIRSWSFGDHAPITHVEVCQFYGKNSVIVVGGSSKTFLTIWNFVKGHCQYAFINSD 

EQPSMEHFLPIEKGLEELNFCGIRSLNALSTISVSNDKILLTDEATSSIVMFSLNELSSS 

KAVISPSRFSDVFIPTQVTANLTMLLRKMKRTSTHSVDDSLYHHDIINSISTCEVDETPL 

LVACDNSGLIGIFQ 

 

20. Beclin-1 (BECN1) 

>tr|K1QHY7|K1QHY7_CRAGI Beclin-1 OS=Crassostrea gigas OX=29159 

GN=CGI_10027731 PE=4 SV=1 

MATIKVESKSGTTHVSFVCQRCRQPLKLDHSFNTLDRQLLAELSAGPFLTGQFSSLLDDV 

EVDENYSKRDITSTPEPDEDAGDFLLLGETSPGNMDNLSHRIRVSSALFDVMSGQSEIDH 

PLCEECTDNLLDQLDNQLKITEDECKDYREFLENLDSNHTEEDGSNLDVELQQLQAEEQS 

LRQQLQNLETEQEHTEALLEKEREISQKLQDEEDKYWKEYNEYKRQVQELEDEQRSVDNQ 

LKYAQTQLDKLKKTNVFNTTFHIWHSGHFGTINNFRLGRLPSVPVDWNEINAAWGQTVLL 

LNSLAKKMNLTFQRYRLVPFGNHSYIESLSDKSKELPLYGSGGFRFFWDTKFDQAMVAFL 

DCLQQFKEEVEKGDTGFCLPYKMEKGKIEDSSTGTSYSIKIQFNSEEQWTKALKYMLTNL 

KWGLAWVSSQFANK 

 
>sp|Q14457|BECN1_HUMAN Beclin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BECN1 PE=1 SV=2 

MEGSKTSNNSTMQVSFVCQRCSQPLKLDTSFKILDRVTIQELTAPLLTTAQAKPGETQEE 

ETNSGEEPFIETPRQDGVSRRFIPPARMMSTESANSFTLIGEASDGGTMENLSRRLKVTG 

DLFDIMSGQTDVDHPLCEECTDTLLDQLDTQLNVTENECQNYKRCLEILEQMNEDDSEQL 

QMELKELALEEERLIQELEDVEKNRKIVAENLEKVQAEAERLDQEEAQYQREYSEFKRQQ 

LELDDELKSVENQMRYAQTQLDKLKKTNVFNATFHIWHSGQFGTINNFRLGRLPSVPVEW 

NEINAAWGQTVLLLHALANKMGLKFQRYRLVPYGNHSYLESLTDKSKELPLYCSGGLRFF 

WDNKFDHAMVAFLDCVQQFKEEVEKGETRFCLPYRMDVEKGKIEDTGGSGGSYSIKTQFN 

SEEQWTKALKFMLTNLKWGLAWVSSQFYNK 

 
>sp|Q02948|BECN1_YEAST Vacuolar protein sorting-associated protein 30 

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=VPS30 

PE=1 SV=1 

MKCQTCHLPLQLDPSLEGLSLTQRNLLLSNNSIITATNENVISNKGIEAADNCGPQIPKE 

RLRRLGEIQNIKDLNLKDDKLITDSFVFLNHDDDDNANITSNSREDQRYGNANGNDNKKA 

NSDTSDGTSTFRDHDEEEQEATDEDENQQIQLNSKTLSTQVNAMTNVFNILSSQTNIDFP 

ICQDCCNILINRLKSEYDDAIKERDTYAQFLSKLESQNKEISESNKEKQYSHNLSEKENL 

KKEEERLLDQLLRLEMTDDDLDGELVRLQEKKVQLENEKLQKLSDQNLMDLNNIQFNKNL 
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QSLKLQYELSLNQLDKLRKINIFNATFKISHSGPFATINGLRLGSIPESVVPWKEINAAL 

GQLILLLATINKNLKINLVDYELQPMGSFSKIKKRMVNSVEYNNSTTNAPGDWLILPVYY 

DENFNLGRIFRKETKFDKSLETTLEIISEITRQLSTIASSYSSQTLTTSQDESSMNNAND 

VENSTSILELPYIMNKDKINGLSVKLHGSSPNLEWTTAMKFLLTNVKWLLAFSSNLLSKS 

ITLSPTVNYNDKTISGN 

 

21. Beclin 1-associated autophagy-related key regulator (ATG14) 

>tr|K1QJY6|K1QJY6_CRAGI Uncharacterized protein OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10002920 PE=4 SV=1 

MGSLCENYVLVLSCSWSLLVRVWVKNKTSTRLLLDWMVDLNALEYLADKLQQDKGIKYAP 

NTLIFGMFDQFFRAPEVKPVGVGVGDPGVEAEDDKSSKSQSVSTQCFLKVEIASTKKSYT 

ASSLSRIYTVLRAIKQTQASVHKVRRSIEDKLLSSQETTRKRAEHEDLLLKREQLCAEVT 

WRTASVNKMKDQADQLHRSNQEQETAMKKNKEKLEEKQREQAEKKKDYDQTRYSSKDDNM 

IGVSLGYTCHLLLMISGILDIPLRYSMTHLVSKSVIRDDIHSRLEDKERDFPLYSKGKEQ 

NLFRYGVFTLNKNISQMRFYLGMGTVDLRTTLMNIKTLLENRLGLKPESQTAQLRPASEP 

GDRQYSDFDRTDTRSSLASYGRMAVDFRRELSVPPTEESSRQSSPNLHEVEEKEIFHPSS 

DDNFFKISNPVSERLADFESEINGCAQDTVNFHKPSDNRRQTCWNGVGSNDFNAGDQPEE 

DHIYETPLPVQNITNNLEHKFFVFMHDGVYPVVSPAVIMNRKQELAE 

 
>tr|K1QSF1|K1QSF1_CRAGI Uncharacterized protein OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10025388 PE=4 SV=1 

MYFRYKEKRFKLDHLQKERQGRLERVQDALKQHMQRDKQIGEIEKCRERINLLKMALTAA 

KEKKRKSKEIFDKKKRENYLRVVKGRKHEEKKKRIYSYIETVRMSNEEKKELCLQKKRQL 

AAERKIQVQRLVEFIFQVEEVALISESDSMAVSTVSALRDASHTAYVRGQWVYTDGSGEA 

QYRIVEPTLPCSGDYSAYNLWVAASQENGGNPDNSLRNPGHRISAGLCYASQMTAILSHI 

LDIRLPRKQPYSEFCTNEITERQFKHSVASLNQNILYLCFSQSVPNPERLDPRNTLQNIV 

VLLSCPLLGRNSNFEIDKDLMASIEDSIIFQEEDSDTGGMEDEMINDWEQVSEDVTYVTD 

VPARSGYSSTLSNIQTMSYPGQPPEQLTASGFVTSAATSFIESLYQYIFYIETHSFLDVY 

IGTMWQLSYMPFVDKENILQMFFPPKVFAVAFPLAIGVIGLLVIGLFTSVTMSQRKGVNV 

SKKS 

 
>sp|Q6ZNE5|BAKOR_HUMAN Beclin 1-associated autophagy-related key regulator 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATG14 PE=1 SV=1 

MASPSGKGARALEAPGCGPRPLARDLVDSVDDAEGLYVAVERCPLCNTTRRRLTCAKCVQ 

SGDFVYFDGRDRERFIDKKERLSRLKSKQEEFQKEVLKAMEGKWITDQLRWKIMSCKMRI 

EQLKQTICKGNEEMEKNSEGLLKTKEKNQKLYSRAQRHQEKKEKIQRHNRKLGDLVEKKT 

IDLRSHYERLANLRRSHILELTSVIFPIEEVKTGVRDPADVSSESDSAMTSSTVSKLAEA 

RRTTYLSGRWVCDDHNGDTSISITGPWISLPNNGDYSAYYSWVEEKKTTQGPDMEQSNPA 

YTISAALCYATQLVNILSHILDVNLPKKLCNSEFCGENLSKQKFTRAVKKLNANILYLCF 

SQHVNLDQLQPLHTLRNLMYLVSPSSEHLGRSGPFEVRADLEESMEFVDPGVAGESDESG 

DERVSDEETDLGTDWENLPSPRFCDIPSQSVEVSQSQSTQASPPIASSSAGGMISSAAAS 

VTSWFKAYTGHR 

 

>sp|P38270|ATG14_YEAST Autophagy-related protein 14 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG14 PE=1 SV=1 

MHCPICHHRAHVVYCAHCINTSPSLLLKLKLDLILLKDENKELNGKVEQILNEAMNYDQL 

DIKRMEKKKDPLMNSLMKLDVLRMKKNNNLIRHRIEQLNERIYSKRNHISELKVEIDNYK 

CYKVGTGTDKLREQVEISDAKNKLAQVSKICESARDYKLNLLNNWFVIQKLQDNFQIPFA 

IAFQPLISLKNFRILPLAITNDSINIMWKYISFFSDILMIKLPYTNKICEQPMFEFSDSI 

QTVVQRLIKLIINILQICRHLKLVPSTPMDIPWLLDQYDVDGLFYNMVKRNKMKCRSVSL 

YWTFGMLYSMVLDNMNNPQRGHPARRTAPPPTVTGPHDRWYVVG 

 

22. Activating molecule in BECN1-regulated autophagy protein 1 (AMBRA1) 

>tr|K1QU33|K1QU33_CRAGI Activating molecule in BECN1-regulated autophagy 

protein 1 OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10018685 PE=4 SV=1 

MTKFNLLSYLSNRERGRVKFKLQKSATLEYLEEKGSKPIINQPCELSGKCRATFLMDFSP 

DGTKVASTHGDHTVRVSDVATGKCLHILRGHPRTPWCIAFHPTSNQILASGCLGGEVRIW 
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DLHGFGTEVWRSKDNYEITSLTFHPTDHVLVFSVTNHIYFWDWSQPEPFVVCKTNYEYEK 

IRWVKFDPLGQFLYTGIANNTTVRPPSRVSFISGNTHPNTVPNASRTQQLSNVYDSLVEC 

FQASRRDRVLNRTEAGQDPQSVSNTQHGASNHQHSPVHEEGLSLARQYASHITQSSQRSM 

QGMSQRPEIPSGASNSSSSPDTDMDGISSPANPVLAMQPPRGASADNDVSGESPPSIVSV 

DGESSQTRAVSNHPRSERVPGTLIVTERSPEQTSPPFQSLDTSSGVRIVSEAQSVRGILN 

DQVHASTTAFAIAPEEEPAEEVISLSELTSRGLSEEHHLHHSSNTDCDRLNCPVCGNFDT 

THIRRVCESEMFTQLRARRRSLQNSMNNVSARSAFSRPYTYNRHGSLVRPEIHSIQDPSQ 

LGEMHEIRRVENPNAGASNMDHVSSNNSAPSNTEGDARLTQVGDNIDICASIHENFATIT 

ARIEREMNELDRRINNLRNTFNESLRRLQHHRVSFLSAREGDVNGRRPSFIVARHTQQAE 

GASSSRPEDSTHSLDRGQHLLETALRSSRPDRTGSHSHSVPRELDSSHAWQSLERHHLHP 

HYSVSILDNTINRPNDPIQTAINRAIADAFMGRGEPAVATNIINHTYRIQAWDFSRCNIP 

DLTDTKSNIVVQHCKLHNDASCNLSQDGTMLATFVPSHRGFPDDNIMAVYSLEPKTRGQC 

LFTKSFGPNAISVSLSPGSGYVMVGLAAKQLSWVFTPNQHITDVMHPCDMDIRTHVSVNS 

ARWMPGSGEGIVYGTNRGDLHVCRPGTKKSVAGDNSDDRSIRRNLMHMLRMSGEQDVPRI 

NTSTQTPGVRRSASTQTDTDDSM 

 
>sp|Q9C0C7|AMRA1_HUMAN Activating molecule in BECN1-regulated autophagy 

protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AMBRA1 PE=1 SV=2 

MKVVPEKNAVRILWGRERGARAMGAQRLLQELVEDKTRWMKWEGKRVELPDSPRSTFLLA 

FSPDRTLLASTHVNHNIYITEVKTGKCVHSLIGHRRTPWCVTFHPTISGLIASGCLDGEV 

RIWDLHGGSESWFTDSNNAIASLAFHPTAQLLLIATANEIHFWDWSRREPFAVVKTASEM 

ERVRLVRFDPLGHYLLTAIVNPSNQQGDDEPEIPIDGTELSHYRQRALLQSQPVRRTPLL 

HNFLHMLSSRSSGIQVGEQSTVQDSATPSPPPPPPQPSTERPRTSAYIRLRQRVSYPTAE 

CCQHLGILCLCSRCSGTRVPSLLPHQDSVPPASARATTPSFSFVQTEPFHPPEQASSTQQ 

DQGLLNRPSAFSTVQSSTAGNTLRNLSLGPTRRSLGGPLSSHPSRYHREIAPGLTGSEWT 

RTVLSLNSRSEAESMPPPRTSASSVSLLSVLRQQEGGSQASVYTSATEGRGFPASGLATE 

SDGGNGSSQNNSGSIRHELQCDLRRFFLEYDRLQELDQSLSGEAPQTQQAQEMLNNNIES 

ERPGPSHQPTPHSSENNSNLSRGHLNRCRACHNLLTFNNDTLRWERTTPNYSSGEASSSW 

QVPSSFESVPSSGSQLPPLERTEGQTPSSSRLELSSSASPQEERTVGVAFNQETGHWERI 

YTQSSRSGTVSQEALHQDMPEESSEEDSLRRRLLESSLISLSRYDGAGSREHPIYPDPAR 

LSPAAYYAQRMIQYLSRRDSIRQRSMRYQQNRLRSSTSSSSSDNQGPSVEGTDLEFEDFE 

DNGDRSRHRAPRNARMSAPSLGRFVPRRFLLPEYLPYAGIFHERGQPGLATHSSVNRVLA 

GAVIGDGQSAVASNIANTTYRLQWWDFTKFDLPEISNASVNVLVQNCKIYNDASCDISAD 

GQLLAAFIPSSQRGFPDEGILAVYSLAPHNLGEMLYTKRFGPNAISVSLSPMGRYVMVGL 

ASRRILLHPSTEHMVAQVFRLQQAHGGETSMRRVFNVLYPMPADQRRHVSINSARWLPEP 

GLGLAYGTNKGDLVICRPEALNSGVEYYWDQLNETVFTVHSNSRSSERPGTSRATWRTDR 

DMGLMNAIGLQPRNPATSVTSQGTQTLALQLQNAETQTEREVPEPGTAASGPGEGEGSEY 

GASGEDALSRIQRLMAEGGMTAVVQREQSTTMASMGGFGNNIIVSHRIHRSSQTGTEPGA 

AHTSSPQPSTSRGLLPEAGQLAERGLSPRTASWDQPGTPGREPTQPTLPSSSPVPIPVSL 

PSAEGPTLHCELTNNNHLLDGGSSRGDAAGPRGEPRNR 

 

23. UV radiation resistance associated protein (UVRAG) 

>XP_019925412.1 PREDICTED: UV radiation resistance associated protein 

[Crassostrea gigas] 

MGSLCENYVLVLSCSWSLLVRVWVKNKTSTRLLLDWMVDLNALEYLADKLQQDKGIKYAPNTLIFGMFDQ 

FFRAPEVKPVGVGVGDPGVEAEDDKSSKSQSVSTQCFLKVEIASTKKSYTASSLSRIYTVLRAIKQTQAS 

VHKVRRSIEDKLLSSQETTRKRAEHEDLLLKREQLCAEVTWRTASVNKMKDQADQLHRSNQEQETAMKKN 

KEKLEEKQREQAEKKKDYDQTREKLIKESAQLFIRRKQLIRELATYIYPITEKKGLYYIANVYLPNSEDF 

QGKDDNMIGVSLGYTCHLLLMISGILDIPLRYSMTHLVSKSVIRDDIHSRLEDKERDFPLYSKGKEQNLF 

RYGVFTLNKNISQMRFYLGMGTVDLRTTLMNIKTLLENRLGLKPESQTAQLRPASEPGDRQYSDFDRTDT 

RSSLASYGRMAVDFRRELSVPPTEESSRQSSPNLHEVEEKEIFHPSSDDNFFKISNPVSERLADFESEIN 

GCAQDTVNFHKPSDNRRQTCWNGVGSNDFNAGDQPEEDHIYETVNVRKTASESLDKSPSPSNILSS 

 
>sp|Q9P2Y5|UVRAG_HUMAN UV radiation resistance-associated gene protein 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=UVRAG PE=1 SV=1 

MSASASVGGPVPQPPPGPAAALPPGSAARALHVELPSQQRRLRHLRNIAARNIVNRNGHQ 

LLDTYFTLHLCSTEKIYKEFYRSEVIKNSLNPTWRSLDFGIMPDRLDTSVSCFVVKIWGG 

KENIYQLLIEWKVCLDGLKYLGQQIHARNQNEIIFGLNDGYYGAPFEHKGYSNAQKTILL 

QVDQNCVRNSYDVFSLLRLHRAQCAIKQTQVTVQKIGKEIEEKLRLTSTSNELKKKSECL 
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QLKILVLQNELERQKKALGREVALLHKQQIALQDKGSAFSAEHLKLQLQKESLNELRKEC 

TAKRELFLKTNAQLTIRCRQLLSELSYIYPIDLNEHKDYFVCGVKLPNSEDFQAKDDGSI 

AVALGYTAHLVSMISFFLQVPLRYPIIHKGSRSTIKDNINDKLTEKEREFPLYPKGGEKL 

QFDYGVYLLNKNIAQLRYQHGLGTPDLRQTLPNLKNFMEHGLMVRCDRHHTSSAIPVPKR 

QSSIFGGADVGFSGGIPSPDKGHRKRASSENERLQYKTPPPSYNSALAQPVTTVPSMGET 

ERKITSLSSSLDTSLDFSKENKKKGEDLVGSLNGGHANVHPSQEQGEALSGHRATVNGTL 

LPSEQAGSASVQLPGEFHPVSEAELCCTVEQAEEIIGLEATGFASGDQLEAFNCIPVDSA 

VAVECDEQVLGEFEEFSRRIYALNENVSSFRRPRRSSDK 

 
>sp|Q05919|VPS38_YEAST Vacuolar protein sorting-associated protein 38 

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=VPS38 

PE=1 SV=1 

MKRFLLSRRQRHLRMICFHNISLFRANGDSKLIKEYGDGFIPCFFILESIRGELLYVSEV 

QSGSLRKLSFQELPKLTGASTMIVLKLVGLVPSDILCTISSDKNGIIDDKWCVLCTYTID 

LNKLQPINEDTVLITGTNAPVLDLIDGSYTLAAEKIKPLKGLVSSHKRNISQVKIKFSLA 

YSSLLKLNKLLEYSSQVHEEINEISSKIEDDFLSLKNQNHWYMRTVQKSIETLEKEVLQR 

KKSKKNIEMAQLESNDTINHSKTELSLMSQDESINDDYGSIYSRFVQIKDRLDQLRFKKL 

YQLIGIFHSTDLFNSDRGYIYFEKPSSVNDVINRLKLKPLNIEILLRQAGESTKHREYVN 

SQLGYYLLFLHLTAIQIFKAPLPYRLMYYGSTSVIDSQYPLYFTDQMISKHQAKLIKAIH 

YFNADILQFKQILENYRPT 

 

24. run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-containing protein 

(RUBICON) 

>XP_011419540.1 PREDICTED: run domain Beclin-1-interacting and cysteine-

rich domain-containing protein isoform X3 [Crassostrea gigas] 

MSDEVNADHNYRSERQSLLFGLKAVTEGLLSGQSSNVWNIHGGLNRMCVQLEHIMYHGLKSIKGNFWIEL 

DFWPFVYSLKMLNPVLAPALDKVNRSGGNKGSMWLRESLRDHTLSSQLSTLVCNKSLMKRFYGDLAFLND 

AQYFKALCVCLKAIELNQISLLAELDLKLLSNNHEPNMRGSRSRSWAVPERKHHLSTSEGKSSSHGAMAL 

APPFASPKKESILCMSDEHAVPSSIRASTSPEDTKNMARESLRTVLRKSGSDSPTGDAPDFSFYDNLNSD 

PLLNIEFSENAATDSENSHAEVGSGERIVNSSPKKAIVRSQSDTGMSKTLTVIKNIYKDNEDFEPGKSGT 

VNRLEDIFSDSECPKKGEEENVKVKAKSKGHKRSRSDHGGIKVEKGPQKEKGKVPNKTQREDSSEPASKD 

IPGETTFRQPVHGQSLINYLSSQDFNTCANLDKENAHFSISEALIAAIEQMKWNHVISPKDREDPEEEDS 

DEEINKLKQRIRIRKQQKLREKAKFFPTSSDGLTETATTSKSPSSVLNSSCQDNTDSSNSDIEVDEINLT 

NADLQKVKPDRQSSMEISDQSGMSAESVAILLLKKFSEKQLPKASELEWLVPISEAPQELLPLPKSYPVS 

PDDIENEIGGFTNSLFGTLRLRGNNEWAPPRSQIIFDIHPYQKRAVVMAKQNFRCAGCGTRVEPAYIKRF 

RYCEYLGKYFCQCCHRNEINYIPGHIIRKWDFKQYPVSNFSWRLLSRIFNEPYFNLSTINPSLFKRVKLL 

ETVHAFRVQLMYLCKFLRICKYSER 

 
>sp|Q92622|RUBIC_HUMAN Run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich 

domain-containing protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RUBCN PE=1 SV=4 

MRPEGAGMELGGGEERLPEESRREHWQLLGNLKTTVEGLVSTNSPNVWSKYGGLERLCRD 

MQSILYHGLIRDQACRRQTDYWQFVKDIRWLSPHSALHVEKFISVHENDQSSADGASERA 

VAELWLQHSLQYHCLSAQLRPLLGDRQYIRKFYTDAAFLLSDAHVTAMLQCLEAVEQNNP 

RLLAQIDASMFARKHESPLLVTKSQSLTALPSSTYTPPNSYAQHSYFGSFSSLHQSVPNN 

GSERRSTSFPLSGPPRKPQESRGHVSPAEDQTIQAPPVSVSALARDSPLTPNEMSSSTLT 

SPIEASWVSSQNDSPGDASEGPEYLAIGNLDPRGRTASCQSHSSNAESSSSNLFSSSSSQ 

KPDSAASSLGDQEGGGESQLSSVLRRSSFSEGQTLTVTSGAKKSHIRSHSDTSIASRGAP 

ESCNDKAKLRGPLPYSGQSSEVSTPSSLYMEYEGGRYLCSGEGMFRRPSEGQSLISYLSE 

QDFGSCADLEKENAHFSISESLIAAIELMKCNMMSQCLEEEEVEEEDSDREIQELKQKIR 

LRRQQIRTKNLLPMYQEAEHGSFRVTSSSSQFSSRDSAQLSDSGSADEVDEFEIQDADIR 

RNTASSSKSFVSSQSFSHCFLHSTSAEAVAMGLLKQFEGMQLPAASELEWLVPEHDAPQK 

LLPIPDSLPISPDDGQHADIYKLRIRVRGNLEWAPPRPQIIFNVHPAPTRKIAVAKQNYR 

CAGCGIRTDPDYIKRLRYCEYLGKYFCQCCHENAQMAIPSRVLRKWDFSKYYVSNFSKDL 

LIKIWNDPLFNVQDINSALYRKVKLLNQVRLLRVQLCHMKNMFKTCRLAKELLDSFDTVP 

GHLTEDLHLYSLNDLTATRKGELGPRLAELTRAGATHVERCMLCQAKGFICEFCQNEDDI 

IFPFELHKCRTCEECKACYHKACFKSGSCPRCERLQARREALARQSLESYLSDYEEEPAE 

ALALEAAVLEAT 
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25. Endophilin-B1 

>tr|K1Q963|K1Q963_CRAGI Endophilin-B1 OS=Crassostrea gigas OX=29159 

GN=CGI_10012647 PE=4 SV=1 

MDANTGLFKMKKFVSDASTVFNRAVQFTEEKLGSAEKTELDAHFENLLQRADKTKAWTEK 

ILKQTESVLQPNPNIRMEDFVYEKLDKKKRDRVNHHEVLGHVLVDGGNDFGPGTTYGNAL 

VKCGQAQLRIGNAEREFIQTTSNNFLQPLHNFLEGDMKTIQKEKKILETKRLDLDASKNR 

LRKAKSTSQPQSSQNSPQNVLMMVEAEADLRVAQAEFDRQAEITKLLLEGVSSAHAHHLR 

CLNDFIEAQLTYYAQCQNYISELQQQLGSYSHTSGVGNNSSNSSGAGISSGIPSSVPLQP 

SAPPQINVIAATPNIEKKQARVLYDYDAADSSELTLLADELITVYKTPGLDPDWLMAERG 

PQKGKVPTTYLEVLE 

 
>sp|Q9Y371|SHLB1_HUMAN Endophilin-B1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SH3GLB1 

PE=1 SV=1 

MNIMDFNVKKLAADAGTFLSRAVQFTEEKLGQAEKTELDAHLENLLSKAECTKIWTEKIM 

KQTEVLLQPNPNARIEEFVYEKLDRKAPSRINNPELLGQYMIDAGTEFGPGTAYGNALIK 

CGETQKRIGTADRELIQTSALNFLTPLRNFIEGDYKTIAKERKLLQNKRLDLDAAKTRLK 

KAKAAETRNSSEQELRITQSEFDRQAEITRLLLEGISSTHAHHLRCLNDFVEAQMTYYAQ 

CYQYMLDLQKQLGSFPSNYLSNNNQTSVTPVPSVLPNAIGSSAMASTSGLVITSPSNLSD 

LKECSGSRKARVLYDYDAANSTELSLLADEVITVFSVVGMDSDWLMGERGNQKGKVPITY 

LELLN 

 

26. ubiquitin-like protein ATG12 (ATG12) 

>XP_011416102.1 PREDICTED: ubiquitin-like protein ATG12 [Crassostrea gigas] 

MSDDGNESRDSKNTETEEKSTPASPSHVAETKIDVLLKPAGDAPIMKKKKWAVDRNKRIGWVGEFIKKYL 

KLTAQDSLFLYVNQSFAPTPDTEIGSIFDCFGSDGKLVLHYCKTQAWG 

 
>sp|O94817|ATG12_HUMAN Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG12 PE=1 SV=1 

MAEEPQSVLQLPTSIAAGGEGLTDVSPETTTPEPPSSAAVSPGTEEPAGDTKKKIDILLK 

AVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLIDFIKKFLKLVASEQLFIYVNQSFAPSPDQEVGTLY 

ECFGSDGKLVLHYCKSQAWG 

 
>sp|P38316|ATG12_YEAST Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG12 PE=1 SV=1 

MSRILESENETESDESSIISTNNGTAMERSRNNQELRSSPHTVQNRLELFSRRLSQLGLA 

SDISVDQQVEDSSSGTYEQEETIKTNAQTSKQKSHKDEKNIQKIQIKFQPIGSIGQLKPS 

VCKISMSQSFAMVILFLKRRLKMDHVYCYINNSFAPSPQQNIGELWMQFKTNDELIVSYC 

ASVAFG 

 

27. Autophagy protein 5 (ATG5) 

>tr|K1RAJ5|K1RAJ5_CRAGI Autophagy protein 5 OS=Crassostrea gigas OX=29159 

GN=CGI_10018604 PE=3 SV=1 

MLLPKILISGRRKLHNMGENREIQKGVWEGRIPVAFRLSEEDTDGERPEPVYLMVPRISY 

FPLHTEKINKHFLKYASEKESEEIWLEHDNQPLKWHYPVGLLFDLYGSETSLPWTITVHF 

KDFPEEELLHCVSKDAVESHFMSSIKEADSLKHRGQVINSMQKRDHKQLWTGLLHDKFDQ 

FWSVNKKLMESSGDETFKYIPFRLYMVDRHYMTNLFRPLTEEGHHQSLKHLLLSAVPQFF 

NEEEEFQKHVRIHGTEPLLDTPILWLSENFSFPDNFLHLVISDK 

 
>sp|Q9H1Y0|ATG5_HUMAN Autophagy protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATG5 

PE=1 SV=2 

MTDDKDVLRDVWFGRIPTCFTLYQDEITEREAEPYYLLLPRVSYLTLVTDKVKKHFQKVM 

RQEDISEIWFEYEGTPLKWHYPIGLLFDLLASSSALPWNITVHFKSFPEKDLLHCPSKDA 

IEAHFMSCMKEADALKHKSQVINEMQKKDHKQLWMGLQNDRFDQFWAINRKLMEYPAEEN 

GFRYIPFRIYQTTTERPFIQKLFRPVAADGQLHTLGDLLKEVCPSAIDPEDGEKKNQVMI 

HGIEPMLETPLQWLSEHLSYPDNFLHISIIPQPTD 
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>sp|Q12380|ATG5_YEAST Autophagy protein 5 OS=Saccharomyces cerevisiae 

(strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG5 PE=1 SV=1 

MNDIKQLLWNGELNVLVSIDPSFLMKGSPREIAVLRIRVPRETYLVNYMPLIWNKIKSFL 

SFDPLTDSEKYFWFEHNKTPIPWNYPVGVLFDCLAGKSATFTTSFENQVKDVLTFLRIHL 

VMGDSLPPTIIPIASSKTQAEKFWFHQWKQVCFILNGSSKAIMSLSVNEARKFWGSVITR 

NFQDFIEISNKISSSRPRHIPLIIQTSRTSGTFRISQPTISMTGVNPTLKDIEGDILDVK 

EGINGNDVMVICQGIEIPWHMLLYDLYSKLRSFDGFLYITLVPIKGGDKASSEL 

 

28. Autophagy-related protein 16-1 (ATG16 L1) 

>tr|K1RWG6|K1RWG6_CRAGI Autophagy-related protein 16-1 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10012629 PE=4 SV=1 

MDPKDLHWKHSLLEQLRQRDKKEKEPFESLISSHWKHFEASQSLKSKNTQLTWEAEKLKE 

ENLGLQIKVEQGGGSGNSQALEQKLFKLQEEVTELHRRRGENTQQIIDLNNALQDKEKEL 

QGRDARLNDLLANELALKMEIKNLESTIMELEATNQMLKDEHQALQLTYTGLEEKYRKVE 

QDNQQLLERWIKQQAKMADQLNAENDQFMAVRQQKLRQDLEDAARENIQILPENQAGVYV 

PTSIPICLSASLPTKAQYKFDAHDGDVNAVRWSPSGSLFATGGADRKIKLWEVINGKCEC 

KGILTGSNAGIMALDFDLEENTILGASNDFASRVWSLTDHRVRHTLTGHSGKVLAAKFLG 

DSFKVVSGSHDRTLKIWDLHSRSCVKTIFAGSSCNDLVTIHGTNIVSGHFDKRVRFWDSR 

VDSNTNEILLQGRLTSLDLSPDKMSLLCCTRDDTLKVLDLRMNQISTTLAHDDFKVGCDW 

SRAVFRHSVIACSWHPVGSYVLSCEKQRKTVLWSDI 

 

>sp|Q676U5|A16L1_HUMAN Autophagy-related protein 16-1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ATG16L1 PE=1 SV=2 

MSSGLRAADFPRWKRHISEQLRRRDRLQRQAFEEIILQYNKLLEKSDLHSVLAQKLQAEK 

HDVPNRHEISPGHDGTWNDNQLQEMAQLRIKHQEELTELHKKRGELAQLVIDLNNQMQRK 

DREMQMNEAKIAECLQTISDLETECLDLRTKLCDLERANQTLKDEYDALQITFTALEGKL 

RKTTEENQELVTRWMAEKAQEANRLNAENEKDSRRRQARLQKELAEAAKEPLPVEQDDDI 

EVIVDETSDHTEETSPVRAISRAATKRLSQPAGGLLDSITNIFGRRSVSSFPVPQDNVDT 

HPGSGKEVRVPATALCVFDAHDGEVNAVQFSPGSRLLATGGMDRRVKLWEVFGEKCEFKG 

SLSGSNAGITSIEFDSAGSYLLAASNDFASRIWTVDDYRLRHTLTGHSGKVLSAKFLLDN 

ARIVSGSHDRTLKLWDLRSKVCIKTVFAGSSCNDIVCTEQCVMSGHFDKKIRFWDIRSES 

IVREMELLGKITALDLNPERTELLSCSRDDLLKVIDLRTNAIKQTFSAPGFKCGSDWTRV 

VFSPDGSYVAAGSAEGSLYIWSVLTGKVEKVLSKQHSSSINAVAWSPSGSHVVSVDKGCK 

AVLWAQY 

 

29. Autophagy-related protein 10 (ATG10) 

>tr|K1PT50|K1PT50_CRAGI Autophagy-related protein 10 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10025434 PE=4 SV=1 

MAAGSISEDEYWDSIIFFLTLSSKIDSKWTIVDTKDGRRFAKKTEVFILSTENKESTMND 

DVIRNTELMEEQEEDTAAFQVRGNSDVEVVTYEYHILYSPSYGVPVLYFNAHTQGGKLLA 

LEEIWKRVPDAYKERLSEERWTFITQQEHPLLGRPFYYLHPCHTADLMKNSPVLTDKRHY 

IVSWLSAVGPVVGLKLPLEYGKLCVS 

 
>sp|Q9H0Y0|ATG10_HUMAN Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ATG10 PE=1 SV=1 

MEEDEFIGEKTFQRYCAEFIKHSQQIGDSWEWRPSKDCSDGYMCKIHFQIKNGSVMSHLG 

ASTHGQTCLPMEEAFELPLDDCEVIETAAASEVIKYEYHVLYSCSYQVPVLYFRASFLDG 

RPLTLKDIWEGVHECYKMRLLQGPWDTITQQEHPILGQPFFVLHPCKTNEFMTPVLKNSQ 

KINKNVNYITSWLSIVGPVVGLNLPLSYAKATSQDERNVP 

 
>sp|Q07879|ATG10_YEAST Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10 

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG10 

PE=1 SV=1 

MIPYQEWHSQLQSLYDSQIFHNWALCQDVHLNDEKDGLLLRLIPTRQLQKNTERIENKLL 

NHIELYLTYSKVYNEPLLLLRIWEEKSIDGIPMTKLMLPTDIESLLDVQGKFQLGLDTII 

NLEGSVWYSFHPCDTSCIVGDQAEFMSTYLRRWVSIFIFSWLGYEDS 
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30. Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A (MAP1LC3A) 

>tr|K1R9V4|K1R9V4_CRAGI Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 

3A OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10021322 PE=3 SV=1 

MEMQKPFKERRSLTQRLKDVESIRTQHMDKIPVIIERYNGEKSLPMLDKTKFLVPDNVNM 

SELVKIIRRRLQLHPSQAFYLIVNNRSMVSNTTPIAEVYEQEKDEDGFLYIVYASQETFG 

GSCH 

 
>sp|Q9H492|MLP3A_HUMAN Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAP1LC3A PE=1 SV=2 

MPSDRPFKQRRSFADRCKEVQQIRDQHPSKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHVNM 

SELVKIIRRRLQLNPTQAFFLLVNQHSMVSVSTPIADIYEQEKDEDGFLYMVYASQETFG 

F 

 
>sp|P38182|ATG8_YEAST Autophagy-related protein 8 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG8 PE=1 SV=1 

MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQF 

VYVIRKRIMLPPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR 

 

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 OX=9606 GN=MAP1LC3B PE=1 SV=3 

MPSEKTFKQRRTFEQRVEDVRLIREQHPTKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHVNM 

SELIKIIRRRLQLNANQAFFLLVNGHSMVSVSTPISEVYESEKDEDGFLYMVYASQETFG 

MKLSV 

 
>sp|A6NCE7|MP3B2_HUMAN Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 

beta 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAP1LC3B2 PE=2 SV=1 

MPSEKTFKQRRTFEQRVEDVRLIREQHPTKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHVNM 

SELIKIIRRRLQLNANQAFFLLVNGHSMVSVSTPISEVYESEKDEDGFLYMVCASQETFG 

MKLSV 

 
>NP_009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C] 

MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML 

PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR 

 

32. Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3C (MAP1LC3C) 

>tr|K1QLL7|K1QLL7_CRAGI Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 

3C OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10020484 PE=3 SV=1 

MPEKGGDTYKTFKQRKSFAVRKEEVVGIRSKFPTKVPVIVERYYKEQQLPMLDKTKFLVP 

QELSMSQFASIIRNRMSLNSNQAFYLIVNNKSISSMSMTLAEVYRDEKDEDGFLYMTYAS 

QEMFGGC 

 
>sp|Q9BXW4|MLP3C_HUMAN Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3C 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAP1LC3C PE=1 SV=1 

MPPPQKIPSVRPFKQRKSLAIRQEEVAGIRAKFPNKIPVVVERYPRETFLPPLDKTKFLV 

PQELTMTQFLSIIRSRMVLRATEAFYLLVNNKSLVSMSATMAEIYRDYKDEDGFVYMTYA 

SQETFGCLESAAPRDGSSLEDRPCNPL 

 
>NP_009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C] 

MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML 

PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR 

 

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 OX=29159 GN=CGI_10025849 PE=3 SV=1 

MKWEYKEEHSFEKRRAEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARVGDLDKKKYLVPSDLTVGQF 

YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDFFLYIAYSDESVYGA 

 
>sp|O95166|GBRAP_HUMAN Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GABARAP PE=1 SV=1 

MKFVYKEEHPFEKRRSEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF 

YFLIRKRIHLRAEDALFFFVNNVIPPTSATMGQLYQEHHEEDFFLYIAYSDESVYGL 

 
>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 

RPEDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDFFLYIAYSDESVYGA 

 

>sp|Q9H0R8|GBRL1_HUMAN Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-

like 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GABARAPL1 PE=1 SV=1 

MKFQYKEDHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF 

YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNTIPPTSATMGQLYEDNHEEDYFLYVAYSDESVYGK 

 
>NP_009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C] 

MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML 

PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR 

 

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 OX=9606 GN=GABARAPL2 PE=1 SV=1 

MKWMFKEDHSLEHRCVESAKIRAKYPDRVPVIVEKVSGSQIVDIDKRKYLVPSDITVAQF 

MWIIRKRIQLPSEKAIFLFVDKTVPQSSLTMGQLYEKEKDEDGFLYVAYSGENTFGF 

 
>tr|K1QQ43|K1QQ43_CRAGI Gamma-aminobutyric acid receptor-associated 

protein-like 2 OS=Crassostrea gigas OX=29159 GN=CGI_10027515 PE=3 SV=1 

MKFKFREEHTFEQRKAESTKIRDKYPERIPVIVEKDPKSQIQDIDKRKFLVPNDISVAQF 

MWIIRKRIQLPSEKAIFLFVGKVLPQSSASMGQVYEEHKDEDGFLYIAYSGENTFGQ 

 
>NP_009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C] 

MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML 

PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR 

 

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 OX=9606 GN=GABARAPL3 PE=2 SV=1 

MKFQYKEVHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPLIVEKAPKARVPDLDRRKYLVPSDLTDGQF 

YLLIRKRIHLRPEDALFFFVNNTIPPTSATMGQLYEDSHEEDDFLYVAYSNESVYGK 

 
>NP_009475.1 ubiquitin-like protein ATG8 [Saccharomyces cerevisiae S288C] 

MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQFVYVIRKRIML 

PPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR 

 

37. Autophagy-related protein 7 (ATG7) 
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>tr|K1RAF7|K1RAF7_CRAGI Autophagy-related protein 7 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10025698 PE=4 SV=1 

MSFQQVYFGFCDPSNIEDYPGWPLRNFLMLISYHWKGDLRGVNVLCLRDRSRDGTRDISH 

SLLLSLNVPDIRNVPECPKCVGWEKNEKQKLAPRFVNLSASMDPTRLAASAVDLNLKLMR 

WRLLPELDLDLISRTKCLLLGAGTLGCNVARCLMGWGVRTITLVDNGRVSYSNPVRQSLF 

QFEDCVKGGKPKAEAAAEAMKKIFPGVNAKGLSLSIPMPGHAVPESAIEGVKKDVETLQD 

LVNSHDAVFLLLDTRESRWLPTLMAAEKQKIVICSALGFDTYLVMRHGVRSDTEGADPAP 

LSSYSSIPGDQLGCYFCNDVVAPGNSLKDRTLDQQCTVSRPGISYMASALAVELLVSVLQ 

HPELGKAPADTSASDEHLSKDFVCPLGLVPHQQIRCFVSRFQQVLPACKAFDKCTACSKT 

VIEQFRRDGFDFLRRAFNDPSYLEDLTGLTQMHQETLDAEVWGFSDDEECSSMEVSSS 

 
>tr|K1QKL2|K1QKL2_CRAGI Autophagy-related protein 7 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10002553 PE=4 SV=1 

MSAPLVNKMERKQLQFVAFNSFLDSGFWHKLSENKLDVYGLDESQKEIKGFYFNGDPVGM 

PCRMNVEFSAFDQDAKTPQRCLPMLGELHNTNTVDKFKECDKKEMISEAGKKIWDSIVSG 

KALDTPELLATFLLLTFADLKKYHYYYWFCFPCLCPSTDITFDQEPKKLKYRLTAEEMEQ 

FLQAYDTFQDAHPTYQGFFVAVLSKGNIVIEDVKYMNKFENTQEVYFGFCDPSNIEDYPG 

WPLRNFLMLISYHWKGDLRGVNVLCLRDRSRDGTRDISHSLLLSLCVPDIKNVLECPKCV 

GWEKNEKQKLAPRFVNLSASMDPTRLAASAVDLNLKLMRWRLLPELDLDLISKTKCLLLG 

AGTLGCNVAKCLMGWGVRTITLVDNGRVSYSNPVRQPLFQFEDCVKGGKPKAEAAAEAMK 

KIFPGVNAKGLSLSIPMPGHAVPEGVKKDVETLQDLVNSHDAVFLLLDTRESRWLPTLMA 

AEKQKIVICSALGFDTYLEMRHGVRSDTEGADLAPLSSYSSIPRDQLGCYFCNDVVAPGN 

SLKDRTLDQQCTVSRPGISYMASALAVELLVSMLQHPELYLVLKFSPSMNKAENYINYGS 

TELQQSRCLPTKQNRMAKGIHKTKLHKNRQQS 

 
>sp|O95352|ATG7_HUMAN Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATG7 PE=1 SV=1 

MAAATGDPGLSKLQFAPFSSALDVGFWHELTQKKLNEYRLDEAPKDIKGYYYNGDSAGLP 

ARLTLEFSAFDMSAPTPARCCPAIGTLYNTNTLESFKTADKKLLLEQAANEIWESIKSGT 

ALENPVLLNKFLLLTFADLKKYHFYYWFCYPALCLPESLPLIQGPVGLDQRFSLKQIEAL 

ECAYDNLCQTEGVTALPYFLIKYDENMVLVSLLKHYSDFFQGQRTKITIGVYDPCNLAQY 

PGWPLRNFLVLAAHRWSSSFQSVEVVCFRDRTMQGARDVAHSIIFEVKLPEMAFSPDCPK 

AVGWEKNQKGGMGPRMVNLSECMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLDKVVSVKCLL 

LGAGTLGCNVARTLMGWGVRHITFVDNAKISYSNPVRQPLYEFEDCLGGGKPKALAAADR 

LQKIFPGVNARGFNMSIPMPGHPVNFSSVTLEQARRDVEQLEQLIESHDVVFLLMDTRES 

RWLPAVIAASKRKLVINAALGFDTFVVMRHGLKKPKQQGAGDLCPNHPVASADLLGSSLF 

ANIPGYKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAVIAGALAVELMVSVLQHPEG 

GYAIASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSRFDNVLPVSLAFDKCTACSSKVLDQYERE 

GFNFLAKVFNSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDDETI 

 
>sp|P38862|ATG7_YEAST Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG7 

PE=1 SV=1 

MSSERVLSYAPAFKSFLDTSFFQELSRLKLDVLKLDSTCQPLTVNLDLHNIPKSADQVPL 

FLTNRSFEKHNNKRTNEVPLQGSIFNFNVLDEFKNLDKQLFLHQRALECWEDGIKDINKC 

VSFVIISFADLKKYRFYYWLGVPCFQRPSSTVLHVRPEPSLKGLFSKCQKWFDVNYSKWV 

CILDADDEIVNYDKCIIRKTKVLAIRDTSTMENVPSALTKNFLSVLQYDVPDLIDFKLLI 

IRQNEGSFALNATFASIDPQSSSSNPDMKVSGWERNVQGKLAPRVVDLSSLLDPLKIADQ 

SVDLNLKLMKWRILPDLNLDIIKNTKVLLLGAGTLGCYVSRALIAWGVRKITFVDNGTVS 

YSNPVRQALYNFEDCGKPKAELAAASLKRIFPLMDATGVKLSIPMIGHKLVNEEAQHKDF 

DRLRALIKEHDIIFLLVDSRESRWLPSLLSNIENKTVINAALGFDSYLVMRHGNRDEQSS 

KQLGCYFCHDVVAPTDSLTDRTLDQMCTVTRPGVAMMASSLAVELMTSLLQTKYSGSETT 

VLGDIPHQIRGFLHNFSILKLETPAYEHCPACSPKVIEAFTDLGWEFVKKALEHPLYLEE 

ISGLSVIKQEVERLGNDVFEWEDDESDEIA 

 

38. Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 (ATG3) 

>sp|Q9NT62|ATG3_HUMAN Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ATG3 PE=1 SV=1 
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MQNVINTVKGKALEVAEYLTPVLKESKFKETGVITPEEFVAAGDHLVHHCPTWQWATGEE 

LKVKAYLPTGKQFLVTKNVPCYKRCKQMEYSDELEAIIEEDDGDGGWVDTYHNTGITGIT 

EAVKEITLENKDNIRLQDCSALCEEEEDEDEGEAADMEEYEESGLLETDEATLDTRKIVE 

ACKAKTDAGGEDAILQTRTYDLYITYDKYYQTPRLWLFGYDEQRQPLTVEHMYEDISQDH 

VKKTVTIENHPHLPPPPMCSVHPCRHAEVMKKIIETVAEGGGELGVHMYLLIFLKFVQAV 

IPTIEYDYTRHFTM 

 
>tr|K1R934|K1R934_CRAGI Autophagy-related protein 3 OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10024759 PE=3 SV=1 

MQNVINAVKGTALNVAEKFTPVLKESKFKETGVITPEEFVAAGDHLVHHCPTWQWSTGDE 

SKVKPYLPKEKQYLITRNVPCYKRVKQVDSHKEEQEKVIEADDEDGGWVDTHHFPDPGTT 

SLQDAVQEMTLDGKGKDRKSSSEEVKRSGDDDDDDDDDDDEEAMDMEAFEQSGMLDEEDD 

AALDPSTLGRQDSESAATESGILQTRTYDLNITYDKYYQTPRLWLFGYDENRKPLTVEQM 

YEDFSQDHAKKTVTMEAHPHLPGPPLASVHPCRHADVMKKIIQMVAEGGGDLGVHVYLMI 

FLKFVQAVIPTIEYDFTRDFTM 

 
>sp|P40344|ATG3_YEAST Autophagy-related protein 3 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG3 PE=1 SV=1 

MIRSTLSSWREYLTPITHKSTFLTTGQITPEEFVQAGDYLCHMFPTWKWNEESSDISYRD 

FLPKNKQFLIIRKVPCDKRAEQCVEVEGPDVIMKGFAEDGDEDDVLEYIGSETEHVQSTP 

AGGTKDSSIDDIDELIQDMEIKEEDENDDTEEFNAKGGLAKDMAQERYYDLYIAYSTSYR 

VPKMYIVGFNSNGSPLSPEQMFEDISADYRTKTATIEKLPFYKNSVLSVSIHPCKHANVM 

KILLDKVRVVRQRRRKELQEEQELDGVGDWEDLQDDIDDSLRVDQYLIVFLKFITSVTPS 

IQHDYTMEGW 

 

39. Cysteine protease ATG4 (ATG4) 

>tr|K1QKP1|K1QKP1_CRAGI Cysteine protease OS=Crassostrea gigas OX=29159 

GN=CGI_10023225 PE=3 SV=1 

MDMTNDVGTCMVTYESAALGYVDFPLTEEPVYLLGIKYSALYDRDELKGDFLSKIWCTYR 

KNFPAIGGTGPTCDGGWGCMLRCGQMMLAQALVVRHLGRDWKWNKNCQDQTYKRILQMFA 

DKKSANYSIQQIASMGVSEGKPVGSWFGPNTVAQVLKKLAVYDEWSSIVIHIAMDNTVIE 

NDIKSVCKDDGKSTCDIIGVRQLKHESAATGRSKKSSQDSSKQDKNKQNAVDVKSWKPLL 

LVIPLRLGLTEINSVYVQSLKACLSFPQSVGIIGGKPNHAHWFVGYMSDKLIYLDPHTTQ 

LCEDLDSPNFSDESYHCPYPSTMNVMELDPSIALGFYCGTEKEFDDLTQSVQKFVVGSSK 

TPMFELYKDRPPHWPPYESYTGQTTSASGVTMTGGQDTDEEFELV 

 
>sp|Q8WYN0|ATG4A_HUMAN Cysteine protease ATG4A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG4A PE=1 SV=1 

MESVLSKYEDQITIFTDYLEEYPDTDELVWILGKQHLLKTEKSKLLSDISARLWFTYRRK 

FSPIGGTGPSSDAGWGCMLRCGQMMLAQALICRHLGRDWSWEKQKEQPKEYQRILQCFLD 

RKDCCYSIHQMAQMGVGEGKSIGEWFGPNTVAQVLKKLALFDEWNSLAVYVSMDNTVVIE 

DIKKMCRVLPLSADTAGDRPPDSLTASNQSKGTSAYCSAWKPLLLIVPLRLGINQINPVY 

VDAFKECFKMPQSLGALGGKPNNAYYFIGFLGDELIFLDPHTTQTFVDTEENGTVNDQTF 

HCLQSPQRMNILNLDPSVALGFFCKEEKDFDNWCSLVQKEILKENLRMFELVQKHPSHWP 

PFVPPAKPEVTTTGAEFIDSTEQLEEFDLEEDFEILSV 

 
>sp|Q9Y4P1|ATG4B_HUMAN Cysteine protease ATG4B OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG4B PE=1 SV=2 

MDAATLTYDTLRFAEFEDFPETSEPVWILGRKYSIFTEKDEILSDVASRLWFTYRKNFPA 

IGGTGPTSDTGWGCMLRCGQMIFAQALVCRHLGRDWRWTQRKRQPDSYFSVLNAFIDRKD 

SYYSIHQIAQMGVGEGKSIGQWYGPNTVAQVLKKLAVFDTWSSLAVHIAMDNTVVMEEIR 

RLCRTSVPCAGATAFPADSDRHCNGFPAGAEVTNRPSPWRPLVLLIPLRLGLTDINEAYV 

ETLKHCFMMPQSLGVIGGKPNSAHYFIGYVGEELIYLDPHTTQPAVEPTDGCFIPDESFH 

CQHPPCRMSIAELDPSIAVGFFCKTEDDFNDWCQQVKKLSLLGGALPMFELVELQPSHLA 

CPDVLNLSLDSSDVERLERFFDSEDEDFEILSL 

 
>sp|Q96DT6|ATG4C_HUMAN Cysteine protease ATG4C OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG4C PE=1 SV=1 
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MEATGTDEVDKLKTKFISAWNNMKYSWVLKTKTYFSRNSPVLLLGKCYHFKYEDEDKTLP 

AESGCTIEDHVIAGNVEEFRKDFISRIWLTYREEFPQIEGSALTTDCGWGCTLRTGQMLL 

AQGLILHFLGRAWTWPDALNIENSDSESWTSHTVKKFTASFEASLSGEREFKTPTISLKE 

TIGKYSDDHEMRNEVYHRKIISWFGDSPLALFGLHQLIEYGKKSGKKAGDWYGPAVVAHI 

LRKAVEEARHPDLQGITIYVAQDCTVYNSDVIDKQSASMTSDNADDKAVIILVPVRLGGE 

RTNTDYLEFVKGILSLEYCVGIIGGKPKQSYYFAGFQDDSLIYMDPHYCQSFVDVSIKDF 

PLETFHCPSPKKMSFRKMDPSCTIGFYCRNVQDFKRASEEITKMLKFSSKEKYPLFTFVN 

GHSRDYDFTSTTTNEEDLFSEDEKKQLKRFSTEEFVLL 

 
>sp|Q86TL0|ATG4D_HUMAN Cysteine protease ATG4D OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG4D PE=1 SV=1 

MNSVSPAAAQYRSSSPEDARRRPEARRPRGPRGPDPNGLGPSGASGPALGSPGAGPSEPD 

EVDKFKAKFLTAWNNVKYGWVVKSRTSFSKISSIHLCGRRYRFEGEGDIQRFQRDFVSRL 

WLTYRRDFPPLPGGCLTSDCGWGCMLRSGQMMLAQGLLLHFLPRDWTWAEGMGLGPPELS 

GSASPSRYHGPARWMPPRWAQGAPELEQERRHRQIVSWFADHPRAPFGLHRLVELGQSSG 

KKAGDWYGPSLVAHILRKAVESCSDVTRLVVYVSQDCTVYKADVARLVARPDPTAEWKSV 

VILVPVRLGGETLNPVYVPCVKELLRCELCLGIMGGKPRHSLYFIGYQDDFLLYLDPHYC 

QPTVDVSQADFPLESFHCTSPRKMAFAKMDPSCTVGFYAGDRKEFETLCSELTRVLSSSS 

ATERYPMFTLAEGHAQDHSLDDLCSQLAQPTLRLPRTGRLLRAKRPSSEDFVFL 

 
>sp|P53867|ATG4_YEAST Cysteine protease ATG4 OS=Saccharomyces cerevisiae 

(strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG4 PE=1 SV=2 

MQRWLQLWKMDLVQKVSHGVFEGSSEEPAALMNHDYIVLGEVYPERDEESGAEQCEQDCR 

YRGEAVSDGFLSSLFGREISSYTKEFLLDVQSRVNFTYRTRFVPIARAPDGPSPLSLNLL 

VRTNPISTIEDYIANPDCFNTDIGWGCMIRTGQSLLGNALQILHLGRDFRVNGNESLERE 

SKFVNWFNDTPEAPFSLHNFVSAGTELSDKRPGEWFGPAATARSIQSLIYGFPECGIDDC 

IVSVSSGDIYENEVEKVFAENPNSRILFLLGVKLGINAVNESYRESICGILSSTQSVGIA 

GGRPSSSLYFFGYQGNEFLHFDPHIPQPAVEDSFVESCHTSKFGKLQLSEMDPSMLIGIL 

IKGEKDWQQWKLEVAESAIINVLAKRMDDFDVSCSMDDVESVSSNSMKKDASNNENLGVL 

EGDYVDIGAIFPHTTNTEDVDEYDCFQDIHCKKQKIVVMGNTHTVNANLTDYEVEGVLVE 

KETVGIHSPIDEKC 

 

40. Sequestosome-1 (SQSTM1) 

>tr|K1QI43|K1QI43_CRAGI Sequestosome-1 OS=Crassostrea gigas OX=29159 

GN=CGI_10004110 PE=4 SV=1 

MSLTVKAFLVKGGNEKAEIRRFTVPQDVSASFDYLQKKIADIFPGLARGNFNLFWKDEDG 

DLIAFSTGEELLEALGFVDNGLFRVFVKPTSQSSGDKPAGNTPMQEHPGIICDGCEGKVI 

GRRYKCTECPDYDLCQSCESKGIHSEHNFMMYDTPVHPGYGFPFSWPPRPQCPPGPRGPS 

GQGQPPCAPPHFFRWMERMARRQQNRDNAGCPRSGQRNAEDQGSNDTSGEGAYNPEEFLQ 

NVGQSVAAMLDPLGIDVQVDVEHGGRRCPAWGQGGGCKGKRSGKCGQGKCGNKGEQEEKM 

ESDKVETEQMKTPEEATPMATDNADKLQTDGPSTSAENAPNPSEKVTKDFETWTFMEDGN 

RSGRTPSPPAPTPVQPPPTQLIYPPTDPRIAEALQQMLGMGFHNEGGWLQNLLEQKEGNI 

SQVLDAIQTRAKTTPDGGFMA 

 
>tr|K1PXV3|K1PXV3_CRAGI Sequestosome-1 OS=Crassostrea gigas OX=29159 

GN=CGI_10004109 PE=4 SV=1 

MACWSVKAHLLGDDGKTSEIRRVSVPVSATYNQLYDKTKTVFPDLHNEEISLSWKDGDGD 

LVSFSSDAEMLEFTRTAEDEFLRIFIKVRAPKSNKSTPKTPTGAEWVVNPWIEKMSDLDS 

EEFSQSVLAGMRTVFQYIAGAETFHDKDRKIVDKSDVTNKEEREPSVCNNADHLHRDVTE 

VRGTHKIEEALEKLLAMGFHNEEGWLYRLIEEKEGRIDEVLESILPDENRAGIYGAQSSS 

YQKHEASKPKSRDPVNRASPYPSCKNNRTKSHPETGGKPDIETDGPVTRDDSPKNGESWT 

LVEDDTSLAETKADQNLEEGGSTQGGGAERKSHNARPTIPPIDPKIASALAEMMSMGFQN 

DDGWLLCLLQENNGNIEKVLDIIQGSDGKIYSK 

 
>sp|Q13501|SQSTM_HUMAN Sequestosome-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SQSTM1 

PE=1 SV=1 

MASLTVKAYLLGKEDAAREIRRFSFCCSPEPEAEAEAAAGPGPCERLLSRVAALFPALRP 

GGFQAHYRDEDGDLVAFSSDEELTMAMSYVKDDIFRIYIKEKKECRRDHRPPCAQEAPRN 
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MVHPNVICDGCNGPVVGTRYKCSVCPDYDLCSVCEGKGLHRGHTKLAFPSPFGHLSEGFS 

HSRWLRKVKHGHFGWPGWEMGPPGNWSPRPPRAGEARPGPTAESASGPSEDPSVNFLKNV 

GESVAAALSPLGIEVDIDVEHGGKRSRLTPVSPESSSTEEKSSSQPSSCCSDPSKPGGNV 

EGATQSLAEQMRKIALESEGRPEEQMESDNCSGGDDDWTHLSSKEVDPSTGELQSLQMPE 

SEGPSSLDPSQEGPTGLKEAALYPHLPPEADPRLIESLSQMLSMGFSDEGGWLTRLLQTK 

NYDIGAALDTIQYSKHPPPL 

 

41. Autophagy-related protein 29 (Atg29) 

>sp|Q12092|ATG29_YEAST Autophagy-related protein 29 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG29 PE=1 SV=1 

MIMNSTNTVVYIKVKGRRPQGFLDPPKFEWNGTKERQLWTMVSNLNYSQDQIDWQNLSKI 

FETPEFFLKKRTYKLFAEHLELLQLQLEKKRDLEKYSNDQVNEGMSDLIHKYTPTLQNDN 

LLNVSASPLTTERQDSEEVETEVTNEALQHLQTSKILNIHKKTSDSENKPNDKLDKDGIN 

KEMECGSSDDDLSSSLSVSKSALEEALMDRLQF 

 

42. Autophagy-related protein 31 (Atg 31) 

>sp|Q12421|ATG31_YEAST Autophagy-related protein 31 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG31 PE=1 SV=1 

MNVTVTVYDKNVKYRLEENIKNNKGPSNDDQPAYNNESKSTDGSDYAMFPTNIKYIFEDN 

NDELVDSSDAALTAGIDKVGDELENVIIVQLDESGSLEDITLISDQYELLSHRTNSLSLE 

ENQMRTLSSHGDDKSNDEEEELSVDSDRFRVDSDIELDVISQFCDLSPFLRDLSLNDLIK 

LYVTQNEQLQMLSNSV 

 

43. Autophagy-related protein 20 (Atg20) 

>sp|Q07528|ATG20_YEAST Autophagy-related protein 20 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG20 PE=1 SV=1 

MSDLNDVQENAKLNSETRNTGKAEPPHGTTEYVAEAEISKNGVGSPKKSPKKGKVGKGDN 

NKVETELVHTALLEKDNPFMEEGPTGFTKSALLEIPGMRSHNLKNPNEDYEDDSEGLLPL 

NQESNAETCRTSLSGSINSMNGETSASEEPSVSNRKKSARIHILEAKRVSEGQGRAYIAY 

VIQFENSTVQRRYSDFESLRSILIRLFPMTLIPPIPEKQSIKNYGKSITGSSSKYLLPSE 

GSGSVDLSLSVIHASVNNSDEKLIRHRIRMLTEFLNKLLTNEEITKTSIITDFLDPNNHN 

WHEFVNSSSTFSSLPKSILQCNPLDPTNTTRIHAMLPIPGSSSQLLLNKESNDKKMDKER 

SKSFTNIEQDYKQYENLLDNGIYKYNRRTTKTYHDLKSDYNEIGEVFAQFAHEQAQVGEL 

AEQLSYLSNAFSGSSISLEKLVGRLYYNINEPLNESVHMATSARELIKYRKLKYLQNEMI 

KKSLNSKRAQLEKLEAQNNEYKDVDKIIDNEMSKSHTINLERPNNNTGSGGKSYGGKLFN 

GFNKLASMVKDSVKYQETDPHTASINLKKEIEQLSESLEVTENDLEVISKVIKNDQLPKF 

SKEREVDLSEILKHYSRYMRNYARQNLEIWKEVKRHQDFA 

 

44. Sorting nexin-4 (Atg24) 

>sp|P47057|SNX4_YEAST Sorting nexin-4 OS=Saccharomyces cerevisiae (strain 

ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=SNX4 PE=1 SV=1 

MTDKGKNDLTSKAKDKARGNPEKPPYWFEIIVSDPQKRTGDPGSSSGYVSYQISTKTNNT 

SFYDNRGDPESIIVVHRRYSDLLLLHDILLNRFPTCIIPPLPDKKVFQYIAGDRFSQRFT 

QKRCHSLQNFLRRVSLHPDLSQSKVFKTFLVSKDWESHRKVLQDSLQPNKDEVTDAFMNA 

FKTVHKQNEEFTEIREKSDKLDRTVTKIDKLFHKVVKKNDSMSEDYTKLGSNLQELQELV 

TGENEELAAKLKIFNEGVTQLSYGLQDLTKYLDYEYIVDLKDLEHYIDSMRQLIKLKDQK 

QIDYEELSDYLTRSIKEKNNLISGYGGSNFFANKLEELAGINQEASRREKINKLEGKITS 

LTGELENAKKVADGFEQECLKEIDHFESVKTAEIKKSLGSLADHHIEFYERILEAWEKVD 

DSL 

 

45. Autophagy-related protein 23 (Atg23) 

>sp|Q06671|ATG23_YEAST Autophagy-related protein 23 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG23 PE=1 SV=1 

MELNQVLEKKEQILQYLGTLVGLHEKALSDVNSASQVTSIRKDITICLNDLCRINDLLVS 
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HDGLLKREIGSLLRDKQELLELNEREQLLWKERKSWHIKQETDAAPADYVIDKDAIITIS 

SHHRTSLNKYIESVGAENTILSNTDDSDAMIEEVQNAESSADQMIRNYKLLQLSHKQAKS 

EIIRLETLLRDFKKDNKFIEEELKRQSGRIRSEMGNIDFHLSKIEESKHQLMKRIGFESP 

LTQEKSLSEKIFNLRLSSADEDYNERQTINMKNFVHMKDLIELKIEDLQEQLMRNKNESS 

TVLTQRELWLDCQKKVGDLESKLITKLRSSSNSKIPPNEMSEMINSTIQYLNNLLDSSDE 

KLTTTLISNERDVLSKACEELHSESTTAQDGSSALPSKPIDIHKSHKGSNASSNLKQPST 

PSFLVASKSPPKIGISESVVNANKNDAISKKVE 

 

46. Autophagy-related protein 27 (Atg27) 

>tr|K1QA43|K1QA43_CRAGI Uncharacterized protein OS=Crassostrea gigas 

OX=29159 GN=CGI_10013150 PE=4 SV=1 

MKGVSELPLVFVIFLSAFVTAVFGQCTYRDQCSCSLSDGSIIDLSTLGNQDQTPAFPDSF 

ATDGYFYSYNPCYSFIEGSCMNAAACQISGDQSTQYQIGDATSVTYSYDGTNVHALYSST 

DSQGLTSLTTKCACPNGCGAGPPPTNPTNPPGPPGPSGPSESDDSGISTGTILCIAVLAI 

AVVYLVAGTVFTMGVRKSKGKEAIPNVSFWTSLPGLIKDGFKFTFSKIRPGYSSVK 

 
>sp|P46989|ATG27_YEAST Autophagy-related protein 27 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG27 PE=1 SV=2 

MVSKTWICGFISIITVVQALSCEKHDVLKKYQVGKFSSLTSTERDTPPSTTIEKWWINVC 

EEHNVEPPEECKKNDMLCGLTDVILPGKDAITTQIIDFDKNIGFNVEETESALTLTLKGA 

TWGANSFDAKLEFQCNDNMKQDELTSHTWADKSIQLTLKGPSGCLKSKDDDKKNGDGDNG 

KDGDSEGKKPAKKAGGTSWFTWLFLYALLFTLIYLMVVSFLNTRGGSFQDFRAEFIQRST 

QFLTSLPEFCKEVVSRILGRSTAQRGGYSAV 

 

47. Autophagy-related protein 19 (Atg19) 

>sp|P35193|ATG19_YEAST Autophagy-related protein 19 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG19 PE=1 SV=1 

MNNSKTNQQMNTSMGYPLTVYDECNKFQLIVPTLDANIMLWCIGQLSLLNDSNGCKHLFW 

QPNDKSNVRILLNNYDYGHLFKYLQCQRKCSVYIGEGTLKKYNLTISTSFDNFLDLTPSE 

EKESLCREDAHEDPVSPKAGSEEEISPNSTSNVVVSRECLDNFMKQLLKLEESLNKLELE 

QKVTNKEPNHRISGTIDIPEDRSELVNFFTELKTVKQLEDVFQRYHDYERLSQECDSKTE 

IASDHSKKETKIEVEPPNERSLQITMNQRDNSLYFQLFNNTNSVLAGNCKLKFTDAGDKP 

TTQIIDMGPHEIGIKEYKEYRYFPYALDLEAGSTIEIENQYGEVIFLGKYGSSPMINLRP 

PSRLSAESLQASQEPFYSFQIDTLPELDDSSIISTSISLSYDGDDNEKALTWEEL 

 

48. Autophagy-related protein 17 (Atg17) 

>sp|Q06410|ATG17_YEAST Autophagy-related protein 17 OS=Saccharomyces 

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) OX=559292 GN=ATG17 PE=1 SV=1 

MNEADVTKFVNNARKTLTDAQLLCSSANLRIVDIKKKLSSWQLSISKLNFLIVGLRQQGK 

FLYTILKEGIGTKLIQKQWNQAVLVVLVDEMKYWQYEITSKVQRLDGIVNELSISEKDDT 

DPSKLGDYISRDNVNLLNDKLKEVPVIERQIENIKLQYENMVRKVNKELIDTKLTDVTQK 

FQSKFGIDNLMETNVAEQFSRELTDLEKDLAEIMNSLTQHFDKTLLLQDKKIDNDEREEL 

FKVVQGDDKELYNIFKTLHEVIDDVDKTILNLGQFLQAKIKEKTELHSEVSEIINDFNRN 

LEYLLIFKDISNLIDSFKNSCTQDIQTTKELCEFYDNFEESYGNLVLEAKRRKDVANRMK 

TILKDCEKQLQNLDAQDQEERQNFIAENGTYLPETIWPGKIDDFSSLYTLNYNVKNP 
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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. ATG7 

>MK173046|Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 

[organism=Crassostrea gigas] mRNA, complet cds 

MSAPLVNKMESKQLQFVAFNSFLDSGFWHKLSENKLDVYGLDESQKEIKG 

FYFNGDPVGMPCRMNVEFSAFDQDAKTPQRYLPMLGELHNTNTVDKFKEC 

DKKEMISVAGKKIWDSIVTGKALDTPELLATFLLLTFADLKKYHYYYWFC 

FPCLCPSTDITFDQEPKKLKDKLTAEEMEQFLQAYDTFQDAYPTYQGFFV 

AVLSKGNIVIEDVKHMNKFENTQEVYFGFCDPSNIEDYPGWPLRNFLMLI 

SYHWKGDLRGVNVLCLRDRSRDGTRDISHSLLLSLNVPDIKNVSECPKCV 

GWEKNEKQKLAPRFVNLSASMDPTRLAASAVDLNLKLMRWRLLPELDLDL 

ISRTKCLLLGAGTLGCNVARCLMGWGVRTITLVDNGRVSYSNPVRQSLFQ 

FEDCVKGGKPKAEAAAEAMKKIFPGVNAKGLSLSIPMPGHAVPESAIEGV 

KKDVETLQDLVNSHDAVFLLLDTRESRWLPTLMAAEKQKIVICSALGFDT 

YLVMRHGVRSDTEGADPAPLSSYSSIPGDQLGCYFCNDVVAPGNSLKDRT 

LDQQCTVSRPGISYMASALAVELLVSVLQHPELGKAPADTSASDEHLSKD 

FVCPLGLVPHQIRCFVSRFQQVLPACKAFDKCTACSKTVIEQFRRDGFDF 

LRRAFNDPSYLEDLTGLTQMHQETLDAEVWGFSDDEECSSMEVSSS 

 

>sp|O95352|ATG7_HUMAN Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATG7 PE=1 SV=1 

MAAATGDPGLSKLQFAPFSSALDVGFWHELTQKKLNEYRLDEAPKDIKGYYYNGDSAGLP 

ARLTLEFSAFDMSAPTPARCCPAIGTLYNTNTLESFKTADKKLLLEQAANEIWESIKSGT 

ALENPVLLNKFLLLTFADLKKYHFYYWFCYPALCLPESLPLIQGPVGLDQRFSLKQIEAL 

ECAYDNLCQTEGVTALPYFLIKYDENMVLVSLLKHYSDFFQGQRTKITIGVYDPCNLAQY 

PGWPLRNFLVLAAHRWSSSFQSVEVVCFRDRTMQGARDVAHSIIFEVKLPEMAFSPDCPK 

AVGWEKNQKGGMGPRMVNLSECMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLDKVVSVKCLL 

LGAGTLGCNVARTLMGWGVRHITFVDNAKISYSNPVRQPLYEFEDCLGGGKPKALAAADR 

LQKIFPGVNARGFNMSIPMPGHPVNFSSVTLEQARRDVEQLEQLIESHDVVFLLMDTRES 

RWLPAVIAASKRKLVINAALGFDTFVVMRHGLKKPKQQGAGDLCPNHPVASADLLGSSLF 

ANIPGYKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAVIAGALAVELMVSVLQHPEG 

GYAIASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSRFDNVLPVSLAFDKCTACSSKVLDQYERE 

GFNFLAKVFNSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDDETI 

 

>sp|Q9D906|ATG7_MOUSE Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 OS=Mus 

musculus OX=10090 GN=Atg7 PE=1 SV=1 

MGDPGLAKLQFAPFNSALDVGFWHELTQKKLNEYRLDEAPKDIKGYYYNGDSAGLPTRLT 

LEFSAFDMSASTPAHCCPAMGTLHNTNTLEAFKTADKKLLLEQSANEIWEAIKSGAALEN 

PMLLNKFLLLTFADLKKYHFYYWFCCPALCLPESIPLIRGPVSLDQRLSPKQIQALEHAY 

DDLCRAEGVTALPYFLFKYDDDTVLVSLLKHYSDFFQGQRTKITVGVYDPCNLAQYPGWP 

LRNFLVLAAHRWSGSFQSVEVLCFRDRTMQGARDVTHSIIFEVKLPEMAFSPDCPKAVGW 

EKNQKGGMGPRMVNLSGCMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLDKVVSVKCLLLGAG 

TLGCNVARTLMGWGVRHVTFVDNAKISYSNPVRQPLYEFEDCLGGGKPKALAAAERLQKI 

FPGVNARGFNMSIPMPGHPVNFSDVTMEQARRDVEQLEQLIDNHDVIFLLMDTRESRWLP 

TVIAASKRKLVINAALGFDTFVVMRHGLKKPKQQGAGDLCPSHLVAPADLGSSLFANIPG 

YKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAVIAGALAVELMVSVLQHPEGGYAIA 

SSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSRFDNVLPVSLAFDKCTACSPKVLDQYEREGFTFL 

AKVFNSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDEETV 

 

>sp|Q5ZKY2|ATG7_CHICK Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 

OS=Gallus gallus OX=9031 GN=ATG7 PE=2 SV=1 

MAAVSNESQNPVDPGSSKLQFAPFSSALNVGFWHELTQKKLNEYRLDETPKVIKGYYYNG 

DPSGFPARLTLEYSAFDINASIPARCCPAFGTLYNTNTFETFKSCDKKSLLEKEANEIWE 

SIKSGAALENPMLLNRFLLLTFADLKKYHFYYWFCYPALCFPDGIHVIQKPVCLGDRFSL 

NQIQALQKAYDELCQTEGVTAFPYFLIKYHDNSVVVSPLKKWDGFFQDQGGKVTVGVYDP 



ANNEXE C 

 

246 

 

CNLSHYPGWPLRNFLILASHKWGNILQSIEVLCFRDRTMQGVRDITHSIIFEIKLPQGAF 

GPDCPKAVGWEKNQKGGMGPRVVNLSECMDPKRLAESSVDLNLKLMCWRLVPTLDLEKIV 

SAKCLLLGAGTLGCSVARTLMGWGVRKITFVDNARISYSNPVRQPLYEFEDCLSGGKPKA 

LAAAERLQKIFPGVNSEGYNMSIPMPGHPVNFSEVTMAQARKDVATLEELIDAHDVVFLL 

MDTRESRWLPAVIAASKRKLVINAALGFDTFVVMRHGLKKPKQQETGNACFSTAPGPSDL 

LGSSLFSNIPGYKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAMIAGALAVELMVSV 

LQHPEGGYAVASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIRGFLSRFDNVLPVSLAFDKCTACSPKVL 

DQYEREGFNFLAKVFNSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEIWDMSDDETV 

 

>tr|Q7JY94|Q7JY94_DROME Autophagy-related 7, isoform A OS=Drosophila 

melanogaster OX=7227 GN=Atg7 PE=1 SV=1 

MSTEKEIILQFAPWESFVSPTFWHKLAELKLDHDRLSDSKRSITGHYTNRNASGCLLEVD 

YTAYNRMAKPPKFSHSAIGTIYNKNTIEEFKALDKLQLLADEGKELLADMCSGGALRDPS 

LLTRFFVLSFADLKCHSYYYWFAFPCPLTPTLKLQGAVQKLRDLPNSSSYIMALKALPTE 

SQNFFILYANVEKNIFEARSLSSLDDKNVEFCYFGFADPSEYEHPAWIMRNYAAFLLQQC 

PSFVGKPLKFLGLRHNQQMNIDDSLVWKVIQTEACDLSQSENIKFVGWELNKNGKMGPRM 

VCMRDSMDPAKLAENSVNLNLKLMKWRLVPDLNLEIISQTKCLLFGAGTLGCAVARNLLS 

WGFKHITLLDSGKVGFSNPVRQNLYTHADAVAGNRMKATTAAQRLKEINPSAETAGYVLE 

IPMPGHTIGESLLAQTKEHLKVIEKLVQDHDVIFLLTDSRESRWLPTLLGAAKEKIVINA 

ALGFDSYLVMRHGTTRKEAGDDGQEIEGLKCINGDQLGCYFCNDVTAPGNSLKDRTLDQQ 

CTVTRPGVSNIAASYAVELLVALLQHPRKELAPAYYAQSGRGRSEETEEKVPEGLLGILP 

HSIRGMLCNYENILPATQKFAQCIACSAAVLNEYKKEGHAFLFKTFETAKFLEDLTGISE 

FKRLNSEIIDFDDEEFDMSDSDED 

 

>tr|G5EBK4|G5EBK4_CAEEL AuTophaGy (Yeast Atg homolog) OS=Caenorhabditis 

elegans OX=6239 GN=atg-7 PE=1 SV=1 

MATFVPFVTCLDTGFWNEVNKKKLNDWKLDETPKCISSQLSLHQTEGFKCHLSLSYDSLS 

SLESTTGLSMSGTLLLYNTIESFKMVDKSDLIRSEAEKIWESITTRKWLQNPRLLSQFFI 

IAFADLKKFKYYYWTCVPALVYPSEIKQEITPLSSLGADHKILFDFYRKNNFPIFLYSKQ 

SSKMLELSELENNTNPDEICVVVADPSPVAYSAGWMVRNVLAAVAHLHPTWKHCHIISLR 

SADSIGIKYTWTLPSAECSADGAQNAVPKAVGWERNANDKLQPISVDLSKEFDPKILMER 

SVDLNLSLIKWRLHPDIQLERYSQLKVLILGAGTLGCNIARCLIGWGVRHISFLDNSTVS 

YNNPVRQSLSEFEDARLGRGKAETAQAAIQRIFPSIQATAHRLTVPMPGHSIDEKDVPEL 

EKDIAKLEQLVKDHDVVFLALDSREARWLPTVLASRHKKIAISVAIGFDTYVIIRHGIGS 

RSESVSDVSSSDSVPYSQLSCYFCSDVTAPGNSTFDRTLDQQCTVARPGTSMIASGIAVE 

LLSSVLQYPDPLKTPASHDDNTTVLGAAPHQIRGFLGRFQQILPSVKRFDQCVACGDAIA 

AQFQQNGWKFVRDVMNSPGRLEEVTGLDELQNSVNAIDIDFEDDEDF 

 

>tr|W4Y917|W4Y917_STRPU Uncharacterized protein OS=Strongylocentrotus 

purpuratus OX=7668 PE=4 SV=1 

MASQEKTDSSQQPLQFAPFSSALDVGFWHKLTQKKLNEYKLDDGPKDIYGYYYNGDPDGL 

PCRLSLEFNAFDQSETTPPHCFSSRGTLVNFNTLDAFKTCDKKALLDVTAEQLWDDIRQG 

SAIQDPSLLSRFRLLTFADLKKYHYCYWFAFPALLAPEGTKLIQPPEKLDKAMDQDKITA 

LQAAYDLASQSLGQEPAFFLISTEDDKTVVLPLTAWDQVTDKSKVMFGYADPCTLEQYPG 

WPLRNFLCLISCHWASQLDQVTVVCFRNRTREGIRNSSHSLILRLQVPSTSPEISCPKCV 

GWEKNQRNKLGARKVDLSSSMDPTRLAETSVDLNLKLMRWRLLPSLDLDKISQTRCLLLG 

SGTLGCNVARCLLGWGVRTITFVDNSTVSFSNPVRQSLFEFEDSLGGGKPKAQTAAEKIE 

KIFPGVKTRGVSLSIPMPGHAVGTSDEAIQQTRESVQKLEELIDEHDVVFLLMDTRESRW 

LPTVICSSKRKIVMNAALGFDTYLVLRHGMKPARDQPPPDQTPSSSASSGAAGGAEGGAA 

GGASCSTSSISLSHIPGDKLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLSMVAAALVV 

ELMVSILQHSQGAYAAAETSAKDSHLTVDLTSPLGLVPHQIRGFLARYHCVLPASLCFDK 

CTACCDIVLASYEREGFDFLLKVFNKPRFVEDLTGLSQLHLESELIEILDFSDDETMSTS 

SQ 

 

>tr|A0A0G2KPR3|A0A0G2KPR3_DANRE ATG7 autophagy-related 7 homolog (S. 

cerevisiae) OS=Danio rerio OX=7955 GN=atg7 PE=1 SV=1 

RTPNIISMAESSLKLQFAPFCSALEAGFWHQLTQKKLNEYRLDESPKNIKGYYYNGDAVG 

LPARLTLEFSAFDADGPTPARCCPASGTLYNTNTLEAFKSTDKKALLDKAANEIWSAIQS 

GAALEDSSILNKFILLTFADLKKYHFYYWFCFPALCFVEGIQLLRAPLSLEQHFSDKQIS 

SLQSAYDNLCASSGTTAVPHFLLKYSEESVEVAPLKELNSFFPDLKRVIYSTSHQCGLLP 

QHPGWPLRNLLVLLAKKWASQLDVVEVLCFRDRTLQGVRSVQHSIIFQLRLSDPAPSAAP 
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TTDINIHWEKMIHSIQGNSAFFVSECQGKVRLAESSVDLNLKLMRWRLVPALDLEKVVST 

RCLLLGAGTLGCNVARTLMGWGVRHITFVDNAKISYSNPVRQPLYEFEDCLSGKSKALAA 

VDRLKKIFPGVNAEGFNMSIPMPGHPVNFSDLTVAQAQQDVEQLKKLISEHDVVFLLMDT 

RESRWLPTVIAASQRKLIVNAALGFDTFVVMRHGLKKPRESEESSPMSASSSSSSSNTPA 

ATVTAGSSLFSNIPGHRLGCYFCNDVVAPGDSTRDRTLDQQCTVSRPGLAMIAGALAVEL 

MVSVLQHPEGGYAVASSSDDRMNEPPTSLGLVPHQIVPLLSNVTNVLKYEMFWRKDTRCL 

KKVLENYEREGFQFLAKVFNSSHSFLEDLTGLTLLHQETQAAEVRLTPSISI 

 

>tr|A0A087ZSN9|A0A087ZSN9_APIME Uncharacterized protein OS=Apis mellifera 

OX=7460 GN=LOC726637 PE=4 SV=1 

MSEFVKFTKLRSTTDCTFWAKFVELKIDKFKLDEKSINLWGSYSLQSLNEDNFNPLVLDF 

TSFNEDLETINNKSSVICFGHMINTNTFEAFRQINPEQFIDSMGKDIINSIQDGTILQNP 

WKLSLFLVLAYSDLKKYRFYYWVAHPTPLKLPEMYYEEIPKSITEEFSEKHVEDLCNNFL 

HLDCRTKNYFTVLISKENKMCIVDLATGINVININNEKQSQDYTEIYFAFYDPCTSSNPG 

WPLRNLLCLLCWYCPTHYFSKIIKFISIRGNKAQKSLVFKLKTKEYKNYKNIRDNLFLSH 

LVGWESNSNDKLGPTIADLSDTMDPTKLSDKAINLNLKLMKWRLVPNLDLEKICNLKCLL 

LGAGTLGCSVARVLLGWGVNNIIFVDSSHVSHSNTVRQSLYNHQDAIKHKYKAHAAKDAL 

LNIRPSINTEGIVLHIPMPGHVVGQSMLESTKQSLKKLEELIEISDVVFLLLDSREARWL 

PTVLCAAKNKITINAALGFDSYTVQRHGTRNFNNQISPDLEVKNPRGMDLGCYFCNDVTQ 

PGNSQTDRTLDQQCTVSRPGLSQIAAGLAVELLVALLQHPEGVEAEALVGNSRDNINSND 

AKLVGLLGCVPHTIRGSLWNYDTQLTITHRFTSCTACSVPVIIEYKNRGLSFVLDACNIP 

NYLEKLSGLEEILKRPDLDELCYALDNISDEDEDDQKM 

 

>XP_022296278.1 ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 [Crassostrea 

virginica] 

MSAPMERKQLQFVPFSSFLDSGFWHKLSENKLDVYGLDESRKDIKGFYFNGDPVGMPCRMNVEFSAFDLD 

AKTPQKCLPMLGELHNTNTIDKFKECDKKEMMTEAGKKIWEAIISGRALVSPNLLASFLILTFADLKKYH 

YYYWFCFPCLCLPTDVTLNQEPIKMKDKFTKEQMDQFLTSYDTFQEEQPCYQGFFVAAFSQDKFMVKDVK 

SLNNFDDTQEVYFGFCDPSTIEDYPGWPLRNFLMLISYHWKGSLENINVLCIRDRSRDGNRDISHSVLLS 

LNVPDVKSLQECPKCVGWEKNEKQKLAPRFVNLSASMDPARLAASAVDLNLKLMRWRLLPELDLDLISRT 

KCLLLGAGTLGCNVARCLLGWGVRTITLVDNGRISYSNPVRQSLFQFEDCVKGGKPKAEAAAESLKRIFP 

GVNATGLSLSIPMPGHAVPDSAIDGVQKDVATLQSLVDSHDAIFLLLDTRESRWLPTLMAAEKQKIVICS 

ALGFDTYLVMRHGVKSDTEEEEDVPLSYHSIPGDQLGCYFCNDVVAPGNSLKDRTLDQQCTVSRPGISYM 

ASALAVELLVSVLQHPQGGKAPADTSANDDHLSKDFVCPLGLVPHQIRCFVSRFQQVLPACKAFDKCTAC 

SKTVIKEFRKEGFGFLRRAFNEPSYLEDLTGLTQMHQETLDAEVWGFSDDEECSSMEVS 

 

2. ULK2 

>tr|K1PNL8|K1PNL8_CRAGI Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Crassostrea 

gigas OX=29159 GN=CGI_10015287 PE=4 SV=1 

MEVVGDYEYSKKDLIGHGAFAVVFKGRHRKRPNHVVAIKSITKKNLAKSQNLLSKEIKIL 

KELSDLHHENVVALLDCKETTNHVYLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIASFLRQIAA 

AMQVMNGKGIVHRDLKPQNILLCHDGKPNTPSTEMRLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGS 

PMYMAPEVIMSLQYCAKADLWSIGTIVFQCLTGKAPFQAQTPQQLKHFYEKHAELKPNIP 

KDTSPELRDLLLKMLKRNAKDRIEFASPVPVPGRASQGCSSESPTPPRCVSASPLSGKAD 

YSTPPSKVVQMVKQQEVAEAMQGSTHDEEFLKVDKGPTPRSNSPTEHDFVLVPDGMSDQS 

DGSDKGRAPSTEDLQSLGERAQPQVVRVEPQVGSVAYKKDSGDVSSPSRPSSLPMQSNNQ 

SEPIPVPTQVKAYERIRSSSSPLSSPRKCGTEPSPLDSAKLSSQNIKISPQPESKFSAPD 

IGSFSPPTVKFSVGTPPNVSTPWRRGSIGSSQGGAIYHPPSNASNSPSRRASMGSSPSGF 

NRNFSSPGSLPTILDASPHFELNQEPQFTDNMPTVPVRAPFGQSKPKAIPESKGTKRYHP 

SEVDRVKLNLMERCNTDPGAAGGMSMLSQQMKVAYMNQQGLNLLEGQVVRYTSNENLVSP 

NDNTVQMDTQRSGTGLRRTMSATTPPSNLMFAQSPPNMEGPVAFVAPGLAEETLMGDNHN 

EIMAKLSFVNDLADCVMELAMAKGAPLNTLSESVNWKQGEGPLHGDQMPKFIEAQRLLEQ 

LVLYVRSLQLLSSSLQLARREIKDERLQISNALKTLLKQMNERYHRCVSVCKHIQQRLGI 

TMQNALTPQVVIATADKLIYNYAIEMCQTAALDELFGNPQECFKRYNTAHILLHSLSQQA 

RNSNDKQLLDKYKDAVERRLSHIQATQNYYPQFEIS 

 

>sp|Q8IYT8|ULK2_HUMAN Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ULK2 PE=1 SV=3 

MEVVGDFEYSKRDLVGHGAFAVVFRGRHRQKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL 
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KELQHENIVALYDVQELPNSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLHQIAAAMR 

ILHSKGIIHRDLKPQNILLSYANRRKSSVSGIRIKIADFGFARYLHSNMMAATLCGSPMY 

MAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPQDLRMFYEKNRSLMPSIPRET 

SPYLANLLLGLLQRNQKDRMDFEAFFSHPFLEQGPVKKSCPVPVPMYSGSVSGSSCGSSP 

SCRFASPPSLPDMQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASTSSKNSSCDTDDFVLVPHNI 

SSDHSCDMPVGTAGRRASNEFLVCGGQCQPTVSPHSETAPIPVPTQIRNYQRIEQNLTST 

ASSGTNVHGSPRSAVVRRSNTSPMGFLRPGSCSPVPADTAQTVGRRLSTGSSRPYSPSPL 

VGTIPEQFSQCCCGHPQGHDSRSRNSSGSPVPQAQSPQSLLSGARLQSAPTLTDIYQNKQ 

KLRKQHSDPVCPSHTGAGYSYSPQPSRPGSLGTSPTKHLGSSPRSSDWFFKTPLPTIIGS 

PTKTTAPFKIPKTQASSNLLALVTRHGPAEEQSKDGNEPRECAHCLLVQGSERQRAEQQS 

KAVFGRSVSTGKLSDQQGKTPICRHQGSTDSLNTERPMDIAPAGACGGVLAPPAGTAASS 

KAVLFTVGSPPHSAAAPTCTHMFLRTRTTSVGPSNSGGSLCAMSGRVCVGSPPGPGFGSS 

PPGAEAAPSLRYVPYGASPPSLEGLITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNVMLMFTECV 

LDLTAMRGGNPELCTSAVSLYQIQESVVVDQISQLSKDWGRVEQLVLYMKAAQLLAASLH 

LAKAQIKSGKLSPSTAVKQVVKNLNERYKFCITMCKKLTEKLNRFFSDKQRFIDEINSVT 

AEKLIYNCAVEMVQSAALDEMFQQTEDIVYRYHKAALLLEGLSRILQDPADIENVHKYKC 

SIERRLSALCHSTATV 

 

>sp|Q9QY01|ULK2_MOUSE Serine/threonine-protein kinase ULK2 OS=Mus musculus 

OX=10090 GN=Ulk2 PE=1 SV=1 

MEVVGDFEYCKRDLVGHGAFAVVFRGRHRQKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL 

KELQHENIVALYDVQELPNSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLHQIAAAMR 

ILHSKGIIHRDLKPQNILLSYANRRKSNVSGIRIKIADFGFARYLHSNTMAATLCGSPMY 

MAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPQDLRMFYEKNRSLMPSIPRET 

SPYLANLLLGLLQRNQKDRMDFEAFFSHPFLEQVPVKKSCPVPVPVYSGPVPGSSCSSSP 

SCRFASPPSLPDMQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASNSSKNSSCDTDDFVLVPHNI 

SSDHSYDMPMGTTARRASNEFFMCGGQCQPTVSPHSETAPIPVPTQVRNYQRIEQNLIST 

ASSGTNPHGSPRSAVVRRSNTSPMGFLRVGSCSPVPGDTVQTGGRRLSTGSSRPYSPSPL 

VGTIPEQFSQCCCGHPQGHEARSRHSSGSPVPQTQAPQSLLLGARLQSAPTLTDIYQNKQ 

KLRKQHSDPVCPSHAGAGYSYSPQPSRPGSLGTSPTKHTGSSPRNSDWFFKTPLPTIIGS 

PTKTTAPFKIPKTQASSNLLALVTRHGPAESQSKDGNDPRECSHCLSVQGSERHRSEQQQ 

SKAVFGRSVSTGKLSEQQVKAPLGGHQGSTDSLNTERPMDVAPAGACGVMLALPAGTAAS 

ARAVLFTVGSPPHSATAPTCTHMVLRTRTTSVGSSSSGGSLCSASGRVCVGSPPGPGLGS 

SPPGAEGAPSLRYVPYGASPPSLEGLITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNMMLMFTEC 

VLDLTAVRGGNPELCTSAVSLYQIQESVVVDQISQLSKDWGRVEQLVLYMKAAQLLAASL 

HLAKAQVKSGKLSPSMAVKQVVKNLNERYKFCITMCKKLTEKLNRFFSDKQRFIDEINSV 

TAEKLIYNCAVEMVQSAALDEMFQQTEDIVYRYHKAALLLEGLSKILQDPTDVENVHKYK 

CSIERRLSALCCSTATV 

 

>tr|X1WEA3|X1WEA3_DANRE Unc-51-like autophagy-activating kinase 2 OS=Danio 

rerio OX=7955 GN=ulk2 PE=4 SV=1 

METVGDFEYSRKDLIGHGAFAVVFKGRHKKKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKIL 

KELQHENIVALYDVQETPSSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLREDTLRVFLQQIAAAMR 

ILNSKGIIHRDLKPQNILLSYTGRKKSSINGIRIKIADFGFARYLQSNMMAATLCGSPMY 

MAPEVIMSQNYDAKADLWSIGTVIYQCLVGKPPFQANSPQDLRMFYEKNKSLVPNIPRET 

SPQLEDLLLGLLQRNQKDRIDFDTFFSHPFLEPISTIKKSCPVPVPSCSGLVSDSTCGSS 

PSCRYVSPPSLPDMQTLPEDVLSSPPLGPPNYLQLSKESGGSTSSKNSSCDTDDFVLVPH 

LSGEQSYDLPMGAVGRRPSSEFLLCGGSPQPSTGQTPMVSPRSETTPIPVPTQVRNYQRI 

KQNLSSSPTTTLYGSPRSGTVRRSNTSPMGFPKMVSASPSPADTVQTVGRRLSTGSSRPY 

SPSPLVGTIPEQLGHCCCGHPQSHEPRSRSSSGGSPVPSSQLLGARLQSAPTLTDIYQSK 

QKLHKQLSDPVHPTSSAYPSNHSPQLGRPANLGTSPTKHLGSSPRTSDWLTKSPLPTIIG 

SPTKVTAPFKIPKTQASCNLMALADSPIPNKTLMDGRELCAHHCTAYPSSRQPAPEASKT 

SFGRSVSAGRLSEPPVRITLGGQPYQGSTDSLNTERPMDTAPAGMCALAAGGGSPRTVVF 

TVGSPPSSSTPPTCSHLASRPRATSVGSNSSAGSLCSTSGKVYMGSPPGMTIGSSPPGAE 

AGPSSLRYVPYGTSPPSLDGFITFEAPELPEETLMEREHTDTLMYLRMMLSFTDCVLEIA 

ALRAGGPDLGASAASLYPPQDSVVVDQISQLSREWGQVEQLVLYMKAAQLLASSLHLAKA 

QIKSAKLNPSTAVKQVVKSLNERYKSCISLCRRLTDKLNHFFSDKQRFVDEINSVTAEKL 

IYNHAVEMVQSAALDEMFQQTEDIAYRYNKASMLLEGLTKILQDPADIENVIKYKASVDR 

RISALCYCTVTLYE 
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>tr|A0A1S3HB46|A0A1S3HB46_LINUN serine/threonine-protein kinase ULK2-like 

isoform X1 OS=Lingula unguis OX=7574 GN=LOC106153722 PE=4 SV=1 

MESIGDFEYNKRDLIGHGAFAVVFKGRHKVTHDPVAIKSITKKNLAKSQNLLSKEIKILK 

ELSDLHHENVVALLDCKETTHHVYLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTISGFLRQIAGA 

MRALNGKGIVHRDLKPQNILLTHSGQSPNPQPSDLQLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGS 

PMYMAPEVIMSVQYDAKADLWSIGTIVFQCLTGKAPFQAQTPQQLKAFYEKNANLAPNIP 

SGTSKELRDLLMKLLKRNAKDRIDFDEFFSHPFVCPAKASSPVPVPQQRARHPSDSPTLK 

TVSSSPLSGNVPYSPVNTDVQRVQKQEDVSESPQEGADFVKVDSKSGSPAEDFVLVPNNL 

GGESEGSASSGRSKESPKHGRKDSSQPSAQRVVRVDTTTEAASFRKGNAGSPSPQDQTSP 

TRPTSLPVIKQTSPPSQPIPVPTQVEAYQRIQKNSPSSPKEPRTKEAGTHVMSPQRELAS 

QAVPIPRIASDRMVSVGSFPDIRSVSPPSVQFHIGTPPSKNIRRNSIEVSPGRPNTATPP 

NGSPLRKSGAQSNSSPFSGPASLPKPSVMSVAQRFTVTNYPAGGRDVVALARTRTVPEGV 

QAMTTVAGAAYDPYATWPRRLDTTGLAPSQTEPSNLQRTTSGGHLAPTRIGEQLMKAAFG 

QTTRGLSNQIPSANSVVPYRERNQSESGQRERRDSFQKRDSFTRERQDSTGRERSGSSPP 

NSLPYAQSPPNMEGPILFEAPELAEETLMDSEHNETVAKLTFVLALVETIIELAQKRSTP 

LTQSISPQGRRDGGSEQVKFLSESQRRMEQLVLHVKALQLLSASLQLAKEEIKAGKLMPS 

NTVKNILKEMNNHYHRCMGISKQLKSCNINDNELKSFSTTADKLIYNYAIEMCQTAALDE 

LFGNPQECFRMYKNAQILLHALAHQAQHNKDKDMLNKYKEAVEKRLFSLQSQGLNYFQYE 

N 

 

>XP_011676911.1 PREDICTED: serine/threonine-protein kinase ULK2 isoform X1 

[Strongylocentrotus purpuratus] 

MEHIDEYEYNKKDIIGHGAFAIVFRGRERKRPDQTVAIKCINKKNLSKSQTFPEKEIEILKELHHGNVVS 

LLHFKETTSSLFMVMEFCNGGDLADYLHIKGTLSEDTIRFFLGQIACAMKAIHEKGIIHRDLKPQNLLLS 

HNSKHKVPHPNEIHLKIADFGFARFLEGDMMAATLCGSPLYMAPEVITSQHYDAKADLWSIGTIIFQCLT 

GSAPFKAANPPELKKLYMKARTLDPNIPPGTSKALKDLLIRLLKRNQKDRIEFDKFFSHDFLGKNLKSTS 

TSPMPVPSRTYSFSSDSPGERRSLSVSPLSGHMPISSPEEPSPSSVGCGPRGYSISPLAAPPLISTDRPS 

AAKGLQEKLRLSSGMGSSDLVEDDFVIVQPSIVSELSYETSGASINVQTTTDVITIRSNSSPIMSSSRGH 

SAQPKSSTSPVSGRIMAAVVRRKLPSPSERPSSLPISSSPSTSPNTGRHRVSPKQSPSSLISPSRIHAQI 

RHSYSSSGGSPIGSPSQRRRLLSPNQSPSLARHCILAQAGGVDNKPPSPVQVTGLSSPGSQYNPGVVHKF 

YKFHASPTSPSPSPPHIPRVSTDPSMCSQGAGLYRGSSPQSQGSGTSPTNIPSPARRKLSSPARSSPQFF 

TGPSSLPTIAGSPTKKGFGNEITFTIGTHGISPSEPLNMPFAKSRRVRASSCCLEGDGQQDISDSPGRDA 

LIPRSASSSRLSEPLCLKAAFDNLAMNPGSSIEGIPGAIAASPPMHPTSFFIGSQSRRNSVLTEGSPSSQ 

GSLTFATSPPNMEGPISFVAPELPEETLLAAEHTETVDRLNVILGIVEAIVEVAKSRSVPLAESIYNQGS 

SIFSNSQVCFVSENYRLAEQLVLYTRSLELLNAALTMAKEEFSAARLKPSNAVRTVLQELNRVYHLCLIK 

SRQLCEGSPLQSLDIDLNSAMITADKLMYSYAIEQCQSAGMDEMFGNTQECLQRYRTAQMLLHGLCLQAG 

TDHDRNLLLKFKNALDQRLLFLERQQTPVTPMIGL 

 

>XP_004946752.1 PREDICTED: serine/threonine-protein kinase ULK2 isoform X1 

[Gallus gallus] 

MEVVGDFEYSKKDLIGHGAFAVVFKGRHRKKTDWEVAIKSINKKNLSKSQILLGKEIKILKELQHENIVA 

LYDVQEMPSSVFLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIRVFLQQIAAAMRILHSKGIIHRDLKPQNILLS 

YASRRKSSVSGIRIKIADFGFARYLHSNMMAATLCGSPMYMAPEVIMSQHYDAKADLWSIGTVIYQCLVG 

KPPFQANSPQDLRMFYEKNRNLIPSIPRETSTYLADLLLGLLQRNQKDRMDFEAFFNHPFLDQISTVKKS 

CPVPVPTYAGSVSGSSCGSSPSCRFASPPSLPDMQHIQEENLSSPPLGPPNYLQVSKDSASTSSKNSSCD 

TDDFVLVPHNISSDHSYDMPLGAAGRRASSEFLMCGGQSPLTISGSSGTVQKPSSTSSRSTASGTTNRHC 

QPSVSPRSETAPIPVPTQLRNYQRIEQNLSSTASPVSNPHGSPRAGVVRRSNTSPMGFMKMGSCSPIPGD 

TAQGVGRRLSTGSSRPYSPSPLVGTIPEQLGHCCCGQLQGHESRSRNFAGSPIPPSQSPQSLLMGARLQS 

APTLTDIYQNKQKLRKQHSDPVCPSYAGYGYSHSPQPSRPGSLGTSPTKHMGSSPRSSDWLFKTPLPTII 

GSPTKATTPFKIPKTQASSNLLALANRQGSIDAPLQPKDITEPRDFSHFHSTQGSEKHAGEQHSKATFGR 

SVSTGKLSDQQVKTTLGGQLYQGSTDSLNTERPMDTAPAGAYGIAVAPPSMGSGASSRAVMFTVGSPPSS 

ATPPTCTHMVLRTRTTSVGSNSSGGSLCSTSGRVYMGSPPGIYMGSSPPGAEAAPSLKYMPYGTSPPSLE 

GFITFEAPELPEETLMEREHTDTLRHLNMMLTFTECVLDLTALRGGNPDLCTSAVSLYQIQESIVVDQIS 

QLSKEWGQVEQLVLYMKAAQLLASSLHLAKAQVKLGKLNPSTAVKHVVKSLNERYKFCIGMCKKLTEKLN 

RFFSDKQRFIDEINSVTAEKLIYSCAVEMVQSAALDEMFQQTEDITYRYHKAALLLEGLTKILQDPADIE 

NVHKYKSSIERRLSALCCSTVAVYEQ 

 

>XP_022286173.1 serine/threonine-protein kinase ULK2-like isoform X1 

[Crassostrea virginica] 

MEVVGDYEYSKKDLIGHGAFAVVFKGRHRKRPNHVVAIKSITKKNLAKSQNLLSKEIKILKELSDLHHEN 

VVALLDCKETTNHVYLVMEYCNGGDLADYLQAKGTLSEDTIAAFLRQIAAAMQVMNGKGIVHRDLKPQNI 
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LLCHDGKPNTPSTEMRLKIADFGFARFLNDGVMAATLCGSPMYMAPEVIMSLQYCAKADLWSIGTIVFQC 

LTGKAPFQAQTPQQLKHFYEKHAELKPNIPKDTSPELRDLLLKMLKRNAKDRIEFEDFFKHPFLKPPGQS 

AAASSSPVPVPGRTSQGCSSESPTPPRCVSASPLSGKAEYSTPPSKVVQMVKQQEVAEAMQGSSHDEEFL 

KVDKGPTPRSNSPTEHDFVLVPGGMSDQSDGSDKGRVPSSEDLPGLGERAQPQVVRVEPQAGSVAFKKDT 

VDVPSPSRPSSLPMQTQNQSEPIPVPTQVKAYERIRSSSSPLSSPRKFGAVEVSPVDPAKLSSQNIKMSP 

QPESKFSAPDIGSFSPPTGTLKFCVGTPPNVSTPWRRGSIGSSQGGAQYHPPSNASNSPSRRASMGSSPL 

GFNRNFTSPGSLPTILDASPHFELNQEPQITDNMPTVPVRAPFGQSKPKAIPESKGTKRYNPSEVDRVKV 

NLMERCNTDPGAAGGLSMLSQQMKVAYMNQQGLNQLEGQVMRYTSNEQLVSPNENTVQMDTQRSGSNLRR 

TMSATTPPSNLMFAQSPPNMEGPVAFVAPGLAEETLMGDNHNEIMAKLSFVNDLADCVMELAMAKGAPLN 

TLSESVNWKQGEGPLQGEPMPKFIEAQRLLEQLVLYVRSLQLLSSSLQLARREIKDERLQISNALKTLLK 

QMNERYHRCVSVCKHIQQRLGITMQNALTPQVVIATADKLIYNYAIEMCQTAALDELFGNPQECFKRYNT 

AHILLHSLSQQARNSNDKQLLDKYKDAVERRLSHIQATQNYYPQFEIS 

 

3. ATG12 

>MK069431|Ubiquitin-like protein ATG12 [organism=Crassostrea gigas] mRNA, 

complet cds 

MSDDGNESRDSKNTETEEKSTPASPSHVAETKIDVLLKPAGDAPIMKKKK 

WAVDRNKRIGWVGEFIKKYLKLTAQDSLFLYVNQSFAPTPDTEIGSIFDC 

FGSDGKLVLHYCKTQAWG 

 

>sp|O94817|ATG12_HUMAN Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG12 PE=1 SV=1 

MAEEPQSVLQLPTSIAAGGEGLTDVSPETTTPEPPSSAAVSPGTEEPAGDTKKKIDILLK 

AVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLIDFIKKFLKLVASEQLFIYVNQSFAPSPDQEVGTLY 

ECFGSDGKLVLHYCKSQAWG 

 

>sp|Q9CQY1|ATG12_MOUSE Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Mus musculus 

OX=10090 GN=Atg12 PE=1 SV=1 

MSEDSEVVLQLPSAPVGAGGESLPELSPETATPEPPSSAAVSPGTEEPPGDTKKKIDILL 

KAVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLIDFIKKFLKLVASEQLFIYVNQSFAPSPDQEVGTL 

YECFGSDGKLVLHYCKSQAWG 

 

>sp|Q9VTU1|APG12_DROME Autophagy protein 12-like OS=Drosophila melanogaster 

OX=7227 GN=Atg12 PE=3 SV=3 

MAETPESQAALSTSSSTPADKDGSKICILLNATGNVPIIKKRTWTVDPNKTVGWIQTFIH 

KFLKLDASEQIFLYVNQTFAPAPDQIIKNLYECHGTNGKLVLYYCKNQAWG 

 

>tr|F1P145|F1P145_CHICK Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Gallus gallus 

OX=9031 GN=ATG12 PE=3 SV=2 

MAEAEEQAPVSPQSEGRSGAGEEAPERTPESGASLGVGEPATSPAGSPGTEDPAGDAKKK 

IDVLLKAVGDTPIMKTKKWAVERTRTIQGLCDFIKKFLKLMASEQLFIYVNQSFAPSPDQ 

EVGTLYECFGSDGKLVLHYCKSQAWG 

 

>tr|Q10931|Q10931_CAEEL Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Caenorhabditis 

elegans OX=6239 GN=lgg-3 PE=1 SV=1 

METETATTPTGNTEPTAAASAEPPKSDKVTVRLRNIADAPVLKNKKMVVNPTDTVASFIL 

KLRKLLNIQANNSLFLYIDNTFAPSPDTTFETLSRCYSVKITDKEILELQYSITPAYG 

 

>tr|W4XIA0|W4XIA0_STRPU Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Strongylocentrotus 

purpuratus OX=7668 PE=3 SV=1 

MAEAQSTTGAGDETADPGTQNDQISKQTKEGDVVKKKSDKVDILLKATGSAPIMKKKKWA 

VDANKKVAWVIDFIHKYLKCDPSQSLFLYVNQAFAPAPDQEIRNLFECYGSDGRLILHYC 

TSEAWG 

 

>tr|F1Q9E0|F1Q9E0_DANRE Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Danio rerio OX=7955 

GN=atg12 PE=1 SV=1 

MSDNAESPTENPKDEHSLQHAVTDHSESSDEKKKIDVLLKAVGDTPIMKTKKWSVERRRT 

IQSLAQFISRFLKLEPSEQLFIYVNQSFAPSPDQEVGVLFECFGSDGKLVLHYCKSQAWG 
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>tr|A0A1S3ILW0|A0A1S3ILW0_LINUN Ubiquitin-like protein ATG12 OS=Lingula 

unguis OX=7574 GN=LOC106165540 PE=3 SV=1 

MSDEGGSESADLQGGYAVTLEDQSTQLSPVSEPANSPPSSGTASPAIKLKSGKVDVLLKA 

TGDAPIMKKKKWAVDPSKKIGWIIEFIKKYIKAEPSESVFLYVNQSFAPAPDVEVGTVYD 

CFGSDGKLVLHYCRTQAWG 

 

>XP_022317492.1 ubiquitin-like protein ATG12 isoform X1 [Crassostrea 

virginica] 

MSDDGNESRDSKNTETEEKSSPTSPSHAVESKIDVLLKPAGDAPIMKKKKWAVDRNKRIGWVGEFIKKYL 

KLTAQDSVFLYVNQSFAPTPDTEIGSVFDKVLQTSMKMTKITGGPWATSLT 

 

4. ATG9A 

>MK069430|autophagy-related protein 9A-like [organism=Crassostrea gigas] 

mRNA, complet cds 

MADYQTQYQPLASCEEDTDENDVPIHESANLMMHVVPESTRWNHIENLDD 

FFTRVYHYHQRGGFVCMMVSDVLQLIQFIFVVGFSTFLLECVNYDILFAN 

SKNDTHKVTIPEAVAPFGQCVQEFDFGITVCLLVAFAFWVFRLIKVLYNI 

FKYWEIRSFYLTALHITTTDLTNMTWHEVQRRLLEVQKEQQMCIHKQELT 

ELDIYHRILRFKNYMIAMERKSLLPFKHSIPLMGECAFYSIGLKYNLDFL 

LFWGPWSPFENYWKLKDEFKIYHKRKQLAEELSKKILWIGIANFALSPLI 

LLWQILYSFFRYADTLKREPSMLGSRRWSNYARLYLRHYNELDHEFDARL 

NRGYRLANKYMDIFTSQLIVILAKNVAFFAGSVLAVLVVLTVIDEDVLAV 

EHVLTTMTVAGLIVTACKVFIPDEHLVYCPEILMRNILAHVHYMPPDWSG 

NAHTSKVRNEFSIFFQYKVAYLFEELLSPLVTPIVLCFSLRHKSMEIVDF 

FRNFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDNKMDDRDDEEEPQPSLRTNMFTPD 

QSPSQEGKIQMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLFINDIKEKANRNTTSLSIF 

NPVTQNMVMSSQGSLTGYLSGLQPSGAGALGESATDQYTSLASSIAIQSG 

MYPQSTQVSMAPSVSGVHHRLRGAISTAEGPLERSIGGPVGTMQGSTSMI 

GSGLGGYHSIGSSKPSVDEGSLELLSHDMSVSALYLHDFQSRKQRGQGQM 

GYENIEEMRARNLWQRQDSNQGPVHAGMPNIQEKREEEEKDSGNTETIAK 

SV 

 

>sp|Q7Z3C6|ATG9A_HUMAN Autophagy-related protein 9A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ATG9A PE=1 SV=3 

MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLFFSRVYNLHQKNGFT 

CMLIGEIFELMQFLFVVAFTTFLVSCVDYDILFANKMVNHSLHPTEPVKVTLPDAFLPAQ 

VCSARIQENGSLITILVIAGVFWIHRLIKFIYNICCYWEIHSFYLHALRIPMSALPYCTW 

QEVQARIVQTQKEHQICIHKRELTELDIYHRILRFQNYMVALVNKSLLPLRFRLPGLGEA 

VFFTRGLKYNFELILFWGPGSLFLNEWSLKAEYKRGGQRLELAQRLSNRILWIGIANFLL 

CPLILIWQILYAFFSYAEVLKREPGALGARCWSLYGRCYLRHFNELEHELQSRLNRGYKP 

ASKYMNCFLSPLLTLLAKNGAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVTVTV 

CRSFIPDQHMVFCPEQLLRVILAHIHYMPDHWQGNAHRSQTRDEFAQLFQYKAVFILEEL 

LSPIVTPLILIFCLRPRALEIIDFFRNFTVEVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPQWLSAGQT 

EASVYQQAEDGKTELSLMHFAITNPGWQPPRESTAFLGFLKEQVQRDGAAASLAQGGLLP 

ENALFTSIQSLQSESEPLSLIANVVAGSSCRGPPLPRDLQGSRHRAEVASALRSFSPLQP 

GQAPTGRAHSTMTGSGVDARTASSGSSVWEGQLQSLVLSEYASTEMSLHALYMHQLHKQQ 

AQAEPERHVWHRRESDESGESAPDEGGEGARAPQSIPRSASYPCAAPRPGAPETTALHGG 

FQRRYGGITDPGTVPRVPSHFSRLPLGGWAEDGQSASRHPEPVPEEGSEDELPPQVHKV 

 

>sp|Q68FE2|ATG9A_MOUSE Autophagy-related protein 9A OS=Mus musculus 

OX=10090 GN=Atg9a PE=1 SV=1 

MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLFFSRVYNLHQKNGFT 

CMLIGEMFELMQFLFVVAFTTFLVSCVDYDILFANKMVNHSLHPTEPVKVTLPDAFLPAQ 

VCSARIQENGSLITILVIAGVFWIHRLIKFIYNICCYWEIHSFYLHALRIPMSALPYCTW 

QEVQARIVQTQKEHQICIHKRELTELDIYHRILRFQNYMVALVNKSLLPLRFRLPGLGEV 

VFFTRGLKYNFELILFWGPGSLFLNEWSLKAEYKRGGQRLELAQRLSNRILWIGIANFLL 

CPLILIWQILYAFFSYAEVLKREPGALGARCWSLYGRCYLRHFNELEHELQSRLNRGYKP 

ASKYMNCFLSPLLTLLAKNGAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVTVTV 

CRSFIPDQHMVFCPEQLLRVILAHIHYMPDHWQGVHLGGVAESHRHTPHSHLLPPPSGPG 
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DHRLLPQLYGRGRGCGRHLLLCSDGRSPAWPSSVAVWRADRGLSVPASRGREDRVVAHAL 

CHHQSRLAAPS 

 

>tr|F1QCA8|F1QCA8_DANRE Autophagy-related protein 9 OS=Danio rerio OX=7955 

GN=atg9a PE=3 SV=1 

MAHFDTEYQRLEASYSDSPPGEENLLVHVPEGSKSPWHHIENLDLFFQRVYNLHQKNGFT 

CMLLGEIFELVQLVFVVAFTVFLANCVDYDILFANKFVNHTDSLKVTLPDAFLPVDVCSA 

RIRDSVPVIFILVISGVFWLHRLVKFIYNICCYWEIRSFYINALKISMADLPYFTWQEVQ 

ARIVEIQKEHQICIHKKELSELDIYHRILRFKNYMVAMVNKSLLPVRFRLPVLGDTVFYT 

RGLKYNFELIFFWGPGSLFENEWSLKSEYKRGGNRLELADRLSSRILWIGIANLLLCPVI 

LIWQILYAFFSYTEVIKREPGSLGARCWSLYGRFYLRHFNELDHELMSRLSKGYKASSKY 

MNCFMSPLLTVVAKNVAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLSSITLLGVCITVCRSF 

IPDKHMVFCPEQLLKVILAHIHYMPDHWQGNAHRYETRDEFAQLFQYKAVFILEELLSPV 

ITPFILIFCLRRKSLEIIDFFRNFTVDVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPAWMSAGKTEASI 

YQQAEDGKTELSLMHFAITNPHWQPPRESTHFISLLKEKVHRDAAVGQQGIIAENAGFTS 

THSLHNDSEPRSLIANLLMGPPSLASLHLGREGSINHVSIGVSEGASALRSLSPVSTSLH 

LRGSYPSARLPRSDHPAVVAGRGMAGSGTDARTISSGSSAWEGQLTSMILSEYASTEMSI 

HALYMHEMHKQQSRGELSRHTWHRQESDESSESVNEDVEAARNFPRSSTFPCTTTSHQEG 

AAAQQSGSQRRQGGTSDPSSGSFRVQRTPRMAMGGWSEENQTSRHHDPVPEEGSEDELPP 

HIHKVT 

 

>tr|A0A0B4KF86|A0A0B4KF86_DROME Autophagy-related protein 9 OS=Drosophila 

melanogaster OX=7227 GN=Atg9 PE=1 SV=1 

MSSPHINYRSLAEEAASPFLEHHPSTGQGPSKTQDAKANAAAAHLDPLGEHGLEQPLDEH 

DTEHEGEDTPRNSGVMIHMVPETGRARWNHIEDLDSFFSRMYQYQQKHGFTVIVVDEMLQ 

VLEFGFVVWLLAFVMHCVRFDVLFGDTPPGGLNPNKTTLSDVMYPTGECLANFTWVTYLV 

VFIAAIYLGIRLLKMVYHITQYADIKRFYNSALHIEDSDLDNFTWHEVQQRIRRVQAEQH 

MCIDKESLTELDIYHRVLRFKNYLVALMNKQLLPVRFHIPLYGEVVSLSRGMLFNIDFIL 

FRGPGSPFQNNWQLRDEFAVRSNQTELAQRLSKLILGVALLNLVLAPVIFVWQLIYFSFS 

YANILRKEPGALGLRTWSNYGRLYLRHFNELDHELDARLNRAYDYADRYLNSFSSPLAAV 

IAKNLLFISGGLLLLILALGIYEEHVFQVEHLLAILAGLGAIGVVCRTLIPDENLVWCPE 

QLMTAILAHVHYLPSEWRQQAHTTKVRQEFSNFFQFKAGYLLSEIFSPFVTPFVLIFVFR 

PKAIELVRFFRTFTVSVRGVGNVCSFAQMDVRKHGNPDWQLTSELEEMTRATAQQPQQEP 

QQQSLAGGKTEMSLLRFTLNNPEWQMPKEAKQFLRGVREHAVGELVQAKTSMVQENPLTN 

SLISFGTMGADYCSIANSVLTAQVTPQQLEISQSLRPGLGPVSGGFPVAASDFRQMLQQN 

LSASVGPLDSMRRLRLSRAEGRLEGPTDTLLYGLCGVDPRVGSTPLNVGVADMCLSALYL 

HELNQQKRQARQSRIDEAEDERPGTSHWPPRPPAAPSADTGFGSRHTVITSKAAESTPLL 

GSIRSXQRPEWI 

 

>tr|E1BVB2|E1BVB2_CHICK Autophagy-related protein 9 OS=Gallus gallus 

OX=9031 GN=ATG9A PE=3 SV=2 

MAHLETQYQRLESSSTESPPGGGDLLVHVPEGAKSPWHHIENLDLFFSRVYNLHQKNGFT 

CMLIGEIFELMQFIFVVAFTTFLISCVDYDILFANKAVNHSQHPSEPIKVTLPDAFLPPN 

VCSARIQANSFLICILVIAGVFWIHRLVKFIYNICCYWEIHSFYINALRIPMSNLPYYTW 

QEVQARIVQIQKEHQICIHKKELTELDIYHRILRFKNYMVAMVNKSLLPIRFRLPLLGDT 

VFYTRGLKYNFELIFFWGPGSLFENEWSLKAEYKRAGNRLELAEKLSTRILWIGIANFLL 

CPLILIWQILYAFFSYTEILKREPGSLGARCWSLYGRCYLRHFNELDHELQSRLSKGYKP 

ASKYMNCFISPLLTIVAKNVAFFAGSILAVLIALTIYDEDVLAVEHVLTTVTLLGVGITV 

CRSFIPDQHLVFCPEQLLRVILAHIHYMPDHWQGNAHRYETRDEFAQLFQYKAVFILEEL 

LSPIITPLILIICLRPKSLDIVDFFRNFTVEVVGVGDTCSFAQMDVRQHGHPAWMSAGKT 

EASIYQQAEDGKTELSLMHFAITNPKWQPPRESTAFIGFLKERVHRDSSVALAQQAVLPE 

NALFSSIQSLQSESEPHSLIANVIAGSSVLGFHMGRDGQASRHLSEVASALRSFSPLQSA 

QQPSGGFQTAGSSAMTASGADARTMSSGSSAWEGQLQSMILSEYASTEMSLHALYMHELH 

KQHAQLEPERHTWHRRESDESGESTHEELDAQRGAPVPLPRSASYPFSSRQPAEETATLQ 

TGFQRRYGGITDPGTVHRAPSHFSRLPLGGWAEDGQSARHPEPVPEESSEDELPPQIHKV 

 

>tr|Q3T903|Q3T903_CAEEL Autophagy-related protein 9 OS=Caenorhabditis 

elegans OX=6239 GN=atg9 PE=2 SV=1 

MAETQNLLQKIDNSSINLIFFQKKTHQMFNSQSKRAYQQIDDDFDDEVLRNSTCTSRFMQ 

GWGSSTRSLLFGGASNDEQRNLIASSSSHHSYHDSPAEEPPETHYEQFTATHNHGPPTMA 

SSSQLNSRRWDHVLNLDEFFTHIYEYHQNGGYLCIVLQKVFSLLQFIFVMSFTTFFTQCV 
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NYQFLFANTNVTSHGTVNQGKRHFGDAVVDNCPAHISIWMIFAILAAIVYWITRVIKHAQ 

YIMKMSEIQQFYAHELKIADDQLPNLTWHAIVKRICEAQKKLRLSIHQDNITSIYIYHRI 

LRYKNYMTGMINKRILHPVFDVPFLGPIAYLPNNLKHEIERILFTSSTSAWTNGPNLREE 

YKHHEQLDMAAKKMKEDVINLFLQILRISVARPDASTAPIPDYGIVLLTDGAHKKTTRWA 

WNEKIQYLLRHFNELDHELSARLNRSHIYAAAYMDQFFSPVLEIAAKNITFIAAAVFGVL 

TILSAWDEDVLQVEHVITVLTICGIVVLVCRGMIPDENLVWQPEILMTHVTSELHYLPST 

WKGKAHTTGVRHEFDQLFQMKWMFFVLELTSPIFTPFVLLFWLRPRCSQLANFFHDYTER 

VDGLGDVCSFAVMDVGKHGDPKWNHIKELKAIVEDQEDQQQAQSVVTSLNRARDGKTELS 

ILHFKTTNPEWQPPKASEKFLRKFRNRLGQEASMLAPLTSMHLGQQMDRQQQQGKIGRNI 

LLESVHSIVPTTSGGISASQVAPGRHPLIGDGLHRIDGPVGNAFQGIQGAKLGSGGVLAS 

LYQEQPRAAESLSNSLRASGVDIDGAGAEMRINALFLRGLHDESIIHSSSRNYGGTTSSF 

NMHPTAMQSVFAMPDGFGQPAPAVESSLIDIETPTYHRESVQRSAAEHKMEHETPEPLAE 

LPDLPGPSSSEHQQRSRLVPNTQHRQINEEEEEEEEEDNTPPLSFSS 

 

>tr|A0A087ZP33|A0A087ZP33_APIME Autophagy-related protein 9 OS=Apis 

mellifera OX=7460 GN=Atg9 PE=3 SV=1 

MKRETVITCVEPNRRAKTMTTVLDGSYQRMEPYDGEEEDGEDDDEHEETPQESGVMIHVV 

PEGNKARWNHVEDLDSFFTRMYHYHQKHGFACMILQEALELGQFIFVVTFSTFLFHCINY 

SLLFKNGKERKISISDVILSKSECIASMGLITWICILVAAIFWILRLVKVLYHCTQFWDI 

KLFFNTALKIEDCDLDNLTWHEIQKRVREVQKEQEMCIHKRELTELDIYHRILRFKNYMV 

AMINKSLLPIRLKVPIIGEIIFLTRGLKYNMELLLFWGPWSPFENNWHLKEDYKKLNKRQ 

ELARALSKHILWVGIVNFLLCPLILLWQILYSFFNYGEIIKREPGTLGTRMWSLYGRLYL 

RHFNELDHELNARLNRAYRPASKYMSMFTSPIMTVIAKNVAFVAGSILAVLLILTVYDED 

VLTVEHVLTTITILGAIVAGARAFIPDENLVWCPETLLTAVLAHTHYRPDSWRGHAHTQT 

TRAEVAQLFQYRAVHLLEELISPLITPFILCFRMRQRALDIVDFYRNFTIEVTGVGDVCS 

FAQMDVRKHGNPMWQTATQIPVQDRAAKYDNQYATDPEKLQIPISDQYTQAEDGKTELSL 

IHFTLTNPEWKPPSHAENFVTALRERVKKDVHGGGHEINPLLASLNSLSGLGPGYNDIIS 

NIIRSTMINQASGPSTSTMFTNQPCTTSVCTSGNEMLNMKSDIFPHAVQCGLSKAEGPVH 

NEKGLLYGLQQEISNQSLGASVFVSSHEFSTDLSIPVELIAADMSLSTLYLHELHHRQVR 

RRGYQELAMRSVWQRSPVQELATLPEVRQERAPLLLHQDSSIRNNREFKYNLNTRLDSI 

 

>tr|A0A1S3JC03|A0A1S3JC03_LINUN Autophagy-related protein 9 OS=Lingula 

unguis OX=7574 GN=LOC106171792 PE=3 SV=1 

MSEFTTSYQPLPASGYEEDEVDTPHMETDVLIHVVPEESSKSRWNHIENLDEFFARVYQY 

HQRNGFFCMVLEDVLQLLQFVFVILFSSYLIECVKYDVVFDEIYRNNTHGHHKVTIAESV 

IPLDQCVSSVRPFVAICLLVAAVFWVLRLIKVVYNVLKYWEIRAFYLTALKISADELPNL 

TWHEVQKRVVEVQQEQQMCIHKKELTELDIYNRILRFKNYQVAMVNKSLLPLKYRIPFVG 

DYVFLSTGLKYNLEMILFWGPWAPFENYWHLKQDFKNYHKRKELADYVSQRILWLGLANL 

ILSPLIFLWQILYSFFRYAEIIKRQPGSLGARRWSLYGRLYLRHFNELDHEFEARLNRGY 

KPAEEYMNIFTSPVLVILAKNVVFFAGAVLAVLIILTLIDEDTLQVENILRMMTILGAVV 

AVCRAVIPAEHMVFCPEFLMTHILKEVHYIPDSWKGNAHTHKVRQEFAQLFQYKALYLLE 

ELISPLVTPLILCFSIRHKAYDIVDFYRNFTVEVTGVGDVCSFAQMDIRKHGNPQWVKEE 

QTQADLYHQAEDGKAELSLMHFALTNPEWKPPENCSVFLNDIKDQAVNDANAAVVAPGDN 

ALFTSLHTFSALSPGVYNSINISSVVPGPSGMASAHHSMRPLGTVPGPMSPPGGSHLRGA 

GVAHAEGPLQGSGKGILASLHSSGALSGSATGLGSGPTSLDTGHFLSSEVSQELSSAEMS 

FSALYIHELHRRRRQGQHRLEYLDFDGRPHVELQELGTRLTFDLDPMPGHGGVRGHMSNI 

VESPQEEKSEEEMSNEDAITFVSFDERVTKST 

 

>XP_022310215.1 autophagy-related protein 9A-like isoform X1 [Crassostrea 

virginica] 

MSGAAMADYQTQYQALGSCDEDDTDETDAPTHESANLMIHVVPESTRWNHIENLDDFFTRVYHYHQRGGF 

LCMMVSDVLQLVQFLFVVGFSTFLLECVNYDILFANSKNDTHKVTISEAVTPFGQCVQEFDFGITVCLLV 

ALAFWIFRTIKVLYNIFKYSEIRSFYLTALHISTAELSNMTWHEVQRRLLEVQKEQQMCIHKQELTELDI 

YHRILRFKNYMIAMERKSLLPLKHQVPCLGECAFYSIGLKYNLDFLLFWGPWSPFENYWKLKDEYKVYHK 

RKQLADELSKKILWIGVANFALSPLILLWQILYSFFRYADTLKREPSMLGSRRWSNYARLYLRHYNELDH 

EFDARLNRGYRLANKYMDIFTSELIVILAKNVAFFAGSVLAVLVVLTVIDEDVLAVEHVLTTMTVAGLIV 

TACKVFIPDEHLVYCPEILMRNILAHVHYMPPDWTGNAHTSKVRNEFSMFFQYKVAYLFEELLSPIITPL 

ILCFYLRHKSMEIVDFFRNFTVDVVGVGDVCSFAQLDVRKRDKKTGEVEQEEEEDPEPSLRTNMFTPVQS 

PSQEGKIEMSLMHFHLTNPEWKPPKECSLFLNDVKEKAQRNTASLSIFHPVTQNMVNSSQGSLTGYLSGL 

QPSGAGGLGESSTEQYTSLASSIAIQSGMYPQSTQVSMAPSVSGVHHRLRGAISTAEGPLERSVSGNLGT 

LTNMQASSTASMVGSGVMGYHSLGSNKPSVDEGSLELMSQDMSVSALYLHDLQSRRQRGQGHLGYENLED 
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LRARNLWQRQDSNNPPPGASAGMYNIQEKKEEEEGGREGETSETITKTA 
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Caractérisation de la voie de l’autophagie chez l’huître creuse Crassostrea gigas en 

réponse à une infection par le virus OsHV-1 

 
Résumé :  

 

Les importantes mortalités observées sur le naissain de l’huître creuse, Crassostrea gigas, ont fortement affecté 

l’économie aquacole de plusieurs pays dans le monde. Les causes de ces mortalités sont complexes, mais un 

agent viral appartenant à la famille des herpèsvirus, 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 l’huître creuse et le virus est 

nécessaire. Récemment, les résultats de plusieurs études et la caractérisation du génome de C. gigas ont 

démontré l’existence potentielle chez cette espèce de plusieurs voies antivirales connues chez les mammifères. 

La voie de l’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 l’huître creuse à différentes 

pathologies incluant les infections virales. Dans le cadre de la thèse, un travail a été réalisé afin d’approfondir les 

connaissances sur le mécanisme de l’autophagie chez C. gigas et sur sa régulation au cours d’une infection par le 

virus OsHV-1. Ces travaux de thèse ont permis de mettre en évidence une forte conservation de la voie de 

l’autophagie au niveau moléculaire. Pour la première 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 l’autophagie chez l’huître creuse. Un suivi de l’autophagie au cours d’une infection par le 

virus OsHV-1 a montré une réplication virale suivie d’une modulation de l’autophagie dans le manteau et dans 

l’hémolymphe. Enfin, il a été montré une régulation différentielle de l’autophagie au niveau transcriptiomique 

dans le manteau et dans l’hémolymphe. 

 

Mots clés: autophagie, OsHV-1, Crassostrea gigas, huître 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. 
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